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研究成果の概要（和文）：わが国における肝細胞癌の原因が、ウイルス感染から脂肪性肝炎に大きくシフトして
いる。脂肪性肝疾患からの肝発癌は、食事という環境変化により肝細胞が悪性変化を起こしていることからエピ
ゲノム変化が重要な原因と考えられた。HCVキメラ遺伝子導入HCV産生株HPI細胞、肝発癌マウスモデルSTAMなど
を用いた検討からNrf2、EZH2、microRNA-122の発現変化が重要であることが明らかとなった。さらに化学発癌物
質を使わずに高脂肪食のみで発癌するマウスモデルを検討した結果、腸内細菌による胆汁酸成分の変化とmTORの
活性化が重要な病態因子であることが判明した。

研究成果の概要（英文）：The main cause of hepatocarcinogenesis in Japan has been changing from viral
 infection to fatty liver diseases. The hepatic pathogenesis in fatty liver diseases is considered 
to be induced by dietary environmental change and this fact indicated that epigenetic change is an 
important factor in this disease entity. We refined Nrf-2, EZH2 and microRNA-122 as pathogenetic 
factors from the analyses of HCV particle producing cell line HPI and a murine model STAM. Moreover,
 we focused on a C57BL/6 model which develops hepatoma with only a high fat diet without giving any 
chemical carcinogens, and obtained an important result from this murine model that a component 
change of bile acids metabolized by intestinal microbiota and a consequent activation of mTOR 
pathway were most notable pathogenetic factors. Nrf-2, EZH2 and microRNA were also changed in this 
model, and these results reflected in vitro aspects.

研究分野： 消化器内科
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１．研究開始当初の背景 
わが国における肝細胞癌は、原因がウイル
ス感染から脂肪性肝炎にシフトしているが、
高齢者に多く予後は決して良くない。超高齢
社会において癌との共存による延命も考慮
する中で、肝癌に対するエピゲノム制御は大
きな福音となる一つの方法である。しかし、
いまだエピゲノム作用薬は少なく、また癌に
対する作用に加えて肝癌に付随するウイル
ス増殖、インスリン抵抗性、脂肪化に対する
作用を含め多くが解明されていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、各種要因による肝癌に対する
エピゲノム制御の可能性を探索するために、
エピゲノム作用薬の癌細胞やウイルス増殖、
肝脂肪化に対する作用を多角的・包括的に検
討し新たな治療法の開発を目指すことを目
的とする。 
 
３．研究の方法 
 我々の作成した HCV 産生細胞 HPI 細胞を
対象にして、（１）この細胞で親株に比較し
て発現亢進している Nrf2 をノックダウンあ
るいは阻害薬を用いて Nrf2 発現を変化させ
る。（２）この細胞で親株に比較して発現低
下している miR122 をレンチウイルスにて導
入し、肝特異的 microRNA である miR122 発
現を亢進させる。これらの操作により生ずる
変化を解析し、Nrf2-EZH2-miR122 の関連を
明らかにする。また、（３）肝脂肪化-発癌モ
デルマウスを作成し、腸内細菌・胆汁酸の変
化、トランスポーター発現の変化と in vivo 肝
における遺伝子発現と Nrf2-EZH2-miR122 の
相互連関を明らかにする。 
 
４．研究成果 
（１）特に肝癌細胞の増殖と HCV 複製の両面
から Nrf-2 の関与を検討した。in vitro のみ
ならず C 型肝細胞癌組織においても Nrf2 の
活性化が亢進していることが認められた。 
 
（２）HCV 持続感染細胞 HPI 細胞では、細胞
内脂質ラフトの増生と HCV RNA 及び HCV 蛋白
（コア蛋白）の増加が認められる。この際
Nrf2 の著明な増加がアレイの解析により明
らかとなったため、Nrf2 の阻害薬 brusatol
を使用した。HPI に Nrf2 の阻害薬である
brusatol を加えることにより、HCV 蛋白質と
RNA、脂質関連遺伝子発現が著明に減少する
こと、及び、細胞増殖が著明に抑制されるこ
とを明らかにした。一方、マイトマイシン、
CDDPなど従来の抗癌剤はHPIに対して細胞増
殖抑制効果を示したもののHCV抑制作用が僅
かであったことから、brusatol による HCV 抑
制作用は単なる細胞増殖抑制によるもので
はなく、代謝抑制、蛋白合成阻害等を介した
brusatol に特異的なものと考えられた。以上
から、brusatol は肝癌細胞増殖抑制作用とと
もに、抗HCV感染作用を有すると考えられた。

これは報告した SAHA と同様の効果と考えら
れた。 
 HPI 細胞では、brusatol あるいは siRNA に
て Nrf2 の発現を抑制したところ、表のよう
な様々な遺伝子発現が変化した。 
 

 
 これにより、Nrf2 遺伝子発現と、脂質代謝、
コレステロール代謝、グルタミン代謝、酸化
反応と正の相関があり、逆に細胞増殖などの
細胞の活性化に負の相関があることが明ら
かとなった。 
特に HPI細胞に brusatol を作用させた際に
顕著に低下した脂質関連遺伝子の発現が、高
脂肪食負荷マウスにて著明に亢進している
ことが認められ、in vitro と in vivo に相同
性があることが示唆された。 
 
（３）培養肝癌細胞を用い HDAC 阻害薬や DNA
メチル化阻害薬のテロメアあるいはテロメ
ラーゼ活性に対する効果を検討した。その結
果、培養細胞の種類によりテロメアの動向に
違いがあることがわかり、HDAC 阻害薬に共通
の効果を見出すことはできなかった。 
 
（４）マウス NASH に伴う肝発癌モデル作成
を目指した。味の素製薬（株）の開発した
STHD-01 食にて飼育することにより、飼育約
10 週目にはヒトの NASH に相当する肝組織が
認められ、さらに長期（40 週）に飼育するこ
とにより発癌イニシエーターを用いること
なしに肝発癌が認められた。また、同時に抗
生物質を投与することにより NASH や肝発癌
が抑制されることが明らかとなった。このこ
とは、腸内細菌の制御による肝脂肪化、炎症

Categoly of genes down-regulated and up-regulated in the HPI cell commonly by  the treatment with 
brusatol and by the treatment with siRNA for Nrf2  

Category of gene function Corresponding GO number 
a) 

Number of 
genes 
commonly 
down-regulat
ed (less than 
0.5 fold) 

Number of 
genes 
commonly 
up-regulated 
(more than 2 
fold) 

Lipid metabolism GO:0006629,GO:0016042,G
O:0030497 

10 2 

Cholesterol metabolism GO:0006695,GO:0008203,G
O:0016125 

6 1 

Glutamine/glutamate 
metabolism 

GO:0006536,GO:0006542,G
O:0006749 

5 0 

Other metabolisms GO:0008152,GO:0005975 12 4 

Oxidation reduction GO:0055114,GO:0045454,G
O:0006979 

11 6 

Inflammatory/immune 
response 

GO:0006954,GO:0006955 3 4 

Transcription GO:0006810,GO:0015031 5 30 

Signal transduction GO:0007165, 6 10 

Translation GO:0006412 4 2 

Protein/amino acids 
modification 

GO:0006468,GO:0006470,G
O:0006486,GO:0006493,GO:
0006464 

6 11 

Transport GO:0006810,GO:0015031 7 4 

Biologiacal process GO:0008150 2 5 

Cell proliferation/growth GO:0008285,GO:0008283,O:
0007049,GO:0001558 

5 14 

Apoptosis GO:0006917,GO:0042981,G
O:0006917,GO:0043065 

3 7 

Cell adhesion GO:0007155 3 6 

Multicellular organismal 
development 

GO:0007275 3 9 

Other functions  12 25 

Unknouwn functions  21 54 

Total b)  97 163 

a) gene ontology (GO) number based on Gene Ontology Consortium 
(http://www.geneontology.org/) 
b) some genes were overlapped as to category.   



惹起、発癌の制御が可能であることを示唆し
ている。マウスの系では STHD-01 食により、
腸内の Bacteroides, Clostridium cluster 
XVIII が 増 加 し 、 Strptococcus, 
Bifidobacterium, Prevotella が減少した。
抗生物質投与群では、総菌数が 1/100 程度に
減少し、ほとんど Enterococcus にて占めら
れていた。STHD-01 食飼育では、脂肪酸延伸
反応が進み肝内長鎖飽和脂肪酸の増加によ
る核内受容体の刺激により肝内に炎症が惹
起された。一方、抗菌剤により omega-3 系脂
肪酸が増加し炎症を鎮めた。 

 
 胆汁酸は、コレステロールよりまず１次胆
汁酸に合成されるが、腸内に入ると一部の腸
内細菌により２次胆汁酸に代謝される（上図）。
肝内の胆汁酸解析によりSTHD-01食では、
deoxycholic acid (DCA)など有害種二次胆汁
酸が極めて多かったのに対し、抗菌剤投与に
より２次胆汁酸の占める割合が有意に少なか
ったことに加えて、２次胆汁酸の成分も
ursodeoxycholic acid (UDCA)やtauro-UDCA 
(TUDCA)など無害種二次胆汁酸がほとんどを
占めた。抗菌剤投与で残ったEnterococcusの
中２strainには、DCAをUDCAやTUDCAに代謝す
る能力があった。おそらくこれらの
Enterococcus strainには、DCA>UDCAへ触媒す
る酵素を保持していることが推定された。ま
た、胆汁酸トランスポーターの発現量も変化
し、生体に負担のかからないような方向へシ
フトする変化がみられた。 

                CONT   CA     CDCA   DCA 
          60M   60M   60M 

 

肝内タンパク質発現を解析するとmTORの

リ ン 酸 化 が 亢 進 し て お り 、 cholate, 
chano-DCA, DCAの中ではDCAにmTOR活性能が
有意に高かった（前図）。また、抗生物質に
よりNrf2, NAD+, NADP+の発現、GSH/GSSG比が
有意に高く抗酸化活性が亢進していた。 
 
＜総括＞ 
 全体を通じて、HCV 産生肝細胞 HPI におけ
るApoA転写亢進/脂肪蓄積、Nrf2の発現亢進、
miR-122 の転写低下、EZH2 転写亢進から、脂
肪化、Nrf2, miR-122, EZH2 の発現間に相関
があり、NASH を介した肝発癌でも同様の病態
機序が働いていることが想定され in vivo に
おける NASH 発癌モデルでの検証を試みた。
ApoA 亢進/脂肪化に伴う Nrf2 発現の刺激、そ
して脂肪代謝の亢進で epigenetic に悪性回
路が形成されると考えられた。腸内細菌の変
化による胆汁酸成分の変化がこの悪性回路
を断ち切る一つの方法であることが考えら
れた。 
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