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研究成果の概要（和文）：DAAs 治療はHCV の排除以外に生体に様々な影響を与えるが、その機序は不明であ
る。
本研究では、HCV感染患者血清exosome中miRNAの発現プロファイルのDAAs治療前後での変化を網羅的に解析し、
発現が有意に減少するmiRNAを同定した。このmiRNAは肝発癌や脂質代謝に関与しておりSVR後の病態との関与が
示唆された。肝癌由来であるHepG2細胞に同定したmiRNAの特異的阻害薬を導入すると、細胞増殖速度の上昇、脂
質蓄積の低下がみられた。本研究で同定したmiRNAは単にバイオマーカーにとどまらず、将来的に創薬等の臨床
応用へ繋がる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：DAAs treatment has various effects on the organism other than the 
elimination of HCV. However, the mechanism is unknown. In this study, we comprehensively analyzed 
the changes in the expression profile of miRNAs in serum exosomes of HCV-infected patients before 
and after DAAs treatment and identified miRNAs whose expression was significantly decreased.  These 
miRNAs are involved in hepato-carcinogenesis and lipid metabolism, suggesting their involvement in 
the pathogenesis after SVR. When HepG2 cells were treated with a specific inhibitor of the miRNA, 
the proliferation rate increased and lipid accumulation decreased. The miRNAs identified in this 
study are not only biomarkers but may lead to clinical applications such as drug discovery in the 
future.

研究分野：消化器内科
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肝疾患の診断において、侵襲的検査である肝生検による肝組織の採取が必要なケースがあるが、本研究に用いた
exosomal miRNA 解析法は侵襲を伴わない体液診断法（Liquid biopsy）の１つとして、今後の肝疾患の臨床に大
きく寄与しうるものである。DAAs 治療によりHCV-SVR 後患者の高齢化に伴い、発癌を含め今後SVR後の病態に関
する知見はさらに必要になることが予想される。exosomal miRNA に着目した本研究は、単にバイオマーカーに
とどまらず、SVR後の病態の解明、将来的には創薬等の臨床応用へ繋がる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
● C 型慢性肝炎は全世界で当初 7000 万人の罹患患者がいる代表的な感染症であり、本邦では肝

細胞癌の最大の原因疾患であった。そのため肝発癌の予防の為には C 型肝炎ウイルス(HCV)を

排除することが極めて重要であった。一方で C 型慢性肝炎治療の進歩はめざましく、かつての

インターフェロン療法から、Direct acting antivirals(DAAs)によるインターフェロンフリー療

法へと大きく変遷し、C 型慢性肝炎は比較的容易に治療できる疾患になった。その結果、SVR 

達成患者数は急激に増加した。近年この DAAs 治療後 SVR の病態について、高脂血症の出現、

HBV の再活性化等の報告がなされており、DAAs 治療は HCV の排除以外に生体に様々な影

響を与えることが示唆されており（Takayama H, et al. Hepatol Res 46: 489-491, 2016）、HCV

の排除（SVR）以外にも肝発癌や脂質代謝異常など生体に様々な影響を与えることが示唆されて

いる。しかし、その機序は不明である。 

 

● Exosome は様々な細胞から能動的に分泌される細胞外小胞で、その内部には miRNA などの

核酸情報が内包されており、疾患のバイオマーカーや創薬標的として注目されている。これまで

バイオマーカーとしてのmiRNA 研究は、体液に関しては主に細胞外miRNA (circulating RNA)

を対象としたものが中心であったが、この中には死細胞や細胞片に由来する miRNA が含まれ

る可能性が高く、Exosome 中のmiRNA (exosomalmiRNA)に焦点を当てた解析をすることは、

細胞内の情報や生命現象をより正確に反映すると考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、DAAs 治療により変化した血清中 exosomal miRNA のプロファイルの変化が、

生体反応を反映しているとの仮説に基づき、特に今後重要な問題となる SVR 後発癌およびその

他の肝疾患に関する病態への影響について解析を行い、その機序を明らかにすることを目的と

する。具体的には、 

① DAAs 療法治療前後で変化する患者血清 Exosome 中のmiRNA の同定 

② 同定したmiRNA の影響を受ける肝細胞内 pathway の解析 

③ 同定したmiRNA が肝細胞に与える影響の解析 

を行った(図 1)。 
 
３．研究の方法 
① DAAs 療法治療前後で変化する患者血清 Exosome 中のmiRNA の同定  

代表的 DAAs であるダクラタスビル／アス

ナプレビルを用いた 治療症例 5 例の血清を用

いて miRNA qPCR array 解析を行い、血清

exosome中のmiRNAの発現プロファイルを網

羅的に解析し、有意に変化したもののうち 2 倍

以上（最大 20 倍）の変化を認めた特に変化が

大きいものを候補miRNA として選択した。こ

れら候補のmiRNA について、さらに多数症例

を用いてその結果に一般性があることを検証、

確認した。また、他の代表的薬剤であるソフォ

スブビル／レディパスビルを用いた治療を行っ

た症例についても同様の解析を行い、結果に差



がないか確認した。 

 

②同定したmiRNA の影響を受ける肝細胞内 pathway の解析 

同定したmiRNA が影響を与える pathwayを、肝癌細胞株に強制発現もしくは特異的に阻害

する系を作成し、RNA-seq を用いて遺伝子発現の変化を網羅的に解析した。具体的には、バイ

オインフォマティクスにより変化が予想された KEGG pathway 内の分子の変化を、qPCR 法、

Western blotting 法にて確認した。 
 
③ 同定したmiRNA が肝細胞に与える影響の解析 

同定した miRNA が実際に肝細胞に影響を与えるか、肝癌細胞株に強制発現もしくは特異的

に阻害する系を作成し、細胞に与える影響を検討した。特に解析対象としたmiRNAは治療によ

り発現が低下するため、特異的阻害薬を用いて、臨床の SVR後の病態に則した細胞の挙動に生

じる変化を解析した。 
 
４．研究成果 
● 予備実験および多数症例での検討にて、DAAs 治療後の SVR 達成患者で低下する血清

exosome中のmiRNAを同定した。バイオインフォマティクスを用いたmiRNA標的予測では、

同定した miRNA は細胞周期、代謝等、DAA 治療により生じる SVR 後の病態への関与を支持

するデータが得られた。この同定したmiRNAについては細胞周期、がん抑制に加え、肝脂質代

謝に関する報告があり、癌に関してのみならず脂質代謝に与える影響も大きいと考えられた。 

 

● 同定した miRNAは SVR後に低下していたため、代表的な肝癌由来細胞株である HepG2細

胞に同定した miRNA に特異的な阻害剤を導入し、SVR 後の状態を模倣する系を作成した。こ

の系を用いて RNA-seqにて肝細胞株における遺伝子発現変化の網羅的解析、およびバイオイン

フォマティクス解析を行った結果、同定したmiRNAおよびその標的遺伝子が関与する pathway

は、発癌や癌の進展に加え肝脂質代謝にも関与していることが示唆された。また、表現型への影

響として癌に関連する細胞増殖速度の増加と同時に脂肪蓄積能の低下が生じることを見出した。 

 

● 同定したmiRNAは、JFH1細胞を用いたHCV感染実験では上清中の含有量が増加していた。

また同 miRNA は健常人と HCV 感染患者間での比較でも HCV 感染患者の方が多く、HCV 感

染に伴い肝細胞に生じる変化であることが示された。 

 

● DAA治療による HCVの排除で、肝脂肪蓄積は改善することが報告されているなど、SVR後

には糖脂質代謝の変化が生じることが分かっている。本研究は SVR後発癌への関与の解析の解

析を当初の目的としていたが、SVR 後に生じる代謝変化への影響について予想以上の成果が得

られたため、発癌への影響の解析と並行し SVR後に生じる代謝変化への影響についても追加で

解析を行った。その結果、同定したmiRNAは β酸化を負に制御することで脂質代謝に関与し、

SVR 達成後に生じる脂質代謝異常の原因となる可能性が示唆された。この結果から HCV 感染

時に生じる肝脂肪蓄積は、非アルコール性脂肪性肝疾患（NAFLD）における脂肪肝とは病態が

異なる可能性が考えられた。また、このmiRNAおよびその影響する pathwayの因子は SVR後

に生じた代謝異常の治療標的となる可能性が示唆された。本研究結果は論文として投稿準備中

である。  

  



まとめ 

 肝疾患の診断においては現在、侵襲的検査である肝生検による肝組織の採取が必要なケース

があるが、本研究に用いた exosomal miRNA 解析法は侵襲を伴わない体液診断法（Liquid 

biopsy）の１つとして、今後の肝疾患の臨床に大きく寄与しうるものである。また、DAAs 治療

により HCV-SVR 後患者の高齢化に伴い、発癌を含め今後 SVR後の病態に関する知見はさらに

必要になることが予想される。本研究で同定した miRNA が肝発癌のバイオマーカーとなりう

るか、引き続き前向きに予後の解析を継続する。また、DAA治療後の糖脂質代謝異常の予測因

子となり得るかについても、引き続き解析を行う。NAFLDと異なる DAA治療後の肝代謝の病

態を正確に理解することは、多因子による病態であり、現在急速に増加している脂肪肝の治療の

発展、および脂肪肝由来の発癌の予測に貢献する可能性がある。また、単にバイオマーカーにと

どまらず将来的に創薬等の臨床応用へ繋がる可能性がある。 
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