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研究成果の概要（和文）： 慢性肝炎から肝細胞がん（肝がん）に至る微小環境において、マイ

クロ RNA に対して制御効果を発揮する核酸分子（antagomir）の標的創薬を目的とした。Ｂ

型慢性肝炎モデルで同定された８個のマイクロ RNA について、経時的肝組織における発現解

析、形質転換作用の検討、宿主遺伝子の発現調節作用、がん化に関わる分子病態おける評価を

実施した。これより、本研究のマイクロ RNA が肝がんを制御する antagomir 創薬における標

的となる可能性が示された。 

 
研究成果の概要（英文）： The current study was designed to develop antagomirs, 

anti-microRNA oligonucleotides, regulating inflammation-associated carcinogenesis in 

hepatic microenvironment. Eight of microRNAs identified in a unique mouse model of 

chronic hepatitis B were evaluated for the expression profiles in the serial samples of liver 

tissues, the transformation of cell lines, the effects on expression of host genes, the relation 

to gene expression profiles during hepatocarcinogenesis. Collectively, these microRNAs 

were suggested to be targets in the development of antagomirs for hepatocellular 

carcinoma. 
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１．研究開始当初の背景 

 

ウイルス肝炎に対して最先端の抗ウイル
ス治療が施されているにもかかわらず、我が
国には慢性肝炎患者（Ｂ型、Ｃ型）が 200 万
人以上存在し、毎年３万５千人が肝細胞がん
（肝がん）により死亡している。肝がんの制

御が困難である最大の要因は、慢性肝炎にお
ける炎症反応が発がんポテンシャルを亢進
しており（炎症性発がん）、この活性を特異
的に低下させる治療法が確立していないこ
とである。さらに発がん過程が多段階的で多
因子が複雑に関与していることは、標的分子
を絞り込んだ抗がん治療の開発を困難なも
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のとしている。 

 

【標的分子としてのマイクロＲＮＡ】2006 

年ノーベル医学生理学賞に輝いた発見とし
て、遺伝子の読み枠（ORF）以外に存在する
non-coding RNA 分子の存在が明らかとな
った。そのうち２２塩基程度の短い一本鎖の
マイクロＲＮＡ（miRNA）分子が 600 個ほ
ど存在し、ヒト全遺伝子（３万個以上）の１
／３を制御するものと予想された（Cell 

136:642,2009）。これより、個々の遺伝子（メ
ッセンジャーＲＮＡ）を標的とした従来法に
比べて、有用なマイクロＲＮＡを選択すれば
多数の遺伝子（群）を一元的に制御すること
が可能となり、新たな概念に基づく標的治療
として期待されている（Nature Cell Biol. 

11:228,2009）。さらに、マイクロＲＮＡを生
体内で抑制する核酸分子（antagomir）を合
成する技術の進歩によって、臨床応用に至る
プロセスが急激に加速している（Nature Rev. 

Genet. 10:578,2009）。 

 

【がん微小環境を制御する標的創薬】応募
者は平成 19～21 年度の基盤研究（Ｂ）にお
いて慢性肝炎の病態に即したモデル系
（Nakamoto et al.: J. Exp. Med. 188:341, 

1998）を用いて慢性肝炎から発がんに至る過
程（前がん状態）で特異的に変動する 157 個
の遺伝子を明らかにした。これらは肝炎の急
性期や肝がん組織にみられる遺伝子群とは
ほとんど重複を認めない特徴的なものであ
った。さらに、詳細な経時的解析から同時期
に発現が変化する８個のマイクロＲＮＡを
同定した。このうち miR-21, miR-101, 

miR-126, miR-146, miR-148, miR-194 分子
は、国内外で報告された患者肝組織での最新
の検討結果と一致しており発がん病態への
関与が強く示唆された（Cell 137:586,2009 

他）。しかし、詳細な機序は不明のままであ
り創薬開発も未だごく初期の段階に止まっ
ている。その原因について、従来のがん細胞
（株）を用いた機能解析では、正常細胞がが
ん化に至る微小環境の影響が考慮されなか
っ た こ と が 指 摘 さ れ る （ Nature 

454:436,2008; J. Clin. Oncol. 26:4497, 

2008）。つまり、がんの微小環境においては
がん細胞を取り巻く種々の分子、細胞が複雑
に関わっており、特に炎症性発がんでは免疫
細胞との相互作用が深く関与している（Cell 

136:26,2009）。 

 

そこで、炎症性発がんの病態に基づいて構
築した実験系（Nakamoto et al.: J. Exp. Med. 

196:1105,2002; Cancer Res. 64:3326,2004; 

J. Immunol. 178:574,2007; J. Immunol. 

183:3053,2009 他）を駆使して、がんの微小
環境において治療効果を示す antagomir を

創薬する本研究の着想に至った。 

 

 

２．研究の目的 

 

肝臓の炎症性発がんにおける８個のマイ
クロＲＮＡ（上記の他、miR-24, miR-31）の
作用を、独自に開発した慢性肝炎モデルが構
築する分子病態の中で評価し、がん化の微小
環境における役割を in vitro 及び in vivo 

の実験系を組み合わせて機能的に解析した。 

 

 

３．研究の方法 

 
（１）マイクロＲＮＡの発現解析 
 肝炎の発症から１８ヵ月間の経過で肝が
んを発生するＢ型肝炎ウイルス（HBV）トラ
ンスジェニックマウス慢性肝炎モデル
（Nakamoto et al.: Cancer Res. 64:3326, 

2004）の発がん過程で検出された８個のマイ
クロＲＮＡ分子（miR-21, 24, 31, 101, 126, 

146, 148, 194）について、Real-time 定量的
ＲＴ-ＰＣＲ法（7900HT Fast；ABI 社）を
用いて、肝組織における経時的な発現レベル
の変化を定量した。 

 
（２）形質転換作用の検討 
 培養細胞株（ヒト肝由来；HepG2, 

TTNT16）において、マイクロ RNA やその
インヒビター（ともに ABI 社）を用いた際の
形質変化（細胞増殖など）を観察した。 
 
（３）宿主遺伝子の発現調節作用の検討 
 （２）で用いた細胞株において８個のマイ
クロＲＮＡの発現と関連する宿主遺伝子の
変動を検討した。対象とする宿主遺伝子は、
炎症性発がん過程において特異的に変動す
ることが示唆されている 157 個とした。 
 
（４）がん化に関わる分子病態における評価 
 慢性肝炎モデルでのマイクロ RNA の発現
レベルが亢進する前がん状態からがん化に
至る時期（肝炎発症後１５ヵ月目以降）にお
いて、特異的に変動する肝組織の遺伝子（群）
の発現プロファイルを DNA チップ（Agilent

社）および Real-time 定量的ＲＴ-ＰＣＲ法を
用いて解析した。 

 

 
４．研究成果 
 
（１）マイクロＲＮＡの発現解析 
 慢性肝炎モデルにおける経時的な発現レ
ベルの変化を定量すると、肝炎発症１５ヵ月
目から著明な発現の亢進を認めて１８ヵ月
目に肝がんを発症した。これより、発がん過



程においてマイクロ RNA の変化ががん化に
先導しており、促進的に作用している可能性
が示唆された。 

 
（２）形質転換作用の検討 
 マイクロ RNA の機能的解析を行う目的で、
培養細胞株のマイクロ RNA 発現量を検討し
たところ、肝組織に比較して著明な高発現を
みた。これは当初に計画したマイクロ RNA

の導入法による機能解析が困難であること
を示唆した。そこで、インヒビターを用いる
ことによる抑制実験を施行したところ、２つ
のマイクロ RNA の発現が抑制され細胞増殖
が低下した。これより、マイクロ RNA が機
能的に細胞増殖を促進していた可能性が示
された。 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（３）宿主遺伝子の発現調節作用の検討 
 （１）（２）で顕著な変動を示した２つの
マイクロＲＮＡ分子について、インヒビター
を用いて培養細胞株での宿主遺伝子の発現
レベルを定量した。その結果、２つの宿主遺
伝子（GSTA2, APOA4）に対する制御作用が明
らかになった。マイクロＲＮＡはこれらの宿
主遺伝子の発現レベルを調節することによ
って、がん化に作用したことが示唆された。 
 
（４）がん化に関わる分子病態おける評価 

 慢性肝炎モデルのがん化過程における網
羅的発現遺伝子研究との比較解析を行った
ところ、119 個の遺伝子（群）からなるがん
化特異的な分子病態とマイクロＲＮＡとの
新たな関連性が示唆され、さらなる検討の必
要性が示された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 これより、肝臓における炎症性発がんの分
子病態を構築するマイクロ RNA が明らかに
なり、それらが機能的に宿主遺伝子への制御
作用を発揮して肝細胞の悪性転化に関与す
る機構が示唆された。さらに、本研究のマイ
クロ RNA が antagomir の創薬における標的
となる可能性が示された。 
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