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研究成果の概要（和文）：肝細胞がん培養細胞HepB3に同定したHBV genomeから転写されていると考える26ntの塩基を
発現するプラズミドベクターを作成し、遺伝子導入した。しかし、目的とするsmall RNAの発現を認めなかった。しか
し、上記プラズミドベクターを安定発現する細胞株を作成したところ、間葉変形を起こす細胞が作成された。詳細なメ
カニズムは以前不明であるが、このsmall RNAによりEMTが惹起されていることが考えられた。

研究成果の概要（英文）：We constructed a plasmid vector that was expressing 26nt RNA that might be 
derived from HBV genome, and we transfected the vector in to the HCC cell line HepB3 cells.Unfortunately, 
we did not detected the expression of the 26nt small RNA in the cell line.
We also constructed stably expressing cell lines. Some of them did EMT by the transfection, which 
indicated that the small RNA had a potential for initiate EMT by undetermined mechanism.

研究分野： 消化器外科
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１．研究開始当初の背景 

近年 20 数塩基ほどの RNA よりなる micorRNA 

(以下 miRNA) が注目を集めている。われわれ

は HBV肝癌組織における MiRNA の Cloning に

おいて、全く予想外であったが、HBV ゲノム

由来の 23 塩基の RNA を同定し、コンピュー

ター解析による構造解析を行うと、miRNA の

特徴を示していた。そこで、同定した 23 塩

基長の HBV-small RNA の機能解析、つまりそ

のターゲットとなるメッセンジャーRNA を同

定し、HBV-small RNA が発癌や癌の増殖進展

へ及ぼす影響を分子生物学的に生体内外に

て確認線と考えた。 

２．研究の目的 
 近年 20 数塩基ほどの RNA よりなる
micorRNA (以下miRNA) が注目を集めている。
哺乳類  miRNA は次第に同定されてきており
細胞機能（細胞周期、日内変動、発生、分化） 
のみならず癌の分子病態（発癌、癌の増殖・
進展） への関与が示唆され、その他の多く
の病態に重要な役割を担っている可能性が
高いと考えられるようになった。さらに、
2004年に初めてEpstein-Barr virusにmiRNA
がコードされていることが報告（Pfeffer S 
et al. Science 304:734, 2004）されたこと
を皮切りに多くのウイルスがmiRNAをコード
し、ホストーウイルス間の感染成立を含めた
病態生理に関与していることが解明されつ
つある。 

 肝細胞癌（HCC）は世界規模でトップ 10 に

入る罹患率と致死率を認める予後不良の疾

患であり（Llovet et al. Lancet 362:1907, 

2003）毎年、新たに 約 560000 人の新規患者

を生む。HCC の強力な発癌因子とされる HBV

感染者は全世界にて約 2 億人存在し、350 万

人が慢性肝炎に罹患しているとされる（WHO）。

肝細胞癌発癌に関する病態生理は次第に解

明されつつあるが、今後さらなる研究が必須

であり、肝炎、肝硬変、原発性肝癌の分子病

態生理についてはmessenger RNA, genome DNA, 

Protein を中心に、遺伝子、分子構造、機能

解 析 等 が 盛 ん に 行 わ れ て い る (Nature 

18;436:953-60.2005, Gastroenterology 127 

5 Suppl 1:S51-5. 2004)。しかし、miRNA を

プロファイリングすることで疾患の特徴付

けを試みる論文は我々の発表（業績参照）以

外に非常に少なく（Natl Acad Sci USA 

101:9740-9744, Molec Cancer Res. 

1:882-891） 肝炎、肝硬変、原発性肝癌の臨

床検体を用いてmiRNAプロファイルを報告し

た例は未だない。さらに、HBV は ATL－HTLV1

と並び癌ウイルスと考えられており、強力な

発癌促進因子であるにも関わらず、その直接

的発癌メカニズムが存在すると予想されて

いるものの、いまだに明らかとなっていない。 

また、ウイルスにコードされている遺伝子は

ウイルスの生態にとってどれもが不可欠で

あるものがほとんどであることを踏まえる

と、我々が同定した HBV 由来の small RNA が

ウイルスの病態生理、とくに肝細胞発癌に深

く関与している可能性が高いと予想される。 

それによって得られる結果は、これまでの概

念を覆す病態解明や診断・治療への応用が可

能な基盤研究となると考えられる。 

３．研究の方法 
 
１）第 1に HBV-small RNA の存在を再確認す
る。 

1. HBVが感染している肝細胞の細胞株、
既存の HBV 発現ベクターを細胞へ導
入することで施行する。 

2. 確認方法は PCR based miRNA 検出法
を用いる。 

 

２）第２に HBV-small RNA の導入による肝細

胞への効果（In vitro）を分子生物学的に検

討する。 

 



４．研究成果 

肝細胞がん培養細胞 HepB3 に同定した HBV 

genome から転写されていると考える 26nt の

塩基を発現するプラズミドベクターを作成

し、遺伝子導入した。作成したベクターは予

想される miHBV26 塩基のみ発現する miHBVS

とその Precursor 領域も発現する miHBVL, 

何も発現しない miHBVNull とした。また、骨

格となる plasmid は２社のものを用いて、そ

れぞれ作成した。まず、lipofectamin2000 を

用いて胆管細胞がん HuCCT1 膵癌 Panc1 など

の Cell line に遺伝子導入を思考した。その

後、細胞 RNA を回収し、逆転写の後、目的と

する部位を増幅させる primer にて PCR を施

行後、電気泳動を行った。しかし、目的とす

る small RNA の発現を認めなかった。遺伝子

導入を様々な条件で施行したが、同様の結果

であった。電気泳動にて出現したバンドを切

り出し、シークエンス解析も施行したが、非

特異的増幅のみ得られた。 

一時的遺伝子導入ではmiHBVの発現量が少な

いことが考えらえたため、上記プラズミドベ

クターを安定発現する細胞株を作成した。こ

れらの細胞の内 2種が、明らかな、上皮間葉

変形を起こす細胞が作成された。さらに上皮

間葉変形のマーカーである miRN-200family

の発現量を Realtime-PCR にて確認したとこ

ろ、予想通りにその発現が対症に比較して優

位に低下していることが確認され、この現象

にmiR-200familyが関与していることが考え

られた。詳細なメカニズムは以前不明である

が、この small RNA により EMT が惹起されて

いることが考えられた。 

 

これらの細胞の変化を研究するため、上皮間

葉変形を惹起するサイトカインTGF-beta1を

HuCCT1 細胞株へ投与したところ、全く予想外

であるが、miR-200family が一時的にその発

現を上昇させることが観察された。そのため、

どの段階でmiR-200familyの発現が上昇して

いるかを検討するため、primery miRNA, 

precursor miRNA に対する primer を作成し、

Realtime PCR にて検討したところ、Primery 

miRNA の段階から発現が上昇している、つま

りtranscriptionの段階から発現が上昇して

いることが観察された。 

さらにコンピューター解析にてmiR-200の内

miR-200b/a/429 の DNA 領域（プロモーター領

域）に TGF-beta1 の細胞内シグナル伝達物質

である smad の結合領域を認めたため、DNA 

pull-down アッセイを施行したところ、smad

が上述の結合領域に実際に結合し得ること

を見いだした。つまり、これらの結果は、

TGF-beta1 が直接 miR-200 の転写をコントロ

ールし得ることを示唆しており、これまでに

全く報告のない予想外の知見であった。 
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