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研究成果の概要（和文）：C型慢性肝炎患者におけるrs3219487のminor homo形質保有者においてMUYTYH発現が低下して
おり,同形質保有者において有意に肝発癌率が高いことを示した.また発現が低下する機序は同配列のpromoter領域への
干渉であることも確認した.MUTYHホモ欠損マウスに鉄過剰食を与えると肝発癌率が有意に増加することも示した.治療
の進歩により,HCV現感染者数は減少するが,既往感染者における肝発癌が今後問題である.本研究の結果はrs3219487 mi
nor allele保有が肝発癌の危険因子であることを示唆し,早期発見あるいは抗酸化療法の治療介入が肝発癌阻止に有用
である可能性を示した.

研究成果の概要（英文）：In one of MutYH SNPs (s3219487), the frequency of minor homo or hetero allele 
carrier in the HCC group significantly higher than that in HCC group. In addition, the expression of 
MUTYH mRNA in minor homo allele tended to be lower than that in major homo allele. Multivariate Cox 
regression analysis indicated that Age and the minor allele of this SNP in MUTYH factors were 
significantly associated with hepatocarcinogenesis independently. These results indicated that the minor 
hetero allele of this SNP in MUTYH could be a significant risk factor of liver carcinogenesis from CHC 
and could be a predictive marker of HCC development in CHC patients.

研究分野：消化器内科学
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１．研究開始当初の背景 
 
	
 肝細胞癌(HCC)の多くは慢性肝炎ならびに
肝硬変を背景に発生するが,その発癌機序は
いまだに明らかではない.申請者らはこれま
でに科学研究費補助金（平成 14-15年度基盤
研究 C「HCV 導入肝細胞を用いたラジカル
誘導性 DNA 障害機構の解明」,平成 17 年度
特定領域研究 C「慢性炎症および鉄過剰で誘
導される肝発がん機構の解明とその防御」お
よび平成 20-22年度基盤研究 C「C型肝炎に
おける鉄代謝調節因子 GDF15-ヘプシジン制
御機構の解明とその治療応用」）の助成を受
け検討を重ねてきた結果,C 型慢性肝炎患者
では肝での鉄代謝ペプチドであるヘプシジ
ンの発現低下と十二指腸粘膜の鉄吸収関連
分子の発現増加により鉄吸収が亢進するこ
とによって肝内鉄過剰沈着が生じており,慢
性肝炎において細胞内の過剰遊離鉄が活性
酸素種（ROS）の産生を亢進させ,肝細胞傷害
や肝線維化を惹起する原因になることや,肝
内 に 8-hydroxy-2 ’ -deoxyguanosine 
(8-OH-dG)が増加することにより G:C→A:T
型の遺伝子変異を誘発し HCC の原因となる
ことを見出し,瀉血療法に鉄制限食事療法を
併用する除鉄療法により肝炎を鎮静化でき,
肝の線維化を改善させ ,増加している
8-OH-dG 量を正常化できること  (Cancer 
Res, 2001),さらに実際に除鉄療法をＣ型慢
性肝炎（Ｆ2/Ｆ3 grade）に約 12年間行って
きた結果,HCCの発生率が年率 0.9%（対照群
では 3.9%）に低下することを明らかにした
(J.Gastroenterology,2007). 
	
 その後 ,新たな肝線維化改善治療 (Nat 
Biotechnol,2008),HCC 遺 伝 子 治 療
(Hepatology,2008)を報告した .更に平成
19-20 年度基盤研究 B「C 型肝炎からの肝発
がんに関わる酸化的 DNA 損傷修復遺伝子群
の解析」において肝癌患者で Mutyh 
SNP(rs3219487)の hetero/minor homo形質
が有意に検出されること,ならびに右図に示
すように,この minor allele 保有者の肝発癌
率は major homo形質保有者のそれに比べて
有意に高いことを新たに見出した.DNA の酸
化損傷に対して,MutYH は,DNA 複製時にア
デニンが誤って鋳型鎖に存在する８−oxoGに
対して取り込まれた際に ,このアデニン：
8-oxoG の誤対合からアデニンを切除するこ
とで突然変異の生成を回避する.さらに,アデ
ニンの酸化体 2 —ヒドロキシアデニン
（2-OH-A）が鋳型鎖のグアニンに対して取
り込まれた場合も ,同じく MutYH が
2-OG-A:G誤対合を認識して 2-OH-Aを切除
する. 
	
 従って,このDNA修復酵素活性の低下した
個体では慢性炎症を背景とした発癌の危険
がより高いものと予測されるが,肝発癌にお
いて遺伝子修復能の意義はこれまで検討さ
れていない. 
 

２．研究の目的 
 
1）rs3219487は intron SNPであるため,そ
の差異がもたらす機能異常は不明であ
る.preliminaryな結果ではあるが申請者らは
MutYH 遺 伝 子 SNP(rs3219487) の
hetero/minor homo 形質保有者の MutYH 
mRNA 発現が major homo 形質保有者のそ
れと比較して低下していることを見出して
いる.症例数を増やし,hetero/minor homo 形
質保有者の MutYH mRNA 発現の低下を確
認し,さらに MutYH 活性自体の差違につい
ても検討する.2）MutYH 遺伝子の発現制御
部位と転写因子を特定し,当該 SNPの minor 
allele 配列とそれらの関係を解析することに
よりこの SNP が MutYH 発現異常を惹起す
る機序を明らかにする.3）MutYH ノックア
ウト(KO)マウスを用い,鉄過剰食あるいは通
常食を与え肝発癌の差違を検討することに
より,肝発癌における過剰鉄によるラジカル
負荷とMutYH機能の因果関係を明らかにす
る.併せて抗酸化療法の有用性を検討する. 
 
３．研究の方法 
 
(1)	
 酸化 DNA 損傷修復遺伝子（	
 MutYH）の SNP
検索	
 
	
 TaqMan 法で major	
 allele を VIC,	
 minor	
 
allele を FAM で蛍光標識した TaqMan	
 probe
を用い,ABI	
 PRISM	
 7700	
 sequence	
 detction	
 
system によって real	
 time	
 PCR を施行し
Genotyping	
 Assays	
 を行う.	
 
(2)	
 SNP 変異を導入した LUC 発現ベクター系
を用いた MutYH の発現解析	
 
	
 Long	
 PCR（TAKARA の ExTaq などを使用）を
用いて,エンハンサー・プロモーターから SNP	
 
rs3219487 とその 3’側のエクソンまでの領
域を PCR で一括増幅する.PCR 産物を TOPO	
 
pCR2.1 に TA	
 cloning し ,pCR2.1-MYH	
 
promoter-major	
 homo	
 SNP および pCR2.1-MYH	
 
promoter-major-homo	
 SNP を 作 成 す
る .pGL4.10[luc2CP/Hygro]vector の
multiple	
 cloning	
 region に cloning
し,pGL4-MYH	
 promoter-major	
 homo	
 SNP およ
び pGL4-MYH	
 promoter-minor	
 homo	
 SNP を構
築する.肝臓由来の細胞株 HuH7 ならびに
HepG2 を用いて,major	
 homo と minor	
 homo の
MutYH 発現解析を Luciferase	
 dual	
 reporter	
 
assay によって行う.	
 
(3)	
 MutYH	
 KO マウスを用いた肝発癌機構の検
討	
 
	
 鉄過剰食(	
 鉄 450mg/kg	
 diet)群,鉄過剰食+
鉄キレート剤投与(鉄 450mg/kg	
 diet	
 +	
 
ICL-670	
 30mg/kg/day)群ならびに通常食群
（コントロール）において約 6か月間にわた
り,腫瘍の発生を観察する.鉄過剰食による
組織へのラジカル負荷,DNA 損傷ならびに発
癌への MutYH の関与の有無と抗酸化剤の発癌
抑制効果を証左する.	
 
	
 



(4)	
 MutYH	
 KO マウス肝組織における鉄含
量,DNA 損傷の評価	
 
	
 総鉄量は塩酸処理後,non-heme 鉄は 50%硫
安の沈殿分画を塩酸で可溶化後,それぞれ
2-2'bipyridyl および sodium	
 sulfate にて発
色させ 520	
 nm の吸光度より鉄量を測定する.
組織内 free 鉄量は,bleomycin 結合鉄を
tiobarbiturate で発色させ 532	
 nm	
 の吸光度
で測定する.肝組織 Ferritin 鉄は,ホモジネ
ートの ferritin 濃度を ELISA 法で測定し,標
準蛋白の鉄含量より鉄量を換算する.DNA 損
傷は高分子 DNA	
 5-10μg を nuclease	
 P1 で消
化し spin	
 column で精製した後,HPLC で分画
して electro	
 chemical	
 detector	
 (ECD)	
 によ
って 8-OHdG ピークを検出する.なお定量に
は,8-OHdG および dG	
 標準品（和光）を同様
にロードして行い,dG との含有比率を算出す
る.	
 
	
 
４．研究成果	
 
C 型慢性肝炎患者における rs3219487 の
hetero/minor	
 homo 形質保有者において
MUYTYH 発現が低下しており,同形質保有者に
おいて有意に肝発癌率が major	
 homo 形質保
有者と比較して高いことを示し,更にこれが
他の患者背景因子との多変量解析により独
立した肝発癌危険因子であることを明らか
にした.	
 
	
 	
 

	
 
	
 また rs3219487	
 minor 配列保有により
MUTYH 発現が低下する機序は同配列の
promoter 領域への干渉であることも確認し
た.なお次世代シークエンサーION	
 PGMを用い
て MUTYH の他の SNP を解析し,日本人におい
ては rs3219493 と rs3219489 の minor	
 allele
保有が一定頻度認められるものの,肝発癌に
は関与しておらず,rs3219487 との間に連鎖

不平衡が存在しないことも確認した.	
 
MUTYH が酸化ストレスに伴う肝発癌に関与す
ることの証左として MUTYH ホモ欠損マウスお
よびヘテロ欠損マウスに鉄過剰食を与
え,C57BL/6J 雄マウスと比べて肝発癌率が有
意に増加することも示した.C 型慢性肝炎ウ
ィルスの排除治療の進歩により,HCV 現感染
者数の低下が進むものと予測されるが,既往
感染者における肝発癌が今後問題である.本
研究の結果は rs3219487	
 minor	
 allele 保有
が肝発癌の危険因子であることを示唆し,早
期発見あるいは抗酸化療法の治療介入が肝
発癌阻止に有用である可能性を示した.	
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