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研究成果の概要（和文）：肝細胞癌の進展に関連するmicroRNAとして、肝細胞癌で上昇しているmiR-18a, 低下してい
るmiR-199aを同定した。miR-18aが高い群では腫瘍マーカーが高く、腫瘍径が大きかった。miR-199aが低い群では腫瘍
マーカーが有意に高く、癌が血管に入っている率が高かった。また、miR-18aが高い群、miR-199aが低い群は肝細胞癌
に対して肝移植を行った後の再発が多いことがわかった。miR-18a、miR=199aが制御する遺伝子をそれぞれ同定した。
肝癌細胞株を用いて、miR-18aを抑える、miR-199aを増やすことにより肝癌細胞の増殖や浸潤が抑えられることを明ら
かにした。

研究成果の概要（英文）：We identified key microRNAs in recurrent cases of hepatocellular carcinoma after l
iving donor liver transplantation.
MiR-18a expression was increased, and miR-199a-5p expression was decreased in HCC and metastasis. High lev
els of miR-18a expression correlated with high levels of tumor markers, larger tumor size, and a high recu
rrence rate. Lower miR-199a-5p expression levels correlated with high levels of tumor marker levels, porta
l venous invasion, and a high recurrence rate. In HCC cells, miR-18a regulated the expression of tumor nec
rosis factor alpha induced protein 3 (TNFAIP3), and miR-199a-5p regulated the expression of hypoxia-induci
ble factor 1 alpha (HIF1A), vascular endothelial growth factor A (VEGFA), insulin-like growth factor 1 rec
eptor (IGF1R), and insulin-like growth factor 2 (IGF2).
Increased miR-18a levels and decreased miR-199a-5p levels are involved in progression and poor prognosis o
f HCC and affect the expression of multiple genes.

研究分野：

科研費の分科・細目：

総合領域

キーワード： microRNA　肝細胞癌

腫瘍学・臨床腫瘍学



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1)肝細胞癌の予後と治療法 
本邦において肝臓癌は死亡者数第 3位、罹患
率第 4位を占めている。肝細胞癌に対して切
除、局所療法、塞栓療法、肝移植などの集学
的な治療が発展してきたが、ほとんどの患者
がウイルス性肝炎や肝硬変を合併している
こともあり未だに治療後に高頻度に再発を
来たし、全症例の 5年生存率は 35.4%である。
このような現況を踏まえると肝細胞癌の治
療成績の向上のためにはその腫瘍の分子的
性質を解析し、肝細胞癌に特異的な新しい分
子標的治療を開発することが急務であると
考えられる。 
(2)MicroRNA (miRNA)の機能と癌細胞にお
ける発現異常 
近年、miRNA が癌の発生、進展において重
要な役割を果たすことが分かり注目されて
いる。miRNAとは 19～25個の塩基により構
成されるタンパク質をコードしない小さな
RNA 分子である。核内で作られた前駆体が
細胞質で切り出されて成熟体となり、相補的
な配列をもつメッセンジャーRNA(mRNA)
と不完全にハイブリダイゼーションし、標的
mRNA の翻訳抑制を行うことにより遺伝子
の一次構造の変異を伴わない遺伝子のエピ
ジェネティックな変異に重要な役割を果た
している（図 1）と考えられているがそのメ
カニズムには未知の部分が多い。miRNA は
現在までにヒトで800個ほどあると考えられ
ており、5300 以上の遺伝子の発現調節に関
わっていると考えられている。miRNA の機
能は多岐にわたっていると考えられ、その全
貌は明らかでないが、特に細胞増殖、ウイル
ス感染、癌細胞において発現異常があること
が最近報告されてきており、癌の発生、進展
において重要な役割を果たしていることが
示唆されている(Esquela-Kerscher A et al, 
Nat Rev Cancer, 2006)。miRNAと癌と関係
を示す例として、let7/mir-98(miRNA)が Ras
癌 遺 伝 子 を 抑 制 す る こ と や 、
miR-17(miRNA)が c-myc 遺伝子の過剰発現
を誘導することで癌発生に深く関与してい
ることなどが報告されてきている。 
(3)miRNA発現異常と肝細胞癌 
肝細胞癌においても癌部と非癌部の間で発
現に有意差を認めるmiRNAの存在が指摘さ
れており(Kutay H et al, J Cell Biochem, 
2006)、miRNAによるエピジェネティックな
変異が肝発癌に関連していることが示唆さ
れている。我々は今までに肝細胞癌の発生、
転移、再発に関わる分子機構について研究、
報告を行ってきた。近年のmiRNA研究の進
展によりこれらの分子機構における miRNA
発現異常の役割が注目されている。 
(i) )細胞接着因子発現抑制による上皮間葉移
行 
癌細胞の浸潤・転移のメカニズムの一つとし
て epithelial-mesenchymal transition(EMT;
上皮間葉移行)という現象が注目されている。

我々は肝細胞癌において EMTの代表的な指
標である E-cadherin が抑制されることによ
り悪性腫瘍の悪性度が増すことを示してき
た(Sugimachi K et al, Clin Cancer Res, 
2003)。非常に興味深いことに E-cadherin遺
伝子はmiRNAの結合部位を持っており、そ
の mir-9(miRNA)結合部位は E-cadherin に
よって細胞を上皮型に規定する役割を担っ
ている。肺癌は乳癌においてmir-9の発現上
昇や発現低下が報告されており癌における
機能の解明が待たれる(図 2)。 
(ii)C型肝炎ウイルス(HCV) 
本邦の肝細胞癌患者の約 8割は HCV感染が
原因である。HCV 感染は肝細胞癌発生や治
療後再発のリスクを高め、治療成績向上の大
きな障壁となっている。最近、肝臓に特異的
に発現するmiR-122がHCVゲノムに結合し
てウイルスが肝細胞内で増殖するのに必須
の役割を果たしていること、肝細胞株に
miR-122のアンチセンス RNAを導入するこ
とにより HCV の増殖を抑制できることが報
告された (Jopling CL et al, Science, 2005)。
我々は肝臓特異的に発現する miR-122 が C
型肝炎感染症例において肝障害の程度や肝
癌の分化度と相関していることを報告した 
(Morita K et al, Liver Int, 2011)。最近では
HCV 感染チンパンジーに対してアンチセン
ス miR-122 を投与することによって肝臓や
血液の HCV RNA を著減させることに成功
している (Lanford RE et al, Sicence, 2010)。
これらの結果より肝臓特異的なmiRNAを標
的とした HCV 感染や肝癌再発に対する新し
い治療法の開発の可能性が広がっている。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、肝細胞癌における miRNA
の発現異常の解析と新しい治療法への応用
を検討することである。具体的には、(1)肝細
胞癌におけるmiRNA発現異常、(2)肝細胞癌
の進展に重要である増殖・浸潤シグナルにお
けるmiRNAの役割、(3)miRNAによる肝細
胞癌の革新的治療の開発について詳細な検
討を行う。癌におけるmiRNAの意義はまだ
明らかになっていないことも多く、miRNA
の機能は多岐にわたっておりmiRNAの研究
は今後の癌研究において非常に重要になる
と考えられる。本研究では肝細胞癌における
miRNA の発現異常を解析する研究であり、
肝細胞癌のエピジェネティックな異常を明
らかにするブレークスルーとなり得る。その
ため肝細胞癌の発癌、進展、転移に関する分
子機構の解明に寄与し、当該領域の研究推進
に貢献可能である。 
本研究の特徴として、miRNA は直接的に抑
制することできるため癌の新たな治療法の
開発に結びつく可能性が高いことが挙げら
れる。肝細胞癌の浸潤転移、再発に関連する
miRNA 分子が同定されることで肝細胞癌に
対する新たな分子標的治療の開発に繋がる
と予想される。進行肝細胞癌症例に対して有



効な治療手段が無い現状より新たな治療の
開発は目下の急務であり、本研究の意義は高
い。 
 
３．研究の方法 
1. 肝細胞癌における miRNA マイクロアレイ
を用いた miRNA 発現の網羅的解析 
肝細胞癌の発生、進展、転移、再発に関連す
る miRNA 分子を同定するために miRNA マイク
ロアレイ法を用いた発現の網羅的解析を行
う。具体的手順は(1)total RNA より小分子量
RNA のみを分離・精製、(2)miRNA サンプルの
定量、(3)miRNA に蛍光色素を標識、(4)miRNA
マイクロアレイとmiRNAとのハイブリダイゼ
ーション、(5)マイクロアレイのスキャン、
を行う(図 3)。 
2. リアルタイム PCR 法を用いた個別 miRNA
の発現解析 
マイクロアレイによって同定されたmiRNAに
ついて、肝細胞癌に対する生体肝移植症例の
癌部、非癌部についてリアルタイム PCR を行
い、臨床病理学的因子との解析を行う。 
3. 個別の miRNA の発現解析および機能抑制
による治療への応用の検討 
肝癌細胞株にtransfection法によってmiRNA
を強制発現あるいは抑制し、細胞の増殖や浸
潤を制御できるか検討する。 
4．個別の miRNA の標的遺伝子の検討 
アルゴリズムからmiRNAの標的遺伝子候補を
検索し、Western blot およびルシフェラーゼ
アッセイにより標的遺伝子であるかどうか
を検討する。 
 
４．研究成果 
肝細胞癌の発生、進展、転移、再発に関連す
る microRNA 分子を同定するためにマイクロ
アレイにより発現の網羅的解析を行った。生
体肝移植後肝細胞癌再発症例 3 例について、
原発巣(T)、非癌部(N)、転移再発巣(M)から
抽出したRNAを用いてマイクロアレイによる
プロファイリングを行った肝癌原発巣およ
び転移再発巣においてそれぞれ発現亢進し
ているmiR-18a, 発現低下しているmiR-199a
を同定した。 
この miR-18a, 199a について肝細胞癌に対す
る生体肝移植症例 70 例について検討したと
ころ、miR-18a は癌部で有意に発現亢進して
おり、非癌部では有意に発現低下していた。
臨床病理学的因子との解析を行ったところ、
miR-18a 高発現群では AFP, PIVKA が有意に高
く、腫瘍径が有意に大きかった。miR-199a 低
発現群では PIVKA が有意に高く、門脈侵襲が
有意に高率であった。また、miR-18a 高発現
群、miR-199a 低発現群はそれぞれ無再発生存
が有意に不良であった。以上より、miR-18a, 
199a が肝細胞癌に対する肝移植後の予後因
子となりうる可能性、肝細胞癌の生物学的悪
性度に関連している可能性が示唆された。 
肝癌細胞株を用いて、Western blot およびル
シフェラーアッセイを行い、miR-18a の標的

遺伝子として TNFAIP3 を、miR-199a の標的遺
伝子として HIF1A、VEGFA、IGF1R、IGF2 を同
定した。 
肝癌細胞株を用いて、細胞増殖アッセイ、細
胞浸潤アッセイを行った。Anti-miR-18a、
Pre-miR-199a の導入により肝癌細胞の増殖
や浸潤が抑制されることを明らかにした。 
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