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研究成果の概要（和文）：HCV RNAの長期複製と発癌との関係を明らかにすることを目的として研究を行い、以下に示
す成果を得た。(1) HCV RNAの長期複製により顕著に発現低下したCPB2とBASP1遺伝子について、発現低下の分子機序を
解析し、その一端を解明した。(2) HCV RNAの長期複製により発現低下するmiR-22とmiR-34aを見出した。(3) ヒト肝細
胞由来のExosomeを再現性良く安定的に調製できる方法を開発し、HCV RNA複製細胞の長期培養におけるExosomeの変動
解析に応用した。(4) 不死化ヒト肝細胞を用いて新規HCV RNA複製細胞モデルの開発を試み、今後の研究に有用な知見
を得た。

研究成果の概要（英文）：We studied to clarify the relation of long-term replication of HCV RNA and 
hepatocarcinogenesis, and then obtained the following results. (1) Regarding CPB2 and BASP1 genes, whose 
expression levels were remarkably suppressed by long-term replication of HCV RNA, we analyzed the 
molecular mechanism of the gene suppression, and partly elucidated it. (2) We found that miR-22 and 
miR-34a were significantly suppressed by long-term replication of HCV RNA. (3) We developed the 
reproducible and stable method that we could prepare exosome derived from human hepatocytes, and then we 
applied this method to the variability analysis of exosome in the long-term culture of HCV 
RNA-replicating cells. (4) Using immortalized human hepatocytes, we tried the development of a new model 
of HCV RNA-replicating cells, and then obtained the useful knowledge for future study.

研究分野：基礎医学
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１．研究開始当初の背景 
 我が国における肝硬変や肝がんによる犠
牲者は年間５万人を越えており、その８割以
上は C 型肝炎ウイルス（HCV）感染に起因し
ている。HCV 感染による C型慢性肝炎(平均年
齢約70歳)は十数年を経て肝硬変そして肝が
んへと病態が進展する。C 型慢性肝炎に対す
る新規治療として、2012 年よりペグインター
フェロン(PEG-IFN),リバビリン(RBV)および
HCV プロテアーゼ阻害剤を用いた３剤併用療
法が開始され、その治癒率は 70%以上になる
ものと期待された。しかしながら、この療法
を受けられない 70 歳以上の高齢あるいは貧
血傾向にある肝炎患者においては、肝硬変や
肝がんへの病態の進展が危惧される。また、
これまでの治療によりHCVの排除に成功した
症例(SVR)からも一定の率で肝がんが発症す
る。SVR 症例での発がん率は nonSVR 症例の半
分程度にしか低下しない。従って、治療前の
HCV の持続感染期間において、細胞がん化の
イニシェーションが既に起こっていると想
像される。すなわち、HCV 増殖が長期に及ぶ
とがん化を誘導する宿主因子の不可逆的な
変化が一定の確率で起こるものと推測でき
る。しかし、現状においては HCV 発がんの動
物モデルがないことと正常肝細胞でHCVを持
続的に増殖させるモデルシステムがないこ
とから、上記仮説を直ちに立証することは困
難である。 
 一方、我々は、これまでヒト肝がん細胞株
HuH-7(世界的に汎用されている)と Li23（申
請者らのオリジナル肝がん細胞株）を用いた
HCV RNA 複製細胞クローン株を多数樹立し、
抗HCV剤の発見や作用機序に関する研究にお
いて成果を挙げて来た。また、数種類の不死
化ヒト肝細胞株もこれらの研究に導入して
役立てて来た。このような細胞を用いて、
2012 年に我々は、HCV RNA の長期複製（２年
以上）によって不可逆的に発現量が増加した
5 種類の宿主遺伝子と発現量が減少した 4 種
類の宿主遺伝子を同定した。このような背景
の基、本研究を開始した。 
 
２．研究の目的 
 前項において述べたようにHCV感染に起因
する C型慢性肝炎に対する治療により HCVの
排除に成功した症例からも肝がんが生じる
ことから、治療前の HCV の持続感染期間にお
いて既にがん化のイニシェーションが起こ
っていると想像される。すなわち、HCV 増殖
が長期に及ぶと、がん化を誘導する宿主因子
の不可逆的変化が一定の確率で起こるもの
と考えられる。申請者らが、これまでに開発
した HCV RNA 複製細胞システムや不死化ヒト
肝細胞株を用いて、本研究では上記仮説にア
プローチし、その立証への足がかりにするこ
とを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、上記目的のため、以下の４項

目を研究の柱とした。 
(1) HCV の長期複製により不可逆的発現変動
を示した宿主遺伝子に関する解析 
 HCV の長期複製により不可逆的発現変動を
示した 9種類の宿主遺伝子のうち、肝病態の
進展に係わる可能性があり、発現レベルが顕
著に減少した２遺伝子（CPB2 と BASP1）に焦
点を絞って遺伝子の機能評価を行い、病態の
進展に係わる分子機序の解析を行う。並行し
て、これら２遺伝子の発現制御機構の解明を
行う。また、宿主遺伝子の発現変動にも密接
に関わるものと考えられる長期細胞培養に
よるHCVの遺伝子変異動態についてもその詳
細を明らかにする。 
(2) HCV の長期複製により不可逆的発現変動
を示す miRNA に関する解析 
 HCV の長期複製により不可逆的発現変動を
示す miRNA を探索・同定し、その発現変動が
肝病態の進展に係わるか否かを解析する。同
定した miRNA の標的遺伝子を同定する。 
(3) HCV の長期複製による Exosome の質的変
動に関する解析 
 HCV の長期複製による Exosome の質的変動
効果の有無を解析し、Exosome の質的変動が
肝病態の進展に係わるか否かを解析する。 
(4) 不死化ヒト肝細胞を用いた新規 HCV RNA
複製細胞モデルの開発 
 肝病態の進展度との係わりを解析できる
不死化ヒト肝細胞を用いた新規 HCV RNA 複製
細胞モデルを開発する。 
 
４．研究成果 
 我々が、これまでに開発樹立した HuH-7 お
よび Li23 ヒト肝がん細胞株由来の HCV RNA
複製細胞クローン株（複数）を用いて、HCV RNA
の長期複製増殖とがん化誘導との関係を明
らかにすることを目的として４項目につい
ての研究を行い、以下に示すような成果を得
た。 
 
(1)HCV の長期複製により不可逆的発現変動
を示した宿主遺伝子に関する解析 
 HCV RNA の長期複製により発現量が変化し
た９遺伝子について、数種類の不死化ヒト肝
細胞株における発現プロファイルを作成し
た。発現量が変化した９遺伝子のうち、発現
レベルが顕著に減少した２遺伝子（CPB2 と
BASP1）に焦点を絞って詳細な解析を行った。 
 まず、これらの遺伝子の発現レベルの低下
時期(HCV RNA の複製期間が半年、１年、１．
５年、2年で検討)を調べた結果、BASP1 の発
現は培養期間に依存して低下するのと対照
的に CPB2 の発現は培養半年から１年の間で
急激に低下することが分かった。半年以上と
いう期間は肝炎の慢性化状態と考えられた
為，C型慢性肝炎の患者さんの肝臓での CPB2
発現量と種々の臨床データを比較した．その
結、CPB2 の発現低下と様々な肝病態マーカー
(繊維化のステージ、BMI、AST や ALT など)
との間に相関が認められた．しかし，HCV RNA



の複製が 2 年間起こって CPB2 の発現が低下
している細胞に CBP2 を過剰発現させても肝
病態の進行を抑えるような有意な効果は認
められなかった。その後、CPB2 の発現制御機
構を詳細に解析した結果、以下の点が明らか
となった。(1)CPB2 の発現低下は、5-アザシ
チジン（脱メチル化剤）処理により解除され
たことからDNAのメチル化に依るものである
ことが分かった。しかしながら、CPB2 プロモ
ーターは HCV RNA の長期複製においてもメチ
ル化されていなかった。(2)CPB2 プロモータ
ー解析により、CPB2 の発現制御には肝特異的
転写因子である HNF1αが重要であることが
分かった。しかしながら、HCV RNA の長期複
製による HNF1αの発現量の変動や細胞内局
在の変化は認められなかった。(3)HNF1αの
発現制御を担う遺伝子の発現量の変化が原
因ではないかという仮説を立て、脱メチル化
剤処理前後の細胞を用いた cDNA マイクロア
レイ解析を行い、CPB2 の発現低下に関与する
可能性のある 14 種類の遺伝子を同定した。
(4)これらの遺伝子を単独で発現させCPB2の
発現レベルの変動を調べたが、CPB2 の発現レ
ベルを有意に変化させることはなかった。こ
の結果から、CPB2 の発現レベルの回復には複
数の遺伝子の同時発現が必要ではないかと
推測された。 
 CPB2 の発現低下様式とは異なり HCV RNA の
複製期間に依存して発現低下が見られた
BASP1 についてもその発現制御機構の解析を
行い、以下のような成果を得た。(1) BASP1
の発現低下は、脱メチル化剤やヒストン脱ア
セチル化酵素阻害剤処理によりほとんど回
復しないことから、DNA メチル化以外の分子
機構のよるものであることが分かった。(2) 
BASP1 のプロモーター解析により BASP1 プロ
モーターは GC ボックス配列で制御されてい
ることが分かった。しかし、BASP1 の発現低
下は Sp1 等の既知の GC ボックス結合因子群
の発現低下に依るものではなかったことか
ら GC ボックス結合性の未知の因子による機
序が示唆された。 
 HCV RNA が長期に複製を繰り返すことによ
り生じるウイルス遺伝子の変化が宿主遺伝
子の発現プロファイルを変化させる可能性
もあることから、HCVの遺伝的変動動態をHCV 
RNA が長期（２年および 4 年）に複製してい
る細胞から得た HCV RNA の遺伝子解析を行い、 
以下のような成果を得た。(1) HCV RNA 複製
細胞の培養期間に依存してHCVの遺伝的変異
が蓄積していた。HCV遺伝子の変異速度は3-8 
x 10-3塩基置換/ヌクレオチド/年であった。4
年間で HCV遺伝子は 1.3%から 3.2%変化した。
また HCV 遺伝子の GC 含量も年率 1%の割合で
増加していた。(2) HCV RNA 複製細胞の培養
期間に依存してHCVの遺伝的多様性も増大し
ていた。培養 4年で 0.2%から 1.9%異なる HCV
分子が出現していた。(3) HCV RNA の長期培
養細胞は、C 型慢性肝炎患者における HCV 動
態の変動モデルになることが分かった。 

 
(2)HCV の長期複製により不可逆的発現変動
を示す miRNA に関する解析 
 長期に継代培養した２種類の HCV RNA 複製
細胞とそれらの治癒細胞（インターフェロン
により HCV RNA を細胞から人為的に排除した
細胞）を用いて、miRNA アレイの比較解析を
行い、HCV RNA の長期複製により不可逆的に
発現抑制を示す２種類の miRNA(miR-22 と
miR-34a)を同定した。これらの miRNA の発現
量は 2年間培養した HCV RNA 複製細胞で半分
以下に低下していた。これら 2 種類の miRNA
について、標的となる遺伝子候補を探索した。
得られた幾つかの遺伝子候補（PTEN、CDKN1A、
IRF8、erbB-3 など）の mRNA やタンパク質レ
ベルの発現変動とリンクしているかどうか
を定量的 RT-PCR 法や Western blot 法により
解析したが、明確に標的遺伝子であるという
結論には至らず、更なる検討が必要であるこ
とが分かった。 
 また、逆に 2 倍以上発現が亢進した miRNA
も 9種類得られたが、これらの miRNA の発現
レベルは元々低いことから機能的に作用し
ている可能性は低いと判断して更なる解析
は行わなかった。 
 
(3)HCVの長期複製によるExosomeの質的変動
に関する解析 
 研究開始当初、Exosome の調製キットは数
種類市販されていた。最初にこれらのキット
を使用して Exosome の調製を試みた。しかし
ながら、それぞれ一長一短があり質や量とも
に安定した結果を得ることが出来なかった。
そこで、安定した調製法を得るために、HuH-7
細胞や HCV RNA 複製細胞を用いて、既存の方
法の最適化を行った。基本となる既存の方法
として ExoQuick を採用し、この方法のプロ
トコールの改良を行った。種々の条件を変え
て検討した結果、サンプリングの 24 時間前
に牛胎児血清（FBS）を含まない培地に交換
することとExosome調製用試薬の添加量を倍
量使用することで安定したExosomeの収量を
確保することが出来た。また、Exosome の質
の検定用に用いた HSP70 と CD63 のウェスタ
ンブロット解析において生じる大きな歪み
も、Exosome 画分として得たサンプル（キッ
トのプロトコールでは強塩基性となる）を希
釈することで解決できた。このように改良し
た Exosome 調製法を用いて、Li23 細胞由来の
HCV RNA 複製細胞とその治癒細胞について調
べたところ、HCV RNA の複製があると産出さ
れるExosome量が亢進していることが分った。
また、exosome 内には HCV RNA が 107コピー/
μg exosome RNA ほど含まれていることも明
らかにした。一方、HCV RNA 複製細胞の長期
継代（2 年程度）培養の効果を調べた結果、
HCV の長期複製により Exosome の産生量が低
下する傾向にあることが分かった。この現象
の意義については、今後さらに検討を加える
必要がある。 



 
(4)不死化ヒト肝細胞を用いた新規 HCV RNA
複製細胞モデルの開発 
 研究開始当初、HCV RNA の効率的な複製に
miR122 が必要であることが分かっていたた
め、miR122 の発現が非常に低い不死化ヒト肝
PH5CH8 細胞に miR122 を恒常的に発現させ、
HCV RNA複製細胞モデルの開発を試みた。種々
条件を変えて実験を行ったが、HCV RNA が効
率良く複製している細胞株を樹立すること
は出来なかった。従って、miR122 以外の宿主
因子がさらに必要と考え、検討を加えた。そ
の結果、HCV 感染増殖に必要であることが分
かっている Claudin 1 の発現レベルが低下し
ていることが分かった。そこで、PH5CH8 細胞
にmiR122とClaudin 1を過剰発現させHCV 増
殖の細胞モデルの開発を試みた。その結果、
若干の有効性を見出すことができたが、実用
的な HCV RNA の複製レベルにはなお至らなか
った。しかしながら、Li23 細胞を用いた
HCV(遺伝子型 2aの JFH-1 株)感染実験におい
て、特殊な無血清培地 AEM (Adenovirus 
Expression Medium)を用いると HCV の産生量
が数十倍程度大幅に上昇する現象を見出し
た。この現象が遺伝子型 1b の O 株でも見ら
れるのではないかと予想して実験を行った。
しかしながら、HCV O 株を用いた HCV 感染実
験では、期待したような大幅な上昇は認めら
れなかった。現時点で HCV の複製に必要と思
われる宿主因子をほぼそろえたと PH5CH8 細
胞においても、HCV の複製増殖が困難であっ
た。従って、不死化ヒト肝細胞での HCV 複製
には、さらに別の宿主因子が必要であると考
えられる。そのような因子を丹念に探索して
いく研究が今後必要であることが分かった。 
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