
1 
 

（報告様式４）                                   

【課題管理番号】16fk0210105h0001 

平成 29 年 5 月 31 日 

 

 

平 成 ２ ８ 年 度  委 託 研 究 開 発 成 果 報 告 書 

 

 

I. 基本情報 

 

事  業  名 ： （日本語） 肝炎等克服緊急対策研究事業 

（英 語） Program for Basic and Clinical Research on Hepatitis 
   

研究開発課題名： （日本語） C 型肝炎における慢性肝炎から発がんに至る病態の解明と制御に関

する研究 
（英 語） Elucidation of mechanism how hepatocellular carcinoma develops 

in chronic hepatitis C, and study of the regulation  

   

研究開発担当者

所属 役職 氏名： 

（日本語） 金沢大学医薬保健研究域医学系 教授 金子周一 

（英 語） Kanazawa University, Institute of Medical, Pharmaceutical and 

Health Sciences, Faculty of Medicine, Professor, Shuichi Kaneko 

  

実 施 期 間： 平成 28 年 4 月 1 日 ～ 平成 29 年 3 月 31 日 

   

分 担 研 究 開 発 

課 題 名 ： 

（日本語） 抗 CD4 抗体による慢性肝炎・肝がんの予防・治療研究 

（英 語） Prevention and treatment of chronic hepatitis and hepatoma by 

anti-CD4 antibody 

   

研究開発分担者

所属 役職 氏名： 

（日本語） 東京大学 教授 松島綱治 

（英 語） The University of Tokyo, Professor, Kouji Matsushima 

   

分 担 研 究 開 発 

課 題 名 ： 

（日本語） HCV と脂肪化：リバビリンに関する研究 

（英 語） HCV and lipogenesis: Research on ribavirin 

   

研究開発分担者

所属 役職 氏名： 

（日本語） 岡山大学 教授 加藤宣之 

（英 語） Okayama University, Professor, Nobuyuki Kato 

   

分 担 研 究 開 発 

課 題 名 ： 

（日本語） C 型慢性肝炎による肝線維化の発症とラミニンγ2 単鎖に関する研

究 

（英 語） Roles of monomeric Ln-γ2 on liver fibrosis in the patient with 



2 
 

chronic hepatitis C 

   

研究開発分担者

所属 役職 氏名： 

（日本語） 神奈川県立がんセンター臨床研究所 部長 越川直彦 

（英 語） Kanagawa Cancer Center Research Institute, Chief, Naohiko 

Koshikawa 

   

分 担 研 究 開 発 

課 題 名 ： 

（日本語） HCV とテロメラーゼ遺伝子が及ぼす病態と発がん制御の研究 

（英 語） Development of novel strategies in HCC targeting HCV and 

telomerase 

   

研究開発分担者

所属 役職 氏名： 

（日本語） 国立がん研究センター研究所 分野長 増富健吉 

（英 語） National Cancer Center Research Institute, Chief, Kenkichi 

Masutomi 

   

分 担 研 究 開 発 

課 題 名 ： 

（日本語） C 型肝炎および発がんにおける 1細胞解析 

（英 語） Single cell analysis in hepatitis C-related hepatocellular 

carcinomas 

   

研究開発分担者

所属 役職 氏名： 

（日本語） 金沢大学 特任教授 橋本真一 

（英 語） Kanazawa University, Professor, Shinichi Hashimoto 

   

分 担 研 究 開 発 

課 題 名 ： 

（日本語） Selenoprotein P, Lect2 及び IL28B の自然免疫制御及び抗腫瘍効果 

（英 語） Regulation of innate immunity ad tumor immunity of Selenoprotein 

P, Lect2 and IL28B 

   

研究開発分担者

所属 役職 氏名： 

（日本語） 金沢大学 教授 本多政夫 

（英 語） Kanazawa University, Professor, Masao Honda 

   

分 担 研 究 開 発 

課 題 名 ： 

（日本語） HCV と線維化：Mint3 

（英 語） HCV and fibrosis: Mint3 

   

研究開発分担者

所属 役職 氏名： 

（日本語） 東京大学医科学研究所 助教 坂本毅治 

（英 語） The Institute of Medical Science, the University of Tokyo, 

Assistant Professor, Takeharu Sakamoto 

   

分 担 研 究 開 発 

課 題 名 ： 

（日本語） HCV 肝発がんにおける FOXM1 の機能解析 

（英 語） Exploration of the role of FOXM1 in HCV-related 

hepatocarcinogenesis 

   

研究開発分担者 （日本語） 金沢大学附属病院 准教授 山下太郎 



3 
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II. 成果の概要（総括研究報告） 

・研究開発代表者(金子周一)    
これまでに肝臓の線維化に関連して有意に上昇する micro RNA である miR-214 が Semaphorin 

6A を標的としていることを明らかにしてきた。他の Semaphorin ファミリーと異なり Semaphorin 
6A の発現が慢性肝炎において低下することを示した。PDGF-C 肝線維化マウスを用いた実験では

Semaphorin 6A の投与が肝線維化を抑制し、肝がんの発生を抑制することを示した。Semaphorin 
6A が類洞内皮において発現していることを明らかにした。 
・研究開発分担者(松島綱治)   

肝臓における抗 CD4 除去抗体の標的細胞として CD4+ T 細胞、pDC を同定した。抗 CD4 抗体投

与によりこれらの細胞を除去することで、急性肝炎誘導時の炎症細胞の浸潤ならびに肝障害を軽減

できることが明らかになった。 
・研究開発分担者(加藤宣之)   

リバビリンによる AMPK の活性化機序を明らかにすることを目的として実験を行い、以下の成果

を得た。(1) リバビリンによる細胞内 GTP の枯渇が脂肪酸合成に関与する遺伝子群の発現抑制を引

き起こすことを明らかにした。(2) その発現抑制は、リバビリンによる AMPK 関連キナーゼの１つ

である MARK4 の活性化を介して起こることを明らかにした。(3) MARK4 の活性化によりレチノイ

ド X 受容体の１つである RXR の発現抑制が引き起こされ脂肪酸合成に関与する遺伝子群の発現抑

制に至ることを明らかにした。  
・研究開発分担者(越川直彦)   

金子周一教授（金沢大学 大学院医学研究科）、らのグループとともに、肝がん培養細胞株および

初代細胞を用いて既存の肝がん腫瘍マーカーとラミニンγ2 単鎖の発現を検討した結果、ラミニンγ

2 単鎖は既存の肝がん腫瘍マーカーの発現と相反した肝がん細胞で発現をすることを見出した。 
・研究開発分担者(増富健吉)   

HCV 関連肝がん患者由来 PDX モデル細胞を用いて、TERT 複合体の発現状況、TERT-RdRP 活

性とがん幹細胞関連因子群の発現との関連を検討した。 
・研究開発分担者(橋本真一)   

肝がん組織の発達は多様な細胞集団からなりなる微小環境状態が大きく影響すると考えられる。

そこで我々が開発した包括的な１細胞遺伝子発現解析法を用いて HCV 関連ヒト肝細胞がん組織を

調べ、ヒト肝細胞がんの多様性を検討した。その結果、がん組織から浸潤 T 細胞、マクロファージ

と遺伝子発現の異なる多様ながん細胞が観察された。今後、がん組織のクラスタリングを基にがん

幹細胞の特徴とがんの発達を検討する予定である。 
・研究開発分担者(本多政夫)   

H28 年度は IL28B K/O マウスの樹状細胞機能解析及び抗腫瘍免疫機能解析を主に行った。IL28B 
K/O マウス骨髄由来の樹状細胞（BM-DC）は WT マウス由来 BM-DC に比べ機能の低下が認められ

た。またその機能低下は Type1 IFN 誘導とは独立したものであった。 
HCV-Tg の肝癌組織から、AFP 陽性、Alb 陽性の新規マウス肝癌培養細胞株（MHCF5）を樹立した。



4 
 

IL28B K/O マウスに同系腫瘍移植を行なったところ、IL28B K/O マウスでは WT マウスより有意に

大きな腫瘍を形成した。また腫瘍内の CD4 陽性、CD8 陽性の浸潤低下と Granzyme B 陽性及び PD-1
陽性 T 細胞の低下が認められた。IL28B は免疫チェックポイント製剤である PD-1 抗体の作用を高

めることが示唆された。 
・研究開発分担者(坂本毅治)   

Mint3 の肝線維化、肝癌での役割を明らかにするため、まず肝星細胞、肝癌細胞での Mint3 およ

び関連分子の発現を確認し、Mint3 ノックダウン細胞を作製した。また、Mint3 KO マウスと HCVtg
マウスの交配を実施した。 
・研究開発分担者(山下太郎)   

肝細胞癌における FOXM1 の発現を免疫組織化学および遺伝子発現プロフィールを用いて検討し

た。肝細胞癌におけるFOXM1の高発現は術後の予後不良傾向と相関し、臨書背景からはAFP高値、

低分化度、顕微鏡的脈管浸潤傾向、遺伝子発現からは細胞周期の亢進との関連が認められた。 
・研究開発代表者(金子周一)    

We demonstrated that miR-214, which significantly increases during the hepatic fibrosis, 
targets Semaphorin 6A.  Expression of Semaphorin 6A in chronic hepatitis decreased compared  
with that in normal liver, while other Semaphorins in the family did not.  Administration of  
Semaphorin 6A inhibited fibrosis and the development of hepatocellular carcinoma of a PDGF-C  
mouse model.  Also, Semaphorin 6A is expressed in endothelial cells in sinusoid. 
・研究開発分担者(松島綱治)   

We identified CD4+ T cells and pDCs as targets of anti-CD4 depleting antibody in the liver. 
Depletion of these cells by administrating anti-CD4 depleting antibody decreased the infiltration 
of inflammatory cells and ameliorated liver injury in an acute hepatitis model. 
・研究開発分担者(加藤宣之)   

To clarify the mechanism underlying the activation of AMPK by ribavirin, we carried out the 
various experiments and obtained the following findings. (1) The depletion of cellular GTP by 
ribavirin induced the suppression of lipogenic gene expression. (2) Its suppression was caused 
through the activation of MARK4, one of AMPK-related kinases, by ribavirin. (3) The activation 
of MARK4 induced the suppression of RXR , one of retinoid X receptors, and then led to the 
suppression of lipogenic gene expression.   
・研究開発分担者(越川直彦)    

When compared the expression pattern of monomeric laminin-γ2 (Ln-γ2) and other tumor 
markers in HCC-derived cell lines and primary cells, we found different expression pattern of 
monomeric Ln-γ2 compared with that of conventional tumor markers. 
・研究開発分担者(増富健吉)   

We confirmed the link between expression level of TERT enzyme complex, RNA dependent 
RNA polymerase activity and stem cell factors in liver cancer cells derived from HCC patients. 
・研究開発分担者(橋本真一)   

Development of hepatocellular carcinoma (HCC) is influenced by microenvironmental 
conditions around tumor cells. To understand the cancer microenvironment, we performed 
single-cell transcriptome analysis for cells from HCV-related human HCC tissues. This analysis 



5 
 

could identify each of infiltrating T cells, macrophages and cancer cells in the tissues. The data 
showed that tumor cells in a tissue were classified into several clusters with the different gene 
expression patterns. Such clustering of tumor cells should be helpful for characterizing cancer 
stem cells and understanding cancer development. 
・研究開発分担者(本多政夫)   

We investigated the dendritic cell function and tumor immunity in IL28B knockout (KO) mice. 
The functions of bone-marrow derived dendritic cells (BM-DC) of IL28 KO mice were impaired 
compared with those of WT mice, and impairment of BM-DC might be independent of type 1 IFN 
induction.  

We established a new mouse HCC cell line (MHCF5) that was positive for the expression of 
AFP and albumin. Syngeneic tumor transplant model of MHCF5 showed that MHCF5 developed 
significantly larger tumor in IL28B KO mice than the WT mice. The number of tumor infiltrated 
CD4, CD8, Granzyme B and PD-1 positive T cells was significantly lower than in the tumor of 
IL28B KO mice than the tumor of WT mice. The results indicate that IL28B might enhance the 
efficacy of immune-checkpoint antibody such as PD-1 antibody. 
・研究開発分担者(坂本毅治)   

To clarify the role of Mint3 in hepatic fibrosis and liver cancer, we first confirmed the 
expression of Mint3 and its related molecules in the hepatic stellate cells and hepatoma cells, 
and then established Mint3 knockdown hepatic stellate cells and hepatoma cells. In addition, we 
crossed Mint3 KO mice with HCV-tg mice. 
・研究開発分担者(山下太郎)   

We evaluated the expression of FOXM1 in hepatocellular carcinoma tissues obtained from 
surgically resected specimens by immunohistochemistry and microarray analysis. FOXM1 high 
expression correlated with activated cell cycle, high serum AFP, poorly differentiated histology, 
microscopic portal vein invasion, and poor prognosis. 
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