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研究成果の概要（和文）：今後C型慢性肝炎治療はDirect-Acting Antiviral Agents (DAA)耐性ウイルスが問題となる
．今回肝特異的に発現するmicroRNA-122 (miR-122)を標的とした抗miR-122療法とDAA併用療法の有用性を検討した．そ
の結果，DAAと抗miR-122療法の併用により相乗的な抗ウイルス効果を示し，DAA耐性ウイルスにDAAと抗miR-122療法を
併用することでDAA耐性が改善し, DAAと抗miR-122療法併用によりDAA耐性ウイルスの出現を抑制した．これらの結果か
ら DAAと抗miR-122療法併用は，DAA耐性ウイルスを抑制しうる点で有用と考えられた．

研究成果の概要（英文）：The emergence of Direct-Acting Antiviral Agents (DAA)-resistant virus could be a 
serious problem for the treatment of chronic hepatitis C patients. We examined the efficiency of the 
combination therapy with DAA and anti-miR-122 therapy, which is targeting liver-specific miRNA, miR-122. 
We demonstrated that the combination therapy (1) shows synergistic antiviral effect, (2) alleviates the 
drug resistance of DAA-resistance viruses, and (3)completely inhibits the emergence of DAA-resistance 
virus. These results indicate that anti-miR-122 therapy is quite useful in terms of inhibiting the 
emergence of DAA-resistance virus when it is combined with DAA.

研究分野：消化器内科学
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１．研究開始当初の背景 
C 型慢性肝炎に対する治療は，C 型肝炎ウ

イルス（以下 HCV）複製を直接抑制する
Direct-Acting Antiviral Agents (DAA)の登
場により，約 80%以上のウイルス排除が可能
となった．しかし，DAA耐性ウイルスの選択・
出現が今後問題となると考えられる．肝特異
的に発現する microRNA-122 (miR-122)が HCV
の複製に促進的に作用することが報告され，
HCV 感染チンパンジー(Science 2009)，さら
に HCV 感染患者 (NEJM 2013)に対する抗
miR-122 療法の有用性が報告された．抗
miR-122 療法は，耐性ウイルスの出現頻度が
極めて低いため，今後 DAAs 耐性ウイルスに
よる難治性C型肝炎に対する極めて有用な治
療法と考えられる．しかしながら抗 miR-122
療法とDAA製剤とを併用した際の抗ウイルス
効果に関しては検討されていなかった．今回，
抗 miR-122 と DAA 製剤へ併用をした際の抗ウ
イルス効果をHCVの培養細胞系を用いて詳細
に検討した. 
 
２．研究の目的 
 HCV の培養細胞系を用いて以下の 5 点に関
して明らかにすることを目的とした． 
(1) 抗 miR-122 療法と DAAs 製剤の一つであ

る NS3/4A プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤
Simeprevir 併用による相加相乗的な抗
ウイルス効果の有無． 

(2) Simeprevir 耐性ウイルスに対して抗
miR-122 療法と Simeprevir を併用した
際の Simeprevir に対する薬剤耐性の改
善効果の有無． 

(3) 抗 miR-122 療法と Simeprevir を併用し
た際の Simeprevir 耐性ウイルス出現の
抑制の効果の有無． 

(4) 同じく DAA 製剤の一つである NS5A 阻害
剤Daclatasvir耐性ウイルスに対して抗
miR-122 療法と Daclatasvir を併用した
際のDaclatasvirに対する薬剤耐性の改
善効果の有無． 

(5) 抗miR-122療法とDaclatasvirを併用し
た際のDaclatasvir耐性ウイルス出現の
抑制の効果の有無． 

 
３．研究の方法 
 上記の目的のため以下の実験を行った． 
(1) HCV 複製培養細胞（HCV は遺伝子型 Ia 

H77S.3/GLuc2A，p7-NS2 間に分泌型ルチ
フェラーゼ GLuc 遺伝子を含む，図 1 上
段）に LNA 修飾 miR-122 アンチセンス鎖
（以下 LNA-anti-miR-122）と NS3/4A プ
ロテアーゼ阻害剤 Simeprevir を様々な

濃度で投与して，相加・相乗的な抗ウイ
ルス効果の有無を Combination Index を
指標に検討した． 

(2) 既知の Simeprevir および Daclatasvir
耐 性 ウ イ ル ス 複 製 細 胞 に
LNA-anti-miR-122 および Simeprevir あ
るいはDaclatasvirを様々な濃度で投与
して，Simeprevir および Daclatasvir
に対する薬剤耐性の改善を Simeprevir
および Daclatasvir に対する EC50 を算
出し検討した． 

(3) NS5A の内部に Blasticidin-S 耐性遺伝
子を含む HCV（H77S.3/Blast5A；図 2 上
段）持続複製細胞を作成した．この細胞
に ，  Simeprevir 単 独 ， お よ び
LNA-anti-miR-122 と Simeprevir の併用
投与を行った．尚，HCV 複製細胞のみを
選択する目的で，Blasticidin-S は持続
投与とした．これらの細胞から全 RNA を
抽出し，HCV RNA の定量を行った． 

(4) Neomycin 耐 性 遺 伝 子 を 含 む
HCV(tat2ANeo-H77S;図4上段) 持続複製
細 胞 を 作 成 し た ． こ の 細 胞 に ，
Daclatasvir 単 独 ， お よ び
LNA-anti-miR-122 と Daclatasvir の併
用投与を行った．尚，HCV 複製細胞のみ
を選択する目的で，neomycin は持続投与
とした．これらの細胞から全 RNA を抽出
し，HCV RNA の定量を行った． 
 

４．研究成果 
(1) LNA-anti-miR-122 と Simeprevir を図 1

下段に示す濃度でHCV複製細胞に投与し，
HCV 複製を GLuc 活性により評価した．各
濃度での Combination Index（CI：0.8
以上を相加作用，0.8 未満を相乗作用）
を算出した．検討したいずれの濃度にお
いても CI は 0.8 未満であり，相乗的な
抗ウイルス作用を示すことが明らかと
なった. 

 



(2)  
① Simeprevir に LNA-anti-miR-122 療

法を併用することで，野生型ウイル
ス （ H77S.3/GLuc2A ） に 対 す る
Simeprevir の EC50 は約 50%にまで
低下した．さらに LNA-anti-miR-122
の投与により Simeprevir 耐性ウイ
ルスのSimeprevirに対するEC50は
おおむね低下傾向を示した. （表 1） 

② Daclatasvir に LNA-anti-miR-122
療法を併用することで，Simeprevir
耐性ウイルスの Simeprevir に対す
る EC50 はおおむね低下傾向を示し
た.（表 2） 

 
(3) H77S.3/Blast5A 持 続 複 製 細 胞 を

Simeprevir 単 剤 ， Simeprevir と
LNA-anti-miR-122 の併用投与，および無
処理にて長期間培養した．その結果併用
投与により，HCV複製細胞は全て投与 14
日後に死滅した．一方 Simeprevir 単剤
投与細胞，無処理細胞は持続的な複製を
示した（図 2）． 

 
(4) Tat2ANeo-H77S 持 続 複 製 細 胞 を

Daclatasvir 単 剤 ， Daclatasvir と
LNA-anti-miR-122 の併用投与，および無

処理にて長期間培養した．その結果併用
投与により，HCV複製細胞は全て投与 22
日後に死滅した．一方 Daclatasvir 単剤
投与細胞，無処理細胞は持続的な複製を
示した（図 3）. 

 
以上の検討から，以下の事が明らかとなっ
た. 
(1) DAAs 製剤の一つである NS3/4Aプロテア

-ゼ阻害剤Simeprevirと抗 miR-122療法
の併用により相乗的な抗ウイルス効果
を示した． 

(2) Simeprevir 耐性ウイルスに対して
Simeprevir と抗 miR-122 療法を併用す
ることで Simeprevirに対する薬剤耐性
が改善した． 

(3) DAAs 製剤の一つである NS5A 阻害剤
Daclatasvir 耐性ウイルスに
Daclatasvir と抗 miR-122 療法を併用す
ることでDaclatasvirに対する薬剤耐性
が改善した． 

(4) Simeprevir と抗 miR-122 療法の併用に
より Simeprevir 耐性ウイルスの出現を
完全に抑制した． 

(5) Daclatasvir と抗 miR-122 療法の併用に
よりDaclatasvir耐性ウイルスの出現を
完全に抑制した． 
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