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研究成果の概要（和文）：Micro RNAの1つであるmiRNA-33b(miR-33b)は膜結合型転写因子SREBP1と協同して脂質代謝を
調節し細胞内コレステロールの恒常性を維持している。C型肝炎ウイルス(HCV)複製増殖細胞にmiR-33b阻害剤を投与しH
CV複製への阻害効果を検討した。HCV複製や粒子産生に有利な脂質豊富な環境を作るためmiR-33bの発現亢進を予想した
が、HCV蛋白発現細胞及びC型肝炎患者の肝生検検体で、miR-33b発現量はコントロールと比較し有意差を認めなかった
。miR-33b阻害剤の投与でHCV蛋白発現及びRNA複製レベルに変化は認めず、新規抗ウイルス薬としての有用性は否定的
であった。

研究成果の概要（英文）：Micro RNA 33b (miR-33b) contributes to the regulation of cholesterol homeostasis 
in cooperation with sterol regulatory element-binding protein (SREBP).We transfected a miR-33b inhibitor 
into hepatitis c virus (HCV) replicon to examine whether the nucleic acid could inhibit HCV replication. 
We expected that the expression of miR-33b was upregulated in order to make the lipid-rich environment 
that HCV was easy to replicate. However, the significant difference was not detected in expression of 
miR-33b not only in HCV replicon cells but also in the liver biopsy specimens of the chronic hepatitis c 
patients. Because both the expression of HCV protein and the replication of HCV RNA have not changed 
significantly after transfection of the miR-33b inhibitor, we were not able to find the usefulness of the 
agent as the new anti-viral drug.
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１．研究開始当初の背景 
 
(1) C 型肝炎ウイルス (hepatitis C virus: 
HCV)は、わが国における慢性肝炎・肝硬変・
肝癌の最大の原因である。わが国では、毎年
3万 5千人もの人が肝癌で亡くなり、その約
70％は C型肝炎が原因である。2011年 11月
より初めて使用可能となった経口抗ウイル
ス薬(direct acting antiviral agents: DAA)の
登場により高い治療効果が期待されている
が、患者の高齢化が進むわが国ではより有効
率が高く、副作用の少ない新規治療薬の開発
が望まれている。 
 
(2) 近年、マイクロ RNA(miRNA)は様々な遺
伝子の重要な転写調節因子であることが明
らかになり、様々な疾患の新たな治療標的や
バイオマーカー候補となっている。また
miRNA を標的とした治療は副作用も少ない
ことが報告されている。miRNA の１つであ
る miRNA-33b(miR-33b)は膜結合型転写因
子 SREBP1 と協同してリポ蛋白質、脂質代
謝を調節し細胞内コレステロールの恒常性
を維持している。 
HCVは、肝細胞への感染(吸着、侵入)、複製、
粒子形成、放出などその生活環の多くのステ
ップで宿主の脂質を巧みに利用しているが、
特に SREBP1 を中心とした脂質代謝異常を
引き起こし HCV の生活環に有利な環境を作
り出している。そこで我々は、miR-33b阻害
剤の投与により、HCV が引き起こす
SREBP1 を中心とした脂質代謝異常を改善
させることで HCV の複製増殖を阻害し、有
効性が高く副作用の少ない新たな抗ウイル
ス薬を開発できる可能性を見出した。 
 
２．研究の目的 
(1) 培養細胞、及びヒト肝生検検体における
HCV感染によるmiR-33b発現亢進の有無を
検討する。 
 
(2) HCV 複製増殖細胞に miR-33b 阻害剤を
投与しウイルス複製の阻害効果の有無を検
討する。 
 
３．研究の方法 
遺伝子型 1bのHCV-O株から開発され、全長
HCV-RNAの複製を培養細胞内で再現できる
レプリコンシステム、OR6 を用いた。また
OR6からインターフェロンによりHCVを除
去した OR6c をコントロールとした。OR6、
OR6c にはレポーター遺伝子としてルシフェ
ラーゼ遺伝子が含まれ、HCV-RNAの複製レ
ベルをルシフェラーゼ活性の測定により簡
便に測定できる。 
 
(1) HCV複製増殖細胞、及びヒト肝生検検体
における miR-33b 発現亢進の有無について
の検討 
 

① OR6とOR6cとの間でmiR-33bの発現量
をリアルタイム PCR で比較した。また生体
内での脂質が豊富に利用できる環境を再現
するためオレイン酸 100μMを培地に添加し
検討した。 
 
② C型肝炎患者 2名と肝移植ドナー(ほぼ正
常肝)1 名の肝生検検体で miR-33b の発現量
を比較した。 
 
(2) HCV 複製増殖細胞に miR-33b 阻害剤を
投与した際のウイルス複製、蛋白発現の阻害
効果の有無についての検討 
 
OR6、OR6c に miR-33b inhibitor(miR-33b
と結合し拮抗阻害する核酸 )と miR-33b 
mimic(内在性miR-33bと同じ配列の核酸)、
及びコントロール核酸をリポフェクション
法で遺伝子導入し、導入から 72 時間後に以
下検討を行った。 
 
① それぞれの複製効率と HCV 蛋白発現を
ルシフェラーゼアッセイとウエスタンブロ
ットで検討した。 
 
② 上記検討を培地にオレイン酸 100μM を
添加し培養細胞は脂質を豊富に利用できる
環境下で行い、オレイン酸を添加しない場合
と比較してOR6、OR6cのmiR-33b inhibitor
への反応性の変化について検討した。 
 
４．研究成果 
(1) HCV複製増殖細胞、及びヒト肝生検検体
における miR-33b 発現亢進の有無について
の検討 
 
① OR6とOR6cとの間でmiR-33bの発現量
の比較 
OR6と OR6cとの間で miR-33bの発現量に
有意差を認めず、オレイン酸 100μMを培地
に添加して検討したがやはり miR-33b の発
現量に有意差を認めなかった(図 1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(図 1) miR-33b発現量の比較(OR6と OR6c) 



 
② 肝生検検体でのmiR-33b発現量の比較 
 
肝生検検体ではC型肝炎患者 2名は肝移植ド
ナーに比較し miR-33b の発現量が一定の傾
向を示さなかった(図 2)。 
 

(図 2) miR-33b発現量の比較(肝生検検体) 
 
(2) HCV複製増殖細胞における、miR-33b阻
害剤投与による HCV 複製、蛋白発現の阻害
効果の検討 
 
OR6にmiR-33b mimicを遺伝子導入すると
HCV構造蛋白(Core)、及び非構造蛋白(NS3)
は発現が低下し(図 3)、培養細胞内のHCV複
製レベルは顕著に低下した(図 4)。 
これはオレイン酸添加の有無に関わらず同
様の傾向であった。一方、miR-33b inhibitor
を導入した場合にはコントロール核酸を導
入した場合と比較し大きな変化は認めなか
った。 
 
 
 

 
 

 

(図 3) miR-33b inhibitor 及び miR-33b 
mimic 投与によるHCV蛋白発現の変化 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
(図 4) miR-33b inhibitor 及び miR-33b 
mimic 投与による HCV-RNA 複製レベルの
変化 
 
(3) 研究成果の総括 
 
miR-33b は SREBP1 と協同し脂質代謝を調
節して細胞内がコレステロール不足になる
ことを防ぐと考えられている。SREBP1 は
HCVにより発現が亢進することが報告され、
HCV の複製や粒子産生に有利な脂質豊富な
環境を作るためmiR-33bは SREBP1と共に
発現が亢進することを研究開始前は予想し
た。しかし今回の検討で HCV 複製増殖細胞
(OR6)、及び C型肝炎患者の肝生検検体にお
いて、miR-33bはコントロールと比較し発現
量に有意差は認めなかった。 
 
miR-33b mimicの投与でHCV蛋白発現及び
RNA 複製レベルが低下したことは当初の予
想とは異なるものの興味深い結果であった
が、miR-33b inhibitorの投与ではHCV蛋白
発現及び RNA 複製レベルに変化はみられず、
miR-33b 阻害剤の新規抗ウイルス薬として
の有用性は否定的であった。 
 
今後はmiR-33b mimicの投与によるHCV複
製増殖阻害の機序について、脂質代謝経路を
介した作用、及び標的部位に結合することに
よる直接的なウイルス阻害作用の有無につ
いて、検討していく予定である。 
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