
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

２２７０１

基盤研究(C)（一般）

2016～2014

C型慢性肝炎ウイルスによる脂質代謝異常に対するmiRNAsの関与の解明

Analysis of participation of miRNAs to lipid metabolic malfunction by hepatitis 
C virus

００２７５０４１研究者番号：

斉藤　聡（SAITO, SATORU）

横浜市立大学・医学部・准教授

研究期間：

２６４６１０１４

平成 年 月 日現在２９   ６ ２０

円     3,800,000

研究成果の概要（和文）：C型肝炎ウイルス（以下HCV）は宿主の脂質代謝を利用し，自身の増殖や感染の環境を
有利にしていることはこれまでに多くの報告がある．脂質代謝に関与するmiRNA-33が，HCVの増殖や感染を抑制
することで抗ウイルス効果が期待できるかを検討したが，効果は示されなかった．一方，肝臓内で発現が高い
miRNA-27が非アルコール性脂肪肝炎（NASH）患者で発現が亢進していた．このmiRNA-27がHCV治療終了後の患者
の線維化改善のマーカとなりうる可能性が示された．

研究成果の概要（英文）：There are many reports so far for using host’s lipid metabolism for a 
hepatitis C virus (below HCV) and making the environment of the replication and infection 
profitable. It was considered whether the anti-viral effect could be expected by miRNA-33,　which 
participates in lipid metabolism,　restraining replication and infection of an HCV, but the effect 
wasn't indicated. On the other hand, the expression of miRNA-27 was accelerated in the liver of 
non-alcoholic steatohepatitis hepatitis (NASH) patients. This miRNA-27 can be a marker of 
improvement for fibrosis in HCV patients after treatment.

研究分野： 医師薬学

キーワード： ウイルス　肝炎　microRNA
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１．研究開始当初の背景 
C 型肝炎ウイルス（以下 HCV）は宿主の脂

質代謝を利用し，自身の増殖や感染の環境を
有利にしていることはこれまでに多くの報
告がある．我々も HCV と脂質，リポ蛋白質代
謝との関連について早くから注目し，特に
HCV により肝性リパーゼ（HTGL）の発現が抑
制され，このことが HCV の感染に大きく関わ
っている可能性を示した．本研究では，近年
重要な転写調節因子として注目されている
miRNAs があるが，脂質代謝に関与していると
される miRNA のうちどれが HCVの増殖や感染
を抑制するのに優れているかを比較検討す
ることを目的としている．一方，内在性の低
分子 RNAであるマイクロ RNA (microRNA：miR)
が,遺伝子発現を精巧に調節していることが
示されてきた．その中には miR-27，miR-33
などが脂質代謝に重要な役割をもっている
ことが報告されている．最終的に miR による
治療効果を明らかにする．  
 

２．研究の目的 
脂質代謝に関与するmiRNA発現の阻害剤や，

誘導剤を投与することで HCV の発現抑制や 
感染性抑制をもたらすことが可能かを明ら
かにする．①HCV 複製増殖細胞（OR6 細胞）
において各 miR の定量を行い，その発現量を
コントロール細胞(HCV を完全に除去した細
胞)（OR6c 細胞）とで比較検討を行う．②C
型肝炎患者の肝生検検体を用いて，各 miR の
定量を行い，この結果を in vitroの結果と
ヒト検体での整合性を確認する。Fig.1 は本
研究で明らかにしようとしているポイント
である．(i)はHCVにより発現が低下したHTGL
が miR 阻害剤により回復するかを確認し，そ
の状況下でウイルス感染が抑制されること
を示す．(ii)は HCV 感染により脂質が肝細胞
内に蓄積する状況をどのmiRがより効率よく
改善するかを解析する．(iii)では miR によ
り HCVウイルスの増殖の抑制にも影響をもた
らすかを明らかにする．miR-33 が非アルコー
ル性脂肪肝炎（NASH)と関与しているかを検
討し，HCV 患者に応用可能かを検討する。 
 
 
Fig.1 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

３．研究の方法 
本研究で使用した細胞は，レプリコン細胞

OR6でHCV遺伝子型1bの全長が組み込まれた
Huh7 由来の細胞である（岡山大学・加藤先生、
池田先生より供与）．対照は OR6 細胞にイン
ターフェロンα（500 IU/ml）を添加し，HCV
遺伝子を除去した OR6 cured 細胞（OR6c）を
4日間培養したものを用いた． 
(1)このレプリコンシステムで OR6 細胞と
OR6c 細胞を用いて Total RNA を抽出し，Real 
time PCR(TaqMan Micro RNA Assays)で各 miR
を定量する．IFN の影響を除外するため，OR6
細胞の元であるヒト肝癌細胞由来（Huh-7）
に IFN を加えた場合と，Huh-7 に溶媒のみ加
えた場合の各 miR を定量，比較し IFN による
各 miR への影響を除外する．IFN 影響が miR
の発現に無視できるレベルであれることを
確認した上で， OR6 細胞と OR6c 細胞との間
の各 miR の発現量を比較する．(2)C 型肝炎患
者の肝生検検体から，Real time PCR(TaqMan 
Micro RNA Assays)で各 miRNA を測定する．
コントロールとしてC型肝炎以外の慢性肝疾
患(B 型肝炎や，自己免疫性肝炎など)患者の
肝生検検体を用いる．可能であれば治療後に
肝生検を行うことが可能であった場合には，
治療前後での miR の発現量の差を比較する．
(3)Exosomes は,30-150nm の小さな球体でそ
の中に miR や蛋白などを豊富に含んでい
る.NASH患者と健常者におけるmiR-27を比較
検討する． 
 
４．研究成果 
①本研究では生体内では利用できる豊富な
脂質が存在するが，これを再現するためにオ
レイン酸 100μM を培地に添加してまず
miR-33b の発現を比較したが，両者の間に有
意な差は認めなかった．②in vivo の状況を
比較するためにC型肝炎患者２名の生検検体
と，非 C 型肝炎患者の検体における miR-33b
の発現量を比較検討した．生体における
miRNA に有意差は認めなかった．③OR6 細胞
に miR-33b mimic（内在性 miR-33b の配列で，
miR-33b が増加した状態を示す）をトランス
フェクションしたところ，HCV のコア蛋白（構
造領域），NS3（非構造領域）の発現の低下を
認めた．このことは miR-33b mimic が HCV 複
製を抑制することが示された．④miR-33b 
inhibitor（miR-33b と結合し miR-33b の発現
を抑制する）をトランスフェクションしたと
ころ HCV 複製には影響を与えなかった．
SREBP1はHCV感染により発現が更新すること
が知られているが，今回の結果からは
miR-33b の発現レベルは HCV タンパクが発現
している状態と，発現していない状態では有
意差を認めず，miR-33b inhibitor の抗ウイ
ルス作用は期待できないことが明らかとな
った． 
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一方，NAFLD・肥満患者では miR-27b が亢進
していた(Fig.2).高脂肪食負荷により, ま
ず肝臓で miR-27b の亢進がおき, 血清
exosome を介して脂肪組織へ伝播することが
示唆された.HCV 感染患者の治療経過を観察
するうえでmiR-27bが利用できる可能性を引
き続き検討している． 
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