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研究成果の概要（和文）：IFNの作用を増強するmicroRNAをスクリーニングしたところ、miR122が同定された。miR122
はインターフェロンシグナルを負に制御するSOCS3のプロモーターのメチル化を促進することが示された。従ってIFNの
投与によりmiR122の発現が低下するとSOCS3の発現も増強しnegative feedbackになることが示唆された。miR122の発現
を減らすアピゲニンはHCVの複製をIFNと併用することで効率的に抑えることが示された。

研究成果の概要（英文）：miR122 was identified as an enhancer of IFN action. miR122 enhanced methylation 
of the SOCS3 DNA promoter and decreased its expression, which enhances IFN signaling. Apigenin decreases 
miR122 expression. Therefore, cotreatment of IFN and apigenin may be useful for the inhibition of HCV 
replication through the augmentation of IFN signaling.

研究分野：消化器内科学
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１．研究開始当初の背景 
本研究代表者は長年にわたり C 型肝炎ウイ
ルス（HCV）の治療 およびそれに関連する
肝臓癌の病態・治療に関する臨床および基礎
研究を続けてきた。我が国では毎年 3万人前
後の肝癌死亡があり、そのうち 75-80%は 
HCV感染が原因である。したがってHCV感
染は、例えば「喫煙と肺癌」の相関に比べて
も、はるかに強い発癌因子と言える。インタ
ーフェロン（IFN）は HCV の駆除を目指す
治療において中心となる薬剤であるが、本研
究代表者は、日本国内での多施設共同研究を
主導し、IFN治療によって C型肝炎患者で有
意に肝癌発癌抑止効果が得られること
（Yoshida H, et al. Ann Intern Med. 1999）、
また、IFN治療によりウイルス駆除が得られ
ると肝の線維化が改善し肝不全の進行も抑
制されること（Shiratori Y, Yoshida H, et al. 
Ann Intern Med. 2000）を 世界に報告した。
さらに、IFNが肝臓関連死を減少させ、患者
の生命予後も有意に改善することもみいだ
した（Yoshida H, et al. Gastroenterology 
2002）。このように IFN が C 型肝炎患者の
治療において、極めて重要で有用な薬剤であ
ることは臨床的にも科学的に実証されてい
るが、その重要性は、HCV に対する新規薬
剤が開発されつつあるが、研究開始当初は変
わっていなかった。 
いっぽう本研究の研究分担者は、RNA ウ
イルスであるHCVがコードするNS3蛋白が 
Toll-like receptor の下流に位置する TBK・
IKKi と結合し double-strand RNA から始
まる innate immunity のシグナリングを阻
害して IFNの産生を抑え 自らの増殖に有利
な環境を作り出すことを報告した（Otsuka 
et al. Hepatology. 2005）。さらに、細胞内の
small non-coding RNAであるmicroRNAの
成熟に必須の分子である Dicer が、
HCV-RNA を切断することで 感染防御に一
部ながら寄与していることも報告した
（Wang, Otsuka et al. Gastroenterology. 
2006）。続けて、Dicer 遺伝子のノックアウ
トマウスを作製し「強力な抗ウイルスシステ
ムである IFN 系を備えた哺乳類の細胞にお
いても、microRNA は種々のウイルスの複
製・増殖の制御に関わっている」ことを明ら
かにし(Otsuka et al. Immunity. 2007)、この
Dicer のノックアウトマウスの表現型の解析
から、microRNAは血管新生にも非常に密接
に関与していることも報告した (Otsuka et 
al. J Clin Invest. 2008)。また、最近では肝
癌におけるmicroRNA122の発現量の変化に
伴う生物学的意義について in vivo, in vitro 
で解析し報告した （Kojima, Otsuka et al. 
Nat Commun. 2011）。 
これらの背景を踏まえて、本研究代表者と
分担者は共同で、HCV 治療の中心薬剤であ
る IFN の細胞内シグナルを制御する
microRNA を探索し、その機構に基づいて、
HCVの抗ウイルス療法における IFNの効果

を さらに飛躍的に高めることができないか 
ということを想定した。 
 microRNAは、哺乳細胞では一般的に標的
mRNAの 3’UTRのシークエンス相同性に依
存した蛋白翻訳抑制あるいは mRNA の不安
定化によって緻密な遺伝子発現制御をして
いると考えられている。本研究代表者は IFN
の作用を制御する microRNA を検定する目
的で、microRNA library を用いて網羅的に
IFN シグナルを変化させる microRNA のス
クリーニングを行ない、microRNA122 が
IFN シグナルを強く抑制する microRNA の
ひとつであることをみいだした。さらに
microRNA122 の機能的ノックアウトにおけ
る DNA のメチル化変化をゲノムワイドに網
羅的に探索したところ、IFNシグナルの抑制
因子である SOCS3 のプロモーターが強くメ
チル化されていた。これらの予備的結果から、
microRNA122 と IFN シグナル、および 
microRNAと DNAメチル化のあいだには、
これまでに知られていない相互作用がある
ことがすでに想定される結果を得ていた。  
 microRNA122 は肝臓に特異的に発現する 
microRNA であるが、このmicroRNA122 と
HCVについては、microRNA122がHCVの
増殖を 機序は不明ながら「正」に制御する
こと  (Science 2005)・IFN は肝細胞内の
microRNA122 の発現を減少させることに
よって、抗 HCV 効果を発揮するという報告
がなされた(Nature. 2007)。しかし、IFN治
療を受けたHCV 罹患者の肝生検組織を用い
た検討では、miRNA122 の発現量と血中
HCV-RNA量は相関しないこと・IFN治療に
より肝細胞内の miRNA122 の量は変化しな
いことなど in vitro の結果と相反する事項
も報告されている(Nat Med. 2009;15:31)。こ
れらの結果からもmiRNA122とHCV増殖・
IFN シグナルとは 少なくとも何らかの関連
があると推定されるが、その詳細は明らかで
はない。 
 また、マウスを用いた in vivo の系で肝細
胞でのmicroRNA122の機能を一過性に落と
すと、肝細胞内でのコレステロール合成能が
低下すると報告されている (Nature. 2005)。
さらにマウスの検討で サーカディアンリズ
ムにもmicroRNA122が関与していることが
明らかにされた(Genes Dev. 2009)。いずれも
肝細胞の生理機能として重要な系に
microRNA122 が関与していることを示す報
告ではある。ところが、microRNA122 の標
的遺伝子候補をシークエンスの相同性から
探索しても、それらの生理機能に直接に結び
つく遺伝子は認められない。 
 これらの結果から microRNA122 がもた
らす生理機能は、1) 二次的・三次的な遺伝子
発現変化を介しての機能制御、か 2) 未知の
要因による遺伝子発現制御 を介して発揮さ
れている可能性があると考えられる。そこで
本研究では 申請者と研究分担者が共にこれ
らの視点を持って、microRNA122と IFNシ



グナルの関連について検討を進めていく計
画とした。 
 
２．研究の目的 
１）microRNA library を用いた IFNシグ
ナルを制御するmicroRNAの同定 
２）microRNA122 機能的ノックダウン細胞
株およびmicroRNA122ノックアウトマウス
の樹立 
３）microRNA122ノックアウトに伴う 特に
エピジェノミックな変化の網羅的解析 
４）microRNA122 によってメチル化状態が
変化する遺伝子と IFN シグナルの分子機構
の変化の in vivo, in vitroでの解析 
５）ここまでの知見を応用した、IFN と
microRNAを併用したHCV replicationの効
率的な阻害法の検討。 
 
同時に、本研究過程で得られた知見を用いて、
より普遍的な現象として「microRNAを介し
た DNA メチル化機構の分子機序の解明」へ
の展開を常に考慮しつつ検討を進めていく。 
 
３．研究の方法 
1) microRNA library を用いた IFNシグナ
ルを制御するmicroRNAの同定：  
 IFN シグナル作用に影響を与える
microRNA を 同 定 す る た め に 、 IFN 
sensitivity response element (ISRE) に
luciferase 遺伝子を連結したレポーターコン
ストラクトを恒常的に発現する細胞を樹立
し、800種のmicroRNAそれぞれを 96-well 
plate で reverse transfection し、IFN刺激
のうえ luciferase activity の変化を検討する。 
2) レンチウイルスを用いた microRNA122
機能的ノックダウン細胞株の樹立：  
肝 細 胞 特 異 的 microRNA で あ る
microRNA122 に対する anti-sense 配列
RNAを発現するレンチウイルスを作製し こ
れを肝細胞株に感染させmicroRNA122の機
能をノックダウンした stable cell lineを樹立
する。 
３) microRNA122 機能的ノックダウンに伴
うエピジェノミックな変化の網羅的解析： 
ノックダウン細胞を用いて、まずエピジェノ
ミックの変化、特に DNA のメチル化状態の
変化を Illumina社のBeadchipを用いてゲノ
ムワイドに検討する。 
4) microRNA122によってメチル化状態が変
化する遺伝子と IFNシグナル： 
miR122による SOCS3の発現量変化が IFN
シグナルの変化にどの程度の影響を及ぼし
ているのかを検討し、ノックダウンによるウ
イルス複製（HCVの in vitro 複製系である
レプリコンあるいは 培養が容易で IFN感受
性のあるVSVを使用）への影響を in vitro に
おいて検討する。 
 
４．研究成果 
1) microRNA library を用いた IFNシグナ

ルを制御するmicroRNAの同定： 
800 種の microRNA それぞれを  96-well 
plate で reverse transfection し、IFN刺激
のうえ luciferase activity の変化を検討した
ところ、miR122が INFシグナルを低下させ
る因子として含まれていた。 
2) レンチウイルスを用いた microRNA122
機能的ノックダウン細胞株の樹立： 
上記で得られたmiR122の機能を検証するた
めに、miR122 の機能的ノックダウン細胞を
アンチセスコンストラクトを発現させて恒
常的細胞株を作製した。microRNA122 の機
能については  luciferase 遺伝子の下流
5’UTRにmicroRNA122の標的配列を組み込
んだレポーターコンストラクトを作製し定
量することにより確認した。 
３) microRNA122 機能的ノックダウンに伴
うエピジェノミックな変化の網羅的解析： 
27,579 個所のゲノム上の CpG island およ
び CpG shore のメチル化状態を解析したと
ころ、50 の遺伝子の上流領域のみで メチル
化状態が大きく変化（その多くは増強）して
いた。その中に、IFNシグナルを抑制するこ
とが知られている SOCS3が含まれていた。 
4) microRNA122によってメチル化状態が変
化する遺伝子と IFNシグナル： 
miR122による SOCS3の発現量変化が IFN
シグナルの変化にどの程度の影響を及ぼし
ているのかを検討するために、ノックダウン
によるウイルス複製（HCVの in vitro 複製
系であるレプリコンを使用）への影響を検討
したところ、IFNによってmiR122の発現が
減り、そのために SOCS3 の発現が減り、そ
の結果 SREBP1 の発現も減って、コレステ
ロールの生成が減り、また、HCV の複製も
減ることが示された。スクリーニングの結果、
フラボノイドのひとつアピゲニンが miR122
の発現を減らすことで HCV の複製を減らす
ことを同定した。 
この結果は、IFN刺激に伴う SOCS3の発現
減少や、アピゲニン併用によるmiR122低下
による抗 HCV 複製効果を示唆するものとな
った。 
経口剤による HCV 治療がこの研究遂行過程
で実際に臨床で用いられるようになって、高
い効果を見ているが、今後、脂肪肝などの制
御にもmiR122は関与していることがしさっ
せれているので、その分野でも応用法が期待
される。 
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