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研究成果の概要（和文）：抗発癌作用を有する肝臓特異的なmicroRNA（miRNA）であるmiR-122に注目し、C型肝
炎ウイルス（HCV）関連肝発癌機序の解明を目指した。HCV感染細胞ではmiR-122をはじめとする広範囲なmiRNAの
機能不全が惹起されていた。その原因として、HCV構造タンパク質がmiRNAの機能発現に関与するmiRNA-induced 
silencing complex（miRISC）を標的とし、その機能を障害する可能性が示唆された。本研究で示されたHCVによ
るmiR-122機能抑制機構の詳細は、肝発癌機序の新規知見として期待される。

研究成果の概要（英文）：The aims of this study were to test whether HCV affects the ability of 
microRNAs (miRNAs), including miR-122, to repress their endogenous targets, and if so, to address 
the underlying mechanism(s). The results showed that HCV infection led to increases in the 
expression of endogenous miRNA targets. This de-repression of miRNA targets was canceled in HCV 
subgenomic replicon (SGR) cells by supplementation of exogenous mature miRNAs. However, miRNA 
functions remained impaired in HCV-infected cells, suggesting the possible involvement of viral 
structural proteins in miRNA dysfunction. Interestingly, this miRNA dysfunction was reproduced in 
SGR cells by knocking down some of miRNA-induced silencing complex (miRISC) proteins, while 
overexpression of these proteins restored miRNA functions in HCV-infected cells. These results 
suggest that HCV structural proteins may induce the dysfunction of miRISC, resulting in the global 
de-repression of miRNA targets.

研究分野： 消化器内科学、肝臓病学、ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 
	 直接作用型抗ウイルス薬の登場により C型
慢性肝炎の治療成績は劇的に向上したが、C
型肝炎ウイルス（HCV）持続感染者の肝発癌
は依然として高率で、治療成績も十分とはい
えない。有効な治療法の開発のためには HCV
肝発癌機構のより詳細な理解が必要である。
申請者は、肝臓特異的な microRNA（miRNA）
である miRNA-122（miR-122）の機能が HCV
感染により抑制されることを見出した。miR-
122は抗発癌作用を有することから、miR-122
機能の抑制は HCV による直接的な肝発癌機
序の新たな知見として期待される。 
 
２．研究の目的 
	 本研究の目的は以下の 2項目である。 
1) HCV感染による宿主 miR-122機能抑制機
構の解明 

2) miR-122 機能の抑制が細胞増殖等の細胞
特性に与える影響の解析 

	 HCV 感染による宿主 miRNA 機能制御の詳
細な分子機構が明らかになれば、HCV肝発癌
機序に新たな知見をもたらし、また、新規治
療標的の創出も期待できる。 
 
３．研究の方法 
1) HCV 感染細胞における宿主 miRNA の網
羅的発現・機能プロファイリング 

	 HCV 感染、非感染の肝癌由来細胞株
Huh7.5.1 から RNA 抽出後マイクロアレイを
施行し、HCV 感染に伴い発現変動した宿主
miRNA 及び mRNA を網羅的に解析した。マ
イクロアレイ結果の検証は定量 RT-PCR 法で
行った。miRNA機能は、内在性標的遺伝子の
発現もしくは miRNA の標的配列を 3’ UTR
に有するルシフェラーゼレポータープラスミ
ド導入後のルシフェラーゼ活性を指標に解析
した。 
2) HCV感染細胞における miR-122標的遺伝
子の発現解析 

	 miR-122 標的因子の細胞内発現を定量 RT-
PCR 法、ウエスタンブロット法で検証した。
また、代表的な miR-122 標的因子である
SLC7A1 mRNAの 3’UTR（miR-122の結合部
位を含む）を発現するルシフェラーゼレポー
タープラスミドを HCV感染細胞に導入し、48
時間後のルシフェラーゼ活性を測定した。さ
らに、標的遺伝子の発現上昇が miR-122 の過
剰発現もしくは阻害剤を用いた拮抗処理によ
りそれぞれ減弱、増大するか否かを解析した。
この解析により、miR-122 標的因子の発現上
昇が HCV 感染による miR-122 機能の抑制を
介して起きていることを明らかにすることが
できる。 
3) miR-122機能を抑制する責任 HCVタンパ
ク質の同定 

	 miR-122標的因子の発現を全長HCVゲノム
複製細胞と構造タンパク質領域を欠失させた
サブゲノミックレプリコン（SGR）細胞間で比
較し、miR-122機能抑制が構造タンパク質、非

構造タンパク質のうち、どちらの領域に起因
するのかを解析した。次に、責任領域を絞り
込むために、ウイルスタンパク質を個々に発
現するプラスミドを作製後細胞に導入し、
miR-122の機能解析を行った。 
4) miR-122の機能抑制に関与する HCV標的
宿主細胞性因子の同定 

	 HCV感染はmiR-122の細胞内発現量に影響
を与えないことが報告されているため
（Randall et al, Proc Natl Acad Sci USA, 2007）、
HCVは miR-122の機能抑制に際し、その機能
発現に関与する宿主細胞性因子を攻撃標的に
している可能性が考えられる。標的宿主因子
を同定するために、miRNAの成熟化、機能発
現に関与する代表的な細胞性因子である
DICER、AGO タンパク質 1〜4 に注目し、こ
れらのタンパク質をノックダウン、もしくは
過剰発現した後に HCV 感染細胞の miR-122
機能を解析した。3)で同定された HCV領域と
標的宿主因子の細胞内相互作用を検証するた
めに、免疫蛍光細胞染色を行った。 
5) miR-122機能亢進・抑制肝細胞の性状解析
（細胞増殖能の解析） 

	 miR-122 は癌抑制作用を有しており、miR-
122の過剰発現は肝癌細胞株である HepG2細
胞、Hep3B 細胞の足場非依存性増殖や遊走・
浸潤能、ヌードマウスでの腫瘍形成能を抑制
することが報告されている（Bai et al, J Biol 
Chem, 2009）。本研究では、Huh7.5.1細胞に合
成miR-122もしくはmiR-122阻害剤を導入し、
miR-122機能亢進、抑制時の細胞特性（細胞増
殖能）を解析した。 
 
４．研究成果 
1) HCV 感染細胞における宿主 miRNA の網
羅的発現・機能プロファイリング 

	 miR-122 をはじめとする肝臓高発現の
miRNA 量は HCV 感染後も不変もしくは軽度
増加に留まったが、それらの標的 mRNA発現
は感染後有意に上昇しており、定量RT-PCRで
も同様の結果を得た。これは HCV感染細胞内
では miR-122だけでなく、miRNAの全体的な
機能抑制が起きている可能性を強く示唆する
ものと考えられた。 
2) HCV感染細胞における miR-122標的遺伝
子の発現解析 

	 複数の内在性 miR-122 標的遺伝子発現が
HCV感染後に増強することを定量 RT-PCR法
で確認した。それらの遺伝子発現の増強は
miR-122 阻害剤の細胞内導入により同様に再
現されたが、HCV感染との相加的な増強作用
は認められなかった。これにより、HCV感染
後の miR-122 標的遺伝子発現の増強は miR-
122 の機能抑制を介して起きていることが明
らかとなった。 
3) miR-122機能を抑制する責任 HCVタンパ
ク質の同定 

	 miR-122 の機能抑制に関与するウイルスタ
ンパク質領域を同定するため、全長 HCVゲノ
ム複製細胞と HCV 構造タンパク質を欠失さ



せた SGR 細胞を用いて miR-122 機能を比較
解析した。SGR 細胞では過剰量の合成 miR-
122導入後に標的 mRNAの発現上昇が有意に
抑制されたが、HCV感染細胞では抑制されず
miR-122機能不全が持続した。さらに、同様の
結果は非感染細胞に HCV 構造タンパク質領
域（C-NS2/JFH1及び C-NS2/J6）を導入した後
にも再現され（図 1）、HCV構造タンパク質領
域（特にエンベロープタンパク質領域）がmiR-
122 の機能抑制に関与する可能性が示唆され
た。 

 
4) miR-122の機能抑制に関与する HCV標的
宿主細胞性因子の同定 

	 HCV が標的とする宿主細胞性因子を明ら
かにするため、miR-122 の成熟化に関与する
宿主因子のノックダウン及び過剰発現実験を
行なった。その結果、 microRNA-induced 
silencing complex（miRISC）の構成因子のうち、
AGO タンパク質を含む宿主因子のノックダ
ウンは、SGR細胞における miR-122補充後の
miRNA 機能回復を有意に抑制した。反対に、
AGO タンパク質の過剰発現により感染細胞
の miR-122 機能は顕著に回復した。免疫蛍光
細胞染色により、HCV 構造タンパク質が
miRISC の構成タンパク質と細胞内で共局在
すること、また、全長 HCVゲノム複製細胞で
は SGR細胞と比べて細胞内の processing body
数が減少することを明らかにした。 
	 以上の結果より、HCV 構造タンパク質が
AGOタンパク質を中心とした miRISCを標的
とし、その機能を障害することで、miR-122を
はじめとする広範囲な miRNA 機能不全を惹
起する可能性が示唆された（図 2）。 
5) miR-122機能亢進・抑制肝細胞の性状解析
（細胞増殖能の解析） 

	 合成 miR-122の Huh7.5.1細胞への導入によ
り細胞増殖能が減弱することを見出した。
miR-122 阻害剤の導入は細胞増殖能に有意な
影響を与えなかった。 
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