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研究成果の概要（和文）：肝臓特異的なmiR-122はHCVの肝臓指向性を決定する因子の一つであるが、本研究にお
いて、非肝臓組織のようなmiR-122非存在下でも、miR-122による翻訳・複製亢進作用を必要とせずに効率よく複
製できるHCVの適応変異体を得た。さらに、ウイルスゲノムRNAに存在するmiR-122結合部位周辺への変異導入
が、miR-122非依存的なウイルス増殖に重要であることが明らかとなり、同様の変異ウイルスがHCV感染患者の非
肝臓細胞内でも出現し、HCV感染患者で高率に誘発される肝外病変の原因となりうることが示された。

研究成果の概要（英文）：A liver-specific microRNA, miR-122, is one of the key determinants of 
hepatotropism of hepatitis C virus (HCV). We established mutant viruses with adaptive mutations in 
the 5’UTR of HCV RNA adjacent to miR-122 binding sites, which exhibits efficient RNA replication in
 miR-122-deficient condition. Furthermore, same adaptive mutation was detected from HCV-RNA 
replicating in non-hepatic cells of chronic HCV patients. These results suggest that HCV mutants 
capable of replicating in the absence of miR-122 may participate in the induction of extrahepatic 
manifestations in chronic hepatitis C patients.

研究分野：肝炎ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 
 C 型肝炎ウイルス（HCV）は慢性感染すると
持続的な炎症を引き起こし、持続感染したま
ま肝硬変、肝癌を引き起こす病原体である。
現在臨床現場ではインターフェロンとリバ
ビリンによる治療が行われているが、近年ウ
イルスタンパク質を直接標的とした抗HCV薬
の開発により、劇的に著効率が上昇した。し
かしながら、非肝臓細胞における HCV の複製
や、治療後の患者血清中にウイルス RNA が検
出されなくなった症例でも、肝癌や肝外病変
の発症が報告されていることから、非肝臓組
織で非常に低いレベルでHCVが複製しており、
肝炎の再燃や発癌に関与している可能性が
考えられる。しかしながら、これまで HCV の
非肝臓細胞での複製はほとんど検討されて
いない。 
 肝臓特異的なマイクロ RNA である miR-122
は、肝臓で発現する全マイクロ RNA の 7割を
占め、HCV RNA の 5’非翻訳領域（UTR）に結
合して翻訳を亢進し、HCV の肝臓特異性の重
要な決定因子の一つである。一方、我々の研
究室では、miR-122 が発現していない種々の
非肝臓由来細胞においても、HCV は侵入しゲ
ノムを複製できることを見出している
（Fukuhara et al., 2012）。また miR-122 を
欠損させた細胞株を樹立し、HCV を感染させ
たところ、僅かながらゲノム複製と感染性粒
子の産生が認められた。最近当研究室では、
それを継代することで、miR-122 非依存的に
非肝臓組織で増殖可能なHCV変異株（HCV122KO）
を樹立した。この HCV122KOは miR-122 の阻害剤
に抵抗性を示すことから、miR-122 に非依存
的に複製していることが確認された。 
 
 
２．研究の目的 
 HCV の増殖には肝臓特異的に発現している
miR-122 が重要であるが、肝外組織でのウイ
ルス増殖は、治療後に血中からウイルス RNA
が検出できなくなったとしても、非肝臓細胞
において HCV が潜伏感染し、微量の感染性粒
子を産生することで、肝癌や肝外病変を発症
させる、リザーバーとなっている可能性を示
唆している。これまで、非肝臓系の細胞に HCV
は感染し、ウイルスの複製が可能であること
は示されてきたが、従来用いられてきた野生
型HCVでは複製効率が低いために粒子の産生
は検出できておらず、非肝臓細胞での感染性
粒子の産生は実証されていない。そこで、本
研究ではHCV変異株HCV122KOを用いて非肝臓細
胞での複製・増殖に必須な適応変異を同定し、
変異型ウイルスの非肝臓系細胞での増殖機
構を明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
①変異型 HCV の遺伝子構造解析 
変異型 HCV の miR-122 非依存的複製は、
miR-122 非存在下におけるウイルス継代の過

程でゲノム配列に適応変異が挿入されたこ
とによると考えられる。HCV RNA の 5’UTR に
は 2カ所の miR-122 結合サイトが存在し、さ
らに 3’UTR や IRES 領域にも種々の宿主因子
が結合することで、RNA 分解から保護され、
翻訳や複製効率が亢進されることが知られ
ている（Shimakami et al., 2012; Scheller 
et al.,2009）。また、ウイルスの構造タンパ
ク質は細胞への侵入・ウイルス粒子産生に、
ウイルスのプロテアーゼはウイルスゲノム
から翻訳された前駆体タンパク質の切断に、
RNA ポリメラーゼはウイルス RNA 合成を司る
ことが報告されている。そこで、ウイルス RNA
の全配列を、5’および 3’RACE 法や次世代
シークエンサーを用いた Deep sequence によ
り解析し、miR-122 非依存的複製を可能にす
る変異の同定と、そのメカニズムを解析する。 
 
②非肝臓細胞における野生型と変異型HCVの
ウイルス増殖性の比較 
同定したmiR-122非依存的複製に必要な適応
変異のみを含む変異型 HCV を作製し、非肝臓
系の培養細胞に接種し、増殖性を肝臓系細胞
と比較する。また、変異型ウイルスに導入さ
れた適応変異は、肝臓由来細胞でのウイルス
継代により元に戻るのか（復帰変異体の出
現）についても検証する。 
 
③非肝臓系細胞における変異型ウイルスの
粒子産生能の評価 
我々の研究室では、HCV の粒子産生には、肝
臓特異的な脂質親和性のアポリポタンパク
質(ApoB や ApoE)のみならず、非肝臓組織で
も発現が認められる他のアポリポタンパク
質や両親媒性の α-ヘリックス構造をもつ分
泌型タンパク質が重要であることを明らに
している（Fukuhara and Wada et al., 2014）。
アポリポタンパク質以外にもこうした特徴
をもつタンパク質は種々の組織で発現して
いることから、複製能の高い変異型ウイルス
の感染により、非肝臓系細胞からの HCV 粒子
産生の可能性を検証する。また可能であれば、
非肝臓系細胞からの粒子産生に関与する宿
主因子を同定する。 
 
 
４．研究成果 
①HCV 変異株における適応変異の同定と野生
株との性状比較 
HCV 変異株（HCV122KO）の 5’RACE および Deep 
sequence 解析により、G28A 変異が有意に認
められた。逆遺伝学的な手法を用いて作製し
た G28A ウイルスは、miR-122 欠損細胞内で野
生株に比べ効率良く増殖可能であった。その
メカニズムとしては、変異導入によって HCV
の複製複合体形成が促進されることが示唆
された。以上から、G28A 変異が miR-122 非依
存性獲得に必須であることが明らかとなっ
た。 
 



②遺伝子型 1b を用いた適応変異の検討 
遺伝子型 2aでは 28番目の塩基はグアニンだ
が、他の遺伝子型では元々アデニンであるこ
とが多い。そこで、日本の患者数で 7割を占
める遺伝子型 1b に属する Con1 株を用いて、
導入される適応変異を解析した。5’UTR およ
び構造タンパク質領域は Con1 株で、非構造
タンパク質領域はJFH-1株由来であるキメラ
ウイルスを作製し、miR-122 欠損細胞で継代
することで変異ウイルスを得た。するとウイ
ルス RNA 全域への複数の適応変異に加え、
5’UTR の miR-122 結合領域近傍に C30U 変異
が認められた。以上の結果から、miR-122 結
合領域近傍への変異導入がmiR-122非依存性
獲得に寄与している可能性が示唆された。 
 
③臨床検体を用いた検討 
広島大学との共同研究で、遺伝子型 2a の HCV 
患者の血液から血清と末梢血単核球（PBMC）
を分離し、血清中のウイルスを肝臓由来、
PBMC中のウイルスRNAを非肝臓細胞内という
miR−122 非存在環境下で持続的に複製したも
のとして、G28A 変異が導入されているか否か
を解析したところ、甲状腺機能異常や悪性リ
ンパ腫等の肝外病変を併発している患者を
含む、約 4 割の PBMC 由来サンプルから G28A
変異が有意に検出された。以上の知見から、
非肝臓組織における持続感染により、
miR-122 非依存的に増殖可能な HCV 変異株が
出現しうること、そして肝外病変の発症との
関連性が明らかとなった（Ono and Fukuhara 
et al., 2017） 
 
④非肝臓細胞におけるHCV粒子産生の可能性
の検討 
以前我々は、アポリポタンパク質の両親媒性
αヘリックス領域が、HCV の粒子産生に重要
であることを報告した（Fukuhara and Wada et 
al., 2014）。そこで、同様の構造を持つ他の
分泌タンパク質が粒子産生に寄与しうるか
否かを検討したところ、骨髄や白血球で高発
現している分泌性タンパク質 CAMP が HCV の
粒子産生を可能にすることが明らかとなっ
た（Puig-Basagoiti and Fukuhara et al., 
2016）。 
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