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研究成果の概要（和文）：C型肝炎ウイルス(HCV)の主要標的臓器は肝臓であるが、肝臓以外の組織にも病変を引
き起こすことが臨床的に報告されている。本研究では、非肝臓細胞でHCVが持続感染する過程で、肝臓特異的な
miR-122以外のマイクロRNAがHCV-RNAの複製亢進に寄与しうることを示した。また今回得られた様々なmiRNA が
HCV-RNAの5’UTRと相互作用することで活性型IRES構造の二次構造のみならず三次構造の安定性を高めており、
それが翻訳・複製亢進に重要であることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The main target organ for hepatitis C virus (HCV) is the liver, but it has 
been clinically reported to cause lesions in tissues other than the liver. In this study, we showed 
that liver-specific microRNAs other than miR-122 can contribute to the enhancement of HCV-RNA 
replication in the process of persistent HCV infection in non-liver cells. In addition, the various 
miRNAs obtained in this study interact with the 5'UTR of HCV-RNA to enhance the stability of not 
only the secondary structure but also the tertiary structure of the active IRES structure, which 
leads to enhanced translation and replication. It turned out to be important.

研究分野： ウイルス学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
HCV患者で高率に見られる肝外病変の発症メカニズムについて、これまであまり注目されてこなかった、非肝臓
細胞でのHCV複製に注目して研究を行った。非肝臓細胞でのHCVの持続感染には変異ウイルスの出現も関与してい
るが、それに加えて本研究では、肝臓以外でも発現しているマイクロRNAによるウイルス複製のサポートがある
ことを示し、新たな知見を得た。今後効果的なウイルスの排除法の検討と、肝外病変の発症やウイルス排除後の
再燃を制御する有効な治療法の開発に繋がると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
HCV は高率に慢性感染し、持続的な炎症を経て、肝硬変や肝癌を引き起こす病原ウイルスであ
る。近年、ウイルスタンパク質を標的とした有効な抗 HCV 薬（DAA）が開発され、著効率は劇
的に改善されたが、患者血清中にウイルス RNA が検出されなくなった後でも、肝癌や肝外病変
の発症が報告されている。一方で、非肝臓組織でも非常に低いレベルで HCV が複製しており、
肝炎の再燃や肝発癌との関連が示唆されている。実際、リンパ腫を併発していた C 型肝炎患者
に抗ウイルス治療を行ったところ、リンパ腫の改善が認められたという報告もある（Maciocia et 
al., N Engl J Med, 2016）。HCV の非肝臓細胞での複製機構はほとんど明らかにされていない
が、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 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）。さらに、miR-122 を欠損させ
た肝臓由来培養細胞を樹立し、ウイルスを継代することで、miR-122 非依存的に複製可能な変
異型 HCV を得た（Ono and Fukuhara et al., 2017）。この変異型 HCV は、miR-122 阻害剤に
抵抗性を示し、また、HCV の 5’非翻訳領域（5’UTR）の 28 番目のグアニンがアデニン（G28A）
に変異することで、miR-122 非依存下でもウイルスの複製複合体が効率良く形成されることが
明らかとなった。この G28A 変異は、miR−122 の発現を抑制させた細胞株で継代しても得られ
ることから、発現レベルの減少によっても誘導される変異であることが示されている。また、C
型肝炎患者から、血清（＝肝臓由来のウイルスが含まれる）と末梢血単核球（PBMC）（＝非肝
臓細胞である PBMC で維持されているウイルスが含まれる）を分離し、ウイルス RNA の配列
を比較したところ、およそ 42%の PBMC 検体で G28A 変異が検出された。血清中で G28A 変異
体が得られた検体の約 8 割が重複していたことから、G28A 変異は PBMC などの非肝臓組織で
有意に出現すると考えられる。以上の成績から、miR-122 が豊富にある肝臓細胞内では出現し
ない変異ウイルスが、miR-122 阻害剤処理や非肝臓細胞のような、miR−122 の発現が低下ある
いは無い環境下で出現しうる可能性が生体内でも示唆された。 
 
２．研究の目的 
臨床試験が進行中の miR-122 阻害剤は、miR-122 非依存性を獲得した変異ウイルスを排除する
ことはできず、さらに、DAA による HCV 治療は肝臓では有効であるが、非肝臓細胞において
は不明である。今後慢性 C 型肝炎の治療が進む中で、非肝臓細胞がリザーバーとなり、HCV ゲ
ノムが維持されることは、肝外病変や肝炎再燃の重要な問題である。また、HCV には小動物を
用いた動物モデルがないため、非肝臓組織で HCV が維持される機序を明らかにすることはでき
なかった。我々は、miR-122 欠損肝臓細胞や非肝臓細胞を用いて、HCV の感染と複製を再現す
る実験系を樹立し、馴化ウイルスを既に得ている。本研究では、これまであまり注目されてこな
かった非肝臓細胞における HCV の持続感染と、miR−122 非依存性を獲得するような変異導入
に関与する宿主因子を同定し、HCV の肝外病変とウイルス排除後の再燃について新たな知見を
得る。 
 
３．研究の方法 
①非肝臓細胞におけるマイクロ RNA依存的な持続感染: 他のマイクロ RNAの関与 
 非肝臓細胞で HCVが持続感染する過程で、miR-122以外のマイクロ RNAが関与している可能性
がある。そこで様々な miR-122変異体を作製して miR-122欠損細胞で発現させ、HCV感染後にウ
イルス RNA 量を測定することで複製亢進に重要な領域を同定する。更に、miRBASEというデータ
ベースを用い、その領域と相同性の高い配列を保有するマイクロ RNAを探索し、その HCV-RNA複
製亢進能を先述と同様に検討する。さらに、通常のマイクロ RNAの機能は宿主遺伝子発現を抑制
することであるため、その候補マイクロ RNA の標的に発がん関連遺伝子が含まれるかについて
データベースおよび過去の文献から情報を得る。 
 
②非肝臓細胞におけるマイクロ RNA非依存的な持続感染: 宿主因子によるウイルスゲノムの安
定化 
 G28A変異により miR-122 非依存性を獲得した変異型 HCV は、複製複合体形成に必要な宿主因
子との結合様式や RNAの二次構造が変化し、miR-122非依存的に効率良く複製可能になったと考
えられる。そこで、miR-122存在下および非存在下で野生型と変異型 HCV-RNAにそれぞれ相互作
用する宿主因子を RNA 免疫沈降法（RIP）と質量分析により同定し、比較する。miR-122 非存在
下で野生型 RNA に結合しないが、変異型および miR−122 存在下では結合する候補分子が得られ
た場合、その因子をノックアウトした肝臓細胞を樹立し、HCVの増殖性が miR-122欠損細胞と同
レベルまで低下するかを検討する。 
 
４．研究成果 
まず、miR-122 以外のマイクロ RNAが HCV-RNAの複製亢進に寄与している可能性について検討



 

 

した。miR-122 をベースとした様々な変異体を用いて、HCV-RNA 複製亢進に重要なマイクロ RNA
の領域およびモチーフ配列を検索した。すると、①miR-122と同様に GAGUGモチーフを含むもの、
②miR-122 とは異なる様式で複製亢進が可能なマイクロ RNA のモチーフ配列が存在した。さら
に、in silicoスクリーニングによりそれらのモチーフを保有するマイクロ RNAを探索し検討し
たところ、①GAGUG モチーフを含み 2箇所でウイルスゲノムと相互作用する miR-122型と、②ウ
イルスゲノムの 28、29番目の塩基を含む 7塩基以上で１箇所のみ結合する non-miR-122型（図
１参照）の結合様式で HCV-RNA複製を亢進しうるマイクロ RNAを新たに計 9つ同定した。 
 

また、得られた候補マイクロ RNAのヒト正常組織中における発現量を定量したところ、肝外組
織での発現が認められたため、それらは生体内でも HCV ゲノム複製をサポートしている可能性
が示唆された。 
 
現在考えられている HCVの感染環における miR-122の役割は、その結合により HCVの IRES 構
造を翻訳開始複合体が形成しやすくなる活性型へと変化させることであると、近年他研究グル
ープより報告された。よって、野生型 HCV-IRES は miR-122 が結合することによって、40S リボ
ゾームと相互作用するのに必要なステムループ II（SLII）構造を形成できるが、G28A変異によ
り miR-122非依存性を獲得した変異型 HCVは miR-122がなくとも SLIIを形成でき、miR-122非
依存的に効率良く複製可能になったと考えられる。そこで、miR-122型、non-miR-122型の結合
様式で HCV-RNA 複製を亢進しうるマイクロ RNA の機能についてより詳細なメカニズムを明らか
にするために、Ago2/miRNA/HCV-RNA複合体の 3D モデリングとシミュレーションを共同研究によ
り行った。すると、今回得られた様々な miRNA が HCV-RNAの 5’UTRと相互作用することで活性
型 IRES 構造の二次構造のみならず三次構造の安定性を高めており（図 2 参照）、それが翻訳・
複製亢進に重要であることが明らかとなった。以上の得られた成績をまとめ、PLOS Pathogens
誌にて報告した（Ono et al., 2020）。 
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