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研究成果の概要（和文）：HBVが肝細胞に侵入する時，肝細胞表面に発現するNTCPを介して肝細胞の中に取り込
まれる．miR-6126をトランスフェクションすると，NTCPの発現が抑制されることを明らかにすることが出来た．
すなわち，miR-6126がHBVの肝細胞への感染を抑制する可能性が示唆された．次に，miR-6126の標的遺伝子を探
索したが，時間的かつ予算的制約により，不可能であった．以上の成果をアメリカ微生物学会の学会誌の一つで
あるMicrobiology Spectrum誌に投稿し，現在Major revisionとなっている．

研究成果の概要（英文）：We found that transfection of miR-6126 suppressed the expression of NTCP, 
suggesting that miR-6126 may inhibit HBV infection of hepatocytes. This suggests that miR-6126 may 
inhibit HBV infection of hepatocytes. Next, we searched for the target gene of miR-6126, which was 
not possible due to time and budget constraints. These results were submitted to Microbiology 
Spectrum, a journal of the American Society for Microbiology, and are now in major revision.

研究分野： B型肝炎

キーワード： B型肝炎

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
microRNAはヒトの体内にもともと存在する物質です．本研究においては，microRNAのうちの一つであるmiR-6126
が，HBVの感染を抑制される可能性が示唆されました．HBVの感染メカニズムとその治療方法の開発に寄与する成
果です．

※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 

B 型肝炎ウイルス (HBV) 感染者数は，世界人口の 5% (3 億人)，本邦人口の 1% (100 万人) 
とされる. HBV の持続感染は出生時または乳幼児期の感染によって成立し，そのうち 10～15%が
慢性肝疾患 (慢性肝炎、肝硬変、肝細胞がん) へ移行するとされる．  

HBV の遺伝情報は，ヒトと同様に DNA に保存される．しかし HBV DNA の複製機構は，ヒト
DNA の複製機構とは大きく異なる．ヒト DNA の複製は，DNA を鋳型として DNA 鎖が新たに合成さ
れる．これに対して，HBV DNA の複製における最大の特徴は，鋳型 DNA から RNA で相補鎖を合成
し (転写)，この RNA を鋳型として DNA を複製する (逆転写) ことにある．このような HBV の
DNA 複製機構において，複数のヒト microRNA が関与していることが報告されている． 

microRNA は蛋白質に翻訳されない RNA の 1 種であり，ヒトでは 2000 種類以上の
microRNA が既に同定されている．ヒト DNA に保存されている遺伝情報は，messenger RNA に転写
され，さらにタンパク質へと翻訳される (セントラルドグマ)．この遺伝子発現の過程において，
microRNA は messenger RNA に結合し， messenger RNA からタンパク質が合成される過程を阻害
する (図 2)．microRNA はその生理機能として，細胞の分化，増殖，アポトーシスに関与してい
る．ところが，一部の microRNA はヒト肝細胞における HBV の感染，増殖にも関与していること
が，既に報告されている． 

本研究の責任者は，臨床研究を先行して行い，HBV の治療に反応する症例と反応しない
症例の血清中の miRNA の発現プロフィールを比較した．その結果，治療に反応する症例において
は，血清に含まれる miR-6126 の濃度が他方よりも高いことを明らかにした (Fujita Koji, et 
al. Int J Mol Sci. 2018 Jul 2;19(7):1940.)．本研究においては，HBV の肝細胞への感染メカ
ニズムにおける miR-6126 の役割について検討した． 
 
２．研究の目的 
 HBV は肝細胞に感染する際に，細胞表面の NTCP という分子に結合し，この NTCP と結合した状
態で肝細胞の中に取り込まれる．本研究の目的は，HBV の増殖抑制効果を示す microRNA として
申請者が同定した microRNA-6126 について，その標的遺伝子を同定し，microRNA を介した HBV
の新たな増殖抑制機構を明らかにすることである．本研究を遂行することにより，HBV の増殖過
程に関与するヒト遺伝子群のうち，microRNA-6126 によりその発現が抑制される一群の遺伝子が
明らかになる．さらに microRNA-6126 と当該遺伝子群を含む細胞内パスウェイが明らかになる． 
 
３．研究の方法 
本研究では，HBV を感染させた肝がん細胞に microRNA-6126 をトランスフェクションし，対称

群と比べて発現の変化しているmessenger RNA及び microRNAを抽出した．抽出されたmessenger 
RNA 及び microRNA の発現データを組み合わせてパスウェイ解析を行い，microRNA-6126 によっ
て抑制される遺伝子群を同定することを目指した． 
HBV の受容体である NTCP (the sodium taurocholate co-transporting polypeptide) をトラ

ンスジェニックした肝がん細胞株にジェノタイプ C の野生型 HBV (フェニックスバイオ社) を
感染させる系を用いた．HBV 感染肝がん細胞に microRNA-6126 または scramble を lipofectamine 
(Invitrogen 社) にてトランスフェクションする．48時間後の total RNA を Trizol を用いて回
収し，2) 及び 3) に用いた． 
トランスクリプトーム解析においては，10μgのtotal RNAからIon AmpliSeq™ Transcriptome 

Human Gene Expression Kit (Thermo Fisher Scientific 社)を用いて cDNA ライブライリーを作
成した．次世代型シークエンサーである Ion Proton™ System (Thermo Fisher Scientific 社) 
を用いて各々の messenger RNA の cDNA を定量した． 
microRNA の網羅的解析においては，human miRNA Oligo chip (Toray 社) と 3D-Gene Scanner 

3000 (Toray 社) を用いて，2565 種類の microRNA の発現を網羅的に解析した． 
4) 2)トランスクリプトームのデータと，3)microRNA のデータを組み合わせてパスウェイ解析を
行った．パスウェイ解析については一般財団法人 化学物質評価研究機構に委託し，解析ソフト
Ingenuity Pathway Analysis (Ingenuity 社) を用いた解析結果を得ることとした． 
 
４．研究成果 
NTCPを遺伝子導入した肝細胞であるHepG2-NTCPに miR-6126をトランスフェクションすると，

NTCP の発現が抑制されることを Western Blot と免疫染色で明らかにすることが出来た．さら 
に，蛍光色素で標識した PreS1 抗原を用いて，PreS1 抗原の肝細胞表面への吸着を評価すると，
miR-6126 トランスフェクション群では対照群に比べて，PreS1 抗原の吸着が減弱していた．ヒト
初代継代肝細胞を用いた評価でも，miR-6126 は PreS1 抗原の肝細胞表面への吸着を減少させて
いた．以上の結果から，miR-6126 は HBV の肝細胞表面への吸着を抑制することが明らかとなっ
た．これにより，miR-6126 が HBV の肝細胞への感染を抑制する可能性が示唆された． 
次に，miR-6126 の標的遺伝子を探索した．HepG2-NTCP 細胞を miR-6126 群と対照群に分けて，ト



ランスクリプトーム解析を行い，1 万種類以上の遺伝子の mRNA の発現の増減を評価した．その
結果，miR-6126 トランスフェクション群において対称群に比べて，25 遺伝子の発現が有意に抑
制されていた．しかし．この 25 遺伝子うちに，miR-6126 の標的遺伝子は存在しなかった．NTCP
そのものも，その mRNA の 3'末に miR-6126 との相補的な配列はなく，miR-6126 が NTCP の mRNA
に直接結合してその翻訳を抑える，とは考えにくかった．しかし，miR-6126 の転写産物の intron
領域に，miR-6126 が結合し得る配列が 22か所存在した．この配列の存在意義を明らかにするこ
とは，時間的かつ予算的制約により不可能であった．以上の成果をアメリカ微生物学会の学会誌
の一つである Microbiology Spectrum 誌に投稿し，2022 年 6 月 14 日の時点で Major revision
となっている． 
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