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研究成果の概要（和文）：肝臓で発現している microRNA（miRNA）の大半を占める miR-122

は、C型肝炎ウイルス（HCV）の複製やインターフェロンによる治療の応答性、発癌との関連

性が報告されている。当研究では、その発現調節につき検討を行った。はじめに種々の肝癌細

胞株を用いて、miR-122の発現量とその初期転写産物である pri-miR-122の発現量を比較検討

した。その結果、miR-122と pri-miR-122の発現量には正の相関が認められ、pri-miR-122の

発現量は miR-122の発現量を規定する重要な因子であると考えられた。次に、pri-miR-122の

promoter 領域を種々の長さで reporter plasmid にクローニングして reporter assay を行い、

pri-miR-122 の転写に重要な領域を同定した。次に DNA メチル化に代表されるエピジェネテ

ィックな制御を受けている可能性を考え、同定した pri-miR-122 の promoter 領域の DNA メ

チル化状態を検討した。その結果、pri-miR-122 の発現量が豊富な細胞株では DNA メチル化

が乏しいのに対し、発現量が低い細胞株ではほぼ完全にメチル化されていることが判明した。

さらに 5-aza-CdRを用いた脱メチル化処理により、pri-miR-122の発現量が低い細胞株におい

て発現量の増加を認めた。以上より、pri-miR-122の発現制御機構には、DNAメチル化に代表

されるエピジェネティックな制御が深く関与していることが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：Mir-122 is a highly abundant and liver-specific miRNA, and 

reported to enhance Hepatitis C virus (HCV) replication and be associated with interferon 

treatment response and hepatocarcinogenesis. In this study, we investigated the regulation 

mechanism of miR-122. At first, we examined the correlation between the expression level 

of miR-122 and pri-miR-122 which was primary transcript of miR-122 in various hepatoma 

cell lines by realtime PCR. The result showed the positive correlation between miR-122 and 

pri-miR-122. Therefore, the expression level of pri-miR-122 was considered to be a major 

factor which determined that of miR-122. Next, we performed reporter gene assays 

integrated with truncation in the pri-miR-122 promoter, and determined the region which 

had high trans-activation effect. Next, we examined the DNA methylation status in the 

promoter region of pri-miR-122 by sodium bisulfite DNA sequencing, and found that the 

promoter region of pri-miR-122 was hyper-methylated in the hepatoma cell lines which 

have the low expression level of pri-miR-122. Moreover, with 5-aza-CdR treatment, the 

expression level of pri-miR-122 was increased in such cell lines. Therefore, the epigenetic 

regulation might play an important role in the expression of miR-122. 
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１．研究開始当初の背景 

C型肝炎ウイルス（HCV）は、慢性肝炎・肝
硬変・肝臓がんの主要な病原因子であり、そ
の制御は肝臓病学の最重要課題の 1つである。
また、C型肝炎の治療にはインターフェロン
（IFN）が臨床にて主に用いられているが、
その治療効果は決して満足できるものでは
ない。近年、真核生物において蛋白質の発現
を制御する 18～25 塩基長の一本鎖 RNA で
ある microRNA（miRNA）が発見され、そ
の制御システムに生じた異常は、癌などのヒ
トの疾患の発生や進展に関与していること
が明らかとなってきた。miR-122は肝臓にお
ける miRNA の大半を占め、HCV の複製や
IFN治療の応答性、発癌との関連性が今まで
に報告されている。したがって、その発現調
節機構の解明は、HCV 感染患者の病態把握
や治療法の進展に役立つものと考え、当研究
を着想するに至った。 

 

２．研究の目的 

HCV の複製や IFN 治療応答性、肝発癌に深
く関与する miR-122 の発現調節の解明する
ことを目的として研究を行った。 

 

３．研究の方法 

（1）miR-122 は、まず初期転写産物である
pri-miR-122 としてゲノムから転写されるこ
とより、pri-miR-122 の発現量は miR-122 の
発現量を規定する重要な因子と考えられた。
そこで、種々の細胞株中の miR-122 と
pri-miR-122 の発現量を realtime PCR にて定
量し、その発現量につき、比較検討した。 
 
（2）pri-miR-122 の promoter 領域を種々の
長さで reporter plasmid にクローニングし、
pri-miR-122を高発現しているHuh7を用いて
reporter assay を行い、pri-miR-122 の転写
活性に重要な領域の同定を試みた。 
 
（3）種々の培養細胞株の genomic DNA に対
し、pri-miR-122 の転写活性に重要な領域の
配列を direct sequencing 法にて同定し、そ
の配列の相違を検討した。 
 
（4）種々の肝癌細胞株の genomic DNA に対
し、sodium bisulfite DNA sequencing 法を
用いて、pri-miR-122 の promoter 領域におけ
る DNA メチル化状態を評価した。 
 
（5）pri-miR-122 の発現量が低い細胞株に対
し、5-aza-CdRを用いて脱メチル化処理を行
って total RNAを抽出し、pri-miR-122の発
現量の変化を realtime PCR にて評価した。 

 
４．研究成果 
（1）肝癌細胞株である Huh7, Huh6, Alex, 
HepG2, Hep3B, HLE から抽出した total RNA
を用いて realtime PCR を行い、pri-miR-122, 
miR-122 の発現量を定量した（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
miR-122 は Huh7, Huh6, Alex において発現量
が高く、特に Huh7 では顕著であった。一方、
HepG2, Hep3B, HLE では、miR-122 はほとん
ど発現していなかった。pri-miR-122 は、
miR-122 を高発現している Huh7, Huh6, Alex
において発現を認め、逆に miR-122 をほとん
ど発現していない HepG2, Hep3B, HLE では定
量不可であった。すなわち、pri-miR-122 と
miR-122 の発現量には正の相関関係が認めら
れることより、miR-122 の初期転写産物であ
る pri-miR-122 の発現量は、miR-122 の発現
量を規定する重要な因子であると考えられ
た。 
 
（2）pri-miR-122 の転写開始点から上流の領
域（pri-miR-122の promoter領域）を5kb, 3kb, 
1kb, 500bp, 200bp, 100bp と種々の長さで
reporter plasmid にクローニングし、
pri-miR-122を高発現しているHuh7に導入し
て reporter assay を行った（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



本検討により、pri-miR-122 の転写開始点か
ら上流 200bp までは強い転写活性を認めるが、
100bp では転写活性が劇的に低下することが
判明した。このことより、pri-miR-122 の転
写活性には、転写開始点から上流 200bp の配
列が重要な領域であると考えられた。 
 
（3）pri-miR-122 の転写開始点から上流
200bp の配列中には、一塩基多型（SNP）に代
表されるゲノムの多様性が存在し、それによ
り pri-miR-122の転写活性の相違が生じてい
る可能性が考えられた。そこで pri-miR-122
を発現している Huh7, Huh6 と、発現が認め
られない HepG2, Hep3B の genomic DNA を用
いて、pri-miR-122 の転写開始点から上流
200bp の配列を direct sequencing 法にて同
定し、その配列の相違を比較検討した（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
pri-miR-122 の転写開始点から上流 200bp の
配列は、Huh7, Huh6, HepG2, Hep3B 間で同一
であり、promoter 領域の塩基の多様性が、転
写活性の相違を生じさせているわけではな
いことが明らかとなった。 
 
（4）DNA メチル化に代表されるエピジェネテ
ィックな修飾は、転写活性に多大な影響を与
えることが知られている。実際、pri-miR-122
の転写開始点から上流 200bp 中には 3 つの
CpG 配列が存在し、これらが DNA メチル化修
飾を受けることにより pri-miR-122の転写活
性の相違が生じている可能性が考えられた。
そこで Huh7, Huh6, HepG2, Hep3B の genomic 
DNA を用いて、pri-miR-122 の promoter 領域
中の DNA メチル化状態を sodium bisulfite 

DNA sequencing 法にて評価した。 

その結果、pri-miR-122 の発現が認められる
Huh7, Huh6 では 3 つの CpG 配列のメチル
化頻度は低く、特に Huh7では全く認められ
なかった。一方、pri-miR-122 の発現が認め
られない HepG2, Hep3B では、3 つの CpG

配列はいずれもほぼ 100%メチル化されてい
た。すなわち、pri-miR-122 の promoter 配

列中のメチル化頻度と pri-miR-122の発現量
には相関関係が認められ、pri-miR-122 の転
写活性の制御には promoter 領域のメチル化
が関与している可能性が示唆された。 
 
（5）（4）の結果より、pri-miR-122の転写活
性の制御には promoter 領域のメチル化が関
与している可能性が示唆されたため、
pri-miR-122の発現量が低いHepG2, Hep3B

に対し 5-aza-CdR による脱メチル化処理を
行い、pri-miR-122の発現量変化を realtime 

PCRにて評価した（図 4）。 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5-aza-CdR を用いた脱メチル化処理により、
HepG2, Hep3B い ず れ に お い て も
pri-miR-122 の発現量は容量依存性に増加す
ることが確認され、（4）の結果と合わせて、
pri-miR-122 の 転 写 活 性 の 制 御 に は
promoter 領域のメチル化が関与している可
能性がより強く示唆される結果となった。 

 

 

以上のように、今回の検討により、miR-122

の発現調節において、その初期転写産物であ
る pri-miR-122の発現量が重要な規定因子で
あること、pri-miR-122 の転写活性には、上
流 200bpの promoter配列が重要であること、
また pri-miR-122 の転写活性には DNAメチ
ル化修飾が深く関与している可能性がある
こと、などが明らかとなった。 
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