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A. 研究目的 
 肝炎克服には、HBV排除可能な治療法の確
立と、それらの治療効果を検証できるバイオ
マーカーの開発が必要である。HBV排除の治
療戦略として、HBVのウイルス産生を抑制す
るマイクロRNAあるいは遺伝子を網羅的にス
クリーニングし、治療標的の同定をめざす。
HBV排除の治療効果を定量的に評価できるよ
うなマイクロRNAのバイオマーカーの開発を
目的とする。 
 
B. 研究方法 
 １．HBVのウイルス産生を阻害する標的マ
イクロRNAの同定 
miRBaseに登録された約2500のマイクロRN
AをノックダウンできるmiRNAに相補的なL
NA核酸ライブラリーを用いて、uPA/scid肝細
胞移植マウス由来のHBVを感染させた初代培
養細胞を用いて、スクリーニングを実施した。
HBs抗原を指標に、ウイルス量が減少するマ
イクロRNAを検索した。 
 
２．HBV排除の治療効果を定量的に評価でき
るようなマイクロRNAのバイオマーカーの開
発 
血清及び組織から、Qiagen miRNeasy kit 
を用いて精製し、バイオアナライザー2000 
(Agilent)にて、精製したRNAの純度を検定し

た。このRNAを用いて、次世代シーケンサーI
on PGMで小分子RNAの配列を解析した。配
列情報は、CLC bio社 CLC Genomics Wor
kbenchを用いて解析を行った。 
 
 
（倫理面への配慮） 
 検体のマイクロRNA解析は、腫瘍組織を用
いた体細胞変異の検索であることから「ヒト
ゲノム・遺伝子解析研究に関する倫理指針」
の対象とはならないが、個人情報保護の観点
から、「臨床研究に関する倫理指針」に準拠
したJCOGの「非ゲノム解析研究」ポリシー
に従って適切に連結可能匿名化もしくは連結
不可能匿名化を行った上で実施する。 
 
C. 研究結果 
１．HBVのウイルス産生を阻害する標的マイ
クロRNAの同定 
 約2500のマイクロRNAをノックダウンで
きるmiRNAに相補的なLNA核酸ライブラリ
ーを用いて、HBs抗原を指標に、ウイルス量
が減少した候補マイクロRNAを同定した。そ
れらのうちあるマイクロRNAは、HBVの肝切
除により顕著に減少するマイクロRNAであり、
HBVウイルス産生に寄与する可能性が考えら
れた。 
 

研究要旨   
HBV の治療法は、ウイルスによる肝炎および発がんの予防につながることから、革新
的な治療法の開発が期待されている。また、肝臓におけるウイルス排除をモニターでき
るバイオマーカーの開発も同時に重要である。本研究では、マイクロ RNAに焦点を当
てて、HBVを排除できる画期的な治療法の開発をめざす。また、HBV肝炎組織、同一
患者での術前、術後の血清でのマイクロ RNA を次世代シークエンスにより解析し、
HBV排除の効果を評価できるバイオマーカーの開発を行う。 



２．HBV排除の治療効果を定量的に評価でき
るようなマイクロRNAのバイオマーカーの開
発 
次世代シークエンスの解析により、健常人血
清とHBV患者血清で顕著に増減するマイクロ
RNAを見いだすことができた。未知の小分子
RNA画分の配列についても、HBV感染患者と
健常人で異なる配列も見いだすことができた。
また、非HBV患者とHBV患者における血清中
のマイクロRNA配列は、Iso-miRの割合が違
うことを見いだした。肝臓に高発現するmiR-
122についても、大きく異なっており、HBV
感染によるマイクロRNAのプロセッシング異
常が起こっていることが示唆された。本年度
同定したマイクロRNA-Xは、HBV肝切除によ
り顕著にウイルス量が減少し、肝炎治療のバ
イオマーカーになる可能性が見いだされた。 
 
D. 考察 
 １．HBVのウイルス産生を阻害する標的マ
イクロRNAの同定については、同定に成功し
た候補マイクロRNAについて、異なる細胞培
養系またはヒトHBV産生マウスを用いてウイ
ルス産生抑制効果を検証する必要がある。 
未解析の候補マイクロRNAについても、HBV
産生の抑制に直接関与しているかどうか解析
を進める必要がある。 
 
２．HBV排除の治療効果を定量的に評価でき
るようなマイクロRNAのバイオマーカーの開
発 
今回同定したHBVに特異性の高いマイクロR
NAについて、HBVウイルス産生機序との関
連についても、今後検討する必要がある。 
 
E. 結論 
 HBVのウイルス産生を阻害する標的マイク
ロRNAの候補を同定することができた。HBV
排除の治療効果を定量的に評価できるような
マイクロRNAのバイオマーカーとして、HBV
感染で増減するマイクロRNAバイオマーカー
を同定した。 
 
F. 健康危険情報 
 
（分担研究報告書には記入せずに、総括 
研究報告書にまとめて記入） 
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