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マイクロ RNA を標的とした新規抗 C型肝炎ウイルス治療戦略の開発 
 

研究代表者  渡士 幸一  国立感染症研究所 ウイルス第二部 主任研究官 

 

研究要旨：本研究では、マイクロRNA (miRNA)等宿主因子を標的とした新規抗C型肝

炎ウイルス(HCV)治療法の開発を目的とした。そのために(1) miRNAを標的とした戦

略として、miRNA阻害剤trypaflavine (TPF)によるHCV複製抑制効果の検証、(2) miRNA

以外のHCV複製増殖に関わる宿主因子を同定し、またこれを標的とした抗HCV剤のリ

ード化合物の同定、を主におこなった。培養細胞においてTPFはmiR-122とargonaute2

の相互作用を解離させることによりHCV翻訳を阻害することが示唆された。また感染

性HCV粒子産生系を用いたスクリーニングにより、TPFとは別系統のさまざまな抗HCV

作用を有する低分子化合物が得られた。これらのうちhalopemideは宿主

phospholipase Dを阻害することによりHCV放出過程を阻害すること、MA026は感染レ

セプターの一つであるclaudin-1と結合することによりHCV侵入を阻害すること、

SCY-635はHCV感染細胞におけるPKRリン酸化の阻害を介したインターフェロン下流

遺伝子群の翻訳上昇によりHCVレベルを低下させることが明らかとなった。以上の結

果は抗HCV剤の創薬標的となる新たな宿主因子およびこれを標的とするリード化合

物を提示するものであり、新規抗HCV剤開発に有用な知見を提供するものである。 

 

A. 研究目的 

 C 型肝炎ウイルス(HCV)感染者は本邦に

おいて約 100 万人存在すると推定されてい

る。HCV 治療としては現在まで主にペグイ

ンターフェロンとリバビリンの併用療法に

加えプロテアーゼ阻害剤が用いられている

が、これらの治療法は HCV 遺伝子型によっ

て効果が異なること、インターフェロンベ

ースの治療法では特に副作用が問題になる

こと、プロテアーゼ阻害剤に対しては薬剤

耐性ウイルスの出現が否定できないことか

ら、新たな抗 HCV 療法が求められている。

特に長期投与に伴う薬剤耐性ウイルス出現

を克服するためには、宿主因子を標的とし

た治療薬開発が重要である。本研究ではマ

イクロ RNA (miRNA)等の宿主因子を標的と

した新規治療法の開発を目指す。miRNA は

多様な宿主遺伝子発現を調節する小分子

RNA であり、特に肝臓に高発現する miR-122

は HCV の複製補因子として認知されており、

細胞内での HCV ゲノム複製を強く促進する。

これまでに研究代表者はさまざまな miRNA

種の遺伝子サイレンシング経路を低分子化

合物により阻害できることを初めて示した。

そこで本研究ではまず miRNA 機能阻害によ

る HCV 複製制御を目指してこの miRNA 阻害

剤 TPF を用いた解析をおこなう。またこれ

とは別の抗 HCV 作用を有する化合物を探索

する。得られた化合物の抗 HCV 分子メカニ

ズムの解析をおこなうことにより、抗 HCV

剤の創薬標的となる新規宿主因子の同定を

目指す。 
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B. 研究方法 

 (1) miRNA 阻害剤による HCV 複製抑制作

用メカニズムの解析 

 HeLa細胞に合成miR-122をトランスフェ

クションした後、in vitro 合成した HCV 遺

伝子型1b型RNAをエレクトロポレーション

で導入し、HCV ゲノム複製が持続的に行わ

れている細胞を G418 1000g/ml で選択し

た。3 週間後に生き残った細胞をクリスタ

ルバイオレットで染色することにより、HCV

ゲノム複製活性を計測した。また AGO2 に対

する siRNA をトランスフェクションした細

胞あるいは TPF 処理細胞を用いることによ

り、AGO2 の効果を検証した。また TPF を処

理した、HCV レプリコンを有する Huh-7 細

胞中の HCV RNA およびタンパク質を real 

time RT-PCR 法およびイムノブロット法を

用いて解析した。また細胞溶解液にビオチ

ン化 miR-122 を加え、ストレプトアビジン

化ビーズ沈降物中の AGO2 をイムノブロッ

ト法で検出することにより、miR-122 と

AGO2 の結合を評価した。 

 TPF 誘導体として Sigma-Aldrich より購

入した 8種類の化合物を用いた。サイレン

シング活性は、ホタルルシフェラーゼ

(Fluc)、ウミシイタケルシフェラーゼ

(Rluc)およびFlucに対するshRNA発現プラ

スミドをトランスフェクションした細胞を

用いてレポーターアッセイを行い、Fluc を

Rluc により割った値の相対値により定量

した。また HCV ゲノム複製は、Fluc を有す

る HCV レプリコンを用いたレポーターアッ

セイにより測定した。 

 ヒト肝細胞を移植した uPA TG/SCID マウ

スへの HCV 感染は（株）フェニックスバイ

オの標準プロトコールに則った。HCV 感染

後、血中 HCV RNA 量が 1x106コピー/ml 以上

で安定した後に ACF 0.5 mg/kg を筋肉注射

で 1 日 1 回、2 週間投与した。さらに 2 週

間ごとに ACF 投与量を段階的に上昇させ、8 

mg/kg の 2 週間投与までおこなった。マウ

スへの毒性は、体重測定および血中ヒトア

ルブミン定量により評価した。また血中

HCV RNA を real time RT-PCR 法で定量する

ことにより抗ウイルス効果の有無を調べた。

また、1) ACF と ddY マウス血清を in vitro

で混合し、37 C̊ で 30, 60, 120, 180 分間

インキュベーション後の ACF 濃度、2) ACF 

20 g/body を ddY マウスに投与し、5, 15, 

30, 60, 120 分後の血中および肝臓内 ACF

濃度を、蛍光-HPLC 分析法により測定した。 

 (2) miRNA 以外の宿主標的をもつ抗 HCV

リード化合物の同定 

 HCV RNA を導入した Huh7-25 細胞に化合

物を 72 時間処理し、培養上清中の HCV 感染

力価を測定することにより、それぞれの化

合物が感染性 HCV 産生に与える影響を評価

した。 

 Huh-7.5.1 細胞への siRNA 導入には

lipofectamine RNAiMax を用いた。また HCV 

core タンパク質とさまざまなオルガネラ

マーカーの細胞内局在は免疫蛍光法により

検出した。 

 MA026 の宿主標的スクリーニングには、

MA026 を固相化したプレートおよびランダ

ムペプチドライブラリーを表出するファー

ジを用いたファージディスプレイ法を用い

た。MA026 と claudin-1 との結合は表面プ

ラズモン共鳴により評価した。 

 SCY-635 処理細胞における ISG15、MxA、
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PKR、リン酸化 PKR、eIF2a、リン酸化 eIF2a、

HCV core、actin タンパク質はイムノブロ

ット法で検出した。 

 

C. 研究結果  

 (1) miRNA 阻害剤による HCV 複製抑制作

用メカニズムの解析 

 1. HCV 複製における argonaute 2 (AGO2)

の役割 

 内在性miR-122発現がほとんどないHeLa

細胞では HCV 遺伝子型 1株の HCV ゲノム複

製がほとんど見られないが、これに

miR-122 を過剰発現することによりゲノム

複製活性が著明に上昇した。この時 AGO2

に対する siRNA を持続的に処理することに

より上昇した HCV 複製が大きく低下するこ

とが認められた。 

 2. TPF による HCV 複製の抑制 

 miRNA 阻害剤 TPF を処理することにより

HeLa細胞におけるmiR-122依存的HCV複製

が減少した。また同様にTPFによってHuh-7

細胞内のレプリコン活性も減少した。 

 3. TPF による miR-122 と AGO2 の解離 

 HCV レプリコン細胞に TPF を処理した際

の、miR-122 と AGO2 の結合がどのように変

化しているかを調べた。その結果、TPF 処

理によりmiR-122とAGO2の結合が減弱して

いること、また抗 HCV 効果をもたない TPF

誘導体ではこの解離が見られないことが示

された。 

 4. TPF による HCV 翻訳ステップの阻害 

 TPF が HCV 生活環内のどのステップを阻

害するのかを HCV レプリコンを用いて解析

した。その結果、TPF は HCV RNA 安定性に

は大きな変化は与えなかったが、HCV 翻訳

およびそれに続く RNA 複製を大きく抑制し

た。 

 5. さらに抗HCV効果の高いmiRNA阻害剤

の探索 

 miRNA サイレンシングおよび HCV ゲノム

複製への効果を、8 種類の TPF 誘導体につ

いて調べた。これらのうち 1種類が強い、2

種類が中程度もしくは弱い shRNA 誘導サイ

レンシング抑制効果を有していた。強いサ

イレンシング抑制効果を持つ誘導体は、顕

著な HCV ゲノム複製抑制を示した。 

 6. in vivo HCV 感染系における miRNA 阻

害剤の効果 

 ヒト肝細胞を移植した uPA TG/SCID マウ

スにHCVを感染させ、その後にacriflavine 

(ACF: TPF と proflavine の合剤)を投与す

ることにより、in vivo での ACF の抗 HCV

効果の有無を検証した。しかしながら少な

くとも本実験においては血中 HCV 量は大き

な変化を認めなかった。抗 HCV 効果が見ら

れなかった原因を推定するために、1) ACF

と ddY マウス血清を in vitro で混合し ACF

濃度を測ったが、経時的な ACF 濃度濃度の

減少は認めなかった。しかし 2) ACF を ddY

マウスに投与し、経時的な血中および肝臓

内 ACF 濃度を測定したところ、ACF 濃度は

投与 5分後で検出限界程度にまで顕著に低

下が認められた。 

 (2) miRNA 以外の宿主標的をもつ抗 HCV リ

ード化合物の同定 

 1. 抗 HCV 効果を有する低分子化合物の

探索 

 HCV RNA を導入した Huh7-25 細胞におけ

る感染性 HCV 産生を測定することにより、

抗 HCV 作用を有する化合物をスクリーニン
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グした。その結果、感染性 HCV 産生を 1/3

以下に低下させるものとして 17 化合物が

得られた。この際、いずれも細胞毒性はほ

とんど示さなかった。 

 2. halopemide の宿主標的同定および抗

HCV 作用機序の解析 

 halopemide は HCV RNA 複製および粒子形

成には影響を与えることなく HCV 放出を有

意に低下させた。また halopemide の宿主標

的の一つである phospholipase D (PLD)に

対する siRNA を導入したところこの細胞か

らの感染性 HCV 産生が約 1/3 に減少した。

PLD阻害効果をもつhalopemide以外の化合

物を処理することによっても感染性 HCV 産

生が減少した。また PLD 阻害によってアル

ブミン、アポリポタンパク質などの宿主分

泌タンパク質の放出にはほとんど影響せず、

またこの時、HCV core タンパク質がゴルジ

に蓄積していることが観察された。 

 3. MA026 の宿主標的同定および抗 HCV 作

用機序の解析 

 pseudomonas より抽出された新規天然有

機化合物 MA026 が HCV 侵入を阻害すること

を、感染性 HCV 粒子産生系で明らかにした。

MA026 の標的分子をファージディスプレイ

法により探索したところ、MA026 結合配列

として単離されたペプチド配列の一つが、

claudin-1 の細胞外ループと相同性を有し

ていた。さらに表面プラズモン共鳴により

MA026 とリコンビナント claudin-1 タンパ

ク質の結合が確認された。 

 4. SCY-635 のインターフェロン経路修飾

作用機序の解析 

 SCY-635 を処理した HCV 感染細胞では

ISG15、MxA などの IFN 下流遺伝子の mRNA

発現は変化することなく、これらのタンパ

ク質量が増加することが明らかとなった。

また SCY-635 処理によってリン酸化 PKR お

よびリン酸化 eIF2a の顕著な低下が認めら

れた。この SCY-635 のリン酸化 PKR 低下作

用はシクロフィリンの阻害を介しているこ

とが示唆された。 

 

D. 考察 

 以上のように miRNA 阻害剤 TPF は

miR-122とAGO2を解離させることにより主

に HCV 翻訳を抑制することが示唆された。

これにより TPF は miR-122 依存的な HCV 複

製および感染性 HCV 粒子産生を低下させた。

しかしながら TPF はマウス体内では速やか

に代謝・排泄されると考えられ、このため

in vivo HCV 感染マウスモデルにおいて顕

著な抗 HCV 効果は認められなかった。今後

体内動態が至適化された TPF 誘導体の同定

が求められる。 

 一方本研究において、miRNA 阻害剤とは

別系統の抗 HCV 剤を多数同定した。これら

のうちhalopemideはHCV放出過程を、MA026

は HCV 侵入を阻害し、SCY-635 は IFN によ

る HCV 排除の促進効果を有していた。これ

らの化合物を用いた検討により宿主 PLD は

ゴルジからの HCV 輸送を制御する因子であ

ること、シクロフィリンは PKR リン酸化を

制御することにより IFN 下流遺伝子翻訳を

修飾することが示唆された。またこれらお

よび claudin-1 は低分子化合物の宿主標的

となり得ると考えられた。 

 

E. 結論 

 以上のように本研究では、miRNA 以外に

創薬標的となり得る宿主因子およびこれを

標的とするリード化合物を同定した。これ

は HCV 生活環のさまざまなステップおよび
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これを制御する宿主因子が低分子化合物の

標的として機能し、HCV 生活環全般を標的

とする抗ウイルス剤開発が可能であること

を示唆するものである。得られたリード化

合物を至適化することにより、また同定さ

れた宿主因子と結合する低分子化合物を新

たにスクリーニングすることにより、新た

な抗 HCV 剤を同定できると期待される。 
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