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1. はじめに

　現在，C型肝炎ウイルス（HCV）感染者は全世界で 1
億 7000万人，本邦で 150万～ 200万人存在すると推定さ
れている．感染後は持続感染により肝炎が慢性化し，肝硬
変を経て高率に肝細胞癌を合併することが知られており，
公衆衛生上極めて重要な病原ウイルスである 1）．HCVは
フラビウイルス科へパシウイルス属に分類され，mRNA
として機能できる約 9.6 kb長のプラスセンスの一本鎖
RNAをゲノムとして有する．ウイルスゲノムの 5' 非翻訳
領 域（UTR） に は 複 雑 な 二 次 構 造 を と る internal 
ribosomal entry site（IRES）が存在し，キャップ非依存
的に約 3000アミノ酸からなる巨大な前駆タンパク質が翻
訳される 2）．この 5' UTRには poly(rC)-binding protein 2

（PCBP2）やmicroRNA-122（miR-122）をはじめとする多
くの宿主細胞性因子が結合し，ウイルス RNAの翻訳，複
製を制御している 3-7）．特に，miR-122は効率的な HCV複
製に必須の因子であり，HCV 感染の組織指向性への関与
も指摘されている 8）．また，miR-122機能を特異的に阻害
するアンチセンス核酸が強力な抗 HCV効果を有すること
が示され 9,10），現在，miR-122は新たな創薬標的としても
注目されている．

2. miR-122/AGO2複合体は HCV RNAを安定化すること
でウイルス複製を増強する

　miRNAは 22塩基長程度の小さな非翻訳 RNAであり，
標的 mRNAの 3' UTRに結合し，翻訳を抑制あるいは
mRNA 分解を促進することにより遺伝子発現の転写後調
節に関与する 11,12）．miR-122は肝臓に高発現している
miRNAで，肝臓内成熟miRNAの約半数を占めている 13）．
HCV RNAとは 5' UTRの IRES上流側の 2カ所（S1，S2）
で結合し（図 1），miR-122の S1，S2両部位への結合はHCV
複製だけでなく感染性ウイルス産生にも重要である 14,15）．
また，HCV RNAとの効率的な結合にはシード配列である
5' 側の 2-8番目の塩基の他に補助的な 3' 側の数塩基が必要
である（図 1）16-18）．他の miRNAと同様に miR-122は
Argonaute-2（AGO2）タンパク質に取り込まれた後 HCV 
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RNAに結合するが，典型的な miRNA機能とは異なり感
染細胞内でウイルス RNAを安定化し，その分解を阻害す
ることが示されている 19）．この安定化作用はゲノム RNA 
5' 末端のキャップ構造付加により機能的に置換されること
から，miR-122/AGO2複合体は 5' -エキソヌクレアーゼか
ら HCV RNAを保護し，安定化することによりウイルス複
製の増強作用に貢献するものと推測される 19）．

3. miR-122は XRN1の 5' -エキソヌクレアーゼ活性に拮抗
することで HCV RNAを安定化する

　宿主 mRNAの分解経路に比べてウイルス RNAの分解
に関する詳細はあまり明らかになっていない．HCV RNA
はタンパク質合成の鋳型として mRNAとしても機能する
ため，宿主 mRNAと共通の経路を利用して分解される可
能性がある．一般的に，mRNAの分解は脱キャップ化酵素，
脱アデニル化酵素による 5' 末端キャップ構造もしくは 3' 
末端ポリ A鎖の除去から始まり，エキソヌクレアーゼに
よる RNA本体の分解へと続く 20）．5' -エキソヌクレアー
ゼである XRN1と 3' -エキソヌクレアーゼであるエキソ
ソーム複合体はこの過程に関わる代表的な分解酵素である
21,22）．HCV RNAは 5' 末端キャップ構造および 3' 末端ポ
リ A鎖を持たないため，分解に脱キャップ化，脱アデニ
ル化反応は必要としない．一方で，前述のエキソヌクレアー
ゼはウイルス RNAの分解に関与する可能性がある．
　感染細胞内での HCV RNA分解を調べるために，HCV
を感染させたヒト肝癌由来細胞に NS5Bポリメラーゼに
対する選択的阻害剤 23）を加え，ウイルス RNAの新規合
成を停止させた状態での HCV RNA量を定量的 RT-PCR
法で解析した．その結果，感染細胞内での HCV RNAの分

解速度は in vitro で合成後細胞内に導入された HCV RNA
の分解速度よりも極めて緩やかであることが分かった（前
者の半減期：約 11時間，後者の半減期：約 1.4時間）24）．
これは，複製しているウイルス RNAを含む複製複合体は
細胞内膜に由来する特殊な膜構造体によって保護されてい
るためと考えられる 25,26）．合成 miR-122の細胞への導入
によりHCV RNAの半減期は有意に延長した（約 18時間）19）．
興味深いことに，siRNAによる 5' -エキソヌクレアーゼ
XRN1のノックダウンもこれと同程度に半減期を延長し
た．一方，エキソソーム複合体の構成因子である PM/Scl-
100のノックダウンはウイルス RNAの分解に影響を及ぼ
さなかった 24）．さらに，XRN1ノックダウン細胞では合
成 miR-122導入による相加的な HCV RNAの安定化作用
がみられなかったことから 24），miR-122には XRN1のエ
キソヌクレアーゼ活性に拮抗することで HCV RNAを安定
化させる作用があることが示唆された．
　5' 末端からの分解が HCV RNA分解の主たる経路である
か否かを検証するために，抽出 RNAを環状化後，HCV特
異的 RT-PCRを施行し，5' 一リン酸化末端を有する HCV 
RNAの検出を試みた 24）．この実験系では，完全長の HCV 
RNAは 5' 三リン酸化末端を有するため，T4 RNAリガー
ゼによる環状化にポリフォスファターゼ処理が必要となる
が 27），5' 一リン酸化末端を有する分解中間産物はポリフォ
スファターゼ処理を必要とせずに環状化し，RT-PCRで増
幅される．増幅産物のシークエンスの結果，全ての分解中
間産物は 5' 末端が短縮したものであったが 3' 末端は完全
長であり，5' 末端が HCV RNA分解の主たる標的であるこ
とが再度示された 24）．
　最近，XRN1の他にも 5' -エキソヌクレアーゼであるXRN2

図 1 HCVゲノムと miR-122の結合
HCVはゲノム RNAの 5’ UTRに 2カ所のmiR-122結合部位（S1，S2）を有する．

図１（改訂）
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の細胞では miR-122による HCV RNAの安定化作用を無
視できる）に変異 HCV RNAを導入しても複製はみられな
かった 24）．興味深いことに，この細胞に変異ウイルス
RNAと結合できる変異 miR-122を導入すると，著明な
RNA複製が観察された 24）．以上の結果は，HCVゲノム
との miR-122の結合がウイルス RNAの安定化作用以外に
も HCV複製に対して促進的な作用を有することを示唆す
るものであり 35），無細胞システムを用いた他の報告でも
同様の結論が提示されている 36）．

5. HCV複製過程における miR-122の作用起点

　HCVの複製は，IRES依存的なウイルスタンパク質の合
成とそれに引き続く複製複合体の形成，ウイルス RNAの
合成および分解により厳密に制御されている．前述の
miR-122が HCV複製に対してウイルス RNAの安定化作
用以外にも機能を有する可能性は，miR-122の作用起点が
ウイルスタンパク質の合成（翻訳）もしくはウイルス RNA
の合成過程にも存在することを示唆している．miR-122の
HCV RNA分解系以外の主たる作用起点を同定するため
に，siRNAで XRN1をノックダウンした HCV感染細胞に
合成 miR-122を導入し，ウイルス RNAとウイルスタンパ
ク質の新規合成量を比較した（この XRN1ノックダウン
細胞では miR-122による HCV RNAの安定化作用を無視
することができる）34）．ウイルス RNAの新規合成量は，
細胞培養下で 5-ethynyl uridineを新規合成 RNAに取り込
ませ，総 RNA抽出後のクリック反応によりビオチン標識
された新生 RNA量を HCV特異的定量 RT-PCR法により
定量することで解析した．ウイルスタンパク質の新規合成
量は，35S-メチオニン・システインで代謝標識した培養細

が HCV RNA分解に関与するという報告がなされた 28）．
XRN1は細胞質に発現しており，主に RNA分解の場であ
る P-bodyに局在する．一方，XRN2は主に核に局在し，
RNAポリメラーゼ IIによる転写の終結やリボソーム
RNA，核小体低分子 RNAの成熟化に関与する 29,30）．
siRNAによる XRN2のノックダウンは HCV RNAの半減
期を延長したが，この作用は細胞培養系で複製効率の高い
JFH-1などの一部のウイルス株に限定されていた 28,31）．一
方，XRN1ノックダウンによる HCV RNAの安定化は複数
のウイルス株で共通に観察され，かつ，その効果は XRN2
ノックダウン時よりも顕著であった 24,31,32）．以上の検証
より，HCV RNA分解に関与する主たる宿主因子は XRN2
ではなく XRN1であることが示された．

4. miR-122は HCV複製に対してウイルス RNAの安定化
作用以外にも機能を有する

　XRN1は HCV RNA分解に関与する主要な宿主因子であ
り，XRN1のノックダウンは感染細胞内のウイルス RNA
を増加させ，感染性 HCV粒子産生を増加させることが示
されている 24,32,33）．HCV RNAの分解に対しては，XRN1
サイレンシングとmiR-122導入間に相加作用を認めなかった
が，XRN1をノックダウンした感染細胞へのmiR-122導入は
ウイルス複製，粒子産生をともに相加的に増強した 24,34）．ま
た，miR-122の結合部位である S1，S2に変異を導入した
HCV RNAは複製できないことが示されているが 4,15），も
し miR-122の機能が XRN1のエキソヌクレアーゼ活性に
拮抗することだけに限定しているのであれば，XRN1ノッ
クダウンによりこの変異体の複製は可能になることが想定
される．しかし，XRN1発現をほぼ完全に抑制した細胞（こ

図 2 miR-122導入後の HCV RNA合成と HCVタンパク質合成
HCV RNA新規合成量の増加はmiR-122導入後 1時間の時点で観察されたが，ウイルスタンパク質合成量の増加は 2時間以降
に認められた．miR-122導入後の HCV RNAおよびタンパク質の新規合成量は，それぞれコントロールmiRNA（miR-124）導
入後の合成量に対する相対値で表している．（文献 34より引用）
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生 HCV RNA量の増加は miR-122による安定化作用では
説明不可能であり，直接的なウイルス RNA合成の刺激作
用に起因するものと考えられた．以上の結果をまとめると，
miR-122導入による新生 HCV RNA量の増加は新生タンパ
ク質量の増加よりも早期にかつ強力に認められたことか
ら，miR-122による HCV複製制御の作用起点はウイルス
RNAの合成過程にあることが示唆された．
　HCV IRES依存的な翻訳過程が miR-122機能の標的に
なるか否かに関しては意見が分かれている 15,16,24,37,38）．最
近の報告によると，miR-122導入後の HCVタンパク質発
現量の増加は翻訳活性の増強に起因するものではなく，
miR-122によるウイルスゲノム安定化作用や RNA合成増

胞の HCVタンパク質を免疫沈降法により回収し，SDS-
PAGEで分離後，ホスフォイメージャーを用いて定量解析
した 34）．解析の結果，ウイルス RNAの新規合成量は
miR-122導入後 1時間の時点ですでに増加していたのに対
して，この時点におけるウイルスタンパク質の合成量は増
加していなかった（図 2）34）．タンパク質合成量の増加は
miR-122導入後 2時間以降で認められたが（図 2）34），こ
れはウイルス RNA合成量の増加に伴ってウイルスタンパ
ク質合成に利用される鋳型 RNAが増加したためと考えら
れた．もし XRN1ノックダウン後に miR-122による安定
化作用が残存していたとしても，複製している HCV RNA
の半減期を加味すると，miR-122導入後 1時間における新

図 3 HCV RNA，β-アクチン mRNA，ポリソームの分布
miR-122は翻訳効率の高いポリソーム分画中の HCV RNAを減少させ，翻訳効率の低いモノソーム分画中の HCV RNAを増加
させた．一方，β-アクチンmRNAの分布はmiR-122導入後も変化しなかった．マイナス鎖 HCV RNA量のピークはモノソー
ム分画に存在した．（文献 34より引用）
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停止させた後も miR-122による HCV RNA合成の増強作
用が認められるか否かを調べるために，XRN1をノックダ
ウンした HCV感染細胞にタンパク質合成阻害剤である
ピューロマイシン（PUR）とシクロヘキシミド（CHX）
を処理し，miR-122導入によるウイルス RNA合成への影
響を解析した 34）．興味深いことに，短時間（3-5時間）の
PUR処理は単独でウイルス RNA合成をmiR-122導入時と
同程度にまで増強した．一方，CHX処理ではウイルス
RNA合成は保たれるものの，PUR処理のような RNA合
成の増強作用はみられなかった 34）．この結果の相違は両
阻害剤の作用機序の違いで説明できる．PURはウイルス
RNAから翻訳過程にあるリボソームの解離を促進するこ
とでタンパク質合成を阻害する．これによりフリーの鋳型
ウイルス RNAが増加し RNA合成に利用される．一方，
CHXはウイルス RNAにリボソームを固着させることで翻
訳を阻害する．そのためフリーの鋳型 RNAが増加せず
RNA合成の増強は起こらない．この PURによる RNA合
成増強作用は既にポリオウイルスで報告されている 41）．
さらに興味深いことに，PURおよび CHX処理下では
miR-122導入によるウイルス RNA合成の増強がみられな
かった 34）．以上の結果から，ウイルス複製に必要な因子
（HCV非構造タンパク質および宿主細胞性因子）が十分に
存在していれば，タンパク質の新規合成は必ずしも HCV 

強作用に伴う二次的な現象と考えられている 24,34）．XRN1
をノックダウンした HCV感染細胞に NS5Bポリメラーゼ
選択的阻害剤を加え，ウイルス RNA合成を停止させた状
態での新生 HCVタンパク質量を解析した 34）．XRN1ノッ
クダウン後のため細胞内のウイルス RNA量は miR-122導
入細胞とコントロールである miR-124導入細胞間で有意
な差を認めなかった．新生 HCVタンパク質量も両細胞間
で有意な差を認めなかったことから 34），HCV複製サイク
ルにおける miR-122の作用点はウイルスタンパク質の合
成過程（翻訳）ではなく，ウイルス RNAの合成過程にあ
ることが改めて支持された．

6. miR-122による HCV RNA合成の増強には新規タンパク
質合成が必要である

　プラス鎖 RNAウイルスの新規感染細胞では，ウイルス
ゲノムの翻訳はウイルス複製複合体の形成と RNA合成の
開始のために必要である．しかし，ウイルスが持続感染し
た細胞ではタンパク質合成を停止してもウイルス RNAの
合成には影響しないことが HCVなどのフラビウイルス科
の一部ウイルスで報告されている 39,40）．これはウイルス
複製複合体を構成するタンパク質が細胞内に過剰量存在す
る，もしくは新たなウイルス RNA合成に再利用される可
能性を強く示唆するものと考えられる．タンパク質合成を

翻訳

(2) RNA合成HCVタンパク質

HCV RNA

miR-122
PCBP2

HCV RNA (+)

miR-122

HCV RNA (+)

XRN1

(1) RNA安定化

図 4 miR-122による HCV RNA複製の制御機構
miR-122は AGO2に取り込まれ，HCV RNAの 5’ UTRに結合後，主に以下の 2つの作用機構で HCV複製を増強する．
(1) miR-122は XRN1の 5’-エキソヌクレアーゼ活性から HCV RNAを保護し，安定化することで HCV複製を増強する．
(2)  miR-122は PCBP2を HCVゲノムから解離し，ウイルスゲノム RNAの可用性を翻訳から RNA合成過程に移行することで
直接 HCV RNA合成を増強する．
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RNA量は低下しなかった．予想通り，PCBP2ノックダウ
ン細胞では miR-122導入による HCV RNA合成の増強は
みられなかったことから 34），miR-122は PCBP2を HCV
ゲノムから解離し，ウイルスゲノム RNAの可用性を翻訳
から RNA合成過程に移行することで HCV RNA複製を増
強することが示唆された（図 4）．

9. おわりに

　microRNA-122による HCVゲノム複製の制御機構につ
いて総説した．HCV生活環における miR-122の役割は大
きい．しかし，最近では，miR-122発現量が検出感度以下
の細胞での HCV複製例や miR-122阻害剤に耐性を示す変
異ウイルスも細胞培養系で報告されており 44-47），miR-122
非依存的な HCV複製機構の解明は今後の課題である．ま
た，HCVに対する直接的な作用のほかに，感染細胞では
大量の HCV RNAがいわゆる“スポンジ”として機能し，
宿主標的遺伝子に対する miR-122機能を障害していると
いう報告がある 48）．miR-122の機能障害は肝発癌頻度を
上昇させる 49, 50）．しかし，培養細胞で観察された HCVに
よるこのスポンジ効果が，HCV RNA量が極めて少なく，
miR-122がより高発現している生体肝の環境においても認
められるか否かについてはさらなる検証が必要と思われ
る．
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 microRNA-122 (miR-122) is an abundant, liver-specific miRNA that regulates gene expression 
post-transcriptionally, typically by binding to the 3’ untranslated region (UTR) of mRNAs, repressing 
their translation and mediating their degradation. Hepatitis C virus (HCV) is uniquely dependent on 
miR-122. Similar to conventional miRNA action, miR-122 recruits Argonaute-2 (AGO2) protein to the 
5’ UTR of the viral genome. However, in contrast to typical miRNA function, this stabilizes HCV RNA 
and slows its decay in infected cells. We found that HCV RNA is degraded primarily by the 
cytoplasmic 5’ exonuclease XRN1 and that miR-122 acts to protect the viral RNA from XRN1-
mediated 5’ exonucleolytic decay. However, HCV replication still requires miR-122 in XRN1-depleted 
cells, suggesting additional functions. We also showed that miR-122 enhances HCV RNA synthesis by 
reducing viral genomes engaged in translation while increasing the fraction available for RNA 
synthesis. In this review, we summarize the recent progress on the regulatory mechanisms of HCV 
genome replication by miR-122.
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