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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、C型肝炎ウイルス（HCV）蛋白質およびB型肝炎ウイルス（HBV）に対
して相互作用する宿主因子を同定し、抗ウイルス活性および抗肝がん化活性をもつ化合物を同定し、新規抗肝炎
ウイルス療法開発を目指すことである。HCV複製および感染粒子形成に必須である宿主因子としてFKBP6、HM13を
同定し、DM-CHX、桂皮酸誘導体などを抗ウイルス化合物および抗肝がん化化合物として同定した。また、HBV複
製に重要な因子p-TEFbに対する阻害剤も同定し、抗ウイルス活性があることを示し、ウイルスゲノム排除の可能
性も示した。この研究成果、今後の新規抗肝炎ウイルス化合物開発に貢献するものと思われる。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was identification of antiviral compounds that 
targeted host agents interacting proteins of hepatitis B and C viruses (HBV and HCV) based on 
proteomics information. FKBP6 and HM13 were identified as essential host proteins for HCV 
replication and the viral particle production and its pathogenicity. DM-CHX and cinnamic acid 
derivatives, which target them, prevented HCV replication and production. Furthermore, pTEFb 
inhibitor could suppress HBV replication and production. These results will contribute to 
development of novel antiviral agents targeting production and pathogenicity of HBV and HCV 
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キーワード： HCV　C型肝炎　HBV　B型肝炎　抗ウイルス剤　宿主蛋白質

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

日本の肝がん患者年間３万人の７割程度は

HCV 感染に、２割程度が HBV 感染に起因して

いると考えられている。抗ウイルス剤開発は

進行し、高率なウイルス排除が可能になって

きた。しかしながら、高齢者などへの投与の

禁忌、耐性ウイルス出現、ウイルス排除後の

肝発がんなどの問題が残されている。単に、

ウイルスを排除するだけで Cおよび B型肝炎

の治療が達成されるのではなく、感染によっ

て感作されるがん化要因の排除が必要であり、

がん化および感染に関わる分子機序を標的に

した抗肝炎ウイルス化合物の探索は肝炎ウイ

ルス研究の新たな切り口と考えられる。 

申請者らは HCV 蛋白質 Core, NS4B, NS5A

と相互作用する宿主蛋白質を網羅的に探索す

るために、プロテオミクス解析（プロテオー

ム、酵母２ハイブリット）を行ったデータに

加え、蛋白質間相互作用（PPI）、分子機能、

誌上情報などのデータベースをもとにバイオ

インフォマティクス解析し、HCV 感染と病原

性発現機構との関連について解析してきた。

これらの成果を、以下にまとめる。 

HCV Core と相互作用する宿主蛋白質を同

定し、さらに関連因子 Eno1,SLC25A5,PXN など

を統合データハウスによるネットワーク解析

（Target Mine）で明らかにしている

（Tripathi, Mol Biosyst., 2010）。更に HCV

による病原性発現およびウイルス粒子産生機

構に PA28γが必要であることを明らかにし

（Moriishi, PNAS, 2007： Moriishi, 

Hepatology, 2010）、ネットワーク解析によっ

て関連宿主因子（VTI1A など）を同定してい

る（Tripathi, J Proteome Res, 2012）。ウイ

ルス複製に必須なウイルス因子 NS4B に相互

作用する宿主因子を膜蛋白酵母 2ハイブリッ

トによって絞り込み、ネットワーク解析によ

って関連因子を同定している（Tripathi, Mol 

Biosyst., 2010）。NS5A 蛋白質と相互作用す

る宿主因子を同様に解析し、それに関連する

重要分子（FKBP8、FKBP6、RTN1、RTN3 など）

をネットワーク解析により絞り込んでいる

（Tripathi, J Proteome Res, 2013）。 

 

２．研究の目的 

本研究では、Mammalian two hybrid system、

yeast two hybrid 法などを用いて、宿主因

子と HCV 蛋白質の相互作用を指標にした培養

細胞スクリーニング系を構築し、化合物スク

リーニングにより抗 HCV 化合物を選択し、そ

れら化合物の作用機序解析を通じて病原性発

現機構・感染機構の解明および新規抗 HCV 療

法確立を目指す。また、HBV 培養系を用いて、

B型肝炎との共通性機構を探索する。最終的

に抗ウイルス剤候補を絞り、病原性発現機構

およびウイルス増殖機序を標的にした化合物

同定を目指す。 

 

３．研究の方法 

宿主因子および HCV 蛋白質との相互作用を標

的にした化合物スクリーニングを可能とする

培養細胞系を構築する。遺伝子改変動物およ

び酵母 Two-Hybrid 法の結果からネットワー

ク解析し、今まで感染および病原性発現に関

わる宿主因子を複数同定してきている（上述）。

それら関連宿主因子どうし、あるいは宿主因

子-HCV蛋白質との相互作用を標的にした培養

細胞スクリーニング系を構築し、化合物スク

リーニングを行う。HCV スクリーニング系は

培養細胞ルシフェラーゼ遺伝子と HCV 非構造

遺伝子を ECMVIRES で連結し、ルシフェラーゼ

活性がウイルス複製と相関する培養細胞系を

用いた。また、HBV スクリーニング系として

ウイルスプロモーター下にルシフェラーゼ遺

伝子を連結させて、ウイルスプロモーターを

標的にした化合物スクリーニング培養細胞系

を構築した。 

培養細胞スクリーニング系によって既存化合

物ライブラリーおよび天然化合物ライブラリ

ーに対してスクリーニングを行い、化合物を



選択する。さらに、感染培養感染系でその生

物活性を解析する。また、HCV 感染培養系、

シュードウイルス感染系によって多角的にウ

イルス感染への影響を解析し、抗ウイルス効

果を評価した。その化合物の効果や既存の情

報から、ウイルス感染による病原性発現機構

の解明を目指す。HBV に対する抗ウイルス活

性についても当研究室で確立されているNTCP

—HepG2 細胞培養系で解析し、C型肝炎との共

通性を考察した。 

 

４．研究成果 

蛋白質間相互作用スクリーニング系の構

築として、HCV コア蛋白質を標的にした宿主

因子 PSME3 のホモダイマーに形成による

mammalian membrane two hybrid screening 系

の構築し、化合物ライブラリーLOPAC によっ

て数種の候補化合物を同定した。さらに HCV

コア蛋白質あるいは NS5A と相互作用する宿

主蛋白質探索を目的とした membrane two 

hybrid 系によって、必須宿主蛋白質を同定し

た。さらに HBV プロモーターを標的にしたス

クリーニング系も構築し、抗 HBV 化合物を同

定した。 

NS5A と相互作用する宿主蛋白質として

FKBP6 を同定した。FKBP6 は FKBP8 とホモ・ヘ

テロダイマーを形成し、NS5A のドメイン Iと

FKBP6 の TPR ドメインが結合に重要であり、

NS5Aの Val121 が必須アミノ酸残基であった。

FKBP6 ノックアウト Huh7 細胞では、HCV 複製

は完全に阻害され、FKBP6 の発現によって複

製が可能となったことから、FKBP6 は HCV ゲ

ノム複製に寄与するものと思わされた。更に、

FKBP6 は FKBP8 を相互作用することでホモ・

ヘテロダイマー形成をすることが分かった。

さらに化合物スクリーニングで、DM-CHX が

FKBP6/8のダイマー形成を阻害すると同時に、

HCV ゲノム複製も阻害したことから、FKBP6/8

のダイマー形成は HCV 複製に重要であること

が示唆された。DM-CHX の化学構造から、誘導

体を作製し、抗 HCV 活性を解析したが、解析

した化合物中で DM-CHX は一番毒性が低く、抗

HCV 活性が高かった。 

HCV コア蛋白質と相互作用する宿主因子と

して HM13 を同定し、その阻害剤候補として既

存のプレセニリン阻害剤をスクリーニングし

た結果、LY411575 が一番高い抗 HCV 活性を示

した。LY411575 は HCVゲノム複製を阻害せず、

ウイルス粒子産生を阻害した。HM13 によるコ

ア蛋白質の切断はコア蛋白質の安定性に寄与

しており、ヌクレオキャプシド形成を阻害し

ているものと思われた。さらに、抗 HCV 活性

は既存抗 HCV 複製阻害剤 Daclatasvir のウイ

ルスゲノム複製阻害効果に対して増強作用は

見られず、ウイルス粒子産生に対して相乗作

用を示した。また、LY411575 は感染による酸

化ストレスを軽減し、がん化に関与する因子

の発現を低下させたことから、HCV 感染によ

る肝発がん化に対する阻害効果も示唆された。 

CDK 阻害剤を HBV 感染培養系でスクリーニ

ングし、p-TEFb 阻害剤に抗 HBV 活性があるこ

とを見いだした。HBV 感染培養系においてウ

イルス RNA、粒子内 DNA、ウイルス粒子産生を

有意に阻害した。さらに cccDNA 量も有意に阻

害したことから、この結果が新たな抗 HBV 剤

開発に貢献すると思われる。 

HCV コア蛋白質に対して結合する宿主

蛋白質探索を目的に膜２ハイブリット法

にて同定した膜内蛋白質酵素HM13に対す

る阻害剤 LY411575 に続き、HCV コア蛋白

質に結合する宿主因子 STAT3 を標的にし

た化合物同定を目的に桂皮酸誘導体をス

クリーニングし、二つの誘導体に有意な

抗 HCV 活性を認めた。そのうち

selectivity index が高い誘導体の生物

活性を解析した。Genotype 1 から 4のレ

プリコン細胞に対する抗 HCV 活性(EC50)

は 1.5 から 7.1µMを示し、インターフェ

ロン活性を介さずにウイルス蛋白質量な

らびにウイルス粒子産生量も有意に低下



した。その化学構造は AG490（JAK2 阻害

剤）と似ていることから STAT3 の Tyr705

のリン酸化への関与が示唆されたが、抗

HCV 活性を示す濃度では STAT3Tyr705 の

リン酸化に変化はなかった。NAC によって

その抗 HCV 活性は阻害されたことから、

宿主細胞の活性酸素誘導能を介している

ことが示唆された。さらなる化学構造の

展開によって、抗がん化作用をもつ抗 HCV

剤開発が期待される。 
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