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研究成果の概要（和文）： 
Ｃ型肝炎ウイルス（ＨＣＶ）感染による慢性肝炎の発症は肝疾患を増悪させ肝がんの発症を高
める。本研究では HCV の持続感染を阻害することによるウイルス感染維持の遮断、ウイルス感
染による細胞の変化、を分子レベルで捉え、肝細胞の増悪化を予防する方法の開発に資する研
究を行った。以下に研究成果の概要を示す。ウイルスの持続感染を阻止する目的で、ウイルス
複製を阻害する化合物を探索し、その抗 HCV 効果を調べた。その結果サイクロスポリン Aおよ
び免疫抑制作用を示さないサイクロスポリン誘導体が高い抗 HCV 作用を示すことを明らかにし
た。また、HCV 感染が体内で持続感染するには、宿主がもつ自然免疫機構が HCV 増殖を抑制し
きれないためであると考えられる。抗 HCV 作用を示すインターフェロンシグナル系を解明する
ことにより、自然免疫機構を活性化させる方策が見出せる可能性を考え、特に RIGI によるイン
ターフェロン活性化の分子機構を解析した。その結果、インターフェロンシグナルを負に調節
するユビキチン E3 酵素を見出した。長期間のＣ型慢性肝炎は肝疾患を増悪させるが、その際に
脂肪代謝異常が肝疾患の増悪に働くと考えられる。そこで、HCV 感染による脂肪代謝異常を解
析した。その結果、HCV 感染により細胞内の脂肪滴量が増加することを見出した。また、脂肪
輸送径路に働くリポタンパク質の生成が HCV の細胞外への放出に重要な働きをすることを見出
した。さらに、細胞外に分泌された HCV はリポタンパク質と会合して存在すること、ウイルス
粒子にアポリポタンパク質 Eが会合していること、アポリポタンパク質 Eのウイルスへの会合
はウイルス感染性に重要であることなどを明らかにした。これらの成果は、細胞内の脂肪代謝
系が修飾され、ウイルスが増殖しやすい環境を構築することを明らかにしたばかりでなく、こ
のような HCV による脂肪代謝の変化は、肝臓内での脂肪代謝を変化させ疾患の増悪に関与する
と考えられる。 
 

研究成果の概要（英文） 

Hepatitis C virus is a major causative agent for development of various liver failures 

including chronic hepatitis and hepatocellular carcinoma. One of the major problem of 

the developing such liver failures by HCV is persistent nature of HCV infection. In fact, 

those of individuals who became free from HCV infection by interferon treatment were cured 

from HCV associated liver failures thereafter. Thus, the development of efficient 

anti-HCV agents is one goal to prevent HCV related liver diseases. In addition, 

clarification of the mechanism of the development of liver failures contributes to 

establish preventive measures for onset of HCV-related diseases. Aims in this work are, 

therefore, firstly, to understand detail mechanisms of HCV proliferation to obtain 

insights of the knowledge to develop anti-HCV agents and, secondary, to reveal the 

mechanisms of the development of liver failure which contributes to develop measures to 

prevent exacerbation of liver diseases. In this work, I discovered following evidences; 

(1) Cyclosporin A inhibited HCV genome replication efficiently through impairing the 



function of cyclophilins, (2) a new ubiquitin E3 ligase which regulats interferon 

signaling was discovered, (3) HCV infection dys-regulated lipid metabolism as well as 

lipid transfer mechanism. And this dys-regulation is important for efficient replication 

of HCV. (4) Dys-regulation of lipid metabolisms and lipoprotein transfer mechanism may 

contribute to exacerbate of liver failure and, therefore, regulation of lipid metabolism 

will be therapeutics for not only prevent liver diseases but also prevent HCV 

proliferation.  
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１．研究開始当初の背景 
C 型肝炎ウイルス（HCV）は肝炎発症の主たる
原因ウイルスのひとつである。慢性肝炎患者
は肝がん発症の高危険要因なので、慢性肝炎
の発症を予防することにより、肝がん発症を
予防することが可能である。 
（１）慢性肝炎患者の炎症を抑えることによ
り肝がんの発症を予防することが可能であ
るが、HCV 感染による発症の危険性を取り除
くことはできない。望ましい方法は感染者か
ら HCV を排除することである。事実, 
インターフェロン・リバビリン療法により治
療を受けた約半数からウイルスを排除でき
るようになった。しかし副作用の問題および
ウイルスが排除されない感染者に対する問
題が存在しており、新規の抗 HCV 剤の開発が
今後の重要な課題である。 
（２）さらに、HCV 感染による肝疾患の発症
およびその増悪化についての分子レベルで
の理解が十分でないために、事実に基づいた
疾患予防、治療方策が十分でないなど、多く
の未解決な問題が蓄積している。 
 
２．研究の目的 
（１）近年明らかにされた HCV ゲノムの複製
細胞系、およびHCV感染増殖系を用いて抗HCV
作用を示す低分子化合物をスクリーニング
して、新規の薬剤を明らかにすることを目的
のひとつとした。 
（２）インターフェロンシグナル系の理解が

深まれば、インターフェロンによる抗 HCV 作
用の分子機構の解明が深まると期待される
ので、インターフェロンシグナル系を解析し、
持続感染を遮断する方策を探ることを目的
とした。 
（３）HCV 感染が培養細胞に与える影響を解
析し、HCV 感染が肝疾患の発症にどのように
関わっているかを明らかにすることを目的
とした。 
 
３．研究の方法 
（１）感染性 HCV ゲノムが複製する細胞を用
いて、種々の薬剤によるゲノム複製を評価す
る。ゲノム複製能に影響を与える物質につい
ては、その機構を明らかにする。 
（２）HCV 持続感染の機構を分子レベルで解
明するために、インターフェロンシグナル系
に働く制御因子を解析する。そのためにイン
ターフェロンシグナル系の一部をアッセイで
きる方法を駆使して解析を行う。 
（３）HCV 感染増殖系を用いた系を用いて、
細胞内の変化を解析する。特に脂肪代謝に注
目して、細胞内の脂肪の蓄積を調べ、その意
義をウイルス複製との関連で調べる。 
 これらの解析を通して、HCV 増殖の効率よ
い制御法の開発に役立てると同時に、肝疾患
増悪の分子機構を明らかにする。 
 
４．研究成果 
（１）サイクロフィリンによるHCV複製制御。 



HCV ゲノムが自立的に複製する細胞を用いて、
ウイルスゲノム複製を制御する細胞側要因
を探索することが可能である。すでに薬理作
用が明らかな薬剤について、抗 HCV 効果を調
べ、数種類のものが強く HCV ゲノム複製を抑
制した。一連の研究で抗 HCV 作用が顕著な薬
剤のうち、サイクロスポリン A（CsA）はこれ
までの研究から、（１）CsA が用量依存的、時
間依存的に HCV ゲノム複製を阻害する、（２）
CsA の抗 HCV 作用は免疫抑制作用とは異なる
機構によることを明らかにしてきたので、こ
の作用機序を明らかにする目的でさらに解
析を進めた。その結果、（３）サイクロスポ
リンによる抗 HCV 効果はシクロフィリン B 
(CypB) の抑制を介して発揮される、（４）
CyPB はウイルスポリメラーゼに働いてその
機能を向上させる、（５）CyPB はウイルスポ
リメラーゼと結合してポリメラーゼの RNA結
合能を高める。（６）サイクロスポリンが共
存すると、ポリメラーゼと CyPB の結合が抑
制される、等を明らかにした。また、CsA の
誘導体で、免疫抑制作用を全く示さない化合
物が CsA と同様に強い抗 HCV 作用を示すこと
も明らかにした。これらの結果は HCV を排除
するために有効な薬の開発に道を拓くと期
待される。事実、臓器移植患者においてはタ
クロリムス投与に比べてサイクロスポリン
投与群で慢性肝炎発症の遅延が観察される
こと、C 型慢性肝炎患者において、免疫抑制
作用のないサイクロスポリン誘導体とイン
ターフェロンの投与が抗 HCV 効果を示す、と
いう報告がされている。 
 なお、サイクロスポリンによる抗 HCV 効果
が、遺伝子型の異なる HCV にも適応されるか
を、HCV-2a 遺伝子型のウイルスゲノムが自立
複製する細胞を用いて解析した。その結果、
複製抑制はされるものの、HCV-1b に比べてそ
の程度は低いことを見出した。したがって、
サイクロスポリンの持つ抗 HCV 作用は、遺伝
子型により異なりその作用機序についての
解析は今後の課題である。  
（２）インターフェロン経路を抑制する新し
いユビキチン化酵素 
HCV プロテアーゼが、TLR3 および RIGI シグ
ナル経路を遮断し、その結果、IFN 産生を抑
制する。TLR3 および RIGI は IFN 産生に働く
センサー分子であり、また、これらの因子を
介する IFN 産生の経路は IFN により正に制御
されている。一方、IFN 等のサイトカイン産
生は免疫状態を正常に維持するために厳密
に制御される必要があり、ウイルス感染など
により一時的に増加した IFNは速やかに正常
値のレベルに戻る機構があると考えられる。
しかし、ウイルス感染後の IFN シグナルの制
御については不明な点が多い。本研究で、活
性化された RIGI 経路が減衰する分子機構に
ついて解析を行った。その結果、RIG-I は、

インターフェロンで誘導されるユビキチン
E3、RNF125 によりユビキチン化修飾を受けて
分解されることを見出した。RNF125 活性は
IFN により誘導されるので、IFN 産生が多く
なると、RIG-I の産生亢進が生じ、その結果
IFN シグナルが活性化される。しかし、同時
に活性化される RNF125 により RIG-I がユビ
キチン化を受け、分解が進む結果、このシグ
ナルが減衰して IFN産生を抑えるように働く。
以 上 か ら 、 RIGI シ グ ナ ル の negative 
feedbackとしてRNF125によるRIGIユビキチ
ン化が考えられた。RNF125 は RIG-I をユビキ
チン化するだけでなく、RIG-I 族のひとつ
MDA5 をユビキチン化し,また RIG-I シグナル
下流でシグナルの伝達に重要な働きをする 
IPS-1 もユビキチン化する。また、RNF125 は
RIG-I と IPS-1 の会合を抑制することも見い
だした。これらのことから、RNF125 は RIG-I
を介した IFNシグナルを負に制御する因子で
あると考えられる。 
これらの情報は、HCVの持続感染を阻止するた
めの方策を考える上で新たな切り口を与える
と考えられる。 
（３）リポタンパク質の産生はウイルス粒子
の産生に重要である。 
リポタンパク質産生に重要な働きをする酵素、
microsomal triglyceride transfer potein 
(MTP)の活性阻害剤で処理すると、肝臓細胞か
らの VLDL の産生は強く抑制される。このとき
に Apo-B の培養上清への放出は Apo-E よりも
強く抑制される。すなわち、低濃度の阻害剤
でApo-Bの細胞外への放出がApo-E よりも抑
制された。これらの条件下で感染性 HCV の培
養上清への放出は Apo-B の細胞外への放出と
呼応して低下した。従って、Apo-B はウイル
ス粒子の細胞外放出に重要な働きを持つとい
える。 
さらに、Apo-E について調べた。既に Apo-E
産生をノックダウンさせた細胞からは感染性
粒子の産生が阻害される事を見いだしている。
MTP 阻害反応では、Apo-E の培養上清への放出
低下が、Apo-B よりも高い濃度でしか見られ
ないために、Apo-E 低下による HCV 放出効果
が見にくい。そこで、Apo-E の機能を直接解
析する方法を考えた。Apo-E は細胞内で産生
され、一部は VLDL と会合して細胞外に放出さ
れると考えられる。一方、VLDL の様なリポタ
ンパク質と会合しない Apo-E はオリゴマーを
形成して細胞の外に放出される。細胞の外に
遊離されない Apo-E 変異体を用いて、ウイル
ス粒子の産生と細胞外への放出を調べた。小
胞体貯留シグナルである４つのアミノ酸から
なるペプチド（KDEL）を Apo-E 分子の C 端に
付加すると、このApo-E変異分子（Apo-E KDEL）
は細胞の外に放出されなくなる。まず、細胞
の内在性 Apo-E の産生が抑制されている細胞
を樹立し、それに外来的に Apo-E KDEL を発現



するようにした。この細胞に HCV を感染させ
感染性ウイルス粒子の産生を調べた。その結
果、この細胞からの感染性ウイルスの産生は
強く抑制された。この細胞から放出されるウ
イルス粒子の量をコアで調べると粒子の量に
は大きな差が認められない。以上から、感染
性を示す粒子の産生が特異的に抑制される事
が明らかになった。一方、細胞内の感染性粒
子を調べると、野生型の Apo-E を放出する細
胞に比べ、高濃度の感染性ウイルス粒子が存
在した。この事から、Apo-E が細胞外に放出
されないために、感染性粒子として細胞外に
放出されないと考えられた。 
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