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研究成果の概要（和文）：本研究では、C型肝炎ウイルス(HCV)の増殖制御に関与する細胞内アネキシン分子に対
する機能解析を行った。アネキシン分子は、カルシウム依存的なリン脂質結合タンパク質であり、これまでに12
種類のアイソフォームが報告されている。本研究の成果として、我々は、アネキシン5分子がHCVの増殖抑制因子
として機能することを明らかにした。さらに、アネキシン5分子が、タイトジャンクション形成の制御機構にも
関与することを明らかにした。これらの結果より、アネキシン5分子が、タイトジャンクション形成の恒常性維
持を介して、肝炎ウイルスの増殖抑制因子として機能している可能性を提示した。

研究成果の概要（英文）：Annexins (ANXs) comprise a family of calcium- and phospholipid-binding 
proteins and are implicated to involve in not only a numerous of cellular processes but also 
life-cycle of several viral infections. Here we demonstrate a novel insight of annexin A5 (ANXA5) on
 the HCV life-cycles. The knockdown of ANXA5 remarkably increased the expression of both HCV 
proteins and HCV RNA levels in the HCV replicon cells.  Using an infectious HCV clones, we confirmed
 the significant enhancement of HCV propagation in the ANXA5 knockdown cells, suggesting that ANXA5 
acts as a negative regulator of HCV infection. Furthermore, the confocal microscopic analysis 
revealed that ANXA5 is required for the proper cellular localization of tight-junction (TJ) proteins
 such as CLDN-1 and OCLN, which are critical entry factors for HCV infection. These results provide 
new insights into the HCV life-cycle on the function of ANXA5 that acts via modulation of TJ 
proteins assembly.

研究分野： ウイルス学　

キーワード： C型肝炎ウイルス　アネキシン　タイトジャンクション

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の主な成果として、肝炎ウイルスに対する新たな増殖抑制因子として、アネキシン5分子を同定したこと
が挙げられる。また、学術的な新たな知見として、アネキシン5分子がタイトジャンクション形成の恒常性維持
にも関与していることを明らかにした。タイトジャンクション形成の恒常性維持の破綻は、癌、難聴、糖尿病な
どの様々な疾患の要因になることが示唆されている。アネキシン5分子の機能を詳細に解析することで、肝炎ウ
イルスの排除のみならず、タイトジャンクション形成の恒常性維持の破綻に起因する様々な疾患に対する分子機
序、ならびに治療法開発への道が開ける可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

劇症肝炎患者の急性期血清より分離された感染性 C 型肝炎ウイルス(HCV)クローン（2a

型 JFH1 株）の分離により、HCV の感染生活環ならびにその病原性発症機序の理解が急速に

進んできた。HCV の感染機序は、感染受容体として最初に報告された CD81 に強く依存する

が、CD81 依存的及び非依存的なウイルス感染経路にクローディン（CLDN）やオクルーディ

ン（OCLN）などのタイトジャンクション形成に関与する極性タンパク質が報告されている。

しかしながら、CD81 非依存的な極性タンパク質を介した HCV の感染・増殖機構や、肝炎ウ

イルスの病原性発症機構における極性タンパク質の役割及び影響は依然として明らかにさ

れていない。 

一方、我々はこれまでに、HCV 増殖を制御する細胞内宿主因子として、カルシウム依存

的リン脂質結合タンパク質であるアネキシン（ANX）分子を同定した。具体的には、アネキ

シンファミリーの中で、ANX2 あるいは ANX5 を RNAi で発現抑制すると、HCV の増殖レベル

が亢進し、同時に CLDN や OCLN などのタイトジャンクション形成の緩み（disassembly）が

誘導されることを見出した。興味深いことに、感染性 HCV クローンの肝細胞への感染のみな

らず、感染性ウイルス粒子を産生しない HCV ゲノム自律複製細胞（レプリコン）においても

タイトジャンクション形成の緩みが強く誘導された。これらの結果は、アネキシン分子に

よる極性タンパク質の制御機構を介した HCV 増殖抑制機構の存在を示唆するものである。 
 
２．研究の目的 

HCV 感染に対する直接作用型の抗ウイルス剤(Direct Acting Antivirals: DAA)の開

発により、HCV の治療成績の飛躍的向上が期待されている。しかしながら、一方で未だ

薬剤耐性株の出現や、ウイルス排除後の肝発癌などが報告され、新たな学術的知見に立

脚した HCV による肝疾患の治療法及び制御方法の確立が急務とされている。 

本研究では、これまでに応募者が予備検討で見出した新規肝炎ウイルス増殖制御因

子とその作用機序に焦点を当て、肝炎ウイルスの新たな感染制御機構における役割や肝

炎ウイルス特異的な病原性発症機序への関与を明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 

極性タンパク質によるタイトジャンクションの形成・維持及び肝炎ウイルスに対する

生体防御機構としての役割を、リン脂質結合タンパク質アネキシン分子との相互作用に

焦点を当て、それらの分子機序を明らかにする。具体的には、1)ヒト肝癌細胞株におけ

るアネキシン分子の発現プロファイルを解析し、HCV の増殖制御に関与する新たなアネ

キシン分子を同定する、2)siRNA 及び CRISPR/Cas9 法によるアネキシン分子の発現制御

に及ぼす HCV 複製の影響を解析する、3)アネキシン分子の発現制御に伴うタイトジャン

クション形成に及ぼす影響を解析する、などを検討する。上記 3点の項目を明らかにし

た上で、新規の脂質代謝及びリン脂質シグナル伝達経路分子を標的にした肝炎ウイルス

に起因する病態改善の制御方法を確立することを目的とする。 
 
４．研究成果 

HCV の感染及び増殖を許容するヒト肝癌細胞株である Huh7 細胞を用いて、アネキシ

ン分子の発現プロファイルをリアルタイム PCR 法にて解析した。その結果、これまでに

報告のある、ANX2 及び ANX3 に加え、ANX5 分子の発現も有為に上昇していることが確認

された。HCV レプリコン細胞を用いた siRNA の実験より、ANX5 分子の特異的な発現抑制

に伴い、HCV 複製が飛躍的に促進される事が示された。この結果は、HCV 感染性クロー



ンである J6/JFH1 株の感染実験系でも確認された。これらの結果より、新たに ANX5 分

子が HCV の増殖抑制因子（ネガティブレギュレーター）として機能している事が示され

た。興味深いことに、ANX5 分子の発現抑制に伴い、タイトジャンクションの形成に関与

するクローディン（CLDN）やオクルーディン（OCLN）蛋白質の発現低下や、細胞内局在

の緩み（disassembly）が観察された。これらの結果より、ANX5 分子が HCV の増殖制御の

みならず、タイトジャンクション形成にも重要な役割を担うことが示唆された。また、

HCV の持続感染細胞系である HCV レプリコン細胞でも、タイトジャンクション形成の破

綻が強く観察された。タイトジャンクション形成の恒常性維持の破綻は、癌、難聴、糖

尿病などの様々な疾患の発症要因となることが示唆されている。今後、ANX5 分子の新

たな機能を解析することで、HCV の増殖制御方法のみならず、多様な疾患の治療法の開

発に貢献できる可能性が提示された。 
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