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研究成果の概要： 
 C 型肝炎ウイルス(HCV)感染症は持続感染化して慢性肝炎から肝硬変、肝臓癌に至る疾患を

引き起こす。HCV はプラス鎖 RNA をゲノムとするウイルスであり、ウイルスゲノムの変異が多

い。ウイルスゲノムの変異がウイルスの持続感染化に関与すると考えられているがその詳細

は不明である。HCV の研究はウイルス培養系が存在せず、感染性ウイルスを用いた研究ができ

なかった。我々が分離した JFH-1 株は培養細胞で感染および増殖複製が世界で初めて可能で

あることを報告した。本研究では、HCV がどのような機構で感染増殖効率を規定しているかを

解析し、ウイルス複製増殖に関与する、ウイルス側および宿主側因子を同定した。この研究

により、新たな抗ウイルス戦略の標的を探索した。 
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１．研究開始当初の背景 
 C 型肝炎ウイルス(HCV)は日本では 200
万人、世界中で 17000 万人にのぼる感染者
が存在する。感染すると高率に持続感染化
し、多くの症例で慢性肝炎から肝細胞癌を
発症してくるため重大な感染症の一つで
ある。しかしながら、その治療はインター
フェロンおよびリバビリン以外にないが、
その効果はいまだ不十分である。培養細胞
による HCV の良いウイルス培養系が無い

ことが新たな治療法の開発の妨げになっ
てきた。最近、HCV レプリコンシステムが
開発され、Huh7 細胞内で HCV 遺伝子の持
続的な複製が可能となった。この系により
HCV に対する抗ウイルス薬のスクリーニン
グや評価が初めて可能となった。さらに
我々は JFH-1 株を用いることにより、世界
で初めて培養細胞で増殖可能な実験系を
確立した。この実験系により HCV は培養細
胞でウイルスを培養するという最も基本
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的なウイルス学的研究が初めて可能とな
った。 
 
２．研究の目的 
 HCV 感染症は持続感染化して慢性肝炎から
肝硬変、肝臓癌に至る疾患を引き起こす。HCV
はプラス鎖 RNA をゲノムとするウイルスであ
り、ウイルスゲノムの変異が多い。ウイルス
ゲノムの変異がウイルスの持続感染化に関
与すると考えられているがその詳細は不明
である。本研究の目的は、Ｃ型肝炎ウイルス
がどのような機構で感染増殖効率を規定し
ているかを解析して、新たな抗ウイルス戦略
の標的を探索することである。 
 
３．研究の方法 
 第一に感染性Ｃ型肝炎ウイルスを培養細
胞で作製する。JFH-1 株の全長 cDNA からウイ
ルスゲノム RNA を試験管内で合成し、培養細
胞にトランスフェクションする。培養上清中
に感染性ウイルスが得られるので、このウイ
ルスを感染用に用いる。培養細胞で作製した
感染性Ｃ型肝炎ウイルスを培養細胞、ヒト肝
細胞をもつキメラマウス、チンパンジーに感
染させる。 
 第二にＣ型肝炎ウイルスが培養細胞で感
染増殖するのに重要なウイルス側因子を解
析する。細胞への感染の過程を JFH-1 株の構
造蛋白を表面に持つシュードタイプウイル
スにより解析する。また、感染細胞内でのウ
イルス遺伝子複製に重要な領域をレプリコ
ン実験系により解析する。また、感染性ウイ
ルスを用いることにより、感染増殖に重要な
ウイルス側因子を解析する。 
 第三にＣ型肝炎ウイルス感染増殖に重要
な宿主細胞側因子を解析する。すでに存在す
る培養細胞を用いて感染感受性を解析する
とともに、感染に必要と考えられる CD81 な
どの分子を導入することにより感染感受性
が変化するかどうかを検討する。また、感染
感受性の高い Huh7 細胞をクローニングして
感染感受性の異なる細胞を得る。さらに、
Huh7 細胞を突然変異誘導剤で処理すること
によってＣ型肝炎ウイルスに対する感受性
が異なる細胞が得られる。この細胞の遺伝子
発現を解析することにより、Ｃ型肝炎ウイル
スの感受性に関与する宿主細胞性因子を同
定する。 
 
４．研究成果 
１）試験管内で合成した全長のウイルス RNA
を培養細胞中に導入してその複製を解析し
た。ウイルス RNA 導入後、細胞内でウイルス
RNA は自律的に複製増殖した。培養上清中に
分泌されたウイルスは Huh7 細胞を用いて感
染力価を定量することができた。この複製増
殖には NS3 ヘリカーゼ領域と NS5B から 3’X

領域が重要であることが明らかとなった。 
２）ヒト肝細胞キメラマウスに培養細胞で作
製した HCV を感染させた。感染ウイルスの変
異は非常に少なかった。さらに、チンパンジ
ーにも HCV を感染させた。約２ヶ月間ウイル
ス血症が持続し、感染後２週間目にはウイル
ス変異は無かったが、７週間後には１１カ所
の塩基置換を認めた。 
３）ウイルス複製には NS3 ヘリカーゼ領域と
NS5B-3’X 領域が重要であるが、NS3 ヘリカ
ーゼ領域はウイルス粒子分泌にも重要であ
ることを見いだした。また、NS5A のリン酸化
が感染細胞内でのウイルス粒子形成に重要
な役割があった。さらに NS5B RNA ポリメラ
ーゼ活性がウイルス株により異なることと
その責任アミノ酸配列を同定した。また、
NS5B と 3'UTR 領域の RNA２次構造も RNA 複製
効率に関与していることを見いだした。 
４）HCV は Huh7 細胞だけにおいて効率よく感
染するが、感染感受性を一義的に規定するの
は CD81 の細胞表面発現であった。他のレセ
プター候補因子、SR-BI や LDL レセプターな
どの発現も検討したが、これらの因子の発現
に差はなかった。また、ウイルス膜および細
胞膜のラフト構造が感染およびウイルス粒
子形成に重要であること、およびコアと NS5a
の相互作用がウイルス形成に重要であるこ
とが明らかとなった。 
５）HCV感染細胞内でウイルス増殖を制御す
る宿主因子としてCreatinine Kinese B（CKB)
を見いだした。CKBはHCVのNS4A蛋白質と結合
してウイルスゲノム複製複合体に共局在し、
NS3蛋白質のヘリカーゼ活性を制御すること
によりウイルスゲノム複製に関与する。 
６）ウイルス側および宿主因子を標的とした
抗ウイルス療法の開発：CKB に対する siRNA
および阻害剤である Cyclocreatinin の感染
細胞への投与によりウイルス増殖を抑制で
きることが確認できた。 
７）以上の研究は新たな抗 HCV 治療標的の探
索に有用であると考えられた。 
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