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研究成果の概要： 培養肝癌細胞はHCV複製が可能な細胞である。本研究ではHuh-7細胞株か

らHCVレプリコン複製能の高い細胞クローンを樹立した。これら複製能の高い細胞クローンで

はアポリポ蛋白質遺伝子の発現亢進が認められた。これらの遺伝子をノックダウンすると HCV

の複製が抑制された。また、複製効率の良い全長HCVを作製するにための複製効率の良いHCV サ

ブゲノムレプリコンを樹立できた。一方、その過程において欠損ゲノムを有するHCVを同定す

るとともにその感染性をin vitroで証明できた。 
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１．研究開始当初の背景 
 C型肝炎ウイルス(HCV)は肝細胞に感染し、

慢性肝炎さらに肝硬変、肝細胞癌を引き起こ

す。ウイルス学的には、HCV レプリコンが培

養肝細胞中で複製することが示され、HCV複

製に関する研究が飛躍的に進んだ。また、最

近、遺伝子型 2aの HCV感染性クローンによ

る HCVウイルス粒子産生系も開発されたが、

複製効率の高い遺伝子型 1bの HCV感染性ク

ローンはまだ作製されていない。本研究では

HCV複製効率の高い培養細胞を樹立し、これ

を利用して遺伝子型 1bの HCV感染性クロー

ンの作製およびそのウイルス粒子産生系の

開発を試みる。なお、宿主培養細胞としては、
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肝癌由来の細胞株Huh-7が最も強いHCV複製

能を示すことが知られている。しかし、同じ

Huh-7細胞 でも施設間や培養回数などで異

なる複製能を示すことが知られている。 

 
２．研究の目的 
（１）まず、同一のHuh-7細胞株を限界希釈

することによって得られた複数の細胞クロ

ーンが多様なHCV複製能を示すことを明らか

し、その多様性を逆に利用することで、HCV

複製効率の高い培養細胞の樹立を試みる。す

なわち、HCV複製能の高い細胞クローン

(highly-permissive)と HCV複製能の低い細

胞クローン(less-permissive)の遺伝子発現

をマイクロアレイ法で比較することで、HCV

複製に促進的または抑制的な遺伝子の候補

を選出する。次に、実際にHCV複製への影響

が確認された遺伝子をHuh-7細胞に強制発現

またはノックダウンすることにより、HCV複

製能のより高い細胞 (super-permissive)を

樹立する。 

（２）最終的に遺伝子型 1bの HCV感染性ク

ローンを作製し、highly-permissiveな細胞

にその転写産物RNAをトランスフェクション

することで遺伝子型 1bの感染性 HCVウイル

ス粒子を効率よく複製、産生させることを目

的とする。 

（３）また、近年、欠損型HCVゲノムがC型

肝炎患者血清に存在することが報告された

が、本研究の経過中に本研究者らも肝移植後

HCV再発患者血清に欠損型HCVゲノムを検出

した。しかし、これらが本当に肝臓で増殖し

ているのか、あるいは単なる分解産物なのか

は不明である。また、全長HCVの複製に対す

る影響も不明である。本研究では欠損型 HCV

が翻訳、複製を行っている可能性をその遺伝

子解析によって検討する。また、感染培養細

胞系を用いて欠損型 HCVゲノムが in vitro

で感染、複製を行うことを明らかにする。 

 
３．研究の方法 
（１）限界希釈法によるHuh-7細胞クローン

の樹立 

 親株のHuh-7細胞からの細胞クローン化は

限界希釈によって行った。 

（ 2 ） less-permissive お よ び

highly-permissiveな細胞の分離 

 ネオマイシン耐性遺伝子を有する HCVサ

ブゲノムレプリコンRNAを in vitroで合成

し、これをエレクトロポレーションにて上記

で樹立した Huh-7細胞クローンへトランス

フェクションし、経時的に細胞RNAを抽出し、

ノーザンブロティングによりHCV RNAの増減

をみた。また、同時に G418存在下でトラン

スフェクションした細胞を培養し、3週間後

にコロニーの数を計測することで HCVの複

製能を判定した。これらによってHCV複製能

の低い細胞クローン(less-permissive) と

高い細胞クローン(highly-permissive)の選

別を行った。 

（３） Huh-7細胞の遺伝子的不安定性の確

認 

 染色体不安定性をみるためにフローサイ

トメトリーによって染色体の倍数性を測定

した。また、代表的なマイクロサテライトマ

ーカーを5箇所選び、それぞれ異なる長さを

増幅するように設定された蛍光プライマー

によって染色体DNAをPCR増幅しキャピラリ

ー電気泳動パターンから遺伝子不安定性を

測定した。 

（４）HCV複製に抑制的または促進的な遺伝

子候補のスクリーニング 

 代 表 的 な less-permissive お よ び

highly-permissiveな細胞から、レプリコン

を導入しない状態（naïve）で RNAを採取す

る。これらのRNAを用いて約36000遺伝子に

対してマイクロアレイ解析を行った。

less-permissive な 細 胞 ま た は



 

 

highly-permissiveな細胞で発現亢進してい

るものを、それぞれHCV複製に抑制的または

促進的な遺伝子の候補としてスクリーニン

グした。 

（５）HCV複製に対して促進的な遺伝子の導

入とHCV複製能への影響 

 HCV複製に対して促進的な補遺伝子に対す

るsiRNAを作製し、レプリコン複製細胞へト

ランスフェクションし、HCV RNAの複製に対

する影響をみた。また、Huh7.5細胞へこれ

らの siRNAをトランスフェクションしたの

ち感染性 HCV株JFH-1を接種し、その感染、

複製への影響を調べた 

（６）欠損ゲノムを有するHCVの遺伝子的解

析 

 C型肝炎患者血清の症例に対して、long 

distance RT-PCR法によるHCVの増幅と検出

を行った。long distance RT-PCRは(i)5’

非翻訳領域(5’UTR)から NS3、(ii)NS3から

NS5B、(iii)5’UTRから NS5Bの 3領域に関

して行った。さらに、欠損領域を正確に決定

するために、欠損型HCVのPCR産物をクロー

ニングし(計 38クローン)、その塩基配列を

分子系統樹等により解析し、遺伝子変異、分

子進化などから個体内での欠損ウイルス複

製の可能性を検討した。 

（７）欠損ゲノムを有するHCVの感染ウ

イルスの作製と感染性の確認 

 次に、欠損型ウイルス RNAを合成し培養肝

細胞Huh7にトランスフェクションし、その複

製能をin vitroで検討した。また、欠損型ウ

イルス RNAに構造領域をトランスに発現、供

給させることによりHuh7細胞で欠損型HCVウ

イルス粒子を産生させ、naïveな Huh細胞へ

感染し、複製を行うことの確認を行った。 

 
４．研究成果 

(1) HCV複製能の低い細胞クローンと高い細

胞クローンの樹立 

  Huh-7細胞株を限界希釈することによっ

て 12個の細胞クローンを分離した。これら

にネオマイシン耐性遺伝子を有するサブゲ

ノムレプリコンをトランスフェクションし 4

日間培養しレプリコンRNAの増減をノーザン

ブロティングによって解析した。その結果、

8クローンにおいてRNAの増幅が認められた

が、 4クローンにおいてRNAの増幅が認めら

れなかった。また、トランスフェクション後

の細胞をネオマイシン存在下で培養しコロ

ニー形成能をみても同様の結果が得られた。

これらの細胞クローンへ SFV-lacZ RNAをト

ランスフェクションしたところ、RNA導入効

率に差は認められなかった。これらのことか

ら、Huh-7細胞株は様々な細胞変異を有する

細胞集団であり、HCVレプリコン複製能の高

い細胞クローン(highly-permissive)と HCV

複 製 能 の 低 い 細 胞 ク ロ ー ン

(less-permissive)が存在することが明らか

となった。 

(2) Huh-7細胞の染色体および遺伝子的不安

定性 

 染 色 体 不 安 定 性 を み る た め に 、

highly-permissive ク ロ ー ン と

less-permissiveクローンからそれぞれ2ク

ローンを選び、フローサイトメトリーによっ

て染色体の倍数性を測定した。その結果、す

べてのクローンが hyperploidであった。ま

た、5箇所のマイクロサテライトマーカーを

用いて遺伝子不安定性を測定したところ、正

常リンパ球に比べ高い遺伝子不安定性を示

した。これらのことから、Huh7細胞は染色体

不安定性、遺伝子不安定性が高いと考えられ

た。Huh7細胞は肝細胞由来であり修復遺伝子

変異などの関与が示唆された。 

（３）HCV複製に抑制的または促進的な遺伝

子候補の同定 

  highly-permissiveな細胞クローン（2ク



 

 

ローン）とless-permissiveな細胞クローン

（2クローン）の遺伝子発現をマイクロアレ

イ法で比較することで、HCV複製に対して促

進的または抑制的な遺伝子の同定を試みた。

その結果、促進的な遺伝子としてアポリポ蛋

白質A-I、A-IIなどが同定された。また、抑

制的な遺伝子としてはsICAM-1、TAP1-Bなど

が同定された。これらのうち、アポリポ蛋白

質 A-I、 A-IIに対する siRNAをレプリコン

複製細胞へトランスフェクションするとレ

プリコンの複製が抑制されることが明らか

になった。このことから HCVの複製が VLDL

の産生などの脂質代謝に関与することが示

唆された。また、感染性株JFH-1を用いた感

染実験においてもこれのsiRNAがJFH-1の感

染複製に抑制的に働くことが明らかとなっ

た。これらのhighly-permissiveな細胞クロ

ーンにおいてはアポリポ蛋白質などの脂質

代謝遺伝子の発現亢進によりHCV複製が亢進

しており、全長 HCV(1b)型の樹立にも有用で

あると考えられた。 

（４）新しいHCVレプリコンの樹立 

 一方、全長 HCV(1b)型感染性クローンを樹

立するために、まず複製能の高いHCVサブゲ

ノムレプリコンの樹立を試みた。C型肝炎患

者血清からRNAを抽出しlong RT-PCR法にて

HCV非構造領域のcDNA（遺伝子型1b）を増幅

した。これをHCV サブゲノムレプリコンカセ

ットへ挿入し、in vitro転写法によりRNAを

合成し HCV サブゲノムレプリコンライブラ

リーを作製した。このライブラリーRNAを培

養肝癌細胞Huh-7へとランスフェクションし、

ネオマイシン存在下で3週間培養しHCV サブ

ゲノムレプリコン複製細胞が樹立できた。そ

のうちの一つの細胞クローンをネオマイシ

ン存在下で培養し、そこからlong RT-PCR法

にて HCV非構造領域の cDNAを増幅し、さら

にプラスミドカセットへ再挿入しサブゲノ

ムレプリコンプラスミド(pSGT5)を樹立した。

pSGT5からRNAを作製しHuh-7細胞へトラン

スフェクトすると、もとのライブラリーに比

べ数百倍のコロニーが得られ、pSGT5が非常

に複製効率の良いサブゲノムレプリコンで

あることが示された。 

 次に long RT-PCR法にて同じ血清から HCV

構造領域のcDNAも増幅し、pSGT5へ挿入し、

HCV 全長レプリコンRNAライブラリーを作製

した。これを上記の highly-permissiveな

Huh-7細胞へトランスフェクトすると、細胞

内でコアタンパクの発現が認められた。しか

し、発現は持続せず感染性のクローンとして

はまだ不充分であり、今後さらなる工夫が必

要であると考えられた。 

（５）欠損型HCVゲノムの遺伝子解析と

その感染性 

 一方、上記レプリコンの作製の過程で同じ

血清に欠損ゲノムを持つHCVが存在すること

が明らかとなった。これらが全長HCV感染ク

ローンの感染、複製へ関与すると考えられ、

他の C型肝炎患者血清(18例)に対しても

long distance RT-PCR法によるHCVの増幅と

検出を行った。その結果、4症例において構

造領域が広範囲に欠失したHCVゲノムが検出

され、これらに対して塩基配列の解析を行っ

た。4症例とも構造領域が広範囲に欠損して

いたが、欠損は in-frame deletionであり、

肝細胞内で欠損型HCVのゲノムが翻訳されて

いる可能性が示唆された。また、コアタンパ

ク領域が保存されており、この領域が欠損

HCVの複製またはウイルス粒子形成などに重

要な役割を持っている可能性が示唆された。 

 次に、実際の患者血清から得られた欠損型

ウイルス cDNAから RNAを合成し培養肝細胞

Huh7にトランスフェクションするとそのRNA

が複製することが明らかになった。さらに、

その欠損ゲノムRNAに、構造領域タンパクを



 

 

トランスに供給することによって、欠損ゲノ

ムがパッケージされ感染性のウイルスが産

生されるかどうかをみた。キャップ構造を付

加した mRNAとして構造領域をトランス供給

すると、HCV 欠損ゲノムRNAがパッケージさ

れたウイルス粒子が Huh7細胞へ感染し複製

することが確認された。また、構造領域を安

定的に発現する細胞を樹立し、これにHCV 欠

損ゲノムRNAをトランスフェクションするこ

とによっても同様の結果が得られ、患者血清

中のHCV 欠損ゲノムRNAは、構造領域が供給

されることでパッケージされ感染性ウイル

スとして産生されると考えられた。 
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