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研究成果の概要（和文）：C型肝炎ウイルス(HCV)ゲノム複製から粒子形成への時間、空間的遷移の実態を明らか
にし、両過程を切り替えるスイッチング、または過程移行に寄与する分子機構を明らかにすることを目的とし
た。以下の成果を得た。1) 独自に確立していたHCVゲノム複製モニタリング系を基に、細胞へのウイルス侵入か
ら翻訳、ゲノム複製過程のリアルタイム計測系を構築した。２）ゲノム複製-粒子形成過程移行制御に関与する
主要ウイルス因子としてNS5Aの可能性が高いことを示した。３）NS5Aを脱リン酸化する酵素としてPPM1B 
variant 1を同定した。４）HCV生活環を正に制御する新規宿主因子としてLARP6を見出した。

研究成果の概要（英文）：The molecular mechanisms of replication of plus-stranded RNA viruses, such 
as hepatitis C virus (HCV), have basically been analyzed by focusing on each process of the life 
cycle. In this study, we aimed to clarify the temporal and spatial transition for virus entry-genome
 replication-particle formation, and to identify the molecular mechanisms that contribute to the 
switching between the replication and particle formation.The following results were obtained: 1) 
Based on our previously established monitoring system for HCV replication, a real-time monitoring 
system for the processes of cell entry through genome replication was developed. 2) NS5A is likely 
to be a major viral factor involved in the control of the transition between genome replication and 
particle formation. 3) PPM1B variant 1 was identified as an enzyme that dephosphorylates NS5A. 4) 
LARP6, a member of the La family, was identified as a novel host factor that positively regulates 
the HCV life cycle. 

研究分野：ウイルス学

キーワード： ウイルス複製　タンパク質リン酸化　脱リン酸化酵素
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研究成果の学術的意義や社会的意義
HCVを含めプラス鎖RNAウイルスではゲノム複製と粒子形成がリンクする可能性が示されているがその調節機構は
全く不明である。本研究はHCVをモデルとした解析であるが、近縁のペスチウイルスには同一機能が推定される
NS5Aが存在するのを初め、種々のウイルスの調節タンパク質がリン酸化によって機能制御されることが知られて
いる。本研究が端緒となり、ウイルス増殖過程の制御において可逆的リン酸化がどのように関与するかの解析が
多くのウイルスで進展することが期待される。本研究は、ウイルス学研究としてだけでなく、脱リン酸化酵素
PPMファミリーの制御機構の解明にもつながる創造性を有する。

※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、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景 
世界的に 1.7 億人と言われるC型肝炎ウイルス（HCV）の持続感染者・C型肝炎患者
は、有効な抗HCV薬が立て続けに実用化され減少傾向に入った。HCVの感染増殖機構に
関する基礎研究は、創薬研究と並行するように進展し、HCVライフサイクルの諸過程
（感染侵入、翻訳と前駆体プロセシング、ゲノムRNAの複製、粒子形成、粒子放出）の
分子基盤に関する知見は蓄積されつつある。細胞質の膜構造内でHCV非構造タンパク質
（NS3～NS5B）と宿主因子からなる複製複合体がゲノム複製を担うこと、脂肪滴が粒子
形成の足場となり、構造タンパク質だけでなくNS2、NS3、NS5AなどのNSタンパク質
も機能して粒子が形成され、リポタンパク質輸送系を利用して細胞外へ放出されることな
どが示されている。 
多くのDNAウイルスでは感染前期と後期が明瞭に区別され各期に特徴的な遺伝子発現
制御機構が存在する。転写または転写後RNAプロセシングに働くレトロウイルスタンパ
ク質が増殖過程の進行を制御することも知られている。HCVなど細胞質で複製増殖する
一本鎖のプラス鎖RNAウイルスでは、感染脱核後、ウイルスタンパク質は基本的に一斉
に産生されプロセシングされるが、ウイルス産生の効率性を考える時、ライフサイクルの
諸過程が有機的に連携し進行をコントロールするような仕組みが備わっていても不思議で
はない。これまでに、ポリオウイルス、フラビウイルスではゲノムRNAの複製と粒子形
成がリンクする可能性が示されているが、その分子機構は全く不明である。申請者は最
近、HCVのトランスパッケージング実験において粒子産生細胞がゲノム複製許容型の場
合の方が非複製型細胞に比べて明らかに感染性ウイルス産生効率が高いことを初めて実験
的に示した。 
 
２．研究の目的 
HCVなどプラス鎖RNAウイルスの複製増殖機構の研究は、基本的にライフサイクルの
諸過程毎にフォーカスしてその分子機構が解析されてきたが、本研究では、HCVゲノム
複製から粒子形成への時間、空間的遷移の実態を明らかにし、両過程を切り替えるスイッ
チング、または過程移行に寄与する分子機構を明らかにすることを目的とする。重要性は
十分想定できるものの、全くと言っていいほど解明されていないこの分子機構を明らかに
する点に新規性、独自性がある。 
 
３．研究の方法 
緑色発光ルシフェラーゼ SLGまたはNanoLuc ルシフェラーぜを挿入したHCVサブゲ
ノムレプリコンRNAを合成し、肝細胞癌由来細胞株Huh7.5.1 細胞にエレクトロポレーシ
ョン法により導入した。レプリコンRNA導入細胞は、37℃、5%CO2環境下でD-ルシフ
ェリン添加培地での培養を行いながら、Kronos Dio system (ATTO)により 30分間インタ
ーバルでリアルタイム発光測定を行った。 



無細胞タンパク質合成は以下のように行った。ビオチン付加配列を含むDNAテンプレ
ートを、ホスファターゼ遺伝子特異的プライマーを用いたスプリットプライマーPCRで増
幅した後、全自動タンパク質合成装置を用いてタンパク質合成を行った。HCV JFH-1 株
由来の FLAGタグ付きNS5Aタンパク質の合成には，FLAG配列を含むDNAテンプレー
トをスプリットプライマーPCRによりNS5A発現プラスミドから作成し， Wheat Germ 
Expression Kit（CellFree Sciences）を用いた。 
in vitro タンパク質間結合解析にはAmplified luminescent proximity homogeneous assay
（AlphaScreen）を使用した。FLAGタグ付きNS5Aタンパク質を、384 ウェルプレート
のウェル内で 15μLの反応バッファー中のビオチン化ホスファターゼと混合し、26℃で 1
時間インキュベートした。その後、0. 1μLプロテインAコンジュゲートアクセプタービ
ーズ、0.1μLストレプトアビジンコートドナービーズおよび 5μg/mLの抗 FLAG M2 抗
体を含む検出用混合液に添加し、26℃で 1時間インキュベートした。混合液からの
AlphaScreen シグナルは、EnVision デバイス（PerkinElmer）を用いて検出した。 
 
４．研究成果 
１）ウイルス侵入から翻訳、ゲノム複製過程の経時的モニタリング系の確立 
申請者がこれまでに基盤構築したHCVサブゲノムRNA複製のリアルタイム計測系によ
って、ゲノム複製様式の詳細解析を行なった。エレクトロポレーション法によるHCV 
RNA導入実験ではシグナルは二相性変動（第二相が主要）を示すが、RNA依存性 RNA
ポリメラーゼの不活化変異体では第二相ピークが消失すること、HCVの翻訳およびRNA
複製に重要であるmiR-122 に対する阻害剤添加により両ピークが消失することから、第一
相は導入されたRNAからの一過的な翻訳、第二相はHCV RNA複製を表すことが分かっ
た。遺伝子型の異なるHCV株の解析から、第一相のピーク強度がHCV IRES 活性と相関
していること、HuH7 サブクローンの違いや培養開始細胞密度は第二相のピーク強度、持
続時間に影響することを明らかにした。一方、HCV複製は酸化ストレスを誘導すること
が知られている。そこで、酸化ストレス応答配列を橙色発光ルシフェラーゼの上流に組み
込んだレポーター細胞株を樹立し、HCV複製と酸化ストレスの同時モニターを行った。
その結果、酸化ストレスはHCV複製の開始から約３時間後に誘導が開始されることが分
かった。本研究で得られたリアルタイムモニタリングでのデータを基にHCV RNA複製の
数理モデルを構築した。 
このリアルタイム計測系を改良して、細胞へのウイルス侵入から粒子産生までをカバー
するモニタリング系の開発を試みた。まず、レポータールシフェラーゼとしてNanoLuc
を用いることにより検出感度を高めた。さらに、ルシフェラーゼレポーター含サブゲノム
RNAと粒子形成用のHCV Core-NS2 発現プラスミドを共発現し作製したウイルス粒子
（一回感染性）を用いて、細胞への侵入から翻訳、ゲノム複製までの過程を経時的、連続
的にモニタリングすることが可能となった。 



 
２）HCV NS5Aの脱リン酸化機構の解析とゲノム複製-粒子形成過程スイッチングへの関
与 
 HCV NS5A はセリンスレオニンキナーゼによってリン酸化されることが知られ、申請者
はCaseine kinase 1alpha がその中心的な役割を果たしていることを報告している。それら
の知見を基盤として、リン酸化NS5Aの脱リン酸化に働きうるホスファターゼの候補群を
文献情報等から選抜した。これらの酵素の cDNAを取得し塩基配列を確認後、試験管内転
写、コムギ胚芽抽出物存在下での翻訳反応によって各脱リン酸化酵素を合成した。同様の
手法で合成したNS5Aとの in vitro 結合反応を化学増幅型ルミネッセンスシステムである
AlphaScreen で解析した。HCV N5Aと結合能を有するセリンスレオニンホスファターゼ
を３種類見出した。それらについて、動物細胞での発現ベクターを構築し各強制発現が
HCVの複製、粒子産生へ及ぼす影響を調べたところ、その中の１種で PPM (metal-
dependent protein phosphatase)ファミリーの一種 PPM1B variant 1 を過剰に発現させた
時、HCVの粒子産生が有意に低下することを見出した。本研究から、HCV タンパク質に
対する脱リン酸化酵素を初めて同定した。これによってNS5Aの可逆的リン酸化機構の存
在が明らかとなった。動的リン酸化がウイルス増殖過程の進行を制御する仕組みの解析が
期待される。 
 
３）NS5A以外のHCV NS タンパク質が関与する可能性の解析 
NS5A タンパク質の他にNS3が HCVの複製だけでなく粒子形成にも関与しうることが
示されているがその作用機序は明らかにされていない。NS3 の持つ RNAヘリカーゼ活性
が粒子へのゲノムパッケージングに関与する可能性を考えて、NS3タンパク質C末端側の
ヘリカーゼ領域の活性中心に点変異を導入しパッケージング解析を行った。その結果、
NS3ヘリカーゼはゲノムパッケージングに影響しないか、影響しても極めて限定的である
ことが示された。 
 
４）HCV因子と相互作用しHCVゲノム複製～粒子形成過程制御関与する新規宿主因子の
探索と機能解析 
HCV感染によって発現が誘導されるRNA結合因子群の中から、HCV生活環の制御に
関わる新規宿主因子を探索した。トランスクリプトーム解析のデータから候補となるRNA
結合因子群を選抜し、siRNAスクリーニングを行った。遺伝子ノックダウンによりHCV
産生が劇的に低下する因子として Laファミリータンパク質の１種 LARP6 (La-related 
protein 6)を見出した。 
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