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研究成果の概要： 
 本研究では C 型肝炎ウイルス（HCV）粒子の感染、粒子形成における脂質の役割を明らかにす
ることを目的とした。成熟 HCV 粒子表面にはコレステロール、スフィンゴ脂質が存在したこと
から、HCV 粒子が脂質ラフトを含む膜を被っている可能性が示された。HCV 粒子形成過程におけ
る脂質の関与を解析したところ、ウイルスが存在する分画は脂肪滴分画と一致した。HCV 蛋白
を含む脂肪滴近傍の脂質に富んだ生体膜分画と精製脂肪滴分画で比較プロテオーム解析を行う
ことで、HCV 粒子形成の“場”に存在する蛋白が検出された。本研究で見いだしたウイルス粒
子関連脂質および蛋白質は C型肝炎治療薬開発の新たな標的となる可能性がある。 
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１．研究開始当初の背景 
 エンベロープウイルスは脂質および蛋白
質で構成された二重膜で包まれている。また、
RNA ウイルスゲノムの複製の場として細胞内
の膜構造が重要であることが知られている。
これらの事実から膜構造の成分である脂質
が重要であることが推測できる。しかし、ウ
イルスの生活環における脂質の役割はまだ
充分に解明されていない。 
 一方、C 型肝炎ウイルス(ＨＣＶ)感染は我
が国だけでなく世界中に多くの患者が存在
する重要な感染症である。しかし、ＨＣＶに

は効率の良いウイルス培養細胞系が存在し
なかった。このため、ウイルス学的な研究が
困難であった。最近、申請者らは劇症肝炎患
者から分離した JFH-1 株を用いて、培養細胞
でウイルス粒子を産生させることに成功し
た。この JFH-1 感染増殖培養細胞系を用いる
ことでＨＣＶの感染増殖の生活環の全てが
実験室内で再現可能となった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ウイルス培養系を用いて、Ｈ
ＣＶの生活環における脂質の役割について
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解析する。多くのエンベロープウイルスでは
感染細胞表面または細胞内の膜構造から出
芽してくることが知られているおり、ウイル
ス粒子を包む膜を解析することで粒子形成
の“場”やメカニズムを明らかにできると期
待できる。さらに、エンベロープウイルスで
はウイルス粒子表面のコレステロールがウ
イルス感染性に重要な役割を果たしている
と考えられている。そこで、ＨＣＶ感染にお
けるウイルス粒子表面の脂質の役割につい
ての検討を行う。精製ウイルス粒子に含まれ
る蛋白や脂質の解析をプロテオーム、リピド
ームの手法を用いて解析を行う。同定された
蛋白や脂質の本来の機能をもとにしてＨＣ
Ｖ感染における役割を解析することにより、
病原性発現機構の研究にも役に立つと期待
できる。また、宿主蛋白や脂質を標的とする
化合物は耐性ウイルスが出現しにくい全く
新しい薬剤開発が期待できる。以上のように、
ウイルス粒子に含まれる蛋白や脂質の情報
はＨＣＶ研究に新たな展開をもたらすこと
が期待できる。さらに、本研究で得られる情
報は、他のウイルスあるいは細胞内の脂質に
関する研究に応用が期待できる。 
 
３．研究の方法 
１）精製ＨＣＶウイルス粒子の解析 
 ウイルス粒子の網羅的脂質分子種解析 
 脂質がウイルス粒子の性状に与える影響 
 ウイルス粒子と脂質ラフトの結合の解析
２）ウイルス感染過程における脂質の役割 
 脂質のウイルス感染性に与える影響 
 脂質は感染のステップのどこに主に影響 
 を与えているか 
３）ウイルスゲノム複製過程における脂質の
役割 
 スフィンゴ脂質合成阻害剤のウイルス 
  ゲノム複製に与える影響 
４）ウイルス粒子形成・分泌過程における脂
質の役割 
 ウイルス粒子形成における脂質ラフトの 
  解析 
 スフィンゴ脂質合成阻害剤のウイルス 
  粒子産生に与える影響 
 
４．研究成果 
 本研究では培養細胞で作製した感染性 C型
肝炎ウイルス（HCV）粒子の膜脂質の性状を
調べ、HCV の感染、粒子形成におけるウイル
ス膜脂質の役割を明らかにすることを目的
とした。Huh-7 細胞で産生された HCV JFH-1
株を、培養上清から限外濾過法、ショ糖密度
勾配超遠心法、親和性クロマトグラフィ法に
より粗精製した。HCV 粒子に含まれる脂質を
生化学的に解析すると、HCV 粒子にコレステ
ロールが濃縮されている可能性が示唆され
た。そこで、膜からコレステロールを除去す

るメチル-β-シクロデキストリン (B-CD)で
HCV 粒子を処理すると、HCV 粒子の密度が増
加し、感染性が顕著に低下した。B-CD 処理後
の HCV 粒子にコレステロールを添加したとこ
ろ、HCV 粒子の密度および感染性が回復した。
また、膜のスフィンゴミエリンを加水分解す
る作用のあるスフィンゴミエリン分解酵素
(SMase)で HCV 粒子を処理すると、感染性が
減弱した。これらの薬剤のウイルス感染の初
期過程に与える影響を解析した。粒子を B-CD
処理、あるいは SMase 処理しても、HCV 粒子
の細胞への Binding には影響を与えなかった
ものの、B-CD 処理、SMase 処理いずれも
Internalization 効率が著名に低下した。以
上から、ウイルス粒子の膜脂質のコレステロ
ールとスフィンゴミエリンが感染初期過程
に重要な役割を果たしていることが示され
た。これらの脂質はラフト様マイクロドメイ
ンの主要構成成分であることから、HCV 粒子
が脂質ラフトを含む膜を被っている可能性
が示唆された。成熟した HCV の粒子表面には
コレステロール、スフィンゴ脂質が存在し、
ウイルス感染に重要な役割を果たしている
ことが明らかとなった。ウイルス粒子関連脂
質は C型肝炎治療薬開発の新たな標的となる
可能性がある。 
 HCV 粒子の生成過程には細胞内の脂肪滴の
関与が報告されている。そこで感染細胞の生
体膜をショ糖密度遠心勾配法で分画に分け
たところ、HCV 蛋白は本来生体膜が存在する
密度の分画以外に軽い分画にも検出された。
この分画は脂肪滴分画と一致したことから、
脂肪滴近傍の脂質に富んだ生体膜を含む可
能性がある。さらに、この分画から脂肪滴の
精製を行うと生体膜蛋白と HCV 蛋白が外れ、
脂肪滴成分だけになった。HCV 蛋白を含む脂
肪滴近傍の脂質に富んだ生体膜分画と精製
脂肪滴分画で比較プロテオーム解析を行う
ことで、HCV 粒子形成の“場”に存在する蛋
白の同定行い、約 50 個の候補蛋白が検出さ
れた。現在 siRNA によるスクリーニングを進
め関与する宿主因子の同定を試みている。ウ
イルス粒子関連脂質および蛋白質は C型肝炎
治療薬開発の新たな標的となる可能性があ
ると考えられた。  
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