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研究成果の概要：C型肝炎ウイルス（HCV）コホート研究にて、コレステロール生合成を制御す

る TM7SF2 遺伝子の多型として 433 番アミノ酸の Thr から Ile への置換が、HCV 感染成立に影響

する遺伝要因の一つであることを見出した。TM7SF2 の HCV 増殖への関与は、TM7SF2 siRNA によ

り TM7SF2 ノックダウン細胞を作成し、HCV レプリコンを導入後に HCV RNA 発現量を測定したと

ころ、HCV RNA の細胞内発現量が、ノックダウン細胞では、非ノックダウンル細胞のそれと比

較して低下することで証明した。 
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１．研究開始当初の背景 
 
ウイルス感染症において、ウイルス蛋白と宿
主側の感染細胞における蛋白や脂質との相
互作用は、ウイルスの感染成立や増殖のメカ
ニズムを考える上で重要である。Ｃ型肝炎ウ
イルス（ＨＣＶ）感染における感染成立やウ
イルス増殖に影響する宿主因子を明らかに
することは、持続感染成立メカニズムの本質
に迫り、将来的にＨＣＶ感染経過予測や薬剤
感受性予測、あるいは抗ＨＣＶ分子標的治療
の創薬ターゲットを見出すことに繋がるも

のと思われる。ＨＣＶ感染において、宿主の
感染細胞内における脂質代謝の重要性が明
らかにされている。ＨＣＶの細胞内における
増殖は、宿主小胞体膜上で脂質ラフトを基盤
としてＨＣＶ構造および非構造蛋白により
形成されるＨＣＶ複製複合体により行われ
ていることが最近の研究で明らかとなった。
脂質ラフトの重要な構成物であるコレステ
ロールやスフィンゴミエリンなどのスフィ
ンゴ脂質は格好の抗ＨＣＶ分子標的となり
えると考えられることから、HMG-CoA 還元酵
素阻害剤のスタチン製剤やこれら脂質の抑
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制物を、ＨＣＶレプリコン細胞培養系に添加
すると、ＨＣＶ増殖が抑制されることが報告
されている。私たちも、米国の Dr. Rice よ
りＨＣＶレプリコン（pFL-J6/JFH）の供与を
受け、Huh7.5 培養細胞を用いたＨＣＶ感染培
養系を研究室で立ち上げ、本培養系でロバス
タチンを添加したところ、容量依存性にＨＣ
Ｖ増殖抑制効果を確認した。ＨＣＶ感染時に
おける細胞内脂質代謝は、ウイルス複製のみ
ならず、ウイルス進入、アポトーシス、ウイ
ルス出芽・放出にも関連する可能性があり、
多角的な観点からＨＣＶ感染における脂質
代謝の役割を解明する試みが今後重要とな
るものと思われた。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、コレステロール生合成を制
御するＴＭ７ＳＦ２に着目し、本酵素がＨＣ
Ｖ増殖のために必要な脂質ラフトをはじめ
とする脂質微小環境の形成に関与している
ことを実証すること、遺伝子多型性解析によ
りＴＭ７ＳＦ２の HCV 感染における意義、お
よびＨＣＶ増殖に影響する遺伝要因の一つ
であることを、ＨＣＶ感染細胞培養系を用い
て、明らかにすることである。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1)ヒトＨＣＶ持続感染者と自然排除者にお
ける TM7SF2 周辺遺伝子の多型性解析 
輸血歴を有する者を除外したＨＣＶ感染者
215 名の臨床データベースを構築し、DNA サ
ンプルを既に有している。これらの検体はい
ずれも政府３省庁の遺伝子研究ガイドライ
ンに従い、大学倫理委員会および遺伝子研究
審査委員会の承認を受け、その規定に従い、
本人の同意、症例の匿名性、個人データの不
開示など倫理面に十分な配慮を行い得られ
たものである。TM7SF2 遺伝子周辺の遺伝子Ｓ
ＮＰ解析を継続して行うことで、ＨＣＶ感染
と関連する宿主遺伝多型の有無を調査する。 
 
(2) ＨＣＶレプリコン(pFL-J6/JFH)の
Huh7.5 への transfection と HCV 発現細胞の
継代：HCV レプリコンを培養細胞へ
electroporation 法により導入し HCV産生細
胞を継代維持する。レプリコン導入細胞の
HCV RNA および培養上清の HCV RNA をリアル
タイムＰＣＲ法で定期的にＨＣＶ発現状態
をモニターする。 
 
(3) TM7SF2 siRNA 導入によるＨＣＶ培養系に
おけるウイルス増殖抑制効果の検討： 
TM7SF2 siRNA を 1well あたり 1.0 X 105個に

調整したＨＣＶ発現レプリコン導入細胞に、
5 nM、10nM、20nM 程度の種々の濃度で si RNA 
transfection を行う。TM7SF2 siRNA 導入Ｈ
ＣＶ発現細胞における TM7SF2 ｍRNA 遺伝子
発現ノックダウンおよび HCV RNA 発現抑制効
果をリアルタイムＰＣＲ法で検討する。 
 
 
４．研究成果 
 
C 型肝炎ウイルス（HCV）多発地区におけるコ
ホート研究において、感染既往者と感染持続
者の遺伝子一塩基多型性（SNP）を比較検討
した結果、HCV 感染における感染防御の候補
遺伝子として、コレステロール生合成を制御
する脂質生合成酵素(TM7SF2)遺伝子の遺伝
子多型が、HCV 感染成立に影響する宿主側の
遺伝要因の一つであることを明らかにし、具
体的に11番染色体上の433番アミノ酸のThr
から Ileへの置換により感染排除が起こりや
すいことが判明した（図１）。TM7SF2 は、HCV
増殖に必要な脂質ラフトをはじめとする脂
質微小環境の形成に関与することが推察さ
れ、TM7SF2 の HCV 増殖への関与の有無を明ら
かにするために、in vitro における HCV 感
染細胞系を用いて、TM7SF2 が HCV 感染増殖に
必須の酵素であるか否か検討した。研究分担
者の邵により、HCV レプリコン(pFL-J6/JFH)
を Huh7.5 細胞へ遺伝子導入を行い、HCV 発現
細胞を継代し、培養細胞から高力価の感染性
ウイルスの作成に成功した。Huh7.5 細胞に
おける TM7SF2 mRNA の発現状態モニタリング
法を cyber green を用いたリアルタイムＰＣ
Ｒ法で確立すし、細胞内におけるTM7SF2 mRNA
発現の定量を行った。TM7SF2 の HCV 増殖にお
ける関与を証明するため、TM7SF2 siRNA を
HCV 感染培養細胞へ遺伝子導入を行い（図２）、
TM7SF2 遺伝子発現のノックダウン細胞を作
成した。このノックダウン細胞においては、
TM7SF2 遺伝子の発現が抑制されることをリ
アルタイム PCR にて証明した（図３）。この
TM7SF2 遺伝子ノックダウン細胞に、HCV レプ
リコンを導入して HCV RNA 発現量および HCV
コア抗原量を測定したところ、HCV RNA の細
胞内発現量が、TM7SF2 遺伝子のノックダウン
細胞では、非ノックダウンのコントロール細
胞のそれと比較して約 10％低下することを
見出した（図４）。次に、本 HCV 培養系で作
成された感染性ウイルス粒子を用いて、
TM7SF2 遺伝子ノックダウン細胞にウイルス
を感染させた際のウイルス増殖効率を検討
したが、この場合はウイルス増殖の有意な抑
制は見られなかった。 



 
図１ TM7SF2 遺伝子多型と HCV の排除 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ TM7SF2 siRNA 導入細胞 



 
 
図３ TM7SF2 遺伝子の発現抑制 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
図４ HCVRNA およびコア抗原の発現抑制 
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