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研究成果の概要（和文）

HCV 蛋白と結合し複製複合体を形成する宿主蛋白の同定の為、Proteomics 解析である Tandem

affinity purification(TAP)と、Mass spectrometry analysis で検討した。NS5B と結合する宿

主蛋白としてα-tubulin が同定された。HCV レプリコン発現細胞でα-tubulin を抑制すると、

レプリコン RNA 量は 60％へと減少した。α-tubulin は NS5B と結合し、複製複合体の構成に関

与し、この結合は HCV RNA 増殖に重要な役割を持つことが示された。

研究成果の概要（英文）
Hepatitis C virus(HCV) non structural proteins and host proteins are believed to be
involved in HCV replication complex on lipid raft. To identify these host proteins that
interact with HCV proteins, we employed the proteomics approach, combination of tandem
affinity purification(TAP) method and mass spectrometry analysis. α -tubulin was
identified as a novel HCV NS5B binding protein. Interaction between these two proteins
was confirmed by the immunohistchemistry study and the co-immunoprecipitation study. To
examine the effect of the interaction between these two proteins, α-tubulin expression
was suppressed by siRNA on the HCV replicon stably expressing cells. By real-time PCR
method, the HCV replicon RNA level was suppressed to 60% on the α-tubulin knock down
cells. These results suggest that α-tubulin interacts with HCV NS5B protein and this
interaction may be important for the HCV RNA replication. Further studies to identify
direct interacting domain are required.
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１．研究開始当初の背景
C 型肝炎ウイルスは 1989 年に発見され 20

年余りが経つが、現在までのところ効果が十
分といえる抗ウイルス治療が確立されてい
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ない。本邦での 150 万人以上と推測されるキ
ャリアー中約 7 割を占める Genotype 1b、高
ウイルス量の、いわゆる難治性なタイプでの
インターフェロン治療効果は約 50％であり、
無効例では肝硬変、肝癌、肝不全への進行が
高頻度で起こりうる。こうした抗 HCV 治療の
研究が困難である背景として、ウイルス培養
系が確立されておらず、ウイルス増殖のメカ
ニズムが十分解明されていないことが大き
な要因といえる。そうした中で近年、HCV 遺
伝子を含む構造の細胞内発現が可能となり、
HCV 増殖を模したシステムである、HCV レプ
リコンが開発され HCV増殖様式の解明につい
て新たな道が開けた。HCV の増殖は HCV レプ
リコンを用いた研究により、HCV 非構造蛋白
のうち NS3、NS4A、NS4B、NS5A、NS5B が、脂
質ラフトと呼ばれる脂質に富み細胞核周辺
に存在する特殊な膜上で複製複合体を形成
して行われるとされている。多くの他のウイ
ルスの場合がそうであるように、この複製複
合体には宿主蛋白も複数関与すると考えら
れている。こうしたウイルス蛋白と相互作用
する宿主蛋白の同定のためにはイースト２
ハイブリッド法が多くの報告で用いられて
きた。HCV NS 蛋白のパートナー蛋白も数種類
報告されているが、複製複合体の全体像を把
握するには至っていない。
近年、質量分析機を用いたプロテオミクス

解析が進歩しており、新たなウイルスー宿主
蛋白相互作用の検討へ利用可能と考え、本研
究が立案された。今回用いたtandem affinity
purification(TAP) と Tandem mass
spectrometry(MS/MS)を組み合わせた手法は、
当初イーストを用いた系で蛋白相互作用を
検出する手法として報告され、本研究開始当
初、哺乳類細胞を用いた系での研究はそれほ
ど進んでいない状況であった。TAP プラス
MS/MS と、イースト 2 ハイブリッド法での蛋
白相互作用同定の比較をした検討では、わず
か 10 数パーセントがオーバーラップするの
みであったとの報告もあり、新たな手法によ
り、これまで検出不可能であった新たな宿主
蛋白の同定を可能とする期待が持たれた。。

２．研究の目的
HCV 複製複合体を構成する HCV 非構造蛋白

と相互作用する宿主蛋白を同定し、複製複合
体の構造を解明すること、その宿主蛋白の
HCV 増殖への影響を検討することにより、HCV
RNA 増殖に必要な宿主蛋白を発見することが
本研究の目的である。こうした蛋白が同定さ
れれば、HCV 増殖のウイルス学的な解明に加
え、相互作用を阻害することによるウイルス
増殖の抑制、ひいては HCV 感染症への治療に
ついての検討にも繋がる可能性を秘め、重要
な意味を持つと考えられる。

また研究手法として、近年新たな蛋白相互

作用の解明に導入されたプロテオミクス解
析を当初報告され始めたイーストでの系で
無く、哺乳類細胞で行うことにより、新たな
実験系を確立することも 1 つの目的とした。

３．研究の方法
解析対象 HCV 非構造蛋白として、HCV RNA

ポリメラーゼであり HCV複製複合体の中心的
な蛋白と考えられる HCV NS5B を選択した。
プロテインＡとカルモジュリン結合蛋白の
間に TEV 切断部を持つ TAP タッグとよばれる
精製用タッグを付加した HCV NS5B を 293 細
胞に発現させ、IgG ビーズとカルモジュリン
ビーズによる 2重の精製法である TAP 法をお
こなう事により、バックグラウンドの少ない
HCV NS5B 結合蛋白が精製可能であった。
TAP により精製された HCV NS5B 結合蛋白を、

SDS-PAGE 電気泳動で分離すると、数本の特異
的なバンドが分離された。このうち目立つバ
ンド数本をゲルから切り出し、質量分析機を
用いた MS/MS で同定した。こうして同定され
た蛋白は数種類認められたが、その中でを解
析対象宿主蛋白とした。

HCV NS5B とα-tubulin の結合の確認のた
め、まず抗 HCV NS5B 抗体と抗α-tubulin 抗
体で HCV NS5B 発現細胞の免疫組織染色をお
こない、共焦点顕微鏡で観察した。。
次に免疫沈降法での確認をおこなった。HCV
レプリコン発現細胞において抗α-tubulin
抗体で免疫沈降し、抗 HCV NS5B 抗体でのウ
エスタンブロッティングにより検出した。ま
た逆に抗 HCV NS5B 抗体で免疫沈降した場合
は、精製にもちいたプロテインＡがα
-tubulin と分子量が近く、ウエスタンブロッ
ティング時に重なってしまい検出が困難な
ため、35S でラベルしてオートラジオグラフ
ィーで検出し、ポジティブコントロールとの
分子量の比較で確認した。免疫沈降実験時の
細胞溶解液作成条件は困難であり、HCV NS5B
が存在すると考えられる脂質ラフトは脂溶
性であるため、溶解液中に十分分離するには
十分な界面活性剤が必要であるが、過剰とな
ると宿主蛋白との結合を阻害することとな
りうる。そのため数種類の条件の検討が必要
であったが、最終的にはサポニンを添加する
ことにより良好な条件が設定できた。

α-tubulin の HCV RNA 増殖への影響を検討
するため、HCV レプリコン RNA を持続発現す
る Huh7 細胞において、α-tubulin を siRNA
で抑制し、HCV レプリコン RNA 量をリアルタ
イム PCR 法で測定した。

４．研究成果
TAP と MS/MS を組み合わせたプロテオミク

ス解析により HCV NS5B 結合蛋白がヒートシ
ョックプロテイン等数種類同定された。その
1 つに、細胞骨格の 1 種である微小管を構成



するα-tubulin が認められた。HCV 感染細胞
内では特徴的な微小管凝集が観察されると、
HCV 発見以前に非 A 非 B 型肝炎といわれてい
た時代から報告されており、HCV 感染におい
て微小管構造の変化がもたらされると考え
られ、両者の相互作用が HCV 増殖に関与する
可能性を考慮し、その後の解析対象宿主蛋白
としてα-tubulin を選択した。

免疫組織染色と共焦点顕微鏡観察で HCV
NS5B とα-tubulin は、脂質ラフトが存在す
ると考えられている細胞核周囲に同一の局
在を示した。免疫沈降法では抗 NS5B 抗体と
抗α-tubulin 抗体を沈降用、検出用に入れ替
えた両方向で検出された。これら 2 種の解析
により HCV NS5B とα-tubulin の結合が確認
された。
Huh7 細胞においてα-tubulin に対する

siRNA を用いてα-tubulin発現を抑制したと
ころ、コントロールに比較し約 30％へと減少
した。この条件で HCV レプリコンを持続発現
している Huh7 細胞においてα-tubulin を
siRNA で抑制したところ、HCV レプリコン RNA
発現量は、コントロールに比較し約 60％へと
減少した。α-tubulin の抑制により HCV レプ
リコン RNA が減少したことにより、両蛋白の
相互作用が HCV RNA 増殖において重要な意味
を持つことが示唆された。
文献的にも、C 型肝炎ウイルスや同じフラ

ビウイルス族の Kunjin ウイルスで微小管重
合 阻 害 薬 の vinblastin sulfate や
colchicine、nocodazole などが、これらのウ
イルス増殖を抑制するとの報告があり、本研
究により導かれた HCV増殖への微小管の関与
を裏付けるものと考えられる。しかしこれま
で HCV NS5B とα-tubulin が直接相互作用す
ることは報告されておらず、今回の知見は
HCV 感染と微小管の関連についての新たな解
明に繋がる情報といえる。

HCV NS5B とα-tubulin 両蛋白の直接の結
合ドメインを同定すること、そのドメインへ
の変異導入が HCV RNA 増殖へ与える影響につ
いての検討が、今後の課題である。また、今
回のプロテオミクス手法により同定され、今
回さらなる追加検討を行っていない、HCV
NS5B 結合宿主蛋白候補が数種類あり、それら
別蛋白についての検討も興味深い。
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