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研究成果の概要（和文）：分割ユビキチン法を利用した酵母 Two-Hybrid スクリーニング系を用

い、C型肝炎ウイルス(HCV)の NS2 蛋白質と相互作用を示す宿主因子を探索し、ヒト肝臓ライブ

ラリーより３７種類の候補遺伝子を同定した。これらの宿主蛋白質の発現レベルの低下が HCV

増殖に及ぼす影響を調べ、ウイルス産生を顕著に抑制する新規宿主因子を見いだした。この宿

主因子のノックダウンはウイルスの感染およびゲノム複製には影響しない事から、粒子形成に

関与すると考えられた。さらにこの宿主因子のノックダウンは HCV の NS2 と E2 の相互作用を減

弱させる事を見いだし、HCV	
 NS2 が感染性粒子形成に関与するメカニズムの一端を明らかした。	
 

 
研究成果の概要（英文）：Hepatitis C virus (HCV) nonstructural protein 2 (NS2) is a 
membrane-associated cysteine autoprotease that mediates cleavage of its own carboxyl 
terminus from NS3. In addition to its role in polyprotein processing, emerging evidence 
indicates that NS2 plays crucial role in assembly of infectious virus particle. However, 
biological significance of NS2 in the HCV assembly remains unclear. In this study, we 
screened human liver cDNA libraries by split-ubiquitin membrane yeast two-hybrid assay 
using NS2 as a bait, and identified several NS2-interacting proteins. Following siRNA 
screening identified a membrane-associated cellular protein that is involved in HCV 
production. Gene silencing of the host factor resulted in no effect on the entry and RNA 
replication of HCV, suggesting that this host factor is involved in HCV assembly step. 
Interaction of the host factor with NS2 in mammalian cells was confirmed. Finding of this 
study may provide important information for understanding the molecular mechanism of 
assembly and formation of infectious HCV particles. 
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１．研究開始当初の背景	
 
	
 HCV 感染者は国内でも 200 万人以上と言わ
れ、その多くが慢性肝炎から肝硬変、肝癌へ
と移行し、肝癌による死亡者は年間３万人を
超えている。HCV はその発見以来、効率の良
いウイルス培養細胞系が存在しなかったた
め、ウイルス生活環の情報に乏しく、抗ウイ
ルス剤の研究開発も遅れていた。しかし 2005
年に劇症肝炎患者からの分離株(JFH-1)が培
養細胞で効率良く増殖する事が報告されて
以来、JFH-1 由来のクローンを用いる事によ
り、リバースジェネティクスも可能となり、
HCV の生活環に関する研究は近年急速に進展
しつつある。	
 
	
 HCV の NS2 蛋白質は膜３回貫通蛋白質であ
り、C 末端側に NS2/3 間を切断するプロテア
ーゼ活性を有する。ウイルス粒子を構成しな
い非構造蛋白質であるもかかわらず、ウイル
スゲノムの複製には必須ではない。最近にな
って、この NS2 蛋白質がプロテアーゼ活性の
他に、ウイルス感染性粒子の形成に重要な役
割を担っている事を示唆する事が報告され
ているが、そのメカニズムは依然として全く
明らかにされていない。	
 
	
 
２．研究の目的	
 
	
 本研究の目的は、HCV の NS2 蛋白質がどの
ようなメカニズムで感染性粒子形成に関わ
っているのかを明らかにするために、NS2 蛋
白質と相互作用を示す宿主蛋白質を同定し、
その機能を明らかにする事である。	
 
	
 
３．研究の方法	
 
(1)	
 NS2 蛋白質は３回膜貫通蛋白質であると
考えられており、従来の酵母 Two-Hybrid ス
クリーニング法では結合蛋白質のスクリー
ニングが困難である。その為、膜蛋白質の蛋
白質相互作用を解析する事が可能な分割ユ
ビキチン法を利用した酵母 Two-Hybrid スク
リーニング系を用いて、ヒト肝臓ライブラリ
ーより新規蛋白質の同定を行う。	
 
(2)同定した宿主蛋白質について遺伝子をク
ローニングし、HCV	
 NS2 蛋白質と相互作用を
哺乳動物細胞で確認する。また互いの相互作
用責任領域を各種欠損変異体を用いて決定
する。	
 
(3)同定した宿主蛋白質を siRNA によりノッ
クダウンさせ、細胞内の宿主蛋白質の発現レ
ベルの低下が HCV の増殖にどう影響するかを、
HCV 感染３日後の培養上清中のウイルス力価
を測定する事により評価する。	
 
(4)HCV の増殖に重要な宿主因子がウイルス
の生活環のどの過程に関わっているかを解
析する。	
 
	
 

４．研究成果	
 
(1)	
 ヒト肝臓ライブラリーより JFH-1 株の
NS2蛋白質をbaitとしてスクリーニングした
結果、３７種類の NS2 結合蛋白質候補遺伝子
を同定した。	
 
	
 

(2)	
 siRNA の導入により顕著にウイルス産生
を抑制する宿主因子を見いだした。ウイルス
の産生量は細胞内での発現レベルと逆相関
を示した。	
 
	
 

(3)	
 この宿主因子の shRNA発現プラスミドを
構築し、HCV の感染、複製を許容するヒト肝
臓由来培養細胞から、この宿主因子が恒常的
にノックダウンされている細胞株を樹立し
た。この細胞株では HCV の増殖は顕著に抑制
されていたが、shRNA のターゲット領域に変
異を持つ宿主因子の遺伝子を用いてその発
現を回復させると、HCV の増殖能も回復した。	
 
	
 

(4)	
 この宿主因子のノックダウンはウイル
スの感染およびゲノム複製には影響しなか
った。	
 
	
 
(5)	
 HCV の NS2 蛋白質は他のウイルス蛋白質
と相互作用する事により、ウイルスの粒子形



 

 

成に関わると考えられている為、この宿主因
子のノックダウンが HCV 蛋白質同士の相互作
用に及ぼす影響を解析したところ、宿主因子
のノックダウンは HCV の NS2 と E2 の相互作
用を減弱させる事が明らかとなった。	
 

	
 
(6)	
 以上の結果から、HCV	
 NS2 に結合し、さ
らに感染性粒子形成に関与する新規宿主因
子の同定に成功すると伴に、そのメカニズム
の一端を明らかにする事が出来た。	
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