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研究成果の概要（和文）： 

本研究においては、HCV 増殖に関わる細胞内シグナルに関与する因子を検討することを目的と
した。HCV 感染により変動し、HCV 増殖に影響を与えるマイクロ RNA を検討したところ、
miR-192/miR-215と miR-491 が同定された。そのうち miR-491は PI3キナーゼ/Akt 経路を介し
て HCV を抑制していることが示された。また、細胞内シグナルを活性化するといわれる分岐鎖
アミノ酸（BCAA）の HCV増殖に対する影響を検討した。BCAAは HCVのゲノム増殖を抑制する一
方、ウイルス粒子形成には促進的に働くことが示された。 
 

研究成果の概要（英文）： 
   In this study, we investigated factors affecting intracellular signaling which could 
control HCV replication. Among microRNAs which were regulated by HCV infection, 
miR192/miR-215 and miR-491 were identified as the factors which could regulate HCV 
replication. miR-491 was demonstrated to suppress PI3 kinase/Akt pathway, responsible 
for HCV augmentation. Branched-chain amino acids could suppress HCV RNA replication 
whereas enhance HCV particle formation, which suggested some signaling regulated by BCAA 
may be involved in controlling HCV replication. 
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１．研究開始当初の背景 

現在の慢性 C 型肝炎の抗ウイルス治療は、
インターフェロン製剤を用いたものがその
中心を占めている。今までに様々な治療法の
改良がなされてきてはいるが、いまだその奏
功率は本邦で過半数を占める１型高ウイル

ス量患者において 50%程度と、十分とは言い
難い。また、その強い副作用から治療を完遂
できないケースもあり、より効率的で、副作
用の少ない治療法の開発が望まれている。イ
ンターフェロンはその作用機序として、細胞
内の JAK/STAT 経路を活性化することにより
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抗ウイルス活性を発揮することが知られて
いる。一方、申請者らはレプリコン細胞を用
い、インターフェロン刺激による p38経路の
活性化が抗 HCV活性において重要であること
を明らかにした。また、同様にレプリコン細
胞や感染性 HCVを用いて、PI3キナーゼや ERK
といった経路が mTOR の活性化を介して HCV
の増殖を抑制することを示してきた。さらに
他施設からの報告でも、smad や NF B、PKC
といったシグナルの HCV増殖過程での関与も
示唆されている。以上の様に、種々の細胞内
シグナルは細胞機能のみならず、HCV の増殖
とも密接に関連し、調節する働きを持つもの
と考えられる。その様なシグナルの果たすメ
カニズムを解明し、細胞外より制御すること
で、細胞内における HCV の増殖過程を抑制し
うる可能性が示唆される。すなわち C型肝炎
治療における新たなる分子標的となりうる
細胞内因子に対する基礎的検討としての位
置づけと考えている。 
２．研究の目的 
 HCV の増殖は様々な細胞内蛋白や細胞の状
態によって影響を受けることが示されてお
り、細胞内シグナルもまた主要な要因のひと
つである。本項目における目的は種々の細胞
内シグナルと HCV増殖の関連について検討を
行い、新たに HCVを制御しうるシグナルの同
定を試みることである。申請者らはその予備
的検討として、JNK 経路と HCV 増殖について
解析を行った。JNK 阻害剤によりレプリコン
細胞における HCV 増殖の亢進を認めており、
JNK 経路もまた HCV の増殖を制御しうる因子
であることが示唆された。同様の検討をその
他の経路に関しても行うことを予定してい
る。 
３．研究の方法 
 本検討で使用する実験系としては、既に申
請者らが樹立した subgenomic replicon 細胞 
RepS2 あるいは、Dr. Stanley Lemon より供
与を受けた subgenomic replicon 細胞 RGお
よび genome-length replicon 細胞 2-3を使
用する。また感染細胞における検討には、Dr. 
Stanley Lemon より供与を受けた感染性ウイ
ルスである H-2/3-J/YH/QL を増幅した後、肝
癌細胞株 Huh7細胞に感染させたものを用い
る。複数の細胞内シグナルを特異的阻害薬も
しくは siRNAを用いて阻害し、HCV RNA およ
び HCV蛋白を RT-PCR法もしくはウエスタン
ブロットを用いて定量的に評価して HCV増殖
の指標とする。さらに、HCV 感染細胞におい
ては、同時に培養液中に放出されたウイルス
粒子の定量化も行う。以上の検討により、細
胞内における HCV増殖に関わるシグナルのス
クリーニングを試みることとする。 
 ①マイクロ RNAに関する検討では、まず
Huh7細胞に HCV を感染させ、miRNA アレイに
より、変動する miRNA を同定し、次にそれら

が HCV増殖に影響しうるかについて、合成し
た miRNAをレプリコン細胞に導入することで
検討した。HCV増殖に影響するものについて
は、HCV IRES 活性への影響や細胞内シグナル
への影響も解析した。 
 ②mTOR シグナルを活性化すると考えられ、
肝疾患患者にも薬剤として使用されている
BCAAの HCV増殖に対する影響を検討する。
BCAAを含まない培地とそれに BCAA 投与を含
む培地でレプリコン細胞を培養し、HCV 増殖
への影響を検討した。さらに同様の実験を
HCV感染細胞にも行った。その際用いた細胞
は Huh7 細胞と Huh7-25細胞である。これら
の細胞中ならびに培養液中のウイルス RNA量、
感染力価を測定し、ウイルス RNA の複製能、
ウイルス粒子形成能を評価した。 
４．研究成果 
 ①PI3 キナーゼ/Akt/mTOR 経路は強い HCV
抑制活性を持ち、またその阻害剤であるラパ
マイシンにより HCV増殖が増強することが知
られている。今回我々は検討課題の一つであ
る PI3キナーゼ経路について、それを抑制す
るマイクロ RNA（miRNA）を同定し、それによ
る HCV 増殖の修飾作用を見いだした。HCV を
肝癌細胞株である Huh7 細胞に感染させると
複数の miRNAの発現に増減がみられた。その
中 で HCV 感 染 に よ り発 現 が 増 加 す る
miR-192/miR-215 と HCV 感染により低下する
miR-491は、レプリコン細胞に導入すると HCV
増殖を促進するものであることが分かった。
そこで、HCV の翻訳に関する HCV IRESの活性
を検討したが、miR-192/miR-215、miR-491に
よる明らかな増加はみられなかった。また、
miR-491は細胞機能そのものにも影響し、cap
依存的な翻訳を抑制し、また細胞増殖も抑制
するものであった。細胞増殖が低下すると
HCV 増殖も低下すると思われるにもかかわら
ず、HCV の増殖が促進する理由についてさら
に検討を進めたところ、miR-491 は Akt のリ
ン酸化を強く抑制することが明らかとなっ
た。miR-491 を導入した細胞に PI3 キナーゼ
の阻害剤である LY294002 を添加して培養を
行うと、miR-491 による HCV 増殖の促進効果
は減弱することからも、miR-491の作用は PI3
キナーゼの抑制によるものであろうと考え
られた。 
 ②BCAA は必須アミノ酸の一部であり、生体
に重要な栄養素として以外に mTOR シグナル
を活性化するという生理活性作用を持つ。ま
た、慢性肝疾患、特に肝硬変期の低蛋白血症
に対する治療薬としても使用される。mTORシ
グナルは HCV増殖を抑制する作用があるため、
BCAAは抗 HCV作用が期待され、さらに副作用
が少ないという面からも十分な実用的で有
用性が高いと思われる。そこで、まず HCV増
殖の培養細胞系である、HCV レプリコン細胞
を用いて BCAA の役割を検討した。BCAA を含



 

 

まない培地に BCAA を添加して細胞培養を行
ったところ、BCAA存在下で HCVの有意な抑制
が濃度依存的に認められた。BCAAにより mTOR
の活性化が確認されたため、mTOR 阻害剤であ
るラパマイシンを添加して同様の実験を行
ったが、ラパマイシン存在下でも BCAA によ
り HCV の抑制が誘導された。一方、HCV 感染
Huh7細胞にて同様の検討を行ったところ、逆
に BCAA の濃度依存的に HCV 蛋白および RNA
量の増加が認められた。そこで、ウイルス粒
子を形成する HCV 株と、2 アミノ酸置換のた
め粒子形成を持たない HCV 株を作成し、BCAA
の影響を比較検討した。HCV 粒子を形成する
株では BCAA の添加によりウイルス増殖の増
加が見られたが、粒子形成のない株では BCAA
によりウイルス増殖が抑制された。よって、
BCAAは HCVゲノム RNAの複製の過程では HCV
増殖を負に制御し、ウイルス粒子形成から粒
子の放出、再感染にわたる過程においては、
BCAAは逆に促進するものと考えられた。さら
にそのメカニズムについて詳細な検討とし
て、細胞表面に HCV の細胞内への進入に関与
する CD81 を持たない Huh7 細胞（Huh7-25）
を使った single-cycle virus production 
assay 法を用いた。Huh7-25に HCVゲノム RNA
を導入し、細胞内のウイルス量と細胞から放
出されたウイルス量を測定するものである
が、その際に CD81 が存在しないため HCV の
再感染は起こらず、HCV の粒子形成能や分泌
の効率を評価することができる。この方法で
検討すると、やはり細胞内の HCVのゲノム RNA
増殖は BCAAの存在により抑制が認められた。
しかしながら、細胞ライセート内の感染性
HCVは BCAAが存在する状態では、存在しない
状態と比べて大きく増加していることが分
かった。また細胞内の感染性 HCVと細胞外の
感染性 HCVを比較すると、BCAAの存在は HCV
の分泌にはほとんど影響しないことが示さ
れた。すなわち、BCAAのない状態では HCV RNA
の増殖効率は増すが、その多くは感染性を持
つウイルスの形成に関与できていないこと
を意味する。以上のことより、BCAAは感染性
を持つ HCV粒子形成の過程において非常に重
要な役割を果たしていることが示唆された。
さらにこのメカニズムの解明は、HCV 増殖に
携わる細胞内因子の同定にもつながり、将来
的な抗 HCV療法へと発展していく可能性が考
えられる。 
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