
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
平成 25 年 6 月 20 日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 
肝臓がんの主たる原因であるＣ型肝炎ウイルスについて、治療薬はまだ十分なものがない。本

研究ではヒト組織がもちうる抗ウイルス反応をヒントに、新たなヒトに優しい C型肝炎治療法

の基盤を探索した。ウイルス量が 1000 倍も異なる肝臓組織を比較し、どこが違うかを発現して

いるタンパク質の違いで捉えた。とくにウイルスが増える肝実質細胞とその環境を作り出す間

質とにわけて解析した。それぞれから 90個と 27個のタンパク質を見つけた。ウイルス量が多

い組織では、ウイルス有利に働くものとウイルス制御に働くものとの両方が見いだされた。中

でもウイルス量が多い組織で発現亢進する機能未知のタンパク質について、ウイルス感染実験

で検討した。ウイルス侵入を助けるタンパク質分解酵素や、ウイルスの分泌に関連しそうな細

胞内器官ゴルジ体タンパク質の存在が見いだされた。 

 
 
研究成果の概要（英文）： 
Hepatitis C virus (HCV) is a major cause of hepatocellular carcinoma. Anti-HCV drugs 
developed have still some problems such as side effects and drug-resistant mutant viruses. 
In this study, we investigated a new strategy of humane anti-HCV therapy based on 
human-made anti-HCV response. We examined which proteins were differentially produced 
in liver tissues containing different HCV loads by 1000 folds. When we compared them, 
we obtained liver tissue samples separately from liver parenchyma and stroma by laser 
microdissection. Ninety and 27 were differential proteins between the two groups of high 
and low viral loads, from the liver parenchyma and stroma, respectively. Both pro-viral 
and anti-viral proteins were up-regulated in the high HCV groups. Proteins which function 
was unknown in the viral infection were examined by the in vitro HCV infection system 
using cultured cells. We found two proteins up-regulated in the high HCV groups: a serine 
protease involved in the entry step of HCV infection and a golgi protein related to the 
secretion of HCV. 
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研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：基礎医学・実験病理学 
キーワード：C 型肝炎ウイルス・感染制御・微小環境・レーザーマイクロダイセクション・プ

ロテオミクス・細胞膜セリンプロテアーゼ・ゴルジ体 
 
１．研究開始当初の背景 
 Ｃ型肝炎ウイルス感染は一過性感染で終
わることは少なく、70～80％が持続感染する。
ほとんどが慢性肝炎、肝硬変を経て、20～30
年後には肝細胞癌に進展する。日本人の肝細
胞癌の８割はＣ型慢性肝炎を母地に発生し
ている。近年、Ｃ型慢性肝炎の治療法として
ペグインターフェロンとリバビリンとの併
用療法が認可され、治療効果の向上が認めら
れている。が、副作用もあり有効例は半数に
とどまるのが現状である。ウイルスタンパク
質をターゲットとする新たな治療薬も開発
が進められている。が、耐性ウイルスの出現
が問題となってきている。またこれら治療薬
の抗ウイルス評価系にも問題がある。C 型肝
炎ウイルスは、限られたウイルス株と限られ
た培養細胞との組合せでしか感染増殖でき
ないため、その特殊な実験系で抗ウイルス評
価を実施せざるを得ない。果たしてヒト肝臓
で同様の抗ウイルス効果が期待できるかは
疑問が残る。このような現状で、次のように
考える。たとえウイルスを完全に排除できな
くともウイルス量を減らすことができれば、
病態の進展を食い止めることができるはず
である。Ｃ型慢性肝炎患者でもそのウイルス
量は様々である。肝臓中のウイルスを定量し
てみると、ほとんど検出限界ギリギリのもの
から、その 1000-10000 倍ものウイルスが増
殖している症例もある。これが一体何による
のか明らかになれば、Ｃ型肝炎ウイルス増殖
を抑制し、病態の進展をおさえうるような新
規治療分子を生体内から明らかにできると
考える。本研究では、宿主が本来もちうる抗
ウイルス反応に着目し、そのメカニズムを解
明することにより、ヒトに優しい C 型肝炎治
療法の基盤を提供する。 

特に本研究では、以下の点に注意した。ヒ

ト肝臓で起こる抗ウイルス反応を捉えるに

は、肝実質細胞だけでなく、微小環境である

間質についても解析する必要がある。組織レ

ベルで抗ウイルス作用を捉える視点から、肝

組織を肝実質とそれと取り巻く間質とに分

け、それぞれからウイルス量に関連して変化

する物質を捉えることにした。 

 
２．研究の目的 
 本研究では未だ制御機構を確立できてい
ないＣ型肝炎ウイルス感染制御および病態
制御について、関連する因子をヒト組織から
見出す。ウイルス量の異なる肝組織を材料と

して、肝実質細胞内で起こる制御と肝実質細
胞外で起こる微小環境制御とに分けて解析
するため、ホルマリン固定パラフィン包埋切
片からレーザーマイクロダイセクションに
て材料を採取する。包括的な解析法をとるが、
mRNAレベルではなく、最終機能分子であるタ
ンパク質レベルで解析する。そのため最近技
術発展が著しい高感度の LC-ESI-MS/MS を用
いる。以上のように、本研究では細胞内だけ
でなく、微小環境にも注目して感染制御因子
の解明を目指す。 
 一方、以前 mRNA レベルでの包括的発現解
析の結果、ウイルス量が多い肝組織で発現亢
進している機能未知の分子を見つけていた。
その分子のタンパク質局在、およびウイルス
制御機能についても明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1)肝臓組織病理標本の選別 

① 手術切除組織の新鮮凍結組織から

RNAを抽出し、HCV RNA についてリ

アルタイム PCR により定量した。 

② 肝硬変の有無により症例を分け、

それぞれについて、ウイルス量が

100 倍以上異なる高ウイルス群と

低ウイルス群に分類した。 

 

(2)レーザーマイクロダイセクションとプ

ロテオーム解析 

① ホルマリン固定パラフィン包埋組

織切片の HE 染色像から肝小葉内

部の肝実質と、小葉周囲の肝実質

を含む間質とを顕微鏡下で選別し、

レーザーマイクロダイセクション

にてサンプルを集めた。 

② Liquid Tissue を用いて溶解し、

トリプシン消化を行った。 

③ LC- ESI-MS/MS によりペプチドを

分離し質量分析を行った。 

④ Mascot/Swiss-Prot を用いてタン

パク質同定を行い、解析ソフト

Progenesis-LC/MSを用いて、ぺプ

チドおよびタンパク質定量解析を

行った。 

⑤ 高ウイルス群と低ウイルス群との

2 群間で有意に発現量が異なるタ

ンパク質を同定した。 

 



(3)ターゲット分子の機能解析  

① ヒト肝組織における発現の有無や

局在を検証するために、ターゲッ

ト分子の免疫染色を行った。 

② HCV 感染におけるターゲット分子

の機能を調べるために、Huh7 / 

JFH1 HCV 培養細胞感染系について、

ターゲット分子の発現誘導もしく

は発現抑制を行い、HCV 感染への

影響を検討した。 

 
４．研究成果 

(1） C型肝炎ウイルス量に差のある肝組織か

ら見いだされた、発現が異なるタンパク

質 

肝硬変のない慢性肝炎肝組織について、ウイ

ルス量が1000倍異なる肝組織低ウイルス群3

例と高ウイルス群3例を選び、それぞれ肝実

質および間質についてプロテオーム比較解

析を行った。 

① 肝組織から2168個のタンパク質が同

定され､1536個について定量比較を行

った。実質から90個、間質から27個の

タンパク質（総タンパク質数の7.6％）

が、ウイルス量により2倍以上有意に

異なる発現を示した。 

② 高ウイルス群の肝実質では細胞分裂

や抗アポトーシス関連タンパク質な

どが発現亢進しており、DNA障害や酸

化ストレスに対する応答分子が発現

低下していた。ウイルス感染によって

もたらされる細胞への影響が、細胞が

ん化への進展と深く結びついている

ことが示された。 

③ 間質で発現変化するタンパク質には､

ウイルス感染や病態との関連で機能

未知のものが散見された。中には、肝

小葉周囲の肝実質細胞に限局して発

現する肝実質細胞タンパク質もみつ

かった。 

以上より、ミクロプロテオミクスにより､

肝臓微小環境や肝臓組織のheterogeneity

がウイルス感染や病態に深く関わることが

示された。また具体的分子についても提示

することができた。 

 

(2） 高ウイルス群で発現亢進するタンパク

質：GOLM1(Golgi membrane protein 1) 

GOLM1は、間質および隣接する実質領域で、

高ウイルス群に2.3倍発現亢進するタンパク

質であった。 

① ヒト肝組織の免疫染色から、門脈域の

胆管が陽性を示す他、高ウイルス群で

は門脈域周囲の肝実質細胞が強陽性

を示した。各肝実質細胞内ではapical 

poleに限局し顕著な極性を示した。 

② ウイルス産生との関連を調べるため

にHuh7 / JFH1 HCVの培養細胞感染系

で検討したところ、感染前後で細胞内

局在パターンに変化がみられた。 

今後、siRNAによるノックダウン実験を計画

し、GOLM1タンパク質とゴルジ体との関連、

ウイルスタンパク質との関連を解析し、

GOLM1とウイルス産生・分泌との関連を明ら

かにしていく。 

 

(3） 高ウイルス群で発現亢進するmRNA：細胞

膜セリンプロテアーゼTMPRSS2 

以前包括的mRNA発現解析で、高ウイルス群の

肝組織で細胞膜セリンプロテアーゼTMPRSS2

が顕著に発現亢進していることを見いだし

ていた。 

① 免疫染色でも、高ウイルス群ヒト肝組

織で発現が強く、肝実質細胞のapical 

membraneに局在する極性を示した。 

② Huh7 / JFH1 HCVの培養細胞感染系で､

以前各種プロテアーゼ阻害剤の影響

を検討したところ、α1アンチトリプ

シン、ダイズ由来のトリプシンイン

ヒビターなどセリンプロテアーゼ阻

害剤が顕著に感染を阻害することを

見いだした。トリプシン添加により、

HCV感染性の増強も観察された。トリ

プシン様セリンプロテアーゼが HCV

感染に関与することが示された。 

そこで、TMPRSS2 が Huh7 / JFH1 HCV の培

養細胞感染系で関与するかを検討した。 

③ TMPRSS2陰性Huh7細胞に野生型と変異

型のTMPRSS2を安定発現させたところ、

野生型TMPRSS2に依存して、切断部位

アミノ酸配列QAR, QGRに対し高い細

胞表層プロテアーゼ活性を示した。ウ

ェスタンブロットではQSRで切断され

た活性型TMPRSSS2 24kDaが観察され、

インフルエンザウイルスHAも切断し

膜融合を起こした。 

④ HCV感染性を検討したところ、野生型

TMPRSS2に依存してはHCV感染は増強

し、TMPRSS2 siRNAによりノックダウ

ンすると、その感染亢進が相殺された。 

⑤ ウイルス結合と侵入とを分けて感染

実験を検討したところ、細胞セリンプ

ロテアーゼの主な関与はウイルス侵

入段階であった。 

TMPRSS2 が HCV 感染の活性化に関与すること
が示された。今後、ウイルス侵入に関与する



分解ターゲットタンパク質が何ものかを同
定する。 
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