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研究成果の概要（和文）：我々は、エクソゾーム分泌とウイルス動態は酷似していることから、

ESCRT経路とHCVとの関係を解析した。ESCRT構成分子の機能低下Huh7細胞を樹立し、JFH1

を感染させたところ、上清に放出される感染性HCV粒子は減尐した。免疫電顕をおこなうと、

HCVコアタンパクとmultivesicular body内のintraluminal vesicleは共局在していた。以上のこ

とからHCVはHrs依存性エクソゾーム経路を利用してアセンブリを行っていることが示唆され

た。 

 
 

研究成果の概要（英文）： We demonstrated that Hrs, an ESCRT-0 component, is critical for 

the budding of HCV through the exosomal secretion pathway. Hrs depletion caused reduced 

exosome production, which paralleled with the decrease of HCV replication in the host cell, 

and that in the culture supernatant. Furthermore, both the core protein and an envelope 

protein of HCV were detected in the intraluminal vesicles of MVBs. These results suggested 

that HCV secretion from host cells requires Hrs-dependent exosomal pathway in which the 

viral assembly is also involved. 
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１．研究開始当初の背景 

C 型慢性肝炎は C 型肝炎ウイルス（HCV）

を原因とする慢性疾患であり高頻度に肝硬

変・肝細胞癌を発生を起こすことから、そ

の克服は社会的にも喫緊の課題である。C

型慢性肝炎の治療にはペグインターフェロ

ン・リバビリン併用療法による治療が施行

されているものの治療抵抗性の症例も多く、

HCV 感染の病態をさらに詳細に解明する

ことが急務となっている。多くのウイルス

感染病態における細胞内小胞輸送系の重要

性が明らかになるにつれて、HCV 感染と

小胞輸送の関係が注目されている。 

 我々は小胞輸送に関する仕事をサイトカ

イン受容体の研究から続けている。ESCRT

小胞輸送経路の一分子であるHrsはユビキ

チン化されたタンパクをリソソームへ輸送

する。申請者は哺乳類での Hrs の機能を明

らかにするためにヒト細胞株を用い、Hrs

がオートファジーに重要な分子であること

を見いだした（Tamai, et al. Biochem Biophys 

Res Commun, 2007）。また、Hrs の臓器特

異的ノックアウトマウスを世界に先駆けて

作成し、in vivo においても Hrs が細胞の

生存に必須な分子であることを見いだした

（Tamai, et al. Am J Pathol, 2008）。近年、

HCV コアタンパクは E6AP によりユビキ

チン化されることや HCV 感染がオートフ

ァジーを誘導することなど、HCV と小胞

輸送の関係を示唆する実験結果が報告され

た (J Virol. 2006, 2007, 2008)。また、オート

ファジーは HCV のライフサイクルに重要

な役割を果たしているとの報告もある

（ Autophagy. 2009, PNAS. 2009, J 

Gastroenterol. 2009）。 

 申請者は脇田博士（国立感染症研究所）
より分与された HCV 全長を含むウイルス
株 JFH1 を、Hrs 特異的にノックダウンし
た Huh7 細胞に感染させ、上清に産生され
るウイルス量が明らかに減尐することを確
認した。同様の現象を ESCRT 下流である
VPS4B に関しても確認した。また、ESCRT
経路を阻害することで HCV コアタンパク
の輸送が止まることも共焦点顕微鏡で確認
しており、MVB 形成不全により HCV のア
センブリあるいは出芽が障害されている可

能性が考えられた。 
 

２．研究の目的 

 

本研究では、「ESCRT 小胞輸送系が HCV
感染病態を制御する」という仮説を立て、
その検証を進める。申請者の仮説が正しけ
れば、HCV のアセンブリ・出芽が小胞輸
送系によって制御されるのみならず、持続
感染の原因となっている可能性もある。本
研究では、誘導系 ESCRT 分子ノックダウ
ン細胞を用いて上記可能性を検証し、
ESCRT 依存的小胞輸送系-HCV 感染の関
連性について明らかにする。 

 

３．研究の方法 

 

レトロウイルスベクターを用いて、Huh7

細胞にESCRTタンパクHrs（ESCRT-0），

CHMP3 (ESCRT-3), VPS4B (ESCRT 最下

流)の siRNA 発現ベクターを安定に組み込

むことにより、ESCRT タンパクを約 1 週

間にわたってノックダウンすることが可能

である。一方、これら分子のドミナントネ

ガティブ変異体を発現誘導する細胞株も作

成することで、in vitro において ESCRT

経路を阻害し HCV の細胞内動態・増殖・

出芽との関連を明らかにする。また、HCV

の構造タンパクがユビキチン化されること

で ESCRT 小胞輸送系路に認識され、感染

増殖に関わることを証明する。 

 
 
４．研究成果 
 
(1) ESCRT 分子の HCV における役割を検
討するために、まず、HCV が含まれると
されるエクソゾームとHrsの関連性を検討
した。Hrs ノックアウト樹状細胞において
は、エクソゾームの放出量が抑制されてお
り、ovalbumin によって刺激を行い、その
エクソゾームを回収したところ、OT-I トラ
ンスジェニックマウスのT細胞に対する抗
原提示能も減尐していた。以上のことから
Hrs はエクソゾーム放出に必須の分子であ
り、エクソゾームを介した抗原提示能にも
関わっている可能性が示唆された。(BBRC, 
2010) 
(2) HrsノックダウンHuh7細胞にHCV株
JFH1 を感染させると、上清中に放出され
る HCV-RNA は有意に減尐した。細胞内



HCV-RNA やコアタンパク発現量には変化
がなかったが、細胞内の感染性 HCV 粒子
はHrsノックダウン細胞において減尐して
いた。以上のことから、Hrs は HCV アセ
ンブリに関与している可能性が示唆された。 

(3) HCV感染細胞の上清を精製し、ショ糖

密度勾配遠心にて分画すると、HCVコアタ

ンパクとエクソゾームマーカーである

CD63はほぼ同じ分画に存在した。共焦点顕

微鏡を用いて観察すると、multivesicular 

bodyとHCVコアタンパクは部分的に共局

在しており、免疫電顕をおこなうと、HCV

コアタンパクおよびエンベロープタンパク

はmultivesicular body内のintraluminal 

vesicleにも存在していた。MVB形成に必須

とされるVPS4ノックダウン細胞においても

、HCV放出の減尐がみられた。エクソゾーム

放出に必須のRab27bノックダウン細胞にお

いても、HCV放出の減尐がみられた。以上の

ことからHCVはHrs依存性エクソゾーム経

路を利用している可能性が示唆された。

(Virology, 2012) 
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