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研究成果の概要（和文）：C型肝炎ウイルス（HCV）のライフサイクルに関わる宿主分子については、いまだ未知の部分
が多い。そこで本研究では、HCV感染に耐性を示す宿主変異株の分離を通じて、HCV感染・産生に重要な宿主因子を検索
・同定し、HCVライフサイクルに関わる宿主分子メカニズムを解析することを目的とした。その結果、新たに複数の宿
主因子が、HCVライフサイクルに関わることが明らかとなった。様々樹立された宿主変異株の解析から、特に、タイト
ジャンクションタンパク質のoccludinが、HCVのセルフリー感染および細胞―細胞間感染に必須であり、有用な創薬標
的になりうると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Life cycle of hepatitis C virus (HCV) is still poorly understood. In this 
project, I was trying to isolate host cell mutants resistant to HCV infection and to identify the 
defective genes in the mutants. A lot of hepatic cell mutants defective in HCV infection were 
established, and I found several novel host factors substantially involved in HCV infection. From the 
results of various analyses using established cell mutants defective in HCV infection, I also confirmed 
that a tight junction protein occludin is essential for both cell-free HCV entry and cell-to-cell HCV 
transmission in hepatic cells, and would be therefore a promising anti-HCV drug target.

研究分野： ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 
C 型肝炎ウイルス（HCV）に感染すると、極
めて高率に慢性感染となり、脂肪肝、肝硬変、
肝細胞がんという重篤な肝疾患を引き起こ
す。当時最も効果的な治療法であったインタ
ーフェロン療法においても奏効率は7割程度
であり、副作用も強く、新たな薬剤の開発は
急務とされていた。薬剤の開発手法としては、
まずウイルス因子を標的とした方法が考え
られるが、HCV は変異ウイルスの出現頻度が
極めて高く、薬剤耐性の問題が懸念される。
そこで宿主因子を標的とした薬剤も考える
べきであるが、培養細胞での効率的なウイル
ス感染・増殖が可能になって数年と経ってい
ない状況であったこともあり、HCV ライフサ
イクルの詳細は依然不明の点が多く、薬剤標
的となりうる宿主分子の情報は乏しい状況
だった。 
HCVは約9.6kbの一本鎖RNAゲノムを持つプ
ラス鎖 RNA ウイルスである。HCV はまず、肝
細胞表面の受容体に結合した後、エンドサイ
トーシス経路を介し細胞内に侵入する。ゲノ
ムには、一つのポリプロテインがコードされ、
翻訳された後、プロセシングを受けて、10 個
のウイルス蛋白質が産生される。次に、小胞
体でゲノムの複製、粒子の会合・出芽が起こ
り、ウイルス粒子はゴルジ体を経て、細胞外
へ放出されると考えられている（Nature 
436,929,2005）。侵入過程には、CD81、SRBI、
LDL 受容体、claudin-1、occludin の関与が
明 ら か と さ れ て い る が （ Cell. 
Microbiol.10,821,2008）、これら分子が HCV
感染に本当に必須なのか、そして、これら分
子間のクロストーク・他因子の関与について
は依然不明の点が多かった。また、ゲノム複
製は特定の細胞内マイクロドメイン（脂質ラ
フト画分）で起こること（JVI 77,4160,2003; 
Virology 324,450,2004）、ウイルス粒子の会
合が脂肪滴周辺で起こること（Nat. Cell 
Biol.9,961,2007）、粒子の分泌過程には超低
密度リポ蛋白質分泌機構が関与しているこ
と（PNAS 104,5848,2007）などが示唆されて
きた。しかし、HCV ライフサイクルに関与す
る多くの宿主因子及びそのメカニズムにつ
いては未だ不明の点がきわめて多く残って
いる状況であった。 
 
２．研究の目的 
以上の背景から、本研究では、HCV 感染・産
生に必須な宿主因子を遺伝学的に検索・同定
し、それら宿主因子の HCV ライフサイクルに
おける機能を一つでも明らかとすることを
最終目的とした。具体的には、RNAi ライブラ
リを導入した肝細胞株（遺伝子ノックダウン
株）等を親株として、HCV 感染に耐性を有す
る宿主変異株の分離を広範に行い、変異株に
おける欠損遺伝子を同定し、欠損遺伝子が
HCV ライフサイクルのどの過程に関与するか
を細胞生物学的に明らかにする。さらに、可
能であれば、欠損遺伝子が抗 HCV 薬ターゲッ

トとなりうるかを考察する。 
 
３．研究の方法 
 研究戦略としては、HCV 感染に耐性を示す
宿主変異株の分離を通じて、HCV 感染・産生
に必須な宿主因子をゲノムワイドに検索・同
定することをめざした。 
そのためにはまず、HCV 感染に耐性を示す

変異株を効率的に分離する方法が必要であ
るが、我々はすでに、HCV に高感染感受性で、
細胞変性効果(細胞死)が顕著に現れる、ヒト
肝由来 Huh7.5.1-8 細胞を樹立しており、本
細胞株を親株として、RNAi 導入細胞ライブラ
リ を 作 製 し た 。遺 伝 子 発 現 解 析 か ら
Huh7.5.1-8 細胞は、よりヒト肝臓に分化した
状態に近く、かつ、細胞増殖も優れた細胞株
になっていることで、HCV 感染感受性が非常
に高くなっていることが明らかとなってき
ている(Shirasago et al., Jpn. J. Infect. 
Dis., 2015)。 
RNAi（shRNA）ライブラリは、ヒト 47,400

遺伝子に対し 20 万ターゲット shRNA を含む
レンチウイルスライブラリを用いることと
した。親細胞のHuh7.5.1-8細胞については、
HCV 受容体として既知である CD81 および
claudin-1 を過剰発現した細胞を用いること
で、（高頻度に）分離されることが予想され
る CD81 ノックダウン細胞や claudin-1 ノッ
クダウン細胞が分離されにくくなる工夫を
行った。本レンチウイルス(ライブラリ)を
Huh7.5.1-8/CD81/claudin-1 細胞に MOI: 0.5
で感染させ、puromycin で選択し、遺伝子ノ
ックダウン細胞ライブラリを構築した。 
また、我々の培養している Huh7.5.1 細胞

は、細胞に大きな多様性があることがわかっ
てきているので、（遺伝子改変していない）
Huh7.5.1 細胞を親株に用いた検討も行うこ
とにした。 
HCV 耐性株の分離（スクリーニング）は、

以下のように進めた。本ノックダウン細胞ラ
イブラリに HCV を高用量（MOI: 50）で 10 日
ごとに 2回感染させた後、生き残る細胞（HCV
非感染細胞）集団をクローニングにより分離
した。 
分離した細胞に導入された shRNA（標的遺

伝子）の同定は、ゲノム PCR、増幅断片のク
ローン化、シークエンス解析により行った。 
同定因子がHCVライフサイクルに関与して

いることの確認は、同定した各 shRNA を導入
した Huh7.5.1-8 細胞を改めて樹立し、それ
らを用いて検討した。 
HCV 感染による細胞変性効果は XTT アッセ

イにより測定した。HCV 産生能については、
各細胞に 37℃、2時間 HCV を感染することに
より行った。培養容器はコラーゲンコート 48
穴プレートを用いた。同定分子のノックダウ
ンは市販の validated siRNA を用い、各タン
パク質につき3種のコンストラクトで行った。
細胞への導入は lipofectamine RNAiMAX を用
い 20nM で感染前後に 2 回行った。各タンパ



ク質の発現量は各抗体を用いた細胞破砕画
分のイムノブロットにより測定した。ウイル
ス産生能の測定は、経時的に培養液中の HCV
コア蛋白質量を ELISA で定量すること、ある
いは、細胞中のウイルス蛋白質(コアタンパ
ク質及び NS3)をイムノブロットで解析する
こと、また、細胞内外の RNA 量を qRT-PCR に
より定量することにより行った（Fukasawa et 
al., J. Virol. 2015）。 
さらに、HCV ライフサイクルへの関与が報

告されている分子(occludin)については、
CRISPR/Cas9 系によるゲノム編集技術を用い、
Huh7.5.1-8 細胞を親株として、ノックアウト
細胞(欠損細胞)を作製し、それを解析に用い
た。 
細胞―細胞間感染の検討については、以下

のように行った。核が GFP で染色された
Huh7.5.1-8 細胞をあらかじめ HCV 感染させ、
その感染細胞とナイーブな各欠損細胞を共
培養させる。各欠損細胞に感染が広がってい
くかを免疫染色で観察することにより判定
した(Shirasago et al., Biol. Pharm. Bull., 
2016)。 
感染性ウイルス株は、HCV-JFH1 株の他に、

HCV-Jc1 株、HCV-TNS2J1 株も用いた。HCV 侵
入過程の測定のためには、各遺伝子型の HCV
シュードウイルスを用いた。HCV 複製過程の
検討には、HCV レプリコンシステムを用いた
(Saito et al., J. Virol., 2015; Shirasago 
et al., Biol. Pharm. Bull., 2016)。 
 
４．研究成果 
 宿主遺伝子ノックダウン細胞ライブラリを
用いて、HCV に耐性を示す細胞(生き残る細
胞)のスクリーニングを行った。分取した細
胞群より、含有していた shRNA(ノックダウン
候補遺伝子)を多数同定した。同定した各遺
伝子に相当するshRNAを導入したノックダウ
ン細胞を樹立し、HCV 感染感受性を検討した。
その結果、有意な HCV 耐性を再現できた細胞
が複数種得られた。この中には HCV 複製に極
め て 重 要 で あ る こ と が 知 ら れ る
phosphatidylinositol-4-kinase III α
(PI4KIIIα)が含まれており、スクリーニン
グ系が機能的であることが確認された。他に
同定された分子は皆、少なくとも複製過程に
関わっているものと考えられたが、現在その
機能についてさらに詳細な解析を進めてい
る。一方、これらの分子は、HCV ライフサイ
クルに関与することが強く示唆されたもの
の、HCV 感染に必須の因子とは言えない結果
(ノックダウンによる HCV 感染の低下が
PI4KIIIαの場合に比べて弱い)であった。以
上の結果から、HCV 感染に重要な宿主因子を
複数同定できたものの、これら新規宿主分子
は抗 HCV 創薬標的としては、最適とは必ずし
も言えないと現状では考えている。 
 遺伝子改変していない Huh7.5.1 細胞を親
株に用いたスクリーニングも継続して行っ
た。その結果、多数の HCV 耐性の変異細胞株

が得られた。これら変異株の一部について、
遺伝子発現解析を行った結果、親株と比較し
て、発現が欠損している多数の宿主遺伝子が
見出された。これら分子の HCV 感染における
重要性を検討するため、各 siRNA を用いた検
討、CRISPR/Cas9 系を用いた遺伝子ノックア
ウト細胞を樹立し利用する検討を行ってい
るが、矛盾する結果も得られており、今後さ
らに検討する必要があると考えている。 
 我々はこれまでに、CD81 欠損細胞や
claudin-1 欠損細胞を分離し、HCV 侵入過程
において、これらが重要な役割を果たしてい
ること、特に、claudin-1 は、セルフリー感
染および細胞―細胞間感染双方に必須であ
ることを示し、抗 HCV 創薬標的として有用で
あることを報告してきた（Fukasawa et al., 
J. Virol. 2015）。occludin 分子は HCV の侵
入過程に関わることが報告されているが、肝
細胞で本当にHCV感染に必須であるかはこれ
まで最終結論が得られていなかった。そこで、
CRISPR/Cas9 系によるゲノム編集技術を用い
て occludin ノックアウト細胞（occludin 欠
損株）を樹立し検討を行ってきた。複数の
Occludin ノックアウト肝細胞株で、HCV 感染
が完全に欠損していること、Occludin 遺伝子
を導入することで、複数種の HCV 株の感染が
回復することが明らかとなった。さらに、
occludin 分子が、セルフリー感染だけでなく
細胞―細胞間感染にも必須であることが、
様々な検討からわかった。このことから、抗
HCV創薬標的としてoccludinが極めて有用で
あることが確信された。 
以上のように、本研究では、HCV 感染に耐

性を示す宿主変異株の分離を通じて、HCV 感
染・産生に重要な宿主因子のいくつかを同定
することに成功した。創薬標的としての
occludin の有用性に関する細胞レベルでの
基盤データも本研究費の一部を用いて得ら
れ、本成果はこの後、他の研究費の支援も受
けて、感染阻止ができる occludin 結合プロ
ーブの作成などへとさらに発展している。 
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