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研究成果の概要（和文）： 

現在、我が国には 200 万人の C型肝炎ウイルス（HCV）感染者がおり、肝癌の 8割が HCV 陽性で

ある。昨今のインターフェロン療法の進展に伴い、C型肝炎の奏効率が 50~70%に向上している

ものの、依然として年間 3 万人が C 型肝炎により死亡しているのが現状である。HCV が感染す

るモデル動物はチンパンジーのみであることが、C型肝炎治療薬創製を困難なものにしている。

以上の背景を踏まえ、本研究では、汎用性および利便性に優れたイムノコンピテントマウスを

用いた HCV 感染評価系開発を目指し、長鎖 RNA 導入ベクター系、HCV ゲノム発現システムの開

発を試みた。 

 

研究成果の概要（英文）： 

Host tropism of hepatitis C virus (HCV) is limited to human and chimpanzee. HCV infection 

has never been fully understood because there are few conventional models for HCV 

infection. The efficient delivery of the HCV RNA sub-genomic replicon into cells is useful 

for basic and pharmaceutical studies. The adenovirus (Ad) vector is a convenient and 

efficient tool for the transduction of foreign genes into cells in vitro and in vivo. 

However, an Ad vector expressing the HCV replicon has never been developed. In the present 

study, we developed Ad vector containing an RNA polymerase (pol) I-dependent expression 

cassette and a tetracycline-controllable RNA pol I-dependent expression system. We 

prepared a hybrid promoter from the tetracycline-responsive element and the RNA pol I 

promoter. Ad vector particles coding the hybrid promoter-driven HCV replicon could be 

amplified, and interferon, an inhibitor of HCV replication, reduced HCV replication in 

cells transduced with the Ad vector coding HCV replicon. These results indicate that the 

Ad vector system is useful for HCV research. 
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１．研究開始当初の背景 

HCV は、コア、外殻蛋白質などの構造蛋白質、

RNA ポリメラーゼなどの非構造蛋白質、プラ

ス鎖 RNA（9.6 kb）からなる 55～65 nm の RNA

ウイルスであり、ウイルス外殻にある E2 蛋

白質を介して肝細胞に感染するが、その宿主

域は非常に狭くヒトとチンパンジーの肝臓

にしか感染しない。現在、HCV 薬の in vivo

薬効解析では、免疫不全マウスにヒト肝細胞

を移植したキメラマウスに C型肝炎患者血清

を投与する系が用いられており、論文・特許

を見ても分かるように依然として利便性・汎

用性を兼ね備えた HCV感染モデル系は皆無で

ある（Moriishi and Matsuura, 2007）。2009

年にヒト claudin-1、occludin、CD81 を導入

することでマウス肝細胞に HCVが感染するこ

とが見出され、HCV 受容体トランスジェニッ

クマウスの肝臓に HCV RNA ゲノムを導入した

HCV感染モデルの概念が提唱された（Ploss et 

al., 2009）。しかしながら、9.6 kb もの長鎖

RNA を効率的に in vivo 投与する技術は未だ

開発されておらず、肝臓への長鎖 RNA 導入法

の開発が HCV克服に向けた最重要課題となっ

ている。 

さて、哺乳細胞における RNA 発現系は、

rRNA を発現する RNA polymerase (pol) I 系、

mRNA を発現する RNA pol II 系、tRNA などの

短鎖 RNA を発現する RNA pol III に大別され、

現在一般的な遺伝子発現では RNA pol II系、

siRNA などの発現系では RNA pol III 系が利

用されている。RNA pol I 系は 13 kb のサイ

ズを持つ rRNA の発現に関与していることか

ら、この長鎖 RNA 発現系、RNA pol I 発現カ

セットを用いれば、HCV RNA ゲノムの in vivo

投与が可能になると推察される。 

 

 

２．研究の目的 

上述した背景を踏まえ、本課題では、独自の

RNA pol I 発現系を用いて HCV ゲノム導入ベ

クターを開発し、利便性・汎用性に優れた新

規 HCV感染評価系の開発することを目的とし

た。 

 

 

３．研究の方法 

RNA pol I プロモーターをクローニングし、

テトラサイクリン応答性配列を連結したキ

メラプロモーターを作製し、ルシフェラーゼ

をレポーター遺伝子として用いてテトラサ

イクリン応答性 RNA pol I プロモーターの最

適化を行った。 

本ハイブリッドプロモーターの下流に

HCV sub genomic replicon を挿入したベクタ

ーを作製し、HCV 複製などを解析した。 

さらに、本システムを用いてヒト iPS 細

胞由来肝細胞における C型肝炎ウイルス感染

の可否を検証した。 

 

 

４．研究成果 

遺伝子導入効率に優れ、臨床使用実績のある



 

 

アデノウイルス（Ad）ベクターに着目し、テ

トラサイクリン依存的に発現制御可能なRNA 

pol I発現Adベクターを作製、当該システムを

用いることでHCVゲノム発現Adベクター作製

が可能になることを見出し、本システムの最

適化を行った。 

次に、本システムのin vivo遺伝子導入活

性を解析したものの、in vivoにおける発現は

観察されなかった。そこで、in vivo導入ベク

ター開発に向けて、国際学会において情報収

集を行い、helper dependent Adベクター作製

系、発現効率に優れたHCV 2a株のcDNAの入手

を図った。 

  また、予備的にヒトiPS細胞由来肝細胞を

用いてHCVゲノム複製を解析したところ、分化

誘導前のiPS細胞ではHCVゲノム複製は観察さ

れず、iPS由来肝細胞においてHCVゲノム複製

が観察された。このことは、iPS細胞からiPS

由来肝細胞をsequential解析することで、HCV

複製に関与する新たな宿主因子の同定につな

がることを示唆している。 

  今後は、引き続き、HCVゲノム導入ベクタ

ーの最適化を行うと同時に、iPS細胞技術と組

合わせることで新規創薬標的の同定も進めて

いく予定である。 
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