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研究成果の概要（和文）：近年、C型肝炎ウイルス（HCV）のの生活環の分子機構が明らかになりつつあるが、HCVゲノ
ムがどのようにして粒子内へパッケージングされるのかはまったくと言っていいほど明らかにされていなかった。本研
究では、１）HCV粒子の中に含まれるHCV RNAは大部分全長サイズであること、２）HCVゲノムの中で、3’UTR配列(～20
0塩基)がパッケージングに必要であり、特にその3’末端側に存在するstem-loop二箇所がゲノムパッケージングに重要
であること、３）HCV Coreタンパク質の塩基性アミノ酸クラスターはHCV RNAとの結合、粒子産生に重要であることな
どを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The mechanism(s) by which the hepatitis C virus (HCV) genome becomes encapsidated 
remains unknown. Deep sequencing demonstrated that a majority of particle-associated HCV RNAs are 
genome-sized. In cell cultures producing HCV, molecular ratios of 3’ end viral RNA to 5’ end positively 
correlated with infectivity of fractions and that of virion-rich fraction was the highest, suggesting 
selective encapsidation of genome RNA. Using trans-complementation systems, the 3’ untranslated region 
(UTR) of the genome was identified as a cis-acting element for RNA packaging. Mutations within the 
stem-loops at the 3’ end of the 3’ UTR were observed to diminish packaging efficiency. A foreign gene 
flanked by the 3’ UTR was encapsidated by supplying both viral NS3-NS5B proteins and Core-NS2 in trans. 
This study provides the first direct evidence of selective packaging of the HCV genome into the viral 
particles potentially through 3’ UTR-Core binding.
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１．研究開始当初の背景 
 C 型肝炎は我が国の国民病とも言われ、現

在、C型肝炎ウイルス（HCV）感染者は約 200

万人とされる。その多くが慢性肝炎から肝硬

変、肝細胞癌へと移行し、肝癌での年間死亡

者は３万人を超える。HCV は発見以来効率の

良いウイルス培養細胞系が存在しなかった

ため、従来のウイルス学的な研究手法は使え

ず、HCV の感染や複製といったウイルス生活

環についての情報は少なく、また抗ウイルス

剤の開発研究も遅れていた。しかしながら、

最近、劇症肝炎患者から分離された JFH-1

株を用いることにより、感染性 HCV を効率よ

く産生する培養細胞系が確立された。これに

より、同ウイルスの生活環に関する研究が大

きく進展することが期待されるに至り、ゲノ

ム複製機構などの研究で数々の新しい知見

が報告されている。しかしながら、HCV のゲ

ノムがどのようにして粒子内へパッケージ

ングされるのかはまったくと言っていいほ

ど明らかにされていない。 

 HCVのゲノムは9.6 kbの一本鎖RNAであり、

これが宿主細胞で新たに作られたウイルス

粒子に取り込まれることで、遺伝情報が次世

代のウイルスに伝えられる。HCV の構造蛋白

質 Core, E1, E2 のうち Core 蛋白質は塩基性

アミノ酸クラスターを有し、近縁ウイルスと

のアミノ酸配列比較などから、RNA（または

DNA）結合能を有し、ウイルスゲノムを内包

した粒子構造（ヌクレオキャプシド）の外殻

となるものと推定されている。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、1) HCV 粒子内に取り込まれる

HCV RNA 及び宿主細胞由来遺伝子配列解析、

2) HCVゲノムが粒子へ特異的に取り込まれる

ために必要なゲノム構造･配列の同定、及び

3) HCV ゲノム RNAと会合しヌクレオキャプシ

ド形成に重要な役割を果たす構造蛋白質領

域の同定、を行った。 
 
３．研究の方法 

 次世代シークエンサーGAII システムによ

り、精製 HCV 粒子内に含まれる HCV RNA 配列

及び宿主細胞由来遺伝子を網羅的に解析し

た。 

 ゲノムパッケージングに関与すると考え

られる HCV RNA 領域を部分欠損させた様々な

変異サブゲノムを作製し、HCC Core〜NS2 発

現プラスミドと同時にヒト肝がん細胞 Huh7

へトランスフェクションし、サブゲノムを内

包した HCV 粒子（HCVtcp）を作製、細胞外へ

分泌させた。この細胞内トランスパッケージ

ングシステムで得られた HCVtcp を naïve な

Huh7.5.1 細胞に接種し１日後の細胞内 HCV 

RNA を定量 RT-PCR で測定した。 

 HCV Core部分変異体を発現するプラスミド

を作製した。試験管内転写、翻訳系にて種々

の Core タンパク質を産生させ、in vitro 合

成した HCV RNA 断片との結合を AlphaScreen

法にて解析した。 

 
４．研究成果 

(1) HCV 粒子内に含まれる遺伝子の網羅的解

析 

 HCV 粒子に中には選択性を持って HCV ゲノ

ムが取り込まれるのか、非 HCV 遺伝子も含ま

れるのか、を明らかにするため部分精製 HCV

粒子から RNA を抽出し cDNA を次世代シーク

エンサーで網羅的に解析した。その結果、HCV

粒子内のHCV配列の大部分は全長遺伝子であ

ること、HCV 配列以外に宿主細胞由来の人遺

伝子も数多く検出されることが示された。断

片化された HCV 遺伝子は minor population

であったことから、ゲノムサイズの HCV 遺伝

子が選択的にパッケージングされる機構が

機能していることが示唆された。 

 

(2) HCV ゲノム RNA のパッケージングに必要

な HCV RNA 領域の同定 

 フラビウイルスなどではウイルスゲノム

複製と粒子へのパッケージングがリンクす

ることが知られている。HCV でもゲノム複製



効率が高い場合にパッケージング効率も高

いかどうかを調べた。トランスパッケージン

グシステムの producer 細胞として HCV ゲノ

ム複製を許容する Huh7 細胞または非複製許

容細胞 293T を用いた。両細胞ではほぼ同等

の HCV タンパク質産生が認められるものの

産生されるHCVtcpレベルはHuh7細胞の方が

有意に高かった。HCV においてもウイルスゲ

ノム複製と粒子へのパッケージングはリン

クする可能性が示された。その上で、複製能

とは独立に、粒子へのパッケージングを規定

する HCV RNA 配列が存在する可能性を考え、

トランスパッケージングシステムを駆使し

て HCV パッケージングシグナルアッセイ系

を構築し、以下の研究を行った。ウイルス遺

伝子のパッケージングには遺伝子末端領域

の二次構造が関与する可能性が考えられる

ため、HCV RNA の 5’または 3’非翻訳領域

(UTR)をランダムに変異させたミニライブラ

リーを挿入したサブゲノムレプリコンを作

製した。この変異ライブラリーレプリコンを

Huh7 細胞へ導入、複製能を調べると、3’UTR

変異では複製能を保持した変異レプリコン

が 20 種類以上存在することが示された。こ

れらの変異体について、トランスパッケージ

ング解析により、パッケージング能を調べた

ところ、3’UTR 内の stem-loop 構造の stem

部分の変異体では HCV 粒子にパッケージン

グされなくなることが明らかとなった。

5’UTR について同様の手法で解析を行った

が、今のところ複製を許容しパッケージング

能を持たない変異は見出されていない。この

ように、HCV ゲノムのパッケージングに

3’UTR が関与することが示唆されたが、

3’UTR 中で特に重要な領域を明らかにすべ

くさらに変異解析を行った。3’UTR には 3

カ所の stem-loop 構造（末端側から SL1, SL2, 

SL3）が存在するが、詳細な部分変異解析を

進めた結果、ゲノムパッケージングには SL1

及び SL2 が特に重要であることを見出した。

一方、HCV 3’UTR 配列は非 HCV 遺伝子に対

しても HCV 粒子へのパッケージングシグナ

ルとして機能するかを調べるため、GFP 遺伝

子の末端に HCV 3’UTR を付加して Core〜

NS2発現プラスミド及びNS3〜NS5B発現プラ

スミドと共に細胞へ導入しパッケージング

能を解析した。その結果、GFP 遺伝子は HCV 

3’UTR 付加によって HCV 粒子に取り込まれ

ることが示された。3’UTR を HCV パッケー

ジングシグナルと結論づけた。 

 

(3) HCV ゲノム RNA のパッケージングに必要

な Core タンパク質領域の同定 

 キャプシドタンパク質である Core には３

カ所の塩基性アミノ酸クラスター; aa 6-13 

(CL1), 39-43 (CL2), 59-70 (CL3)が存在す

る。各クラスターのリジンまたはアルギニン

をそれぞれアラニンに置換した変異HCVゲノ

ムを作製し細胞に導入して、ウイルス産生能

が保持されるかを調べた。その結果、CL2、

CL3 変異ではウイルス産生能は完全に消失す

るのに対し、CL1 変異ではウイルス産生能は

維持されることが示された。次に、CL2, CL3

がゲノムパッケージングに重要であるかを

明らかにするためトランスパッケージング 

(HCVtcp) 解析を行った。CL2 または CL3 変異

を持つ Core の場合、HCVtcp は全く産生され

なかった。さらに、CL2、CL3 変異が Core—HCV 

RNA 結合能に影響するかを検証するため、試

験管内で合成、精製した変異型また野生型

Core について 3’UTR RNA との結合効率を

AlphaScreen で解析した。その結果、CL2 ま

たはCL3変異Coreは野生型Coreと同等のRNA

結 合 能 を 有 す る こ と が 示 さ れ た 。

CL1/CL2/CL3 とも変異させた場合、RNA との

結合は顕著に低下した。以上の結果より、HCV 

Core の塩基性アミノ酸クラスターは HCV  

RNA との結合、粒子産生に重要であることが

示され、CL２及び CL3 は Core-RNA 結合後の

過程（例えばヌクレオキャプシドアセンブリ



ー）にも関与する可能性が示唆された。 
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