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研究成果の概要（和文）：HCV遺伝子スイッチング発現Tgマウス肝細胞にHCV蛋白を発現させ経時的に、病態の解析を行
った。約２年にわたりリンパ球の浸潤像、steatosisなどの慢性肝炎の所見をみとめ、肝細胞癌が発症していた。次に
ＨＣＶの非構造蛋白質発現rVV-N25接種群では肝臓の索状構造やsteatosisなどの正常化が認められた。HCV蛋白質の排
除にはCD4,CD8細胞が重要であった。HCV Tg miceの肝臓内のmacrophageはM2優位であり、TNFaやIL-6が産生されていた
。さらにrVV-N25は肝臓内炎症性M2 macrophage数を減少させる事で肝臓の正常化に寄与することが示された。

研究成果の概要（英文）：We have reported that hepatitis C virus transgenic mice (HCV Tg) caused 
continuous liver injury and developed hepatocellular carcinoma through the Cre/loxP switching system. In 
addition, we showed recombinant vaccinia viruses expressing HCV nonstructural protein (rVV-N25) could 
protect against the progression of chronic hepatitis by way of suppression of macrophages activation. We 
focused on the role of tissue macrophages for liver disease of the HCV Tg mice and examined 
characteristic features of macrophages following rVV-N25 treatment. rVV-N25 treatment suppressed cell 
number and cytokine production on macrophages in the liver. M2 macrophages contribute to the induction of 
chronic liver inflammation in HCV mouse models. In addition, rVV-N25 induced therapeutic effect on liver 
tissue due to suppressed macrophage recruitment and activation.

研究分野： 感染免疫
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１．研究開始当初の背景 
 難治性のウイルス疾患の中でも 200 万人と感
染者が多く、予後も悪いＣ型肝炎ウイルス(ＨＣ
Ｖ)疾患の征圧を研究の基軸とする。HCV は感
染後 80〜90％の高率で持続感染化し、慢性肝
炎、さらに肝細胞癌を発症する。持続感染が成
立するためには細胞内自然免疫と宿主の獲得
免疫監視機構の両方から逃避する必要がある。
HCV は感染肝細胞内で持続的に複製し、イン
ターフェロン(IFN)系による複製阻害を受けない。
我々は、培養細胞やマウス肝臓組織細胞と異
なり、HCV 感染ヒト肝臓キメラマウス肝細胞では
TypeI インターフェロンは誘導されず TypeIII イ
ンターフェロンのみが誘導されることを見いだし
ている。（投稿中）。また、HCV 感染ヒト肝臓組
織では HCV が持続的に複製し、細胞障害性Ｔ
細胞（CTL）が誘導されているにも関わらず活性
は非常に弱く、ウイルス感染細胞が排除されな
いことが知られている（Chisari FV J Clin Invest. 
1997）。このことから持続感染が成立する理由
の一つとして HCV に対して宿主側が免疫寛容
状態になっていると考えられている。また、本研
究者らの解析から、HCV はヒト及びマウス肝臓
蛋白質と非常に相同性の高いアミノ酸配列（分
子相同性エピトープ）を多く有していることが明
らかなり、慢性肝炎は自己免疫疾患様の病態と
考えることもでき、さらに臨床的にも自己抗体の
産生が認められ自己免疫疾患様の合併症が認
められている。 
 これまで HCV の病原性発現機序を解析するた
めにHCVのcDNAを組み込んだトランスジェニッ
クマウスの開発が行われてきた。しかし、HCV 遺
伝子が導入されたマウスは出生時からすでに
HCV 蛋白の発現があるために免疫寛容状態と
なり、宿主の免疫反応すなわち慢性肝炎状態の
解析が困難であった。そこでそれらの問題を解
決するために、Cre/loxP システムで任意の時期
に HCV 遺伝子をスイッチング発現するトランスジ
ェニック（Cre/loxP/HCV-MxCre Tg）マウスを樹
立 し た 。 HCV 蛋 白 を 発 現 さ せ た
Cre/loxP/HCV-MxCre Tg マウスは、急性肝炎
から慢性肝炎状態に移行し、受動的に免疫寛容
が 成 立 す る こ と が 確 認 で き た 。 よ っ て
Cre/loxP/HCV-MxCre Tg マウスは正常な免疫
応答下で持続的に HCV 蛋白を発現させ、慢性
肝炎を発症させることができる HCV 持続感染モ
デルとして非常に有用であり、これまで困難とさ
れていた HCV の持続感染化と宿主の免疫応答
の関係を解析することを可能にした。 
 さらに、HCV 遺伝子組換えワクチニアウイルス
(HCV-rVV)を構築し,この HCV-rVV を慢性 C 型
肝炎のモデルマウスである HCV/Cre-Tg マウス
に接種した。接種後１週で慢性肝炎の病態が改
善し、肝細胞の膨化、索状配列の乱れ、脂肪変
性、グリコーゲン変性といった組織異常の正常化
がみられた。さらに、肝臓内 HCV 蛋白質を肝障
害を起こすことなく著しく減少させることができ、こ
れは HCV に対する治療ワクチンの有効性を示
唆していた。 
 本研究では、世界に先駆けて我々が確立した

肝炎発症 HCV-Tg マウス及び HCV 感染ヒト肝
細胞キメラマウスなどの動物モデルを用いて、こ
れまで困難であった HCV の感染複製時に修飾
される肝臓細胞側因子および獲得免疫系の撹
乱機序などを明らかにする。さらに、免疫活性化
に伴う蛋白質分解系の亢進が宿主細胞を殺傷
せずにウイルス蛋白質を選択的に認識し排除す
る機構について、細胞内及び個体レベルの両
方から解析を行う事とした。 
 
２．研究の目的 
C 型肝炎ウイルス(HCV)は感染後高率に持続感
染化し、慢性肝炎、さらに肝細胞癌を発症し予
後も悪い。HCV 遺伝子をスイッチング発現でき
るトランスジェニックマウス（HCV Tg マウス）を樹
立し、このマウスが持続的な HCV 蛋白発現と免
疫応答・慢性肝炎発症を起こし、肝硬変・肝がん
を発症することを明らかにした。このマウスモデ
ルを使用し、１）HCV の感染により修飾される肝
臓細胞側因子および獲得免疫系の撹乱機序を
明らかにする。２）さらにこれまでの定説と異なり、
免疫活性化に伴う蛋白質分解系の亢進が宿主
細胞を殺傷せずにウイルス蛋白質を選択的に
認識し排除する事を見いだしており、この機構
について、細胞内及び個体レベルの両方から解
析を行い、そのメカニズムを明らかにすることを
目的とする。 
 
３．研究の方法 
(１)．個体レベルでの免疫系による排除回避機
構として、特異的 CTL が誘導されているにも関
わらずウイルス感染細胞が完全には排除されな
いことが知られている。これまでに本研究者らは、
HCV がヒト肝臓蛋白質と非常に相同性の高いア
ミノ酸配列（分子相同性エピトープ）を多く有して
いることを見出している。HCV は molecular 
mimicry を有するように進化し、ヒトに適合し免疫
を回避する戦略を取るものと考えられる。このよう
な免疫逃避機構に加えて、宿主免疫応答によっ
て惹起される慢性炎症が発がん・炎症性疾患発
症を促進している。そこで、この免疫寛容獲得か
ら破綻に至る機序を解析するために、スイッチン
グ 発 現 後 に 獲 得 し た 免 疫 寛 容 状 態 に あ る
Cre/loxP/HCV-MxCre Tg マウスに、正常マウス
由来の脾細胞を移入したところ、HCV 蛋白量が
減少することを見出し、これは免疫寛容が破綻
したことを示唆する興味深い結果である。さらに、
HCV-rVV を慢性C 型肝炎マウスに接種したとこ
ろ HCV 蛋白質の排除と組織異常の正常化がみ
られた。そこで本研究では HCV がいかにして免
疫監視機構を回避し、持続感染化を成立させて
いるか、さらにこれが免疫活性化により破綻し、
HCV が排除される機序を明らかにすることを目
的とする。 
 ➊ HCV-rVV によりその免疫寛容が破綻し慢
性肝炎が沈静化した HCV Tg マウスから免疫担
当細胞を様々な細胞集団に分画し、免疫寛容
状態の Tg マウスに移入することで、HCV 排除に
必須な免疫担当細胞を同定する。➋ ウイルス
の持続感染で抗原刺激が持続すると、CD8 陽



性Ｔ細胞はPD1 分子を表出するようになり、免疫
不応答に陥ることが報告されている。PD1 および
CTLA4 の HCV Tg マウスにおける免疫寛容化
への関与を明らかにする。➌ HCV-rVV で賦活
化した CTL がウイルスを排除するかどうかを明ら
かにするために、ヒトの HLA-A2.1 を発現させた
HHD マウスにワクチン接種し、同じく HCV を感
染させた HLA-A2.1 のヒト肝臓を持つキメラマウ
スに感作脾細胞を移入することにより解析を行う。
➍ 組換えワクチニアウイルス（HCV-rVV）免疫
による肝臓内 HCV コア蛋白質排除に寄与する
細胞内蛋白質分解系の同定及び機序の解析を
行う。 
 
( ２ )．細胞内のウイルス排除機構として❶
Cre/loxP/HCV-MxCre Tg 及び HCV 感染ヒト
肝臓キメラマウス肝細胞での IFN 関連遺伝子
発現抑制の機序について、ヒト cDNA チップ及
びsiRNAライブラリーにより網羅的に解析する。
❷免疫活性化に伴うウイルス蛋白質を選択的
に認識し排除する蛋白質分解系の亢進に関わ
る因子を siRNA ライブラリー及び高感度プロテ
オミクスにより網羅的に解析し、相互作用してい
る蛋白質を決定する。さらに、決定された宿主
因子の機能について明らかにする。 
 
４．研究成果 
任意の時期に HCV 遺伝子をスイッチング発現
する Tg マウスを樹立した。このマウスは慢性肝
炎、肝線維化を経て肝細胞癌を生じた。更に
HCV 遺伝子組換え vaccinia virus（rVV）株を樹
立し、非構造領域を挿入した rVV-N25 が治療ワ
クチンとしての有効性を検証した。 
HCVTg マウス肝細胞に HCV 蛋白を発現させ経
時的に、病態の解析を行った。次にＨＣＶの構
造 蛋 白 質 発 現 組 換 え ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス
rVV-CN2、非構造蛋白質発現 rVV-N25、全蛋
白質発現 rVV-CN5 を慢性肝炎発症 Tg マウス
に投与した。 
肝細胞に HCV 蛋白が発現後、約２年にわたりリ
ンパ球の浸潤像、steatosis などの慢性肝炎の所
見を肝組織でみとめ、600 日後では有意に肝細
胞癌が発症していた。rVV-N25 接種群では接
種後 1 週で肝臓の索状構造や steatosis などの
正常化が認められた。HCV 蛋白質の排除には
CD4,CD8 細胞が重要であった。さらに N25 接種
群では、他群と比較し血清 IFNg, TNFa, IL-12, 
IL-6 などの炎症性サイトカインが抑制されてい
た。Lipo-clodronate 投与後に HCV Tg mice の
肝脂肪化、索状構造の異常構造など肝組織像
が改善しており macrophage が肝障害に関与し
ていることが示唆された。HCV Tg mice の肝臓
内の macrophage は M2 優位であり、TNFa や
IL-6 が主に M2 macrophage から産生されてい
た。 
これらの結果は M2 macrophag により産生された
炎症性サイトカインがHCV-TgマウスにおいてC
型慢性肝炎の誘導に寄与することを示唆してい
る。さらに rVV-N25 は肝臓内炎症性 M2 Mac 数
を減少させる事で肝臓の正常化に寄与すること

が示された。 
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