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研究成果の概要（和文）：我々は、独自に構築したウイルス培養細胞モデルを用いて薬剤スクリーニング技術を遂行し
、(1) GPx8がHCV・NS3-4Aプロテアーゼにより切断される宿主因子であるという事をSILAC法による網羅的プロテオーム
解析により同定した。(2) HCV感染培養系を用いて、L-carnitine投与によるHCVの複製、粒子形成への影響を詳細に解
析し、L-carnitineがHCVの細胞内増殖を抑制せず、粒子径性、分泌を抑制することを示した。本研究で同定された化合
物の作用機構の解析・小動物モデルを用いた効果・安全性の検証を進めることによりHCVの新規治療法開発に結びつく
ものと考える。

研究成果の概要（英文）：We have conducted a high throughput screening of chemical library for antiviral 
compounds against hepatitis C and hepatitis B viruses and acquired the following results. 1. GPx8, a host 
protein, was cleaved by HCV-NS3/4A serene protease and enhanced viral replication in the host cells. 2. 
L-carnitine suppressed HCV viral assembly by targeting formation of cellular lipid vesicles. With the 
above results, it is possible that we can constitute novel antiviral therapeutics against hepatitis 
viruses.

研究分野：消化器内科学

キーワード： 肝炎ウイルス

  ３版
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１．研究開始当初の背景 
 ウイルス性慢性肝疾患は国内に約300万人
（HCV: 150万人、HBV150万人）が存在し、
多くの症例が肝硬変・肝癌に進展する「21
世紀の国民病」である。起因ウイルスに対す
る治療にも背景を共通にした課題が多く存
在し、対策が急務となっている。 
 HCV 感染症に対しては、近年プロテアー
ゼ阻害薬の導入でウイルス排除率が 70%ま
で向上したが、従来以上に重篤な副作用のた
め多くの高齢者、肝硬変患者は治療非適応で
ある。さらに IL28B遺伝子多型に起因する約
30%のインターフェロン(IFN)不応症例では
薬剤耐性ウイルスの出現を伴い超難治群と
なる。従ってすべてのウイルス感染ライフサ
イクルを標的とした治療と、IFN抵抗性をキ
ャンセルする新たな抗ウイルス療法の創出
が必要である。 
 HBV 感染症は慢性および急性感染を始め
とした多彩な臨床像を呈する。健常成人の
16%を占めるHBV既感染者、HBVは肝に潜
伏しており一生に渡る HBV 再活性化・重症
再発性肝炎の危険を伴っている。HBV 感染
の治療は核酸アナログ薬が広く用いられて
いる。しかしこの核酸アナログ薬には以下の
問題がある。(1)標的がすべて単一であり、薬
剤耐性ウイルスが生まれると複数の薬に交
差耐性を生じる。(2)核酸アナログ薬は肝炎発
症の引き金となるウイルス蛋白産生を直接
抑制するものでないため、効果発現が遅く肝
炎重症例に対し効果が限定的である。(3)核酸
アナログ薬は終生にわたり継続投与される
ことから、多剤耐性 HBV による肝炎再発と
その二次感染が重大な問題となる。以上の問
題を補完する新規治療法の開発が強く望ま
れる。 
 
２．研究の目的 
 申請者らは、独自に構築したウイルス培養
細胞モデル、および薬剤スクリーニング技術
を応用し、ウイルス感染ライフサイクルのす
べてのステップ（細胞吸着侵入→増殖→粒子
形成排出）を標的とし、薬剤耐性ウイルス・
重症急性感染に対しても即効性があり、既存
治療を補完しうる新規クラス抗ウイルス療
法を創出するための技術基盤を得る。 
 (1)合成・天然化合物ライブラリーの HCV
増殖、ウイルスエントリー、分泌抑制化合物
のHigh-Throughput Screening (HTS)：我々
はこれまでHCVレプリコンを用い、約 2,500
種の臨床薬剤、8,000 種のランダム化学合成
ライブラリーの HCV 増殖抑制効果をスクリ
ーニングし、前述のごとく候補化合物を報告
している。本研究ではさらに東京医科歯科大
学ケミカルバイオロジーセンター保有の
10,000種の合成化合物を対象にHCVレプリ
コン、蛍光タグ付加 HCV（右図）を用いて
HTSを遂行し、候補化合物に関しては構造活
性相関、作用機構の解析を行う。 
 (2)HTS によるインターフェロン作用を増

強する化合物の探索： I/III 型インターフェ
ロン(IFN)は、ウイルス感染の主要な防御機
構である。申請者は HTS によりインターフ
ェロンシグナル増強効果を有する天然化合
物である Toosendanin を報告している
(Watanabe, AAC 2011)。本研究ではそれらの
化合物の作用機構を解析すると共に、IFN誘
導性 ISREプロモーター、IL28Bプロモータ
ーレポータープラスミドを用いてインター
フェロン応答を増強させる化合物の HTS を
展開する。 
 (3)HBV感染抑制化合物の探索：(i)HBV感
染ライフサイクルにおける HBX 蛋白の機能
および HBV 増殖に重要な機能エピトープを
探索し、薬物・合成化合物大規模スクリーニ
ングの標的となる部位を特定する。(ii)HBV
発現細胞株を用いて、合成化合物ライブラリ
ーの HTS を遂行し、主にウイルス蛋白発現
抑制作用を有する化合物を探索する。 
 
３．研究の方法 
(1)合成化合物ライブラリーを用いた HCV 増
殖抑制効果効果の HTS：HCV Feo レプリコン
細胞を96穴プレートに播種し化合物を添加、
48 時間培養後ルシフェラーゼアッセイ、およ
び MTS アッセイにより HCV 発現レベル、細胞
増殖レベルを定量する。 

 
(2)HTS によるインターフェロン発現・応答系
を増強する化合物の探索：I 型インターフェ
ロン(IFN)は、生体における主要なウイルス
感染防御機構であり、ウイルス侵入等をトリ
ガーとして分泌され、ウイルス蛋白発現・増
殖抑制、さらにアポトーシスによる感染細胞
排除をもたらす。本研究では IFN 誘導性 ISRE
プロモーター、IL28B プロモーターレポータ
ープラスミドを用いてインターフェロン応
答を増強させる化合物の HTS を展開する。 
(3)HBV 感染抑制化合物の探索：HBV 感染ライ
フサイクルにおけるHBX蛋白の機能解析：HBX
蛋白は感染細胞の増殖・ウイルス蛋白産生を
亢進し、細胞の形質転換を来す。本研究では、
各機能ドメインを欠損したHBVゲノムプラス
ミドとX蛋白発現プラスミドを細胞に共導入
することで、ウイルス蛋白発現、細胞増殖、
細胞内シグナルなどに対する影響を解析す
る。本研究に使用する HBV 増殖細胞モデルと
しては、日本に多く存在する HBV ゲノタイプ



A, B および C株の 1.2倍長ゲノムをクローン
化した感染粒子形成可能なプラスミドを使
用する。ヒト肝癌 Huh7 細胞に HBV プラスミ
ドを遺伝子導入し、transient および stable 
HBV 発現細胞株を作成する。 
 
４．研究成果 
(1)臨床薬剤・生理活性化合物、多様志向性
合成化合物(DOS)ライブラリー4046 化合物の
スクリーニングを遂行し、細胞毒性を示さず
にレプリコン増殖抑制効果を示す化合物を
23 個抽出した。このうち、HCV-JFH1 細胞培
養系においてHCV増殖抑制効果を示す化合物
を４種同定した。これらは HCV-IRES 翻訳活
性には影響せず、HCV 増殖を特異的に阻害し
ている可能性が示唆された。同定された４種
の化合物それぞれとIFNおよびプロテアーゼ
阻害薬(BILN2061)との併用効果をレプリコ
ン細胞を用いて解析した。IFN との併用では
化合物 A (N'-(morpholine-4-carbonyloxy) 
-2-(naphthalen-1-yl) acetimidamide, 
MCNA) が相乗効果、B、Cとは相加効果、Dと
は拮抗効果であった。IFN との併用では化合
物 Aが相乗効果、B、Cとは相加効果、Dとは
拮抗効果であった。BILN2061 との併用では化
合物 Bが相乗効果、A、Cとは相加効果、Dと
は拮抗効果であった。 
(2) Glutathione peroxidase 8（GPx8）が HCV・
NS3-4A プロテアーゼにより切断される宿主
因子であるという事をSILAC法による網羅的
プロテオーム解析により同定した。GPx8 をク
ローニング後、HCV 生活環への関与を各段階
毎に解析した結果、HCV のエントリーや RNA
複製ではなくウイルス粒子産生に関与して
いる事が示唆された。 
(3)HCV 感染培養系を用いて、L-carnitine 投
与による HCV の複製、粒子形成への影響を詳
細に解析し、L-carnitine が HCV の細胞内増
殖を抑制せず、粒子径性、分泌を抑制するこ
とを示し、それが感染細胞内の脂肪滴減少に
よることを示した。また、IFN、HCV プロテア
ーゼ阻害剤、HCV NS5A 阻害剤など抗ウイルス
効果が明らかにされている薬剤との相加・相
乗効果の有無の検討を行い、相加効果である
ことを確認した。 
 HCV キメラリポーターレプリコン系、およ
び蛍光蛋白発現HCV培養系を用いたウイルス
侵入、増殖、分泌のすべてのステップを標的
とした阻害薬のスクリーニング・アッセイシ
ステムは、HCV 生活環のあらゆるステップに
対する阻害剤探索や薬効評価への応用が期
待される。本研究で同定された化合物の作用
機構の解析・小動物モデルを用いた効果・安
全性の検証を進めることによりHCVの新規治
療法開発に結びつくものと考える。以上から
抽出された化合物、得られた知見を統合し、
HCV 増殖の分子レベルでの理解を深め、新規
クラス抗 HCV 薬の開発・実用化に必要な基盤
情報の蓄積を行う。 
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