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研究成果の概要（和文）：HCVコア領域アミノ酸70及び91の変異は、IFN治療に対する抵抗性と肝発癌に関与しているこ
とが知られている。そこでコア領域アミノ酸70/91の変異を導入したgenotype 1b/2a株のキメラウイルスを用い、HCVの
増殖とIFN感受性に与える影響について検討を行った。その結果、コア領域アミノ酸70番の変異はHCV蛋白質の細胞内蓄
積を誘導し、MHC Class Iによる抗原提示能を抑制することが明らかとなった。これらの結果は、この変異を有するウ
イルスが、抗原提示能を抑制することで宿主免疫システムを逃れ、IFN治療抵抗性を獲得していることを示していると
考えられた。

研究成果の概要（英文）：Amino acid polymorphisms in the HCV genotype 1b core protein has been reported to 
be a potent predictor for poor response to IFN-based therapy and a risk factor for hepatocarcinogenesis. 
We investigated the effects of these polymorphisms with genotype 1b/2a chimeric viruses that contained 
polymorphisms of R/Q at aa 70 and L/M at aa 91. We found that the polymorphism at aa 70 was associated 
with efficiency of infectious virus production, and this deteriorated virus production in strains with 
aa70Q resulted in the intracellular accumulation of HCV proteins and attenuation of MHC class I molecule 
expression induced by IFN treatment through enhanced protein kinase R phosphorylation. These observations 
may explain the strain-associated resistance to IFN-based therapy and hepatocarcinogenesis of HCV.

研究分野： 肝臓病学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 HCV 感染は世界中に多くの感染者が存在し、
高い慢性化率と強い病原性をもつことから
公衆衛生上の大きな問題となっている。現在
日本では肝癌により年間約3万人が死亡して
おり、その約 75%が HCV に感染による肝癌と
考えられており、このウイルスの排除と肝病
態の進行阻止を目指した治療法の確立は急
務と考えられている。これまで C型慢性肝炎
の治療には、Peg-IFN とリバビリンが用いら
れていたが、genotype 1b で高ウイルス量の
患者ではその著効率は十分ではなく、治療効
果を規定する要因について多くの検討がな
されてきた。これまでに宿主側の予測因子と
して IL28B 近傍の遺伝子多型、ウイルス側の
因子として HCV コア領域や NS5A 領域のアミ
ノ酸変異が報告されている。これらの中で、
コア領域のアミノ酸変異は治療効果だけで
なく、肝発癌やインスリン抵抗性などこのウ
イルスの病原性にも影響することが報告さ
れている。しかし、これらの変異が HCV のラ
イフサイクルに与える影響は依然不明であ
り、どのような機序で IFN 治療感受性や病原
性を変化させているかはよくわかっていな
い。 
 そこで、我々が 2005 年に報告した HCV 
JFH-1 株と HuH-7 細胞を用いた HCV 感染増殖
システムを用いて、このコア領域のアミノ酸
変異が HCV のライフサイクルや薬剤感受性、
病原性発現機序に与える影響を明らかにし
ようと考えた。しかし JFH-1 株のコア領域に
これらのアミノ酸変異を導入し、培養細胞に
おいてウイルス複製と感染性ウイルス粒子
生成効率を評価したが、これらの変異の影響
は観察できていない。 
 
２．研究の目的 
 これまで臨床的に検討が行われたコア領
域のアミノ酸変異がIFN感受性に与える影響
は主に genotype 1b 株で検討されたものであ
る。しかし培養細胞で効率的な増殖複製が可
能な HCVは genotype 2a 株である JFH−１のみ
であり、genotype 1b 株の細胞培養系は存在
しない。そこで、その JFH-1 株のコア領域を
含む構造領域を genotype 1b 株に入れ換えた
JFH-1 キメラウイルスを用い、このコア領域
アミノ酸変異の影響を検討することとした。
このキメラウイルスにHCVコア領域のアミノ
酸変異を導入したキメラウイルス株の増殖
複製能と薬剤感受性を培養細胞で比較する
ことで、コア領域のアミノ酸変異が影響を与
える HCV ライフサイクルの過程が同定でき、
さらにこれらのウイルスの感染増殖が宿主
細胞に与える影響を解析することで、このウ
イルスが関わる薬剤感受性や発癌機構の解
析が可能になると考えた。 

３．研究の方法 
 HCV JFH-1 株（genotype 2a）の構造領域
を HCV genotype 1b 株由来に置換したキメラ
ウイルスを作成し、さらにコア領域に aa70
（R/Q）と aa91（L/M）の変異を導入した株を
作成した（TH/JFH1-RL, RM, QL, QM）。合成
したこれらの変異株の全長 RNA を Huh7.5.1
細胞に導入し、1 日目、２日目、３日目での
培養上清及び細胞内のコア抗原を測定する
ことでこれらの変異がウイルスの増殖に与
える影響を評価した。さらに IFN を添加しコ
ア抗原を測定することによりIFN感受性に与
える影響を検討した。また、HCV のレセプタ
ーのひとつである CD81 の細胞表面での発現
を欠損している Huh 7-25 細胞を用いて、こ
れらの変異がHCVのライフサイクルに与える
影響について詳細な解析を行った。さらに、
合成したこれらの変異株の全長 RNA を
Huh7.5.1 細胞に導入し、HCV 陽性細胞陽性率
とそれぞれの細胞内のHCVコア抗原量の蓄積
を FACS を用いて解析した。さらに IFN によ
り誘導されることが知られており、感染細胞
の抗原提示に関わる MHC class I 因子の発現
量も同様に評価した。 
 
４．研究成果 
 まず、Huh7.5.1 細胞を用いてコア領域のア
ミノ酸変異がHCVの複製増殖に与える影響の
検討を行った。HCV genotype 1b 株の構造領
域を持ったキメラウイルス RNA を Huh7.5.1
細胞に導入したところ、細胞内のコア抗原量
はコア領域へ導入したアミノ酸変異により
明らかな差を認めなかった。しかし、aa70 に
変異を導入した株である TH/JFH1-QM, -QL 株
では-RL, -RM株と比較して培養上清中のコア
抗原量が 10 分の１程度に低下していた（図
１）。 
 

 
図１. コア領域 aa70/aa91 変異が HCVの増殖
に与える影響 
 
 また、コア領域のアミノ酸変異が IFN の感
受性に与える影響を見るために、これらのキ
メラウイルス RNAを導入した細胞に IFNを添
加し、その抗ウイルス効果を検討したところ、
培養上清中および培養細胞内のコア抗原量



の減少には差を認めず、これらの変異の導入
はIFNによる直接的抗ウイルス作用には影響
を与えていないと考えられた（図２）。 
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図２. コア領域 aa70/aa91 変異が IFN感受性
に与える影響 
 
 そこで、HCV のレセプターを欠損している
Huh7-25 細胞を用いて、これらの変異が HCV
のライフサイクルに与える影響の検討を行
った。コア領域に変異を持つキメラウイルス
RNA の導入により、培養細胞内のコア抗原量
には大きな差を認めず、これらのアミノ酸変
異はHCVの複製能に影響を与えていないと考
えられた。しかし培養細胞内の感染力価は
aa70の変異株である TH/JFH1-QM, -QL 株では
-RL, -RM 株と比較して著明に低下しており、
aa70 のアミノ酸変異は細胞内での感染性ウ
イルス生成効率に影響を与えていると考え
られた（図３）。 
 

 
 
図３. コア領域aa70/aa91変異がウイルス複
製と感染性粒子生成効率に与える影響 
 
 そこで、これらの変異を持つ株の感染細胞
内での複製状況を FACS を用いて解析したと
ころ、aa70 の変異を持つ TH/JFH1-QM, QL 株
では HCV 陽性細胞数の割合（HCV positive 
rate; %）は少ないが、ひとつの陽性細胞内
の HCV コ ア 蛋 白 質 量 を 表 す Mean 
Fluorescence Intensity (MFI)が高く、HCV
複製により生成された HCV 関連蛋白質が、粒
子生成効率が低下しているために細胞内に
蓄積している可能性が考えられた（図４）。 
 さらに感染細胞の排除に関わり、IFN によ
り細胞表面への発現が誘導されることが知

られている MHC Class I 因子の発現について
も検討を行った。その結果、HCV のコア蛋白
質の蓄積を認めたTH/JFH1-QM、QL株では-RL, 
-RM 株と比較して細胞表面での MHC ClassⅠ
の発現が強く抑制されていた（図５）。 
 

 
 
図４. コア領域aa70/aa91変異株陽性細胞率
と細胞内コア蛋白質の蓄積 
 

 
 
図５. コア領域 aa70/aa91 変異株が MHC 
class I 発現に与える影響 
 
 以上の結果から、HCV コア領域アミノ酸 70
及び 91 の変異は IFN による直接的な抗ウイ
ルス活性には影響を与えないが、70 番の変異
により細胞内での感染性ウイルス粒子の生
成能が低下し、さらにその結果として HCV が
細胞内に蓄積するようになると考えられた。
さらに HCV 蛋白質の細胞内への蓄積は、IFN
により誘導される MHC Class I が関わる感染
細胞の抗原提示能を強く抑制することが明
らかとなった。これらの結果は、コア領域 70
番アミノ酸に変異を有するウイルスが、宿主
細胞内に蓄積し抗原提示能を抑制すること
で宿主リンパ球による細胞障害を逃れ、IFN
治療に対して抵抗性を獲得していることを
示していると考えられた。さらにこの MHC 
Class I 発現に与える影響は、感染細胞排除
の意味から、HCV が関わる肝発癌に関与して
いる可能性も考えられる。 
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