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研究成果の概要（和文）：　in vitroの実験として、Huh7.5.1細胞にマウスCd81、あるいはOcln cDNAを高発現した細
胞株を樹立して検討した結果、マウスCd81やマウスOcln蛋白質がウイルスの侵入を阻害していることは考えにくい。次
に、作製したCCSO/CCSO;Cd81-/-;Ocln-/-マウスにHCVウイルスを静脈注射しても、感染はおこらなかった。以上のこと
から、マウス肝細胞がもつHCV侵入阻害因子はCd81でもOclnでもないことが明らかになった。
　そこで、大量に４因子をマウス肝細胞で発現するために、ヒトCD81、OCLN、CLDN1、SCAVRB1をノックインするマウス
を作製中である。

研究成果の概要（英文）： To investigate whether mouse Cd81, or Ocln inhibited the entry of HCV into mouse 
hepatocytes, we established the Cd81-expressing Huh7.5.1 cells and the Ocln-expressing Huh7.5.1 cells. HCV
pp assay showed that no significant differences the infectivity of the virus among the parental, Cd81- and
 Ocln-Huh7.5.1 cells. This means that mouse Cd81 or mouse Ocln protein does not inhibit the entry process 
of HCV into mouse hepatocytes.
  Next we planned to express the large amounts of human CD81, OCLN, CLDN1 and SCAVRB1 and made the targeti
ng vectors to obtain the homologously recombinated ES cells. We obtained 4 ES clones for CD81/OCLN express
ion and one clone for CLDN1/SCAVRB1.
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１．研究開始当初の背景 
  肝細胞癌の原因は不明だが、肝細胞癌
患者の 80％が C 型肝炎（HCV）ウイルスに
感染している事実がある。特に、C 型肝炎ウ
イルス持続感染患者が多いにもかかわらず、
有効な治療法が見出せない原因の一つには、
効率よくウイルス感染をおこす培養細胞が
ないことがあげられる。 
  C 型肝炎ウイルスがマウスやラットの肝
臓に感染しないのは、ヒト肝細胞はウイルス
受容体を持つが、ネズミ肝細胞は受容体をも
たないためと信じられている。そこで、C 型
肝炎ウイルス(HCV)受容体が研究されてきて
いる。受容体の候補分子を歴史的に並べると、
(1) CD81 (Pileri et al.: Science 1998), (2) 
SCARB1 (scavenger receptor class B type I) 
(Scarselli et al: EMBO J. 2002),(3) Claudin-1 
(Evans et al.: Nature 2007), (4)Occludin (Ploss 
et al.: Nature 2009) などがあげられる（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１. C 型肝炎ウイルスの感染関連分子 
 
  研究代表者は、HCV受容体タンパクをマ
ウス肝臓に発現させ、マウス肝細胞に HCV
が感染するような遺伝子操作マウスを作製
（以後、CCSO マウスと呼ぶ）した。マウス
肝細胞膜上に４つのヒト蛋白が発現してい
ることは FACS（セルソーター）による解析
で確認した。そこで、HCVを含んだ患者血清
を CCSOマウスに静脈注射したが、マウス血
清中にはウイルスは確認できなかった。そこ
で、CCSOマウスから初代肝細胞を分離して、
この細胞に HCV偽粒子である HCVpp（ウイ
ルス膜には HCV の E1/E2 蛋白をもち、ウイ
ルス粒子内には細胞侵入すると判定できる
ように Luciferase 遺伝子を組み込んだレトロ
ウイルスゲノムがある）を感染させてみたが、
ウイルスの侵入は認められなかった。しかし、
同じ CCSO4 蛋白を発現させたマウス線維芽
細胞NIH3T3細胞では、HCVppが侵入できた。
このことは、申請者の作った CCSO４蛋白は

機能をもっていることを証明しており、
CCSO マウス肝細胞に HCV ウイルスが侵入
できないのはマウスの肝細胞には HCV 侵入
を阻害する蛋白が存在している可能性があ
ることを示唆している。そこで、HCVppが感
染できるヒト肝細胞株 Huh7.5 にマウス初代
肝細胞を細胞融合させた細胞では、著明なウ
イルス侵入阻害が観察された（Biomed Res 
2011）。 
  本年６月に、マウスにアデノウイルスベ
クターを用いて 100倍量の CCSO蛋白を一過
性に発現させたマウスでは HCV ウイルスの
侵入があること、それとマウス肝細胞内では
侵入したウイルス RNA は複製されず、ただ
壊されるだけであることが報告された（A 
genetically humanized mouse model for hepatitis 
C virus infection, Nature 474: 208-211, 2011）。
彼らの報告では、ヒト CD81と Occludinを過
剰発現したマウスではほんのわずかなウイ
ルス侵入があり、ヒト４蛋白を過剰発現させ
た時と、ヒト CD81と Occludin、マウス Scarb1
とClaudin1を過剰発現した時は著明なウイル
ス侵入がおこるという結果であった。 
  申請者は、自分たちのデータと合わせて、
マウス肝細胞にはウイルス侵入阻害蛋白が
存在し、それに打ち勝つために 100倍という
過剰なヒト２蛋白の発現が必須であると解
釈した。その阻害蛋白はマウス Cd81 とマウ
スOccludinではないかという仮説をいだいた。
また、アデノウイルスでは一過性発現にすぎ
ないので、他の方法で常時 100倍という過剰
発現を維持するマウスを作製すればウイル
ス侵入は可能になるので、そのようなマウス
を作製することにした。 
 
２．研究の目的 
  CCSO ホモトランスジェニックマウスで
かつ Cd81-/-;Occludin-/-ノックアウトマウス
を作製し、HCVウイルス侵入が可能かどうか
を検討する。また、ヒト CCSO４蛋白を常時
100倍過剰発現するマウスを作製する。 
 
３．研究の方法 
  CCSO マウスと Cd81-/-マウスを交配し、
一方 CCSO マウスと Ocln-/-マウスを交配し、
CCSO/+;Cd81;+/-マウスと CCSO/+;Ocln+/-マ
ウスを交配し、CCSO/CCSO;Cd81+/-;Ocln+/-
マウスを得る。この雌雄マウスを交配して、
CCSO/CCSO;Cd81-/-;Ocln-/-マウスを得る。 
  また、高発現マウスを得るため、アルブ
ミン遺伝子坐位に CD81/OCLN を、別のマウ
ス の ア ル ブ ミ ン 遺 伝 子 坐 位 に



SCAVRB1/CLDN1 をノックインしたマウス
を作製する（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２. ノックインマウスの作製 
 
 
４．研究成果 
 in vitro の実験として、HCV が感染可能な
Huh7.5.1細胞にマウスCd81cDNAを高発現し
た細胞株、OclncDNA を高発現した細胞株、
Cd81cDNA と Ocln cDNA の両方を高発現し
た細胞株を樹立した。これらの細胞に HCVpp
を感染させて、ウイルスの侵入を計測したと
ころ、Cd81 高発現細胞では 25%、Ocln 高発
現細胞では 15%、両方の高発現細胞では 15%
の感染高率の低下を認めた（図３）のみであ
り、マウス Cd81やマウス Ocln蛋白質がウイ
ルスの侵入を阻害していることは考えにく
い。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３. マウス Cd81, Ocln蛋白質の影響 
 
 次に、作製した CCSO/CCSO;Cd81-/-;Ocln-/-
マウスに HCV ウイルスを静脈注射しても、
感染はおこらなかった。以上のことから、マ
ウス肝細胞がもつ HCV侵入阻害因子は Cd81

でも Oclnでもないことが明らかになった。 
 最後に、以前の検討で CCSOトランスジェ
ニックマウスの４因子の発現量を HuH7.5.1
細胞と比較してみると、特に CD81と CLDN1
蛋白費の発現量が 10%以下であることがわ
かった（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４. CCSOマウスの４因子の発現量 
 
 
 そこで、大量に４因子をマウス肝細胞で発
現するために、ヒト CD81、OCLN、CLDN1、
SCAVRB1 をノックインするマウスを作製す
るための targeting vector を作製した。
CD81/OCLN では、相同的組み換えをおこし
た ES 細胞が４個得られた。また、
SCAVRB1/CLDN1では、相同的組み換えをお
こした ES 細胞が１個とれた。前者からキメ
ラマウスを作製し、ActFLPe mouseと交配し、
ノックインアレレを持ったヘテロマウスが
２系統から得られている。このマウスと
Irf7-/-マウスを交配し、AlbCD81/OCLN;Irf7+/-マウ
スが得られている。次はこのマウスと
CCSO/+;Irf7+/- マ ウ ス を 交 配 し 、
CCSO/+;AlbCD81/OCLN;Irf7-/-マウスを得る。こ
のマウスに患者からのC型肝炎ウイルスを静
脈注射して、感染するかどうか検討する予定
である。 
 また、SCAVRB1/CLDN1を組換えた ES細
胞は間もなくキメラマウスを作製し、Irf7-/-
マ ウ ス と 交 配 し 、 最 終 的 に
AlbCD81-OCLN/CLDN1-SCAVRB1;Irf7-/-マウスを作る。
このマウスにウイルスを注射して感染がお
こるかどうか検討する。 
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