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研究成果の概要（和文）：本研究はマラリア原虫が肝細胞寄生期には明確な肝細胞変性を起こさず、臨床症状を
引き起こさない事実に着目し、マラリア原虫肝細胞期タンパク質発現により、C型肝炎ウイルス（HCV）の増殖や
HCVによる肝細胞障害が減弱されるかどうかを検討した。マラリア原虫Circumsporozoite proteinは細胞毒性を
ほとんど示さないが、HCV　非構造タンパク質領域を自律増殖するサブレプリコン細胞の増殖を抑制することや
同細胞において炎症性サイトカインIL-8 mRNA量を増加させる傾向を持つことが示され、抗HCV薬剤としての可能
性を検討するに値するものであることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：While Plasmodium is at the liver stages, clinically symptom is silent and do
 not cause obvious cytopathy to  hepatocytes. We examined if Plasmodium proteins specifically 
expressed at the liver stages have potential to inhibit hepatitis C virus (HCV) replication and to 
reduce cytopathy of hepatocytes caused by HCV infection. P. falciparum circumsporozoite protein 
showed almost no cytotoxicity against control cells whose HCV subgenomic RNA replicon was eliminated
 by interferon-α treatment.  Cell viability was reduced compared to control cells when 
circumsporozoite protein was transiently expressed in Huh7.5-derived cell lines harbouring an HCV 
subgenomic RNA replicon. Inflammatory cytokine IL-8 mRNA level was increased in circumsporozoite 
protein-expressing cells harbouring an HCV subgenomic RNA replicon. We concluded that P. falciparum 
circumsporozoite protein is one of the candidates as the anti-HCV drug.

研究分野： ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 
Ｃ型肝炎ウイルス（HCV）感染者は世界

で 1 億 3000 万人、国内で約 200 万人と推
定され、その多くが慢性肝炎の症状を呈し、
高率に肝硬変、肝細胞がんへと進行する。
HCV 感染の治療にはインターフェロンとリ
バビリンの併用療法があるが、著効率は約
60％に留まっている。治療には DAA（直接
作用型抗ウイルス薬）が使用され始め、著
効率も改善されつつあるが、薬剤耐性の問
題や価格の問題などがあるため、HCV 感染
に有効な抗ウイルス薬の開発はまだ終わ
りを迎えていないと考えられる。これまで、
我々も含め多くの研究者が、HCV に有効な
治療薬の標的分子探索を念頭に、HCV のタ
ンパク質と相互作用しHCV複製及び粒子産
生に関与する宿主タンパク質や、感染細胞
のがん化や細胞障害発症に関わる宿主タ
ンパク質を、ヒト肝臓や肝培養細胞の cDNA
ライブラリーからスクリーニングするこ
とにより見出してきた。このようなアプロ
ーチでは、HCV の肝細胞感染機構の解明す
なわち感染細胞内で誘発されている現象
の解明は進んだが、治療薬の開発につなが
る可能性の高い（宿主の）標的タンパク質
を見出すことには必ずしも直結しなかっ
た。治療薬開発につながるような新しいア
プローチによる研究が必要であると考え
た。 
 今までにないアプローチによる抗HCV薬
を模索する中で、マラリア原虫がヒトへの
感染初期に肝細胞に進入し多数に分裂し
メロゾイトに成熟するにも関わらず、肝細
胞に明確な細胞変性を起こさないことを
改めて認識した。最近、マラリア原虫の肝
細胞期発現タンパク質、Circumsporozoite 
protein [特に PEXEL（plasmodium export 
element）/VTS（vacuolar translocation 
signal）モチーフ]が自身や宿主タンパク
質の発現抑制や細胞内局在に重要な役割
を果たしており、肝細胞障害を軽減してい
る可能性が報告された。また、p36p、SPECT、
SPECT2 や、肝細胞内でのマラリア原虫成熟
に必須の UIS3、UIS4、成熟した原虫の放出
に関わる MSP1、LISP1 などの肝細胞期に関
与するタンパク質が次々と同定されてい
る（Amino et al., Cell Host Microbe. 3:88-96, 2008; 
Menard et al., Trends Parasitol. 24:564-569, 2008; 
Ishino et al., Cell Microbiol. 11:1329-1339, 2009）。
マラリア原虫が肝細胞内で多数増殖し成
熟しても肝細胞障害が明白でないのは、こ
れらマラリア原虫の肝細胞期発現タンパ

ク質／ペプチドが強力な肝細胞環境修飾
作用を有しているからだと考えられる。マ
ラリア原虫肝細胞期発現タンパク質／ペ
プチドが、HCV の増殖ならびに、HCV によ
る肝細胞障害に影響を及ぼす可能性が高
く、これらタンパク質／ペプチドが HCV 感
染時の治療薬の候補となるのではないか
と考えた。 
 

２．研究の目的 
本研究では、マラリア原虫の肝細胞環境

修飾作用に着目し、肝細胞における HCV 増
殖や HCV による肝細胞障害が、マラリア原
虫肝細胞期タンパク質およびペプチドの
発現により、減弱されるかどうかを検討す
ることを目的とした。反対に、HCV タンパ
ク質がマラリア原虫の肝細胞内寄生に及
ぼす影響についても調べることを目的と
した。本研究は、異種微生物由来のタンパ
ク質／ペプチドを利用する新しい創薬の
視点からの抗感染症薬の開発を目指すも
のである。 

 
３．研究の方法 
(1) Circumsporozoite protein は
Plasmodium falciparum（P. falciparum） 
K—１株、ETRAMP（Early TRAnscribed Membrane 
Protein ）13 は P. falciparum 3D7 株のゲ
ノムを鋳型にしてそれぞれのタンパク質
特異的なプライマーを用いてシグナルペ
プチド配列部分を除いた領域を増幅し
pcDNA3.1/hygro(+)に組込み、実験に供し
た。またこれらタンパク質の遺伝子配列を
ヒト型コドンに変換したものを人工合成
し、それぞれ pcDNA3.1/hygro(+)に組込み、
実験に供した。 
(2) HCV 非構造タンパク質領域のゲノム
を自律的に増殖する Huh7.5 細胞（HCV サ
ブレプリコン細胞: HCV-1b Con1 株由来）
に一過性に Circumsporozoite protein 、
ETRAMP 13 を発現させ、細胞増殖能に及ぼす
影響をテトラゾリウム塩（WST-1）の分解
を指標に解析した。 
(3) 一過性に Circumsporozoite protein を
発現させた HCV サブレプリコン細胞および
非発現レプリコン細胞にhuman TNF-を添
加し、NF-B の細胞内局在の変化について
細胞を細胞質分画と核分画に分けてウエ
スタンブロッティング法を行い、解析した。
さらに、それらの細胞において caspase 3
の活性化状態に違いがあるかを間接蛍光抗体
法により検討した。さらに、HCV サブレプリ



コン細胞と対照細胞（cured 細胞）と比較
して HCV サブレプリコン細胞で分泌亢進
が 認 め ら れ た IL-8 の 産 生 が
Circumsporozoite protein により影響を受
けるかどうかを real time PCR 法にて IL-8
の mRNA の発現量の変化を指標に解析した。 
(4) HCV サブレプリコン細胞に一過性に
Circumsporozoite protein を 発 現 さ せ 、
Circumsporozoite protein が HCV 遺伝子の複
製および HCV タンパク質合成に及ぼす影響を
real time PCR 法および間接蛍光抗体法により
解析した。 
 

４．研究成果 
(1) Circumsporozoite protein を P. 
falciparum のゲノムから PCR 法によりク
ローニングした際、本タンパク質の中央部
分に存在するアミノ酸の繰り返し配列が
一因のせいか、アミノ酸変異を伴う遺伝子
が増幅されることが続き、アミノ酸変異の
ない遺伝子を得るのにかなりの時間を要
した。最終的には変異のない遺伝子を得る
ことができた。 
 クローニングできたアミノ酸変異のな
い Circumsporozoite protein あるいは ETRAMP 
13遺伝子をHCVサブレプリコン細胞および
cured 細胞に遺伝子導入したが、発現が非
常に弱く間接蛍光抗体法でもウエスタン
ブロッティング法でもほとんど発現を確
認することができなかった。ヒト由来細胞
に原虫コドンでアミノ酸発現させている
ことが弱い発現の原因である可能性を考
え、ヒトコドンに置換して発現させたとこ
ろ 、 強 い 発 現 が 確 認 で き た （ 図 : 
Circumsporozoite protein）。 

(2) Circumsporozoite protein 発現 HCV サブ
レプリコン細胞と非発現レプリコン細胞
について細胞増殖能を比較したところ、
Circumsporozoite protein 発現 HCV サブレプ
リコン細胞の方が有意に増殖抑制されて
いた。Circumsporozoite protein の細胞に対
する毒性が考えられたが、cured 細胞に
Circumsporozoite protein を発現させた場合
には、非発現 cured 細胞との間で細胞増殖に
有意な差は認められなかったため、明確な

細胞毒性によるものではないと考えられ
た。一方、ETRAMP13 発現細胞については、
cured 細胞、HCV サブレプリコン細胞ともに
非発現細胞に比べて増殖抑制が顕著で、
ETRAMP13 は、細胞に強い毒性を示す可能
性 が 示 唆 さ れ た 。 よ っ て 、 以 下
Circumsporozoite protein の抗 HCV 効果につ
いて検討することとした。 
(3) Circumsporozoite protein 発現 HCV サブ
レプリコン細胞および非発現レプリコン
細胞に human TNF-を添加すると、NF-B
が細胞質から核へ一部移行することは確
認したが、Circumsporozoite protein による
有意な核移行阻害は現時点では確認できてい
ない。Circumsporozoite protein による HCV
サブレプリコン細胞増殖阻害に活性型
caspase3 の亢進が関与する可能性を検討した
が、抗活性型 caspase3 抗体を用いた間接蛍光
抗体法では、明確な亢進は認められなかった。
IL-8 mRNA 量は Circumsporozoite protein 発
現により増加傾向が認められた。 
(4) HCV サブレプリコン細胞において
Circumsporozoite protein 発現による細胞内
HCV RNA 量及び HCV タンパク質量の明らか
な変化は認められなかった。 
以 上 の こ と か ら P. falciparum 

Circumsporozoite protein は、細胞毒性をほと
んど示さないことが予想され、今後抗 HCV 薬剤
としての可能性を検討するに値するもので
あることが示唆された。 
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