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研究成果の概要（和文）：我々はESCRT小胞輸送分子であるHrsがHCVのライフサイクルに関与するかどうかを、ヒト化
肝臓マウスを用いて検討した。その結果、ヒト化肝臓をアデノウイルスを用いてHrsをノックダウンすると、マウス血
清中のHCV量が減少することが判明した。今後は検討回数を増やし、HCVライフサイクルのどの段階が障害されているか
を解析する必要がある。

研究成果の概要（英文）：To evaluate the role of Hrs, known as ESCRT proteins, in HCV life cycle, we check 
the HCV-RNA in serum of chimeric liver mice. We demonstrate that the decrease of HCV-RNA in mouse serum 
when hrs is knocked down using adenoviral shRNA vector. Further study will be needed to elucidate the 
precise mechanisms of hrs-dependent HCV life cycle in humanized mice liver.

研究分野： 消化器学
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１．研究開始当初の背景 
 
 C 型慢性肝炎は C 型肝炎ウイルス（HCV）

を原因とする慢性疾患であり、高頻度に肝硬

変・肝細胞癌発生を引き起こす。その罹患率

は、世界人口の 3%（1 億 7000 万人）、我が

国では約 200 万人が感染していると推定さ

れる。従って、その克服は全世界的にも喫緊

の課題である。C 型慢性肝炎の治療にはペグ

インターフェロン・リバビリン・テラプレビ

ル併用療法による治療が施行されているも

のの治療抵抗性の症例も存在し、HCV 感染

の病態をさらに詳細に解明することが急務

となっている。多くのウイルス感染病態にお

ける細胞内小胞輸送系の重要性が明らかに

なるにつれて、HCV 感染と小胞輸送の関係

が注目されている。 

 申請者はこの小胞輸送に関する仕事をサ

イトカイン受容体の研究から続けている。

ESCRT （ Endosomal-Sorting Complex 

Required for Transport）小胞輸送経路の最 

上流分子である Hrs は、ユビキチン化され

たタンパクを multivesicular body を経てリ

ソソームへ輸送する。申請者は、この Hrs が

オートファジーにも重要な分子である 

ことを見いだした（Tamai, et al. Biochem 

Biophys Res Commun, 2007）。また、Hrs の

臓器特異的ノックアウトマウスを世界に先

駆けて作成し、in vivo においても Hrs が細

胞の生存に必須な分子であることを見いだ

した（Tamai, et al. Am J Pathol, 2008）。近

年、HCV コアタンパクは E6AP によりユビ

キチン化されることやHCV 感染がオートフ

ァジーを誘導することなど、HCV と小胞輸

送の関係を示唆する研究結果が報告された(J 

Virol. 2006, 2007, 2008)。そこで、申請者は

細胞内小胞輸送の点から、Hrs が HCV 感染

増殖に関わると考え検証した結果、Hrs は

HCV の放出に必須であること、さらにその

放出経路はエクソゾーム放出経路を利用し

ていることを、in vitro 感染実験系にて突き

止めた（図 1）（Tamai, et al. Biochem 

Biophys Res Commun, 2010, Virology, 

2012）。Hrs は小胞の中に小胞を取り込む

multivesicular body を形成するためにも必

須の分子であり（図 2）、これらのことから、

放出に関わる機構は HCV が multivesicular 

body でエンベロープタンパクを含むリン脂

質二重膜をまとって粒子を形成するためだ

と考えられた。一方で、HCV の replication 

は脂肪滴周辺で起こり、粒子形成を行うとい

うことも知られている。HCV のライフサイ

クルはいまだ全容解明には至らず、ライフサ

イクルには細胞内の複数の輸送経路が必要

であると考えられ、その詳細は不明なままで

ある。 
 
 
２．研究の目的 

 

 本研究では、「ESCRT 小胞輸送系が HCV 

感染病態（C 型慢性肝炎）を制御する」とい

う仮説を in vivo において検討し、創薬につ

ながる詳細なメカニズムを明らかにする。本

研究では、ヒト肝細胞に置換されたヒト化マ

ウスを用いて ESCRT の関与する HCV 粒

子形成の分子メカニズムを明らかにする。 

 
３．研究の方法 
 

 

]HCV 株 JFH1 はマウス肝に感染しない。

そこで、uPA NOG マウスおよびチロシンキ

ナーゼ(TK)Tg NOG マウス(実験動物中央研

究所より購入) にヒト正常肝細胞（Lonza 社

より購入）を移植したヒト化肝臓マウスに

JFH1 を接種し、感染が成立することは血清

の JFH1-RNA 量を測定して確認した。Hrs 

あるいはVPS4 に対する shRNA 発現ベクタ

ーをアデノウイルスベクターに載せ、マウス

尾静脈から接種し、ヒト肝細胞をノックダウ

ンした上で JFH-1 を感染させる。ノックダ

ウン効率は、ヒト Hrs 特異的 real-time 



primer を用いて確認する。このヒト化肝臓

マウスはマウス肝細胞も混在するため、

real-time PCR をかける際は、 human 

GAPDH, human actin を内部コントロール

として補正をかける。HCV 排除が誘導され

るかをまず血清中の HCV-RNA を測定する

ことで検討する。血清中の HCV-RNA が Hrs 

ノックダウンマウスで低下していれば、次に、

細胞内の HCV-RNA および感染価（focus 

forming unit, ffu）を測定して、HCV ライフ

サイクルのどの段階が阻害されているかを

検討する。これらの解析から、in vivo にお

ける HCV 感染状態での ESCRT 経路の役

割が明らかとなり、またこの経路を障害する

ことで、HCV ライフサイクルのどのステッ

プが障害されるかが判明する。 

 

 
４．研究成果 
 

 はじめに uPA NOG マウスを用いて、ヒト

化肝臓マウスの作成を行った。血清中の

human albumin 濃度を測定して、ヒト肝細

胞への置換率を検討したところ、10 ng/ml

程度のアルブミンが検出された。このヒト化

肝臓マウスに JFH1 を感染させたところ、一

過性には感染したが、長期にわたる持続感染

は観察されなかった。 

 次に、TK-NOG マウスを用いて、ヒト肝肝

臓マウスの作成を行った。ガンシクロビルを

投与し、肝障害を発症させ、正常ヒト肝細胞

を経脾臓的に移植した。血清中の huma 

albumin を測定したところ、uPA-NOG マウ

スの時よりも高いアルブミン濃度が得られ

た。このマウスに JFH-1 を感染させたところ、

長期にわたって HCV 感染が持続した。ここ

にアデノウイルスベクターに載せた Hrs に

たいする shRNA を感染させたところ、血清

中の HCV-RNA が減少することが判明した。 
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