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研究成果の概要（和文）：(1)HCVcc感染Huh-7.5細胞でSPG20が切断される。(2)HCV NS3/4Aを一過性にhuh-7細胞
に発現させるとSPG20が切断される。(3)不活化型NS3/4Aを発現させてもSPG20は切断されない。(4)NS3/4A阻害剤
でSPG20の切断が抑制されるが、NS5A阻害剤では変化がなかった。(5)HCVcc感染細胞Huh-7.5にNS3/4A阻害剤を投
与すると脂肪滴の大きさも縮小した。以上よりHCV感染細胞においてはNS3/4AプロテアーゼがSPG20を切断し、脂
肪滴の巨大化を促進することが示された。

研究成果の概要（英文）：(1) SPG20 was cleaved in HCVcc-infected Huh-7.5 cells. (2) Transient 
expression of HCV NS3/4A resulted in cleavage of SPG20. (3) Inactive mutant NS3/4A did not cleave 
SPG20. (4) NS3/4A inhibitor inhibited cleavage of SPG20, whereas NS5A inhibitor did not inhibit 
cleavage of SPG20. (5) Treatment of the HCVcc-infected Huh-7.5 cells decreased the size of lipid 
droplets. Taken together, our results suggest that HCV NS3/4A cleaves SPG20 thereby promoting 
enlargement of lipid droplet in HCV-infected cells.

研究分野： ウイルス学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
HCV 感染は高率に慢性化し、慢性肝炎、

肝硬変を経て肝細胞癌を発症する。全世界
に 2 億人、本邦に 200 万人の HCV 感染者が
いる。 ペグインターフェロン／リバビリン併用
療法が標準的治療法として長く使われていた
が、昨年、NS3/4A セリンプロテアーゼ阻害剤
が実用化され、DAA(Direct acting antiviral)の
時代の幕が開かれた。慢性肝炎の治癒率の
向上が期待されるが、今後は DAA 抵抗性
HCV 変異株の治療法の開発、肝発癌の制御
が重要な問題となると予測される。 
 HCV の生活環は不明な点が多かったが、
HCV RNA レプリコン細胞の開発、JFH-1 株—
肝細胞 Huh7 細胞での HCV 感染系の開発に
よりHCV生活環の解析が飛躍的に進歩した。
なかでも JFH-1 株による HCV 感染系の開発
により、HCV の生活環を詳細に研究できるよう
になり、HCV 増殖に必要な宿主因子の同定
や HCV 粒子形成機構の解析が可能となった。
HCV Core 発現細胞で脂肪滴が著明に蓄積
されることは古くから知られていたが、長らくそ
の生理学的意義は不明であったが、HCV の
Core 蛋白質が HCV 複製複合体を脂肪滴近
傍の膜上に引き寄せて ER 上でウイルス粒子
が形成されることが報告された。この研究を端
として、肝細胞内の脂肪滴が HCV 粒子産生
の中心的役割を果たすことが広く認識され、
創薬の標的としても注目されるようになった。
さらに HCV 粒子産生に Core と NS5A の相互
作用が重要なことや、細胞内因子 DGAT1 や
TIP47 が脂肪滴を介した HCV 複製および粒
子形成に必須であることが報告された。また、
HCV粒子は VLDL生合成系を利用してApoB、
ApoE などのアポリポ蛋白質に覆われて感染
性粒子となることが示された。 
 一方、ヒト遺伝性の皮質脊髄系神経変性疾
患の Hereditary spastic paraplegia(HSP)の研
究で、ポジショナルクローニングにより、SPG
遺伝子が原因遺伝子として同定された。SPG
の細胞内機能が解析され、SPG20(Spartin)が
脂肪滴の大きさを調節する因子であることが
明らかにされた。Spartin は脂肪滴に結合する
蛋 白 質 で PPxY motif を 有 し 、
AIP2/AIP4/AIP5 などの HECT 型ユビキチンリ
ガーゼの WW domain と結合し、これらのユビ
キチンリガーゼを脂肪滴近傍にリクルートする。
そして、脂肪滴に結合した Adipophilin をユビ
キチン化し、プロテアソーム依存性に分解す
る。 
Adipophilin が存在する間は脂肪滴が大きくな
り続け、Adipophilin が分解されると脂肪滴の
形成は停止しやがて消退することが示されて

いた。 
 
２．研究の目的 
 C 型肝炎ウイルス(HCV)感染は慢性肝炎、肝
硬変、肝細胞癌を発症するが、2 型糖尿病や肝
脂肪化などの糖・脂質代謝異常を引き起こし、
治療抵抗性、肝線維化、肝発癌に深く関与する。
また、HCV の粒子形成は脂肪滴近傍の小胞体
膜上で起こり、脂肪滴形成がウイルス産生にき
わめて重要である。HCV 感染に伴う脂肪滴形成
にはウイルス蛋白質 Core, NS5A や、宿主因子
DGAT1, TIP47, ApoB, ApoE が重要とされるが、
未だ全貌は明らかでない。近年、脂肪滴形成の
制御機構の解明が進み、宿主因子 Spartin,ユビ
キチンリガーゼ AIP2/AIP4/AIP5, Adipophilin が
重要な調節因子として同定された。そこで、本研
究では、HCV 感染における脂肪滴形成に
Spartin, AIP2/AIP4/AIP5, Adipophilin などの宿
主因子が果たす役割を明らかにし、HCV 粒子
形成阻害に応用するための分子基盤の構築を
目指す。 
 
３．研究の方法 

本研究では、HCV 感染における脂肪滴制
御 機 構 (Spartin, AIP2/AIP4/AIP5, 
Adipophilin)の役割を明らかにする。解析には
HCV RNA レプリコン細胞、HCV J6/JFH1, 各
genotype との HCV キメラウイルス, Huh7, 
Huh7.5 細胞系を用いる。 
1. HCV 感 染 に よ る Spartin, 

AIP2/AIP4/AIP5, Adipophilin の mRNA 量, 
蛋白質量,細胞内局在 

2. 細胞内脂質測定, 脂肪滴計測、細胞内ト
リグリセリド(TG)定量  

3. Adipophilin の蛋白質半減期解析 
4. Spartin への翻訳後修飾の解析 
5. 各 HCV 蛋白質の関与の解析 
 
４．研究成果 
我々は脂肪滴の大きさを調節する宿主因子
SPG20 に注目して解析を進めた。HCV NS3/4A
プロテアーゼが SPG20 を切断し、脂肪滴の巨
大化を誘導することを示唆する実験結果を
得た。 
(1) HCVcc 感染 Huh-7.5 細胞で SPG20 が切断

される。 
(2) HCV NS3/4A を一過性に huh-7 細胞に発現

させると SPG20 が切断される。 
(3) 不活化型NS3/4Aを発現させてもSPG20は

切断されない。 
(4) NS3/4A阻害剤でSPG20の切断が抑制され

るが、NS5A 阻害剤では変化がなかった。 
(5) HCVcc感染細胞Huh-7.5に NS3/4A阻害剤

を投与すると脂肪滴の大きさも縮小した。 
 
以上より HCV 感染細胞においては NS3/4A プ
ロテアーゼが SPG20 を切断することにより、
脂肪滴の巨大化を促進することが示された。 
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