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研究成果の概要（和文）：我々は、Glutathione peroxidase 8（GPx8）がHCV・NS3-4Aプロテアーゼにより切断
される宿主因子であるという事を網羅的プロテオーム解析により同定した。本研究ではGPx8のHCVライフサイク
ルへの関与、特にHCV粒子形成・分泌のメカニズムに着目し解析を行う事を目的とした。GPx8は、HCVのエントリ
ーやRNA複製ではなくウイルス粒子産生に関与している事が判明した。GPx8を過剰発現時感染性ウイルス粒子を
約2.5倍産生し、ノックダウン時は量依存性に抑制した。また変異体との比較により、GPx8の酵素活性がHCVウイ
ルス粒子産生に重要である事が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We identified that Glutachione peroxidase 8 (GPx8), a membrane-associated 
peroxidase involved in disulfide bond formation in the endoplasmic reticulum, as a novel cellular 
substrate of the HCV NS3-4A protease.  The aim of this study was to analyze the association between 
GPx8 and HCV life cycle, especially focused on HCV particle formation and assembly.  The functional 
studies of GPx8 on HCV life cycle, involving overexpression and RNA silencing, revealed that GPx8 is
 a proviral factor involved in viral particle production but not in HCV entry or RNA replication.  
GPx8 is a proviral host factor cleaved by the HCV NS3-4A protease. Studies investigating the 
consequences of cleavage for GPx8 function are underway. The identification of novel cellular 
substrates of the HCV NS3-4A protease should yield new insights into the HCV life cycle and the 
pathogenesis of hepatitis C and may reveal novel angles for therapeutic intervention.
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１．研究開始当初の背景 
 我々は、GPx8のHCV NS3-4Aプロテアーゼ
による切断が、Cys 11の後ろでおこり短いN
末端が遊離される事を報告した。しかし、
HCV生活環におけるその詳細な機序につい
てはさらなる解明が待たれている。 
 
２．研究の目的 
本研究ではHCV粒子形成・分泌へのGPx8
関与のメカニズム解明に取り組むことによ
り、HCVの粒子形成機構、分泌機構、病原性
発現機構を分子レベルで解明し、宿主因子
をターゲットにした新たな抗ウイルス薬開
発の基盤形成を目指す事を目的とした。 

 
３．研究の方法 
(1) GPx8および変異体選択的発現調整細胞
株、恒常的GPx8ノックダウン細胞株の作成 
 Tet-offの系を利用し、U2-OS細胞または
Huh7細胞を元にGPx8およびその変異体プラ
スミドを遺伝子導入し、発現調整可能な安
定細胞株を樹立する。恒常的GPx8ノックダ
ウン細胞株の作成にはレンチウイルスベク
ターを用いてshRNAにより作成する。 
(2) 作成した細胞株へのHCV感染実験 
作成したGPx8およびその変異体蛋白非発
現群と発現群に調整する。恒常的GPx8ノッ
クダウン細胞株とコントロールshRNAを用
いた細胞株の比較検討も同様に行う 
① 両群に合成した全長HCVウイルス遺伝子
RNAを導入し、感染性ウイルス粒子の産
生量を比較検討する。 
② 培養細胞で作成したHCVウイルス粒子
（HCVcc）を用いて検討する。培養上清
中のウイルス粒子の感染力価および感
染細胞内のウイルス粒子の感染力価を
比較検討する。 
③ 免疫蛍光顕微鏡を用いGPx8とHCV蛋白
の細胞内局在を詳細に検討する。 
④ 電子顕微鏡を用いGPx8とHCV蛋白の細胞
内局在を詳細に検討する。 
(3) 候補蛋白の抽出 
FLAG tag化したGPx8蛋白発現調整細胞株を
蛋白非発現群と発現群に調整する。HCVcc
を感染させた後、抗FLAG tag抗体を用いて
免疫沈降によりウイルス粒子形成、および
分泌に関与する蛋白を抽出する。 
(4) 候補蛋白の解析 
①U2-OSまたはHuh7細胞より作製したｃDNA
ライブラリーより標的候補蛋白の遺伝子を
クローニングし、特異的抗体がない場合でも
評価可能なようにN末端およびC末端にFLAG 
tagを組み入れた発現プラスミドに挿入する。 
②細胞へGPx8蛋白およびHCV全長蛋白発現
プラスミドとFLAG tag化標的候補蛋白クロ
ーンプラスミドを同時形質移入実験を行い

抗FLAG tag抗体を用いてウエスタンブロッ
ティング法や免疫染色法で確認する。 
(5)同定蛋白の機能解析 
同定された蛋白を分子生物学的、生物学的
種手法を用いて機能解析を行う。 
①レンチウイルスベクターを用いて標的蛋
白強発現細胞を作製し、ウイルス粒子形成
および分泌への関与を解析する。 
②siRNA を使用し、標的蛋白を欠損させウイ
ルス粒子形成および分泌への関与を解析す
る。 
③HCV サブジェノミックレプリコンシステ
ムを用いて標的蛋白の HCV 複製への影響を
解析する。 
④HCVcc を使用することにより、標的蛋白の
HCV の生活環への関与を各段階毎に詳細に
解析する。 
 
４．研究成果 
GPx8 は、HCV のエントリーや RNA 複製では
なくウイルス粒子産生に関与している事が
示唆された。GPx8 を過剰発現時コントロール
と比較して感染性ウイルス粒子を約2.5倍産
生し、ノックダウン時はウイルス粒子産生を
量依存性に抑制した。また変異体との比較に
より、GPx8 の酵素活性が HCV ウイルス粒子産
生に重要である事が示唆された。 
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