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研究成果の概要（和文）：本研究は、C型肝炎ウイルス (HCV) 非構造領域 (NS) 5Aに存在するIFN感受性規定領
域 (ISDR) のアミノ酸置換が、HCVのライフサイクル及びIFN感受性に与える影響を解析することを目的とし研究
を行った。
その結果、ISDRにアミノ酸置換を有するウイルスで、ウイルス粒子産生において重要なNS5Aとcoreとの相互作用
が減少することで感染性ウイルス粒子産生の効率が低下した。更に、IFN誘導遺伝子 (ISGs) 発現を評価した結
果、ISDRにアミノ酸置換のないウイルスで、NS5AとSTAT1が結合することで、STAT1リン酸化の亢進が抑制され、
ISGs発現が阻害された。

研究成果の概要（英文）：To assess the involvement of ISDR in the HCV life cycle and to clarify the 
molecular mechanisms influencing IFN susceptibility, we used recombinant JFH-1 viruses with NS5A of 
the genotype 1b Con1 strain (JFH1/5ACon1) and with NS5A ISDR containing 7 amino acid substitutions 
(JFH1/5ACon1/i-7mut), and compared the virus propagation and the induction of ISGs. By transfecting 
RNAs of these strains into cells, we found that the efficiency of infectious virus production of 
JFH1/5ACon1/i-7mut was attenuated compared with JFH1/5ACon1. After transfecting RNA into cells, the 
mRNA expression of ISGs was sufficiently induced by IFN treatment in JFH1/5ACon1/i-7mut-transfected 
but not in JFH1/5ACon1-transfected cells. These data suggested that the NS5A-mediated inhibition of 
ISG induction was deteriorated by amino acid substitutions in the ISDR. These observations explain 
the strain-specific evasion of IFN signaling by HCV.

研究分野： ウイルス学

キーワード： C型肝炎ウイルス　NS5A　インターフェロン　薬剤感受性
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１．研究開始当初の背景 
 日本では肝癌により年間約3万人が死亡し
ており、その約75％がC型肝炎ウイルス（HCV）
感染による肝癌と考えられている。従って、
C 型慢性肝炎を治癒させることができれば、
日本における肝癌の発生は劇的に減少する。
C 型慢性肝炎の治療には、Peg 化インターフ
ェロン (IFN) とリバビリン (RBV) もしく
はプロテアーゼ阻害剤を加えた三剤併用療
法が用いられるが、遺伝子型 1b で高ウイル
ス量の患者では著効率が十分でなく、治療前
にその治療効果を推定することや、新規治療
薬による著効率の高い治療法の開発が望ま
れている。IFN 治療効果の予測因子として、
これまでの研究により、宿主側要因として
IL28B の遺伝子多型、ウイルス側要因として
HCV コア領域のアミノ酸置換や非構造領域 
(NS) 5A に存在する IFN 感受性規定領域 
(ISDR)、IFN/RBV 抵抗性規定領域 (IRRDR) が
報告されている。特に、ISDR は IFN 単独療法
時代からその関与が報告され、臨床的には治
療効果と強い相関が有るものの、この領域の
置換が HCV の感染や複製、粒子形成に与える
影響は依然不明であり、どのような機序で
IFN 治療効果に影響を与えるのかはよくわか
っていない。 
 HCV には長らく培養細胞での感染増殖系が
存在しなかった。しかし、2005 年に HCV JFH-1
株と HuH-7 細胞を用いた感染増殖システム 
(HCVcc) が報告され、このウイルスの感染か
ら複製、ウイルス粒子の形成分泌に至るすべ
てのライフサイクルが培養細胞で再現でき
るようになり、現在でも多くの研究に利用さ
れている。さらにこの方法は改良され、HCV
のレセプター分子が発現していないHuH-7細
胞 (Huh7-25 細胞) を用い、詳細な HCV ライ
フサイクルの評価が可能な系が樹立されて
いる。この細胞株では、HCV の複製と感染性
ウイルス粒子の生成が可能であるが、生成さ
れたウイルス粒子はこの細胞に再感染する
ことはできない。従って、この Huh7-25 細胞
に HCV の全長 RNA を導入すると、複製から粒
子形成、分泌への一連のライフサイクルの過
程がシングルサイクルで観察でき、それぞれ
の過程の効率を表すパラメータの比較によ
り各ライフサイクルの効率が解析できる。 
 
２．研究の目的 
 本研究は C型慢性肝炎における IFN治療効
果に関与する HCV-NS5A に存在する ISDR のア
ミノ酸置換が、HCV のライフサイクルに与え
る影響及びその作用機序を解析するととも
に、どのような機序で IFN 感受性を規定して
いるかについて明らかにするものである。 
 
３．研究の方法 
 HCV JFH-1 株を用いた HCVcc システムによ
り、このウイルスのライフサイクルが培養細
胞で観察可能となった。しかし現在でも培養
細胞内で効率的な複製と感染性ウイルス粒

子生成が可能なのはこの遺伝子型2aのJFH-1
株のみであり、他の遺伝子型や他の株での評
価は難しい。今回のテーマとなる NS5A-ISDR
のアミノ酸置換は、臨床的に遺伝子型 1b の
株において報告されたものであり、遺伝子型
2a の株では薬剤感受性において遺伝子型 1b
株のような強い相関は認めていない。実際に
我々は、JFH-1 株の NS5A-ISDR にアミノ酸置
換を導入しウイルス複製と感染性ウイルス
粒子生成を評価したが、アミノ酸置換の導入
による影響は観察されなかった。 
 そこで、JFH-1 株と遺伝子型 1b 株のキメラ
ウイルスを用い解析する方法を考えた。
JFH-1 株のゲノムの一部を他の HCV 株のもの
と置換し、感染複製が可能なキメラウイルス
を作製する方法はこれまでにも報告されて
いる。我々は、JFH-1 株の NS5A 領域を他の遺
伝子型の株に置換したキメラウイルスを用
い、新規治療薬として期待されている NS5A
阻害剤の遺伝子型間、株間の感受性の違いを
明らかにした (Okamoto et al., BBRC, 2011)。
そこで今回は、JFH-1 株の NS5A を遺伝子型
1b の Con1 株に置換したキメラウイルス
（JFH1/5ACon1）を用い、ISDR のアミノ酸置
換がHCVの増殖に与える影響について検討を
行った。Con1株のNS5A内ISDRを野生型 (wt) 
にしたキメラウイルス (JFH1/5ACon1/i-wt)、
さらに ISDR に 7 個のアミノ酸置換を導入し
たキメラウイルス (JFH1/5ACon1/i-7mut) 
を構築し検討を行った (図 1)。 
 

 
図 1. NS5A 置換キメラウイルスのゲノム構造 
 
４．研究成果 
 図 1で構築したこれらの株の HCV-RNA を細
胞に導入した結果、HCV のウイルス粒子産生
において重要である NS5A と core タンパク質
との相互作用が、ISDR にアミノ酸置換を有す
るウイルスでは減少しており、その結果、感
染性ウイルス粒子産生の効率を低下した。 
 また、構築した組換えウイルスを導入した
細胞で、IFN-αの添加によるインターフェロ
ン誘導遺伝子 (ISGs) 発現を評価した結果、
ISDR にアミノ酸置換のあるウイルスでは
IFN-αの添加により ISGs の発現が有意に上
昇したが，ISDR にアミノ酸置換のないウイル
スでは ISGs 発現が抑制されていた。この現
象について詳細に検討した結果、ISDR にアミ
ノ酸置換のないウイルスでは、NS5A が STAT1
と結合することで、STAT1 リン酸化の亢進が
抑制されたのに対して、ISDR にアミノ酸置換
があるウイルスでは、この現象はほとんど見
られなかった。 
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