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研究成果の概要（和文）：　本研究において、全てのHCV蛋白質を発現するヒト不死化肝PH5CH8細胞やHCV感染ヒ
ト肝がんRSc細胞において、NKG2DリガンドであるULBP1の細胞表面発現が有為に亢進していることを明らかにし
た。NK細胞株NK-92細胞とHCV感染RSc細胞の共培養は細胞障害活性とインターフェロン（IFN）-γの産生を誘導
し、HCV複製を抑制した。NK-92細胞はHCV感染RSc細胞から放出されたウイルス由来dsRNAの刺激により、IFN-γ
を産生誘導しているものと考えられる。これらの結果から、ULBP1はHCV感染肝細胞において、NK細胞が誘導する
自然免疫応答の標的分子であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：   In the present study, we demonstrated that hepatitis C virus (HCV) 
induced the cell surface expression of ULBP1 in human immortalized hepatocyte PH5CH8 cells and human
 hepatoma HuH-7 cell-derived RSc cells. Interestingly, NK cell line NK-92 induced cytotoxicity and 
interferon (IFN)-γ mRNA expression and subsequently reduced the levels of HCV RNA replication 
during the co-culture with HCV-infected RSc cells. We also suggested that NK-92 cells were 
stimulated by viral dsRNA relaesed from HCV-infected RSc cells and subsequently induced IFN-γ. From
 these results, we conclude that ULBP1 is a target of the NK cell-mediated innate immune response in
 HCV-infected human hepatocytes. 

研究分野： ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 
 我が国の肝がんによる犠牲者は毎年 3 万人

を超えており、その約 75%が C 型肝炎ウイル

ス（HCV）、約 20%が B 型肝炎ウイルス（HBV）

の持続感染に起因している。現在、我が国の

HCV 感染者は 150〜200 万人と推定され、そ

のうち約 70%が慢性肝炎とされる。また、100

〜130 万人が HBV に持続感染しているもの

と推定される。これら肝炎ウイルスの肝臓内

での持続感染により、慢性的に炎症を起こし

ている状態が慢性肝炎であり、慢性肝炎や、

それから発症した肝硬変において、高確率に

肝がんを発症する。また、HCV や HBV が重

複感染している症例もあり、それぞれの単独

感染時に比べ、肝硬変や肝がんの発症が早い

と言われている。しかし、肝炎ウイルスが肝

臓内に存在しているだけでは炎症は起きず、

宿主が肝炎ウイルスを『非自己』として認識

し、宿主内のナチュラルキラー（NK）細胞な

どのリンパ球が肝炎ウイルスを排除しよう

として過剰に自然免疫応答や細胞障害を示

すために炎症が起きると考えられている。肝

がんを予防するためには、これらの肝炎ウイ

ルスを肝臓内から排除し、持続的な細胞障害

すなわち慢性肝炎から脱することが重要で

ある。HCV 感染患者に対する治療において、

従来の PEG-インターフェロン（IFN）とリバ

ビリンに、テラプレビル（HCV の NS3/4A プ

ロテアーゼを標的とする阻害剤）を追加した

三剤併用療法が 2011 年に開始され、著効率

が 70%程度まで改善された。最近、シメプレ

ビル（テラプレビルと同様に NS3/4A プロテ

アーゼを標的とする阻害剤）などが新たに認

可され、著効率はさらに改善されたが、薬剤

耐性変異を持つ HCV が出現する問題が生じ

ている。一方、HBV 感染患者に対する治療に

おいて、IFN あるいは核酸アナログ製剤が用

いられているが、HBV ゲノムの一部が宿主ゲ

ノムに組込まれるため、完全排除は期待でき

ない。NK 細胞が肝炎ウイルス感染肝細胞を

認識し、自然免疫応答や細胞障害を示す機構

を明らかにすることは、慢性肝炎の発症を抑

えるための方策を考える上でも非常に重要

である。 

 NK 細胞は生体の自然免疫応答を司る細胞

障害性リンパ球の一つであり、標的細胞（ウ

イルス感染細胞やがん細胞）を認識し、アポ

トーシスや細胞障害を誘導する。NK 細胞は

標的細胞を認識する受容体（NKG2D）を持ち、

標的細胞上の MIC や ULBP などの複数の

NKG2D リガンドの量的な変化を認識するこ

とにより、『自己』である正常細胞と『非自

己』であるウイルス感染細胞などを識別する。

また、ウイルス感染細胞から遊離した

IFN-/が NK 細胞の活性化に必須であり、活

性化された NK 細胞が IFN-などのサイトカ

インを産生し、標的細胞への細胞障害などの

炎症反応に関与している。 

 HCV が肝細胞に感染すると、細胞表面ある

いはエンドソーム上で発現している TLR3 に

より認識され、IFN-や IFN 誘導遺伝子群

（IFN-stimulated genes: ISGs）の発現が誘導さ

れる。以前、研究代表者はクラス A スカベン

ジャー受容体（MSR1）が HCV の複製中間体

である二本鎖 RNA を細胞表面からエンドソ

ーム上の TLR3 に運搬し、TLR3 経路を活性

化していることを見出した。また、HCV 感染

肝細胞から近傍の非感染肝細胞に TLR3 経路

を活性化するシグナルが伝わり、非感染肝細

胞から IFN-や ISGsの発現が誘導されている

ことも明らかにした。しかし、HCV 感染時に

非感染肝細胞から産生した IFN-が NK 細胞

を活性化する機構や活性化された NK 細胞が

HCV 感染肝細胞を認識する機構については

明らかではない。一方、HBV は良い感染増殖

系がないことからも、これらの研究はあまり

進んでいない。HCV や HBV は持続感染する

ことからも、これらの肝炎ウイルスは活性化

された NK 細胞による標的細胞からの排除に

対抗する手段を持っているものと推測され



るが、詳細な分子機構は明らかではない。 

 
２．研究の目的 
 本研究は、（１）NK 細胞による肝炎ウイル

ス感染肝細胞の認識機構、（２）NK 細胞が肝

炎ウイルスを排除する機構、及び （３）肝

炎ウイルスが持続感染するための NK 細胞に

対する抑制機構を明らかにし、肝炎ウイルス

感染に対する NK 細胞の自然免疫応答の全体

像を明らかにすることを目的とする。 

 

３．研究の方法 

（１）NK 細胞による肝炎ウイルス感染肝細

胞の認識機構 

 NK 細胞は、正常細胞と標的細胞（ウイル

ス感染細胞やがん細胞）の細胞表面の複数の

NKG2D リガンドの質的あるいは量的な違い

を識別して、標的細胞を『非自己』として認

識している。HCV や HBV 感染による肝細胞

の NKG2D リガンドの発現変動を cDNA マイ

クロアレイ解析により比較し、共通して変動

する NKG2D リガンドを探索する。この

NKG2D リガンドは、慢性肝炎の発症を抑制

するための標的宿主因子となると期待され

る。 

（２）NK 細胞が肝炎ウイルスを排除する機

構 

 （１）で見出した NKG2D リガンドを介し

て、NK 細胞が HCV や HBV が感染した肝細

胞を認識し、IFN-などの産生や細胞障害性を

示すかどうか検討する。また、NK 細胞由来

のエクソソームが、HCV や HBV の持続感染

の阻止に関わる分子（miRNA や抗ウイルス蛋

白質）を標的細胞に運搬するかどうかも検討

する。 

（３）肝炎ウイルスが持続感染するための

NK 細胞に対する抑制機構 

 HCV や HBV が持続感染するためには、NK

細胞が肝炎ウイルス感染肝細胞を『非自己』

として認識するのをウイルスが阻止してい

るものと推測される。（１）で同定された

NKG2D リガンドが NK 細胞により認識され

るのを阻止するためのHCVやHBVの役割を

検討する。また、HCV や HBV 感染肝細胞由

来のエクソソームが NK 細胞の活性化を抑制

するかどうかも検討する。 
 

４．研究成果 

 最初に、NK 細胞による肝炎ウイルス感染

肝細胞の認識機構の解明を試みた。ヒト不死

化肝 PH5CH8 細胞に HCV を感染させたとこ

ろ、HCV 感染レベルが低く、本研究での使用

は難しいと考えられた。そこで、全ての HCV

蛋白質を安定的に発現する PH5CH8 細胞

（PH5CH8 C-NS2&NS3-5B 細胞）を作成した。

PH5CH8 C-NS2&NS3-5B 細胞を cDNA マイク

ロアレイ解析に供したところ、NK 細胞の認

識に関わる NKG2D リガンドのうち、ULBP1 

mRNA の発現が有為に亢進していることが

わかった。同様に、細胞内及び細胞表面の

ULBP1 のタンパク質発現レベルも有為に亢

進していた。 

 次に、NK 細胞株 NK-92 細胞が PH5CH8 

C-NS2&NS3-5B 細胞に対して細胞障害活性

を示すか検討した。NK-92 細胞はコントロー

ル細胞（PH5CH8 Cont 細胞）に比べて、

PH5CH8 C-NS2&NS3-5B 細胞に対する細胞障

害活性を亢進していた。さらに、PH5CH8 

C-NS2&NS3-5B 細胞は組換え NKG2D 受容体

との結合能も亢進していた。これらの結果か

ら、PH5CH8 細胞での HCV タンパク質の発

現は ULBP1 の細胞表面発現を亢進し、細胞

表面のULBP1とNKG2D受容体との結合を介

して、NK 細胞は HCV タンパク質が発現する

肝細胞を認識しているものと考えられた。 

 次に、HCV に感染受容性を示すヒト肝がん

RSc 細胞でも同様の実験を試みた。興味深い

ことに、HCV 感染 RSc 細胞においても、

ULBP1 mRNA はもちろんのこと、ULBP1 の

細胞表面発現が亢進していた。また、NK-92



細胞による、HCV 感染 RSc 細胞に対する細

胞障害活性は亢進しており、この亢進は抗

ULBP1 抗体により抑制されることが分かっ

た。これらの結果により、HCV 感染 RSc 細

胞の細胞表面の ULBP1 を NK 細胞が認識後、

HCV 感染 RSc 細胞に細胞障害を与えている

ことが示唆された。 

 また、NK-92 細胞と HCV 感染 RSc 細胞の

共培養は IFN-の産生を誘導することが分か

った。NK-92 細胞は、細胞傷害を受けた HCV

感染RSc細胞から放出されたウイルス複製中

間体である二本鎖 RNA の刺激により IFN-

の産生誘導を起こしている可能性が示唆さ

れた。IFN-の産生は最終的に、RSc 細胞での

HCV 複製を抑制していた。 

 本研究により、HCV 感染が NKG2D リガン

ドの一つである ULBP1 の細胞表面発現を誘

導し、NK 細胞は細胞表面の ULBP1 を介して

HCV 感染細胞を認識していることが明らか

にされた。NK 細胞は細胞傷害を受けた HCV

感染細胞由来のウイルス二本鎖 RNA により

活性化され、IFN-の産生誘導を起こし、HCV

複製をも抑制しているものと推測される。今

後、NK 細胞由来のエクソソームによる HCV

の持続感染の阻止に関わる分子の標的細胞

への運搬、あるいは HCV 感染肝細胞由来の

エクソソームによる NK 細胞の活性化の抑制

について検討する予定である。 
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