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研究成果の概要 ： 我々は感染性 C型肝炎ウイルス(HCV)粒子の形成が細胞の脂肪滴周囲で行わ

れていることを明らかにしたが、この研究ではこの粒子形成のメカニズムを詳細に解析した。

脂肪滴周囲のタンパク質を詳細に解析したところ、HCV コアタンパク質が多量体を形成してい

ることを新たに見いだした。この多量体形成を阻害するアミノ酸変異を導入した変異型 HCV を

作成したところ、粒子の産生は検出されなかった。このことからこのアミノ酸に関連したコア

の多量体形成が粒子産生に重要な役割を果たす可能性が考えられた。 
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１．研究開始当初の背景 
C 型肝炎ウイルスは慢性肝炎、肝硬変そし
て肝がんの原因ウイルスである。世界人口
の約 3％、我が国においても人口の約 1%に
およぶ既感染者がおり、大きな社会問題と
なっている。PEG インターフェロンとリバ
ビリンを用いた最新の治療法を用いても
その著効率は約 50%にすぎないため、さら
に効果的な抗HCV効果を示す治療薬の開発
が必要になっている。そのためには HCV の
生活環を再現するための培養細胞を用い
たウイルス感染増殖系の開発が必要であ

ったが、長い間そうした実験系は存在しなか
った。近年、国内外のグループが共同で組換
え体感染性 C 型肝炎ウイルス(HCV)の感染性
粒子産生実験系の開発に成功した。この実験
系では試験管内で合成した HCV遺伝子を細胞
に導入する事で、その細胞の中で HCV 遺伝子
が複製、増殖し、さらには感染性を有するウ
イルス粒子を培養液中に放出することが可
能である。この感染性 HCV 粒子を含む培養液
を新たな細胞にかけることでその細胞にこ
の HCV が感染し、またその細胞で HCV 遺伝子
が複製、増幅されることが観察できる。つま



りこの系では培養細胞をもちいてHCVのす
べての生活環が再現することが可能であ
る。我々はこの実験系を用いてこれまで全
く不明だったHCVのウイルス粒子産生機構
の解析をおこなうことができた。これまで
に電子顕微鏡による観察など以下の結果
を得ている。HCV コアタンパク質は脂肪滴
膜表面に局在化しているが他のHCVタンパ
ク質は脂肪滴周辺の近傍膜構造に局在化
していること、そして、ウイルス粒子は脂
肪滴とその近傍膜構造が接する領域から
その膜構造内へ出芽していることを示し
た。このことから感染性 HCV 粒子の形成そ
のものが脂肪滴周囲で行われていること
が明らかとなった。しかしながら、脂肪滴
が感染性粒子産生に果たす機能について
は全く不明であった。また、この実験系は
組換え体HCVと特定の癌細胞を用いて得ら
れた実験なので患者由来の天然のHCVの感
染増殖時に同様のメカニズムで粒子形成
がおこなわれているのかについては全く
不明であった。 
 
２．研究の目的 
感染性組換え体HCVを産生する細胞の脂肪
滴（LD）周囲に存在する細胞そしてウイル
ス因子について生化学的あるいは分子生
物学的方法をもちいて、その感染性粒子産
生に果たす機能を明らかにすることを研
究の目的にした。さらにこの感染性粒子産
生機構を阻害することによってHCVの増殖
を抑制するための方法を確立するための
基礎研究をおこなうことを目指した。また
患者血由来のHCVが感染増殖する実験系を
構築することにより組換え体HCV増殖実験
系で得られた研究結果を検証することを
目指した。 
 
３．研究の方法 
感染性組換え体HCVを産生する細胞と以前
の研究から非構造タンパク質 NS5A のアミ
ノ酸に変異を導入し複製複合体が脂肪滴
周囲に存在しないようにした変異体型組
換え体 HCV が増殖している細胞を用いた。
後者からは非感染性のウイルス粒子の産
生は生じるが感染性粒子の産生は認めら
れていない。そこで上記２つの細胞からの
脂肪滴（LD）画分を回収し、そのプロテオ
ーム解析をおこない、前者由来の脂肪滴に
特異的に存在する、あるいは存在比率が著
しく変化している細胞性あるいはウイル
ス性因子を同定することを試みた。細胞性
因子に関しては、得られた候補因子の mRNA
配列に対する siRNA を合成し、これを感染
性組換え体HCVを産生する細胞に導入する
ことにより候補因子の発現を低下するか
否かを検討し、抑制効果の得られる siRNA

を選択した。同時にこの候補因子の cDNA の
クローニングをおこなった。LD 画分に存在し
ているウイルス性因子に関してはその構造
を解析し、またその因子と相互作用する因子
の同定をおこなった。 
患者血由来の HCVが感染増殖する実験系の構
築のために既に独自に樹立していることを
報告している不死化肝細胞 HuS-E2 細胞を立
体培養したものを用いることで新たに天然
HCV の感染増殖実験系を構築することを試み
た。 
 
４．研究成果 
ウイルスゲノム複製は可能であり、コアタン
パク質も野生型組換え体感染性 HCVと同一で
あるが感染性ウイルスを産生しない変異体
型組換え体 HCV 複製細胞と組換え体感染性
HCV 産生細胞から細胞分画法によってそれぞ
れの脂肪滴画分を精製してプロテオーム解
析をおこない、その構成タンパク質の比較を
おこなった。各種ウイルスタンパク質に関し
てはイムノブロット法による検出は可能で
あったが、現時点ではタンパク質染色による
検出はできていない。また野生型と変異型の
脂肪滴画分間で著しく存在量の異なる細胞
側タンパク質のいくつかについて候補因子
として解析を進めた。得られた候補因子の感
染性ウイルス産生への関与について siRNAを
導入し、候補因子量を低下させた細胞におけ
る感染性組換え体ウイルスの産生について
検討をおこなったが、細胞内の HCV ゲノム複
製に大きな影響を与えずに、しかも非感染性
粒子は産生される、つまり HCV 粒子の感染性
のみに影響を与えるような因子は同定され
なかった。ただイムノブロット法による検出
結果からは精製脂肪滴画分中の HCVコアタン
パク質の量が野生型と変異型間で著しく異
なっていた。双方の細胞内におけるコアの細
胞内局在については大きな変化は認められ
ていないこと、そして以前の電顕像からの情
報から野生型 HCV遺伝子が複製している細胞
内ではコアがその表面に局在している脂肪
滴にはその周囲に密着するように脂肪滴結
合膜が存在しているが、この膜は変異体の場
合には認められていないことなどから、上記
コアタンパク質の回収量の相違は脂肪滴を
得るための細胞分画中に変異体細胞ではコ
アタンパク質が脂肪滴から離れて失われて
しまう可能性が考えられた。このことはこれ
ら細胞間の比較では脂肪滴画分中のタンパ
ク質の相違が細胞内のものとは一致しない
ことが考えられた。しかしながら LD 画分に
存在するウイルスタンパク質を詳細に解析
したところ、コアタンパク質が多量体を形成
していることを新たに見いだした。このコア
の多量体は野生型組換え体 HCV遺伝子複製細
胞から産生されたウイルス粒子の中にも存



在した。コアに関する変異体解析などを用
いてその責任領域を検討したところ、これ
までに報告のあるコアタンパク質アミノ
末端領域とは異なる領域に存在する１つ
のアミノ酸がこの多量体形成に関与する
可能性が明らかになった。また野性型感染
性HCV遺伝子のこのアミノ酸に点変異を導
入した変異体HCV遺伝子を作成したところ
感染性粒子の産生が認められなくなった。
従って、このアミノ酸を介するコアタンパ
ク質の多量体化が感染性ウイルス粒子の
産生に重要であることが考えられた。 
 不死化肝細胞 HuS-E2 細胞を温度感受性
ポリマーを用いて立体培養した。このよう
に培養したこの細胞は肝臓組織中の肝細
胞と同様に細胞極性を示すことがわかっ
ている。この HuS-E/2 細胞に患者血液由来
の HCV を感染させたところ、平面培養した
同細胞に比較して約100倍の高い効率でウ
イルスが感染し、増殖することがわかった。 
現時点で培養にもちいたゲル中に感染性
ウイルス粒子が産生されているかどうか
は不明である。しかし、３次元培養による
高い感染増殖性の原因を明らかにするた
め、通常の平面培養したものと立体培養し
たもののそれぞれの遺伝子発現をマイク
ロアレイ法で比較し、３次元培養特異的に
発現が変化した遺伝子を見いだした。その
発現変化をもたらす細胞内シグナルを解
析したところ、Peroxisome proliferators 
activatedreceptor(PPAR)alpha のシグナ
ルが大きく変化していることがわかった。
そこでPPARalphaのアゴニストとアンタゴ
ニストを用いて、細胞内における HCV 遺伝
子複製効率の変化を検討したところ、それ
ぞれ、予想されたように HCV 遺伝子複製の
亢進と抑制が観察された。このことから３
次元培養によって活性化された PPARalpha
シグナルによってHCV遺伝子複製の少なく
とも一部は活性化されることがわかった。 
PPARalpha シグナルは細胞の脂肪酸代謝に
関わる酵素の遺伝子群の発現を誘導する
ことが知られているため、脂肪滴の形成と
の関連も考えられることから、その感染性
粒子産生との関連も考えられ、今後このシ
グナルと感染性粒子産生の関連について
検討する予定である。 
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