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研究成果の概要（和文）： 
当該研究期間において我々は、HCV 増殖により誘導されるシャペロン蛋白と HCV 増殖との関

連性および HCV の持続感染や炎症、発癌に関して、これらのシャペロン蛋白や小胞体ストレ

スが病態に与える影響の解析を遂行し、以下の結果を得た。1) シャペロン蛋白の一種である

サイクロフィリン A,B,C を siRNA により発現抑制することでレプリコン増殖は有意な抑制効

果を認め、これらのサイクロフィリンが HCV 増殖に関与していると考えられた。2) 免疫抑制

能の弱いサイクロスポリン D も同様の HCV レプリコン増殖抑制効果がみられ、サイクロスポ

リンの抗ウイルス効果はサイクロフィリンの活性阻害を介することが確認された。3) Two 

hybrid法を用いてHCV蛋白とサイクロフィリン A,B および C の相互作用を確認したが、いずれ

の組み合わせでもシグナルは検出されず、HCV 蛋白とサイクロフィリンの直接会合は認めなか

った。4) ヒト肝臓 cDNA ライブラリーを対象に Two Hybrid法による網羅的探索を行い宿主蛋白の

網羅的スクリーニングを行ったところ、サイクロフィリンと会合する蛋白として

Fumarylacetoacetate hydrolase (FAH)、Homo sapiens insulin-like growth factor binding protein 

2(IGFBP)が同定された。siRNAによる発現抑制によりウイルス増殖を確認したところFAHによりHCV

レプリコン増殖が抑制されることを確認した。 

今後これらの知見を統合し、宿主蛋白を標的とした新たな抗ウイルス分子標的の同定・新規

治療開発をめざし臨床応用への基盤を築くことにつながると思われる。 
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１．研究開始当初の背景 
 
慢性 HCV 感染症は、現在我が国だけでも 150

万人の患者がおり、肝病態進展の阻止にウイ

ルス排除は不可欠である。持続的なウイルス

排除を目的としてインターフェロン(IFN)を

基軸とした治療が行われており、現時点で効

果的な治療は Peg-IFN と ribavirin の併用療

法であり、難治例に対しても著効率は約 50%

まで期待できるようになったが、その効果は

未だ十分とはいえず新たな治療法の開発が望

まれている。 

これまで我々は HCV レプリコンシステムを

改変したキメラリポーター発現レプリコン

(Feo レプリコン)による HCV 発現定量系を用

いて、免疫抑制剤であるサイクロスポリンA(CsA)

がHCV増殖を強力かつ特異的に抑制する作用があ

ること、またその作用はCsAの細胞内受容体であ

るサイクロフィリンの関与が示唆されることを

見 い だ し 報 告 し た (Nakagawa, 2005 
Gastroenterology)。タンパク質の高次構造形成
や転写制御、ウイルス感染などに重要な役割

を担っていることで知られるイムノフィリン

の一つであるサイクロフィリンは、ウイルス

感染や増殖に関与することが報告されている

が、HCV に関してもサイクロフィリンとの関

連性が国内の他グループからもほぼ同時期に

報告され、サイクロフィリンを新たなターゲ

ットとした HCV 治療戦略が期待されている。 

 
２．研究の目的 
本研究において我々は、HCV 増殖に関連

する宿主蛋白（サイクロフィリン）およ

び相互作用するウイルス蛋白・エピトー

プを同定するため Two hybrid system を

用いたスクリーニング、および特定を行

い、ウイルス増殖抑制のための新たな分

子標的探索を目指し、以下の技術的課題の

達成を目標とする。すなわち、 
(1) サイクロフィリンを標的とした抗ウ

イルス療法の確立 

(2)分子シャペロンを標的とした抗ウイ

ルス療法の確立 

(3) HCV 感染増殖に関連する宿主因子、お

よび抗ウイルス薬剤・化合物・ペプチドの

網羅的スクリーニング 

これらの知見を統合し、HCV感染におけるウ
イルスおよび宿主蛋白相互作用の細胞・分子

レベルでの理解を深め、新規クラス抗 HCV療
法薬剤の開発・実用化に必要な基盤情報の蓄

積を到達目標とし研究を遂行する。  
 

３．研究の方法 
(1) サイクロフィリンを標的とした抗ウ

イルス療法の確立 

 HCV 増殖に関連する宿主蛋白（サイク

ロフィリン）および相互作用するウイル

ス蛋白・エピトープ同定するためヒト肝臓

cDNAライブラリーを対象に Two Hybrid法に

よる網羅的探索を行い、ウイルス増殖抑制

のための新たな分子標的の特定を目指す。

HCV レ プリコン発現細胞・および

HCV-JFH1 感染細胞において、これらの

個々のサイクロフィリンの発現を siRNA

ベクターにより抑制し HCV 発現増殖動態

を解析し、ウイルス感染に必須のサブタ

イプを同定する。さらに realtime PCR 法

による細胞内・培地中の HCV 粒子のコピ

ー数の定量、個々の HCV 構造・非構造蛋

白の検出により、ウイルス感染サイクル

のどのステップに関連するかを明らかに

する。  

(2)分子シャペロンを標的とした抗ウイ

ルス療法の確立 

HCV 増殖抑制における小胞体ストレス

関連蛋白の機能をさらに解析し、HCV 複

製増殖への関与について解析し、新たな

治療標的と成りうるかを探索する。 

(3) HCV 感染増殖に関連する宿主因子、お

よび抗ウイルス薬剤・化合物・ペプチドの

網羅的スクリーニング 

 我々は RNA 干渉(RNAi)の応用により HCV

増殖を特異的に抑制できることを報告し

(Sakamoto, EMBO Reports 2003)、また、

安定した形状の siRNA を発現することが

可能なタンデム型 siRNA 発現プラスミド

ベクターを独自に構築している。本研究で

はこの siRNA 発現ライブラリー、及び遺伝

子発現ライブラリーとキメラリポーター

レプリコンシステムを使用し、細胞内のす

べてのトランスクリプトームを対象とし

たウイルス増殖に関わる宿主遺伝子の包

括的スクリーニングを行う。また、ランダ

ムな配列の短鎖ペプチドを発現するレト

ロウイルスライブラリーにより、HCV 遺伝

子複製増殖に関連する宿主蛋白の機能を

阻害するペプチド配列をスクリーニング

する。これらの結果より創薬研究プロセス

の第一段階である宿主蛋白を標的とした

抗ウイルス物質のリード化合物の探索を

進め、臨床応用への基盤を築く。 
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４．研究成果 

(1) Two hybrid法を用いてHCV蛋白とサイクロ

フィリン A,B および C の相互作用を確認した

が、いずれの組み合わせでもシグナルは検出

されず、HCV 蛋白とサイクロフィリンの直接

会合は認めなかった。そこで、第３の蛋白と

複合体を形成している可能性を考え、サイク

ロフィリンと会合する宿主蛋白を同定するため、

ヒト肝臓cDNAライブラリーを対象にTwo Hybrid

法による網羅的探索を行い宿主蛋白の網羅的ス

クリーニングを行ったところ、7種の宿主蛋

白が同定された。これらのうち

Fumarylacetate hydroxylase の発現を siRNA

により knock down したところ HCV レプリコン

の発現が有意に低下した。 

 
 

 
 
 
５． 

シクロスポリン Aの抗ウイルス効果はサイク
ロフィリンへの特異的結合・機能阻害によっ

て発現することがわかっており、HCV-NS5B
蛋白がその標的分子との報告があるが、依然

不明な点が多い。今回の結果より、同定され

たシクロフィリン結合蛋白のいくつかはウイ

ルス増殖に関連することが発現解析により明

らかになった。これらの蛋白の機能解析を進

めることによりウイルス増殖の新たな機構が

明らかになる可能性がある。 
(2) シクロスポリン Aの誘導体であるシクロ
スポリン Dは免疫抑制能は弱いがサイクロフ
ィリンの活性阻害は残存していることが知ら
れているが、同様の HCV レプリコン増殖抑
制効果がみられた。 
 

 
 

 
 

 
 

 
 
 
 
HCV 感染症に対するサイクロフィリンをター
ゲットとした治療法は、宿主因子を標的にし
ていることから薬剤耐性が出にくく、今後の

薬剤開発に期待できると思われる。 

(3) 漢方生薬成分化合物の細胞内 HCV 増殖に

対する効果に関して、HCV レプリコンシステ

ムを用いて解析を行い、甘草由来の 2 種の化

合物、isoliquiritigenin、及びglycycoumarin

に HCV replicon 増殖抑制作用を見出した。こ

れらの薬剤は、HCV-JFH1 培養系においてもウ

イルス感染増殖を抑制することを確認した。 
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