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研究成果の概要（和文）：HCVは持続感染し慢性肝障害を引き起こす。線維化が進行すると、肝小葉が再構築さ
れ、血液循環動態の変化も関与する。SVR達成された後も、肝障害が持続することがある。本研究では感染細胞
の小器官構造や遺伝子発現変化に着目した。培養細胞ベースでのHCV未感染細胞、感染細胞、感染後排除細胞を
構築し、HCV感染からHCV排除が観察できた。これらの細胞においては可逆的、不可逆的に変化する遺伝子があっ
た。これらの細胞での解析をさらに進め、ヒト肝臓キメラマウスや患者検体での解析を行い共通して可逆的、不
可逆的に変化する遺伝子を明らかにし、肝障害に関連する宿主マーカーを明らかにする。

研究成果の概要（英文）：HCV persistently infects hepatocytes and causes chronic liver damage. As 
fibrosis progresses, liver lobules are remodeled, and the hemodynamics of the liver also change. 
Therefore, liver damage caused by persistent HCV infection involves not only viral infection and 
host immune response, but also changes due to tissue remodeling of the liver. Therefore, even after 
achieving SVR, liver injury may continue and lead to hepatocarcinogenesis. In this study, we focused
 on the organelle structure and gene expression changes of infected cells. We constructed 
HCV-uninfected cells, infected cells, and post-infection-excluded cells on a culture cell basis, and
 observed HCV elimination from HCV infection. There were genes that changed reversibly and 
irreversibly in these cells. We will further analyze these cells, analyze human liver chimeric mice 
and patient specimens, clarify genes that are reversibly and irreversibly changed in common, and 
clarify host markers related to liver damage.

研究分野：肝炎ウイルス

キーワード： C型肝炎ウイルス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
HCVは抗ウイルス療法により95%以上のウイルス排除率が達成されている。しかし、DAAによるSVR達成後に一部の
症例ではウイルス排除後の肝障害の持続や、肝発癌が問題となっている。本研究ではウイルス感染およびウイル
ス排除に伴う肝細胞および肝組織変化に着目し、ウイルス感染による肝臓の可逆的および不可逆的変化を解析す
る。ウイルス排除後も回復しない不可逆的変化とその原因となる宿主因子について解明できれば、SVR達成後の
肝障害および肝発がん予防に資する検査法および治療法開発につながることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１． 研究開始当初の背景 

 

HCV は１９８９年に米国カイロン社の研究グループにより発見された。HCV 感染の治療は、イン

ターフェロンを中心とした治療が長らく主体であり、その治療効果も限定的であった。しかし、

１９９９年にドイツのグループよりレプリコンが報告され、２００５年には申請者のグループ

よりウイルス培養系が発表され、DAA の開発に至った。現在では内服薬のみの抗ウイルス療法に

より 95%以上のウイルス排除率が達成されている。DAA 治療によるウイルス排除の目的は HCV 持

続感染による慢性肝疾患と全身状態の改善と、肝発がん予防である。しかし、DAA による SVR 達

成後には肝発癌は明らかに減少するが、一部の症例ではウイルス排除後の肝障害の持続や、肝発

癌が問題となっている。ウイルス持続感染による肝細胞の遺伝子発現変化や肝組織障害のなか

にウイルス排除後も不可逆的に持続するものがあれば、DAA 治療によるウイルス排除のみでは完

全に回復しない可能性がある。DAA 治療前から検出困難な微小肝癌が存在し、DAA 治療による SVR

達成後に肝癌と診断される場合は SVR 後早期に発症すると考えられるが、実際には SVR 達成後

長期間にわたり肝発癌する症例が存在する。また、SVR 達成後に肝障害が持続する症例も報告さ

れている。従って、ウイルス排除した肝細胞に不可逆的な遺伝子変化が存在する、あるいはウイ

ルス排除後も発癌に関与する肝臓内の環境変化が持続している可能性がある。そこで本研究で

はウイルス感染およびウイルス排除に伴う肝細胞および肝組織変化に着目し、ウイルス感染に

よる肝臓の可逆的および不可逆的変化を解析する。ウイルス排除後も回復しない不可逆的変化

とその原因となる宿主因子について解明できれば、SVR 達成後の肝障害および肝発がん予防に資

する検査法および治療法開発につながることが期待される。 

 

２．研究の目的 

 

 HCV 感染は肝臓に持続感染して慢性肝炎、肝硬変、肝臓癌といった慢性肝障害を引き起こす。

慢性肝障害は肝細胞のアポトーシス、リンパ球浸潤、脂肪肝などを伴う。さらに線維化が進行す

ると肝小葉が再構築され、肝臓の血液循環動態も変化する。従って、HCV 持続感染による肝障害

はウイルス感染そのもの、および宿主の免疫反応だけによるものではなく、肝臓の組織再構築に

よる変化も関与することが考えられる。従って、DAA 治療によりウイルス排除が達成された後も、

引き続き肝障害が持続し、肝発がんに至ることもあり得る。 

 本研究ではウイルス培養モデル、ヒト肝細胞キメラマウス、HCV キャリアおよび SVR 患者の肝

生検サンプルにおけるウイルス感染による細胞小器官構造変化、遺伝子発現変化に着目して解

析する。SVR 後の肝発癌や持続する肝障害の発生機構および関連する宿主因子を解明することが

目的である。 

 

３．研究の方法 

 



ウイルス細胞培養モデル：Cre-loxP によるスイッチング

発現系を利用して、未感染細胞、感染細胞、DAA によるウ

イルス排除細胞を完全に分離することが可能な実験系を

構築した。この実験系により、ウイルス感染による細胞

小器官構造変化、遺伝子発現変化を解析可能となる。ま

た、細胞培養時に酸素分圧濃度を変化させることにより、

正常肝臓の門脈優位な低酸素状態から慢性肝障害における動脈優位な高酸素状態における細胞

変化を解析する。 

・ファクスにより未感染細胞、ウイルス

感染細胞、ウイルス排除後細胞の解析と

ソーティングをおこない、完全に分離す

る 

・未感染細胞、ウイルス感染細胞、ウイルス排除後細胞から RNA、ゲノム DNA、タンパク、脂質

を抽出して網羅的に解析する 

・未感染細胞、ウイルス感染細胞、ウイルス排除後細胞を電子顕微鏡で観察して細胞内小器官の

構造変化を解析する 

・高酸素分圧下、低酸素分圧下で培養したウイルス感染細胞、ウイルス排除後細胞の遺伝子変化

や細胞内小器官の構造を解析する 

 

 

４．研究成果 

 

Cre/loxP 組換えにより RFP 遺伝子発現から GFP 遺伝子発現に変化するレポーターカセット遺

伝子を Huh751 細胞に遺伝子導入した。選択培養とソーティングを行い、レポーター細胞である

Huh751-RG を樹立した。さらに Cre を発現する組み換え HCV(HCV-Cre)を構築した。HCV-Cre を

Huh751-RG 細胞に感染することにより遺伝子組み換えがおこり、GFP 発現細胞を確認できた。そ

の後、Huh751-RG 細胞のクローン化を行い、RFP を高発現する細胞を 11 クローン単離した。この

RG クローンに HCV-Cre を感染させると、様々な割合で GFP 発現細胞が観察された。感染後すべ

ての細胞において RFP から GFP への組換えが起こるわけではなかった。HCV 感染後に継代培養す

ると、2 週間程度をピークに GFP 陽性細胞の割合は減少した。各 RG クローンの感染細胞につい

て HCV 産生のピークが過ぎた 30日以降の GFP 陽性細胞をソーティングで分離して培養を継続す

ることにより、HCV が持続感染する HCV 感染細胞を得た。さらに、HCV 感染細胞を抗ウイルス薬

で 3週間処理して HCV を排除した。各 RGクローンの HCV 排除細胞からは薬物処理停止後 2週間

以上経過しても培養上清や細胞内で HCV は検出されなかった。以上の実験により、HCV 未感染細

胞、HCV 感染細胞、HCV 感染後排除細胞を樹立できた。 

クローン化した RG 細胞のうち感染後の HCV 産生が安定

している 3 クローンの RG 細胞に注目し、それらの HCV 未

感染細胞、HCV 感染細胞、HCV 感染後排除細胞について、細

胞内の微細構造を観察した。HCV 感染細胞では HCV 感染患

者検体でも観察される二重膜構造や脂肪滴構造の出現、ミ

トコンドリア構造の異常が観察された。HCV 排除細胞にお

いてはこれらの構造変化は感染前の状態に回復していた。 



これらの細胞内の構造変化は HCV 感染による宿主の遺

伝子発現変化によるものと考えて、HCV 感染後、HCV 感染

から排除後の遺伝子発現の変化を RNA-seq で網羅的に解

析した。HCV 感染により約 580 遺伝子、その後の HCV 排除

により約 360 遺伝子に発現変化があった。これら遺伝子の

中には HCV 排除により感染前の状態に回復する可逆的な

遺伝子、回復しない不可逆的な遺伝子があった。これらの

遺伝子のうち感染により遺伝子発現が増加する 20 遺伝子（排除後に回復しないものが 12 遺伝

子）、減少する 12遺伝子（排除後に回復しないものが 4遺伝子）に注目して解析を進めている。

中でもウイルス排除後に回復しない遺伝子に関しては、不可逆的な肝組織変化に関与すると考

えられ、解析を進めることで肝組織異常の改善につながる情報になり得る。また、メタボローム

解析を行い、それぞれの細胞内での代謝物変化についても網羅的に比較解析を行った。その結果、

HCV 感染細胞と HCV 排除細胞において解糖系の代謝産物の低下が観察された。この結果は HCV 感

染患者において糖代謝異常が多いことと一致する。 

以上のことから、培養細胞ベースでの HCV 未感染細胞、HCV 感染細胞、HCV 感染後排除細胞の構

築することで、同一細胞を用いた HCV 感染（感染については同じ程度の HCV 感染を受けた状態）

から HCV 排除が観察できた。これらの細胞においては確かに HCV 感染、HCV 排除の過程において

か可逆的、不可逆的に変化する遺伝子があった。これらの細胞での解析をさらに進めるとともに、

ヒト肝臓キメラマウスや患者検体での解析を行い 3 モデルで共通して可逆的、不可逆的に変化

する遺伝子を明らかにすることで DAA 治療後の肝発癌、肝障害に関連する宿主マーカーが明ら

かになる。 
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