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研究成果の概要（和文）： 
 
我々は HCV 増殖に関連する宿主因子の探索を遂行し、以下の結果を得た。(1)replicon 細胞を
用いて 8,000 種の化合物ライブラリーから 5 個のエポキシ誘導体を同定した。(2) 4,000 種の化
合物をスクリーニングし、HCV 感染を抑制する 5 種の化合物を同定した。(3) SR タンパクキ
ナーゼを標的とした抗 HCV 分子 4 個を同定した。以上の知見より、新規クラス抗 HCV 療法
薬剤の開発を目標に引き続き研究を遂行する。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
In the present study period, we have conducted high-throughput and comprehensive 
screening of drugs, physiologically active compounds and small synthetic compounds that 
suppress HCV replication by using HCV infection and replication cell culture. (1) By using 
HCV Feo replicon, we conducted cell-based screening of 8,000 diversity-oriented synthesis 
(DOS) compounds. We initially selected 41 compounds that suppress HCV replication and 
further validation identified 5 epoxide compounds that had low IC50. (2) We screened 4,000 
synthetic compounds and identified 5 compounds that suppress HCV replicon and 
HCV-JFH1 cell culture. We further conducted structure-activity relation (SAR) analyses 
and identified essential molecular structure for the antiviral activity. (3) We screened 
serine-rich (SR) protein kinases and identified 4 anti-HCV compounds. By integrating 
above results, we will further give better understanding of HCV infection life cycle and 
molecular targets of antiviral activity. 
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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、肝硬変・肝癌の超高
危険群である。現在インターフェロン大量投
与を基軸とした治療が行われているが、その
ウイルス排除率は高々50%程度である。さら
に、インターフェロン投与に伴う副作用のた
め、多くの高齢者、肝硬変症例等は治療非適
応となっている。以上より HCV 持続感染・
肝障害発症の分子機構の理解、およびインタ
ーフェロンに代わる新規クラス治療薬剤の
開発が急務である。HCV は最近まで安定し
た培養細胞系がなく研究の障害となってい
たが、近年、細胞内ウイルス複製機構を培養
細胞にて安定して再現する HCV レプリコン
システム（Lohmann, 1999 Science）、さらに、
HCV-JFH1 培養細胞系が開発され(Wakita, 
2005 Nature Medicine)、現在ウイルス増殖
機構解明、抗ウイルス療法開発の強力なツー
ルとなっている。 
 
２．研究の目的 
 申請者らは、以上の HCV 感染・増殖細胞
モデルを用いて HCV 感染過程のすべてのス
テップ（細胞吸着侵入→増殖→粒子形成排
出）を総体的に解析し、以下の技術的課題の
達成を目標とする。 
  
(1) 臨床薬剤・生理活性化合物、多様志向性
合成化合物(DOS)ライブラリーの抗ウイルス
作用の大規模スクリーニングとその作動経
路の解析 
●現在使用されている臨床薬または生理活
性の知られている化合物からウイルス増殖
に影響を与えるものを抽出・同定することに
より、直接抗ウイルス薬として臨床応用また
は既知の作用経路に照らした解析研究が可
能となる。我々はキメラリポーター・レプリ
コン系を用い、約 2,500 種の臨床薬剤、生理
活性化合物ライブラリーの抗ウイルス薬剤
の High-Throughput Screening (HTS)を行
い、ウイルス増殖を特異的に抑制、または亢
進 す る 52 種 の 化 合 物 を 同 定 し た
(Gastroenterology, 2007)。本研究では、さら
に多くの化合物ライブラリーの HTS を展開
し抗ウイルス分子の探索・機能解析を進める。 
● 多 様 志 向 性 合 成 (Diversity Oriented 
Synthesis, DOS)とは、基本化合物から段階
的な残基付加反応を繰り返し多様な構造の
化合物を合成する手法であり、実質的に無限
に多様な化合物を合成することが可能であ
る。我々は約 8,000 種の DOS ライブラリー
の抗 HCV 効果をスクリーニングし、特異的
に HCV 増殖を抑制する 5 個のエポキシ誘導
体を同定している。これらの結果を基に引続
き HTS と作用標的分子の探索を展開する。 

(2)インターフェロン発現・応答系に関連する
標的宿主蛋白の探索とインターフェロン作
用増強薬の抗ウイルス効果の検証 
 我々は自然免疫系の解析に適した複数の
細胞株で樹立した HCV レプリコン発現細胞
を用いて、NS4B 蛋白などの IRF3/IFN 応答
経路の抑制機構とそのエピトープの特定・解
析を進め、NS4B の機能を阻害する化合物・
宿主蛋白を HTS 等の手法を用い探索する。
さらに当施設で同定された、インターフェロ
ン応答を増強させる化合物についてその作
用点、細胞・動物モデルを用いた抗ウイルス
効果・安全性について検討を進める。 
(3) RNA 編集に関連するリン酸化酵素阻害薬
ライブラリーの抗ウイルス効果のスクリー
ニングと作用機構の解析 
 申請者、および研究協力者萩原らはこれま
で mRNA 転写後スプライシングに関わるリ
ン酸化酵素抑制薬の合成ライブラリーを用
いて HCV 増殖・粒子形成を抑制する化合物
のスクリーニング、およびその作用機構の解
析を行う。 
 
３．研究の方法 
(1) 臨床薬剤・生理活性化合物ライブラリー、
多様性志向型の合成化合物(DOS)ライブラリ
ーの抗ウイルス作用のハイ・スループット・
スクリーニング(HTS)とその作用機構の解析 
 薬剤・化合物ライブラリーは米国 Chembio
社より供与され、Dr. Raymond Chung との共
同にて遂行する。HCV レプリコン細胞の樹立、
条件設定を坂本らが行い、一次スクリーニン
グを Chung が担当、抽出された候補化合物の
HCV 培養系での検証、作用機構の解析を坂本
らが遂行する。現在、レプリコン系を用いた
約2,500種の薬剤、化合物ライブラリーのHTS
により、ウイルス増殖抑制・亢進薬としてす
る 52 種の化合物を同定した
(Gastroenterology, 2007)。このうち未だ報
告されていない、PDE5 阻害薬、および p38 MAP
キナーゼ阻害薬について、作用に関連する細
胞内シグナル伝達系関連蛋白の解析を進め
る。  
 
(2) 細胞内インターフェロン発現・応答系と
HCV との相互作用の解析 
 免疫沈降・免疫染色による解析： NS4B 蛋
白について小胞体膜上での Cardif, RIG-I と
の相互作用を解析するため、両分子の発現プ
ラスミド導入を行いそれぞれのtagに対する
抗体を用いて免疫沈降による解析を行う。 
  
 
(3)RNA 編集に関連するリン酸化酵素群を標
的とした低分子ライブラリーの抗ウイルス
効果のスクリーニングと作用機構の解析 



 リン酸化酵素抑制薬の合成ライブラリー
を用いて HCV 増殖・粒子形成を抑制する化合
物のスクリーニング、およびその作用機構の
解析を行う。抗ウイルス効果の確認された薬
剤についてその作用を解析するため標的キ
ナーゼの強制発現・ノックダウンによりその
効果を確認する。 
 
(3) インターフェロン作用増強薬化合物の
抗ウイルス効果の検証 
 我々は HCVレプリコン系およびインターフ
ェロン誘導性レポーター(ISRE)発現系を用
いた小分子のスクリーニングによりインタ
ーフェロンαによる宿主細胞の応答を増強
する数種類の分子を同定している。これらは
インターフェロン添加による細胞内での
ISRE 依存性転写活性可能を増強し、HCV レプ
リコンのインターフェロン感受性も亢進さ
せることを確認している。本研究で我々は、
同薬剤がインターフェロン応答系のどのス
テップに作用しているのかを解析する。 
 
４．研究成果 
 
 当該研究期間において我々は、HCV 感染・増
殖細胞モデルを用いて薬剤・生理活性化合
物・短鎖ペプチドの抗ウイルス作用の網羅的
スクリーニング、および HCV 増殖に関連する
宿主因子の探索を遂行し、以下の結果を得た。
(1)HCV-Feo replicon 細 胞 を 用 い て
Diversity-Oriented Synthesis (DOS)法で合
成した 8,000種の化合物のスクリーニングを
施行し、HCV 増殖を抑制する 41 種の化合物を
同定し、構造活性相関解析に IC50 の優れた 5
個のエポキシ誘導体を同定した。さらに新た
な化学合成ライブラリーの4,000種の化合物
をスクリーニングし、HCV replicon 増殖、
HCV-JFH1感染を抑制する5種の化合物を同定
し、構造類似化合物のスクリーニングを追加
し構造活性相関があることを確認した。
(2)SR タンパク質特異的キナーゼを標的とし
た小分子ライブラリーのスクリーニングを
行い、特異的な抗 HCV 活性を持つ分子 4個を
同定した。今後これらの知見を統合し、HCV
感染サイクル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
し引き続き研究を遂行する。本研究で同定さ
れた化合物の作用機構の解析、小動物モデル
を用いた効果・安全性の検証を進めることに
より新たな抗ウイルス薬剤の開発につなが
ると思われる。 
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