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研究成果の概要（和文）： 
 C 型肝炎ウイルス (HCV)の細胞侵入機構の解析は、ウイルスが宿主細胞に影響を及ぼす最初
の段階として HCV の生活環を理解する上で重要な課題である。HCV の細胞侵入機構の解析に
はこれまでシュードタイプウイルスや細胞馴化ウイルスを用いて、HCV 受容体候補の探索やそ
の相互作用の解析が行われてきた。今回、新たな視点で細胞侵入機構を解析するために、シュ
ードタイプウイルスの蛍光標識モデルの作製を試みた。またこのウイルスが細胞に感染する際
に関与する分子を探索した結果、上皮成長因子受容体(EGFR)がレセプター直下で作用している
可能性が示唆された。またその下流で作用出来るフォスフォリパーゼ C や更に下流に位置する
プロテインキナーゼ C も関与しており、これらが HCV の感染により活性化されることで最終
的にアクチンの脱重合が起こり、HCV 受容体群が集合してくるのではないかと考えられた。 
研究成果の概要（英文）： 
 The receptors of HCV have been characterized, yet the entry pathways of the HCV into target cells 
are incompletely defined. As a surrogate virus system, pseudotype viruses transiently bearing HCV 
envelope proteins based on the vesicular stomatitis virus (VSV) and retrovirus or cell cultured HCV 
(HCVcc) have been developed. Here, we have tried to develop a fluorescence-labeled pseudotype VSV 
or recombinant VSV for a visualized investigation of the entry mechanisms.  Furthermore, to 
characterize the mechanisms by which HCV infection activates downstream signaling pathways, we 
utilized a pseudotype vesicular stomatitis virus possessing HCV envelope proteins (HCVpv) and JFH-1 
virus in combination with pharmacological inhibitors. We reported that HCV utilizes the phospholipase 
C (PLC) / protein kinase C (PKC)-dependent signaling for the entry. Inhibition of actin rearrangement 
by actin-depolymerizing reagents markedly diminishes HCVpv infection. Overall, these results indicate 
that the activation of PLC and PKC-dependent pathway is required for the entry of HCV and is involved 
in setting the actin rearrangement for the endocytosis of the virus. 
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１．研究開始当初の背景 
HCV は肝細胞癌の主要な原因ウイルスであ
り、HCV のスクリーニング方法の確立により
現代では新たな感染者は激減した。しかしな
がら、本邦には未だ 150 万人以上の HCV 感
染者が存在し、毎年二万数千人が HCV 感染
に起因する肝癌で死亡しており、社会的にも
大きな問題となっている。インターフェロン
とリバビリンの併用療法が導入され、C 型慢
性肝炎の著効率は 50%程度にまで改善され
たが、より効果的な治療法の開発が急務であ
る。C 型肝炎の征圧には、まず HCV の生活
環をより正確に理解する必要がある。宿主細
胞への吸着、侵入、ゲノム複製、粒子形成、
そして出芽といった一連の感染機構の解析
は、それぞれのステップをターゲットとした
治療薬の開発にも必須である。しかしながら、
現在まで患者血清から直接 HCV を分離でき
る細胞培養系は存在しないため、HCV のゲノ
ム複製を解析可能なレプリコン細胞や細胞
への侵入プロセスを解析可能なシュードタ
イプウイルス(HCVpp, HCVpv)が開発されて
きた。最近、ようやく限定されたクローンで
はあるものの、HCV の増殖を解析できる培養
細胞に馴化した HCV (HCVcc)が構築された
ことで、HCV の生活環に関する多くの知見が
得られるようになっている (Wakita et al., Nat 
Med. 2005)。 
 HCV の細胞侵入機構に関しては、主に
HCVpp, HCVcc を用いたアッセイ系が開発さ
れてからより簡便に解析できるようになり、
細胞への結合必須分子としてヒト CD81 が 
(Bartosch et al., J Biol. Chem. 2003)、また結合
増強因子としてヘパリンやヘパラン硫酸と
いった硫酸多糖類(Barth et al., J Virol. 2006)や
スカベンジャーレセプタークラス B タイプ I 
(Voisset et al., J Biol. Chem. 2005)などの関与
が報告されてきた。最近、侵入に必要な分子
として細胞のタイトジャンクション形成に
作用する Claudin ファミリーの存在が明らか
となり(Evans et al., Nature 2007, Zheng et al., J 
Virol. 2007)、現在これらの受容体候補分子間
の相互作用および受容体分子の HCV 感染に
おける詳細な役割についての解明が求めら
れている。 
 申請者は、これまでに水疱性口内炎ウイル
ス(VSV)を用いたシュードタイプウイルスシ
ステムを利用して、感染性を持った HCV の
シュードタイプウイルス(HCVpv)および組換
えウイルス(HCVrv)を作製し、これらのウイ
ルスを用いてこれまでに新規 HCV 受容体分
子の探索や、受容体候補分子のヒト CD81 や
Claudin-1 の関与について解析を行ってきた
(Matsuura et al., Virology 2001, Tani et al., J 
Virol. 2007)。 
２．研究の目的 

本研究ではこれまでに開発してきた HCVpv
および HCVrv を改良し、リアルタイムでウイ
ルスの細胞侵入を解析できるように蛍光標
識担体を持った HCVpv および HCVrv の作製
を試みる。蛍光標識された可視化型 HCVpv
および HCVrv が作製できたら、これらのウイ
ルスを用いてヒトCD81やClaudin-1などこれ
までに報告されてきた HCV 受容体候補分子
との相互作用をリアルタイムイメージング
技術を用いて時間的・空間的な解析を行う。
実際にウイルスが受容体に結合し、細胞内に
侵入するまでにどれくらいの時間を必要と
するのか、その際にどの受容体分子と細胞の
どういった場所でどのように取り込まれる
のか、など HCV と受容体との関係性をより
詳細に明らかにする。 
３．研究の方法 
蛍光標識ウイルスを作製するにあたり、蛍光
標識担体としてシステインタグシステムを
利 用 す る 。 シ ス テ イ ン タ グ と は
Cys-Cys-Pro-Gly-Cys-Cysの配列を持ったペプ
チド配列であり、この配列に結合するとフル
オレセインと同様の蛍光を発する Flash とい
う蛍光色素を反応させることで蛋白質を蛍
光標識できるようになる。このタグシステム
は緑色蛍光蛋白質(GFP)タグなどに比べポス
トラベルする必要性があるが、6 アミノ酸の
挿入だけで作製可能なために 240 近いアミノ
酸の GFP に比べ蛋白質の構造や機能に影響
を与える可能性が少ない。このシステインタ
グシステムはウイルス学の分野においても、
既にいくつかのウイルスにおいて作製され
ており、視覚的・時空間的な解析が行われて
いる (Panchal et al., Proc Natl Acad Sci USA. 
2003, Sakai et al., J Virol. 2006, Turville et al., 
Nat Methods. 2008)。今回、これを HCV エン
ベロープ蛋白質(E1 or E2)もしくは VSV のゲ
ノムに挿入し標識したウイルスを作製する。 
 HCVpv シュードタイプウイルスでちゃん
と蛍光標識されたウイルスが作製できてい
るか、実際に細胞へ感染させて経時的に共焦
点蛍光顕微鏡で確認する。HCVpv で作製可能
なことが確認できたら、同様に HCVrv につい
ても作製を検討する。また、HCV のシュード
タイプウイルスで蛍光標識システムがうま
く評価できない時のために、コントロールと
して HCV エンベロープ蛋白質より効率良く
VSV に取り込まれ、高い感染性を示すバキュ
ロウイルスのエンベロープ蛋白質 gp64 を被
った蛍光標識シュードタイプウイルスも作
製し、このタグシステムがちゃんと機能して
いることを確認する。効率良く蛍光標識され
ているウイルスが得られたら、これらの蛍光
標識ウイルスを用いて、ヒト CD81、Claudin-1
他、受容体候補分子との局在部位、経時的な
相互作用の変化などをタイムラプスイメー



ジングにより検討する。 
 
４．研究成果 
HCV のエンベロープ E2 にシステインタグを
組み込んだコンストラクトを作製し、シュー
ドタイプウイルスの作製を試みたが、感染性
を持つウイルスを得ることが出来なかった。
これは E2 にシステインを付加したことによ
るエンベロープ複合体の構造変化が原因と
考えられる。そのため、次に VSV のゲノム
にシステインタグの配列を組み込んだ VSV
を用いて、シュードタイプウイルスを作製し
た。このウイルスは、システインタグを付加
してもこれまで通り問題なくウイルスは複
製でき、感染性のウイルスを得ることができ
た。また、このシュードタイプウイルスとは
別にこのシステインタグの配列が組み込ま
れた VSV のゲノムに HCV のエンベロープ遺
伝子を組み込んだシステインタグ付加 HCV
組換えウイルスの作製にも取り組んだ。その
他、コントロールとして用いるバキュロウイ
ルスエンベロープ gp64 を被ったシュードタ
イプウイルスの作製にも取り組み、このウイ
ルスでは HCV のシュードタイプウイルスに
比べて効率良くウイルスの産生が認められ
ている。感染性が保持されていることを確認
できたので、FIash 試薬による蛍光ラベル化
を施し、細胞への感染の可視化を試みた。
様々な方法を駆使して改善を試みたが、バッ
クグラウンドである VSV そのものの細胞へ
の結合を抑えることが難しく HCV のシュー
ドタイプウイルス特異的な細胞侵入を解析
するには至らなかった。そこで、このシュー
ドタイプウイルスを引き続き用いて、細胞侵
入に関与するシグナル伝達分子の探索を試
みた。HCV 特異的な細胞侵入を観察するため
に、ルシフェラーゼ遺伝子を組み込んだ VSV
ゲノムを用いて、HCV のシュードタイプウイ
ルスを作製し、このウイルスが細胞に感染す
る際に関与する分子を探索した結果、上皮成
長因子受容体(EGFR)がレセプター直下で作
用している可能性が示唆された。またその下
流で作用出来るフォスフォリパーゼCや更に
下流に位置するプロテインキナーゼCも関与
しており、これらが HCV の感染により活性
化されることで最終的にアクチンの脱重合
が起こり、HCV 受容体群が集合してくるので
はないかと考えられた。ウイルス感染による
一連のレセプターの局在変化などは可視化
により確認できており、今後ウイルスの直接
的な可視化が望まれる。 
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