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研究成果の概要（和文）： 
 C 型肝炎ウイルス（HCV）の治療としてインターフェロン（IFN）とリバビリン（RBV）
の併用療法が行われているが、RBV が有する抗 HCV 作用の機序は不明であった。肝細胞
癌由来株である HepG2 及び Huh7 細胞に HCV 遺伝子型 1a 全長遺伝子を発現させ、IFN-
αと RBV の添加を行った。リバビリンは内因性の IFN-βを誘導し、IFN-αの IFN 誘導
子を介した抗 HCV 作用を相加的に増強することで抗 HCV 作用を増強した。IFN-βを誘
導する新規の薬物を同定することで、新たな HCV 治療法を開発できる可能性がある。 
研究成果の概要（英文）： 
 The combination therapy of interferon (IFN) and ribavirin (RBV) is used to treat 
HCV infection, however, how RBV enhances the anti-HCV effects remains unknown. 
We therefore investigated whether RBV modifies IFN’s anti-HCV action. We used 
plasmid-based HCV replication system, which express HCV genotype 1a full genome in 
HepG2 and Huh7 hepatoma cell lines. Ribavirin regulates HCV replication through 
the up-regulation of ISGs induced by enhancing autocrine IFN-β. The modulation of 
ISGs by RBV would help to establish a means of eliminating HCV. 
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１．研究開始当初の背景 

C 型慢性肝炎は C 型肝炎ウイルス（HCV）
感染による慢性肝疾患である。肝硬変に進展
すると肝細胞癌や静脈瘤を合併することが
あり、早期に HCV を排除する必要性がある。
日本人の HCV 感染者はセロタイプ 1 型かつ
高ウイルス量が約半数を占め、インターフェ
ロン(IFN)単剤で約 10%、インターフェロン

とリバビリン（RBV）の併用療法でも約 50%
とされ治療効果は十分と言えない。また、IFN
と RBV の併用療法は副作用も多く、新規の
抗ウイルス薬、RBV に替わる併用薬の開発が
望まれる。 

RBV は単剤での抗 HCV 効果は弱いが、
IFNと併用すると IFNの抗HCV効果を増強
させる。これまでに報告された RBV の抗
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HCV 作用は①HCV の RNA 依存性 RNA ポ
リメラーゼ阻害②イノシン一リン酸脱水素
酵素阻害③T細胞をTh1細胞優位に誘導する
細胞性免疫の賦活④複製する HCV-RNA へ
の遺伝子変異導入があげられる。しかし、こ
れらの機序はRBV単剤での作用機序であり、
RBV が IFN との併用によって IFN の抗
HCV 作用を増強する機序としては十分説明
できず、詳細は不明である。一方、IFN は IFN
誘導遺伝子群（ISGs）を介して様々な生理活
性を発揮する。特に IFN の抗ウイルス作用に
は protein kinase R (PKR) 、 Myxovirus 
resistance-A (MxA) 、 2’5’-Oligoadenylate 
synthetase（OAS）が重要とされる。RBV
が IFN の抗 HCV活性を増強することは明ら
かであり、IFN の抗 HCV 作用の要であるこ
れら ISGs の作用を修飾している可能性があ
る。 

HCV に対する薬物の作用機序に関して解
析が困難であった原因として、複製レベルの
高い HCV 感染モデルがなかったことがあげ
られる。近年、HCV 粒子が形成可能な HCV
培養系が報告されたが、細胞内 IFN 誘導に障
害があるHuh7細胞とその亜型でのみしか十
分な複製が得られず、HCV ジェノタイプ 2a
を使用しているという限界点がある。申請者
らは、これまでに複数の細胞株で HCV 遺伝
子型1a全長の持続発現を可能とするHCV複
製モデルを作成した（Hiasa Y, Tokumoto Y, 
et al. Hepatology 72:867,2008）。この複製系
では他の肝細胞株である HepG2 細胞をはじ
めとして様々な細胞で HCV 複製が可能であ
る。難治性である HCV 遺伝子型 1a および、
性質の異なる種々の細胞株を用いて、比較検
討することで IFN と RBV の詳細な抗 HCV
作用機序を明らかにできる可能性がある。 
 
２．研究の目的 
 HCV genotype 1 の全長遺伝子を発現する
複数の HCV 複製系を用いて、リバビリンの
インターフェロンによる抗 HCV 作用を修飾
する機序について解析した。RBV の作用機序
に関連しうる標的分子の同定により、それに
基づく治療法および他の IFN 併用候補薬を
同定し、C 型肝炎患者の治療成績向上に寄与
することを本研究の目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)リバビリンによるインターフェロン誘導
遺伝子への影響と抗 HCV 作用変化の解析 

RBV による IFN-αの抗 HCV 作用増強機
序を明らかにする目的で、IFN-α及び RBV
添加時の宿主細胞因子、蛋白発現変化をみる。
IFN-αの抗 HCV 作用に関連する ISGs とし
て PKR、OAS、MxA に注目した。また、内
因性の IFN である IFN-βについても解析し
た。 

ヒト肝細胞癌由来細胞株である HepG2、
Huh7細胞を使用した。T7プロモーター下流
に HCV遺伝子型 1a全長遺伝子を挿入した HCV
発現プラスミド（pH77）と T7 ポリメラーゼ
を持つアデノウイルスベクター(Ad-T7pol)
をこれら細胞株に導入した HCV持続発現細胞
を作成した。 
この培養上清にインタ－フェロン（IFN）-

α 100 IU/mlとリバビリン（RBV） 50 μM
を単独または混合添加し、5 日間まで経時的
に RNA、細胞蛋白、培養上清の回収を行った。
HCV-RNAは rTth法による逆転写反応を用いた
strand-specific リアルタイム RT-PCR でプ
ラス鎖、マイナス鎖の定量を行った。同時に
リアルタイム RT-PCR法を用いて PKR、OAS、
MxA、IFN-β mRNAの測定を行った。各 mRNA
は GAPDHを内部コントロールとして標準化し
た。 
細胞蛋白は PKR 関連蛋白（PKR、リン酸化

PKR、eIF-2α、リン酸化 eIF-2α）及び actin
のウエスタンブロッティングによる発現量
の比較を行った。 
(2)内因性 IFN-β抑制時の RBVによる IFN-α
の抗 HCV 効果の修飾 
 IFN-α及び RBV添加による IFN-βへの影響
を明らかにする目的で IFN-βの抑制を行っ
た。 
①siRNAを用いた IFN-β抑制による ISGs 
mRNA誘導の変化 
IFN-β抑制の方法として siRNAを用いた。
IFN-βに対する siRNAもしくはコントロール
siRNA をリバーストランスフェクション法を
用いて HepG2細胞および Huh7 細胞に導入し
た。24時間後に pH77を導入したのちに
Ad-T7pol を感染させて HCV発現 IFN-β抑制
細胞を作成した。この培養上清に IFN、RBV
を添加して経時的に RNA を回収し解析した。 
②IFN-β中和による ISGs mRNA誘導の変化 
IFN-βは細胞外に放出された後にⅠ型 IFN受
容体を介して ISGs を誘導することが予想さ
れる。そのため、上清中の IFN-βを中和した
際の ISGs mRNA誘導の変化について検討した。
IFN-βに対する抗体もしくはアイソタイプ
コントロールを上清中に添加した。48及び
72 時間培養を行ない、ISGs mRNA の変化につ
いて検討を行った。 
 
４．研究成果 
(1)リバビリンによるインターフェロン誘導
遺伝子への影響と抗 HCV 作用変化の解析 
HepG2 細胞に IFN-αを添加したところ、投

与後 1-5日にかけて ISGs (PKR、MxA、OAS) mRNA
がコントロールに比し有意に増加した
(p<0.05)。RBVの添加ではこれら mRNA の誘導
はみられなかった。IFN-αと RBVを混合添加
したところ、IFN-αで誘導された PKR、MxA 
mRNA が IFN-α単独よりも有意に誘導された



 

 

（day2-5, p<0.05）。Huh7細胞でも IFN-αに
よる ISGｓ mRNAの誘導があり、RBV による誘
導は同様にみられなかった。しかし、IFN-α
と RBV の混合添加では HepG2 細胞と異なり、
RBVによる IFN-αによる ISGs mRNA誘導の上
乗せ効果は見られなかった。 
 IFN-β mRNAは IFN-αで誘導され RBV単独
では誘導されなかった。しかし、IFN-αと RBV
を同時に添加したところ、IFN-α単独よりも
有意に IFN-βが誘導された（p<0.05）。この
相加効果は HepG2細胞でみられたが、Huh7細
胞ではみられなかった。 
 細胞内蛋白の発現をウエスタンブロッテ
ィングにて検討した。HepG2 細胞では PKR、
eIF-2α共に IFN-α添加によりリン酸化がみ
られ、RBV と混合することで更にリン酸化が
増強し相加的な PKRシグナルの活性化が明ら
かとなった。RBV 単独ではリン酸化がみられ
なかった。また、Huh7細胞では IFN-αと RBV
を混合添加してもリン酸化の亢進はなかっ
た。 
 これらの結果から、HepG2 細胞では IFN-α
に加えて RBVを添加することで、RBVが IFN-
αの ISGs mRNA誘導を相加的に増強している
と考えられた。その機序として内因性 IFN-
βが関係しており、Huh7細胞では混合添加に
よっても十分な内因性 IFN-βの誘導がみら
れず、結果として相加的な ISGs 誘導効果が
見られなかったと考えられた。 
 
(2) 内因性 IFN-β抑制時の RBV による IFN-
αの抗 HCV効果の修飾 
 内因性 IFN-βが RBV の IFN-αの抗 HCV 作
用増強機序に関与していると考えられたこ
とから、IFN-βの抑制下での変化を検討した。 
 HepG2細胞に IFN-βの siRNAを用いて IFN-
β抑制細胞を作成した。IFN-βは約 90%抑制
可能であり、IFN-α、RBV 添加によっても抑
制効果は減弱しないことを確認した。コント
ロールの siRNA を導入した細胞では、IFN-α
と RBVの添加により、相加的な ISGs mRNA誘
導がみられたが、IFN-β抑制細胞ではこの相
加的な効果が減弱した。 
 更に、上清中の IFN-βを中和したところ、
siRNAによる IFN-β抑制時と同様に RBVによ
る ISGs誘導効果は減弱した。 
 これらの結果から、RBVと IFN-αを同時に
用いることで、内因性の IFN-βが誘導され、
細胞外に放出された後に、Ⅰ型 IFN 受容体を
介して IFN-αと相加的に ISG mRNA を誘導す
ることで IFN-αの抗 HCV作用を増強すること
が明らかとなった。 
(3)得られた成果の位置づけ 
 C 型肝炎ウイルスに対するウイルス排除可
能な治療は IFN のみであり、RBV は IFN の抗
ウイルス効果を増強可能な薬物である。臨床
的に RBVは IFNの抗 HCV作用を増強すること

から、IFNの抗 HCV作用の要となる PKR、MxA、
OAS などに影響を与える可能性が想定された。
本研究では、難治性とされる 1型の HCVを用
いた複製系を用いた点、内因性 IFN-βの伝達
系を含めた解析が可能な細胞株を用いた点
で、これまでの既存の研究よりも臨床に即し
た結果を得ることができ、詳細に RBVの作用
機序を検討可能であった。 
(4)今後の展望 
RBV と IFN の併用療法による貧血などの副

作用は投与量の減量や治療中止の原因とな
り、治療効果を低下させる原因となる。内因
性 IFN-βをより効果的に誘導できる薬物を
スクリーニングし、同定することで、RBV に
替わる IFNの新規併用療法を開発できる可能
性がある。 
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