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研究成果の概要（和文）：培養細胞を用いて遺伝子型 1b の C 型肝炎ウイルス（HCV）の感染

増殖システムの開発を試みた。本研究では、2009 年に HCV RNA の複製を許容する細胞株と

して見出したヒト肝癌細胞株Li23と世界中で汎用されているヒト肝癌細胞株HuH-7を用いて

HCV 陽性血清（1b 遺伝子型）をこれら細胞株に添加して HCV を感染させた。種々な条件下

で感染実験を行ったが、HCV の増殖を確認するには至らなかった。その原因の１つとして 
HCV 受容体の１つである CLDN1 の発現量が非常に低くなっていることを見出し、CLDN1 の

発現補充が必要であることが分かった。 
 
研究成果の概要（英文）：We tried the development of the infection and proliferation system 
of the 1b genotype hepatitis C virus (HCV) using human cultured cell lines. In this study, 
HCV-positive serum (1b genotype) was added to the human hepatoma cell line Li23, which 
was found in 2009 as a cell line permitting the reproduction of the HCV RNA and human 
hepatoma cell line HuH-7 frequently used all over the world. We performed HCV infection 
under various conditions, however, we did not succeed to demonstrate an increase of the 
HCV. As one of the causes, we found that expression level of CLDN1, which was one of the 
HCV receptors, became very low, and that the supplement of CLDN1 expression was 
necessary. 
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１． 研究開始当初の背景 

 培養細胞を用いたC型肝炎ウイルス(HCV)の

感染増殖システムは、2005年に2a遺伝子型の

JFH1株HCVで開発されたものの、我が国の肝炎

患者の70%を占め、現行のペグインターフェロ

ンとリバビリン併用療法でも約半数が抵抗性

を示す1b遺伝子型については、依然として開

発されていない。2a遺伝子型とのキメラ型HCV

の産生システムは開発されたものの、1b遺伝

子型の野生株HCVの実用的な感染増殖システ

ムは開発されていない。一方、申請者らは、

これまでに多くの1b遺伝子型の野生株HCV 

RNAが自律複製するクローン化細胞株の樹立

に成功している。さらに、HCVを増殖させる細

胞株として世界中で汎用されているヒト肝癌

細胞株HuH-7とは異なるヒト肝癌細胞株Li23

も見出した。これらの細胞株を使用すること

により1b遺伝子型HCVの感染増殖システムを

開発できるのではないかと考えた。 

 
２． 研究の目的 

 HCV RNA の高度な複製を許容するクローン

化細胞株（Li23 および HuH-7 細胞由来）と

1b 遺伝子型の野生株 HCV（液体窒素により長

期保存されている）の組み合わせで、HCV の

感染増殖システムの開発を行うことを目的

とした。 

 
３． 研究の方法 

（１）HCV 感染実験 

 各種細胞を 24 ウェルプレート（それぞれ

培地 1 mL）にそれぞれ 1 x 104個ずつ播き、

一晩 37 度で培養した後、HCV 陽性血清（1b

遺伝子型の HCV-0 株）100 μl(1x107 HCV ゲ

ノム価相当)を添加した。2時間 37 度で培養

した後、培地を除き PBS (1 mL)で 2 度細胞を

洗い、それぞれのウェルに必要な培地（1.2 mL）

を加え 37 度で培養を行った。2日後に培地交

換（1.2 mL）を行い、感染 7日目に培地 1 mL

をとり、HCV Core の定量を ELISA 法により行

った。 

 

（２）定量的 RT-PCR 

 各種細胞から調整した Total RNA を、それ

ぞれ 2 μg を用いて、逆転写酵素により cDNA

を作成した。cDNA の 1/10 を鋳型にして HCV

受容体（CD81 など）に特異的なプライマーセ

ットを用いて LightCycler PCR により HCV 受

容体の mRNA 量を定量化した。 

 

４． 研究成果 

 1b 遺伝子型に属する HCV-0 株を用いて 

JFH1 株 HCV（2a 遺伝子型）に感受性を示す

HuH-7 由来の RSc 細胞（小文字の c はインタ

ーフェロン処理により HCV RNA を完全に排除

した治癒細胞であることを示す）、Li23 由来

の ORK8c 細胞、Li23 由来で 4年間 HCV RNA を

複製させた後に治癒化した OL14(4Y)c細胞お

よびヒト不死化 PH5CH8 細胞に研究方法の項

目で示したように HCV 陽性血清を添加して

HCV を感染させた。感染７日目に培養上清中

の Core の定量を ELISA 法により行った。そ

の結果、いずれの場合においても、HCV Core

の量は 20 fmol/L 以下と低値であったことか

ら、HCV の感染増殖レベルは検出限界以下で

あることが示唆された。 

 JFH1株HCVの感染増殖は細胞培養に用いて

いる FBS(牛胎児血清)を HS（ヒト血清）に代

えると上昇するという報告が国際 HCV 会議

（ベネチア 2012）であった。そこで、次に細

胞培養に通常1-10%で用いているFBSをHSに

変更して、再度、同様の感染実験を行った。

しかしながら、得られた結果に変化はなく、

HCV Core は ELISA 法により検出されることは



なかった。 

 次に、RSc 細胞、ORL8c 細胞および PH5CH8

細胞に HCV 陽性血清（HCV-O 株）を再度添加

して HCV を感染させ、１週間後の培養上清(1 

mL)を未感染細胞（RSc と ORL8c 細胞）に添加

するという「めくら感染（2 時間）」を行い、

１週間培養を続けた。１週間後に、さらにも

う一度培養上清（1 mL）を未感染細胞に添加

し、めくら感染を繰り返した。そして、１週

間後に、培養上清中の HCV Core の定量を

ELISA 法により行った。このようなめくら感

染によりウイルス量が増加することがある

ので期待したものの、いずれの細胞において

も、HCV Coreの量は20 fmol/L以下であった。 

 PH5CH8 細胞については、過去の感染実験

(1996〜1998)により 103/ml レベルの HCV RNA

が培養上清に検出されていたが、HCV Core が

ELISA 法により 20 fmol/L 以上の陽性になる

レベルではないことが判明した。そこで、

PH5CH8 細胞においては、HCV 感染に関わる何

らかの宿主因子が欠如しているのではない

かと考え、現在までに知られている感染に必

要な宿主因子（CD81, SR-BI, EGFR, CLDN1, 

OCLN）の RT-PCR による定量を行った。その

結果、PH5CH8 細胞では、CLDN1 の発現量が非

常に低くなっていることが判明した。そのた

め、これらの遺伝子の発現を補充した細胞の

樹立が必要ではないかと考え、発現ベクター

の構築などの準備をすることとした。 

 今後の展望として、以下の２点が考えられ

る。（１）HCV 感染実験に使用した細胞につい

て cDNA マイクロアレイを作成して、HCV RNA

の複製に必要な宿主因子や HCV粒子産生に必

要な宿主因子の発現レベルを調べる必要が

ある。発現量が低い遺伝子については、それ

らを発現補充した細胞を作成することを行

うことにより、HCV 感染増殖に適した細胞を

作成することができるのではないかと期待

される。（２）もう１つの可能性として、我々

が長期（2〜5 年）に培養継代している 1b 遺

伝子型の HCV RNA 複製細胞株の利用が考えら

れる。長期培養により細胞内での HCV RNA の

複製環境が良くなることがこれまでに観察

されている。これらの細胞が HCV の感染増殖

に適した環境になっている可能性があるの

で、これらの細胞が HCV 感染増殖システムの

開発に有用であることが期待される。 
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