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研究成果の概要（和文）：ゲノタイプ１ｂ型HCV 感染症例の肝細胞癌手術検体から癌幹細胞マーカーEpCAM陽性細胞分
画を単離し、培養皿で継代が可能な細胞株（KH）を樹立した。KH細胞はJFH-1株やHJ3-5株のHCVの感染・複製を効率良
く支持した。KH細胞はRIG-Iの変異を認めず、IFN誘導が保たれ、HCVの増殖は感染直後一端漸減し、再上昇を求めた。K
H細胞はp53野生型であり、NOD-SCIDマウスに効率よく腫瘍を形成した。以上より、HCV感染・複製を支持する新規肝癌
培養細胞株KH細胞を樹立した。KH細胞のゲノタイプ1bのHCV複製の確立には更なる検討が必要と考えられた。

研究成果の概要（英文）：We established a new cell line that is positive for cancer stem cell marker, 
EpCAM and supports efficient HCV replication and infection (JFH-1 and HJ3-5), from HCC tissue infected 
with genotype 1b HCV. KH cells have intact RIG-I sequence and produce IFN signaling, therefore, HCV 
replication once decline and increased again after infection. TP53 status of KH is wild and established 
tumor formation in NOD-SCID mice. Thus, we established a new HCC cell line that support efficient HCV 
replication and infection. Further studies should be needed to establish KH derived cells that support an 
efficient genotype 1b HCV replication.

研究分野： 肝臓病学
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１．研究開始当初の背景 
 C 型肝炎ウイルス（HCV）感染は高率に
慢性肝炎を惹起し、肝硬変・肝細胞癌の誘因
となる。我が国における肝細胞癌の約 60%が
HCV 感染に起因している。現在 C 型慢性肝
炎に対する治療法が格段に進歩し、従来のペ
グインターフェロン（PEG-IFN）＋リバビリ
ン（RBV）の２剤（PEG-IFN＋RBV）に加
え、直接抗ウイルス剤 (Direct Anti viral 
Drug: DAA)を加えた３剤併用療法が開始さ
れ、治療成績の改善が認められている。数年
後には HCV 非構造領域蛋白 NS3 や
NS5A,NS5B に対する２種類の DAA 剤（±
RBV）を組み合わせた IFN を使用しない治
療法が中心となるものと考えられる。DAA 
使用に際し問題視されるのが薬剤耐性変異
ウイルスの出現である。特に IFN を使用し
ない DAA 剤のみによる治療法へ移行した場
合、薬剤耐性ウイルスの出現が治療効果と直
接関連することが予想され、適切な DAA 剤
を選択するためモニター・システムの構築が
望まれる。 
 
２．研究の目的 
 我が国のHCV の多くを占めるゲノタイプ
１ｂ型の有用な培養細胞系は存在せず、薬剤
耐性ウイルスの解析や薬剤耐性ウイルスに
対する効果的な DAA 選択の基盤となる in 
vitro での実験系が存在しないことが問題で
ある。本研究目的は、困難とされているゲノ
タイプ１b 型 HCV の培養系を確立するこ
とを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 ゲノタイプ１ｂ型HCV 感染症例の肝細胞
癌手術検体から癌幹細胞マーカー陽性細胞
分画を単離し、培養皿で継代が可能な細胞株
を樹立する。新たに樹立された新規肝癌培養
細胞株を用いてゲノタイプ 1b 型 HCV 培養
系を確立する。これまでに、肝細胞癌手術検
体から癌幹細胞マーカーである EpCAM 陽
性細胞分画及び CD90 陽性細胞分画を単離
し、NOD/SCID マウスに移植モデルを作成
した 
（Hepatology. 2013 Apr;57(4):1484-97）。 
 
４．研究成果 
 ゲノタイプ１b 型 HCV 感染症例の肝細胞
癌手術検体から癌幹細胞マーカーEpCAM 陽
性細胞分画を単離し、培養皿で継代が可能な
細胞株を樹立した（KH 細胞）。KH 細胞は当
初 HCV-RNA 陽性を示したが、継体を続ける
ごとに HCV-RNA は減少し、検出されなくな
った。しかしながら、JFH-1 株や HJ3-5 株
（構造領域が H77 由来、非構造領域が JFH
株由来）の RNA を導入すると HCV が効率
よく複製することが確認された。ウイルス蛋
白の発現も免疫染色やウエスタンブロット
で検出された。また、KH 細胞に対する HCV
感染の成立も確認した。RNA トランスフェ

クション 96 時間後の HCV-RNA は Huh7.5
細胞の 1/5 程度で有り、Huh7 細胞と同等で
あった。興味深いことに KH 細胞での HCV
増殖は特異なパターンを取り、RNA トラン
スフェクション 48 時間後まで、HCV-RNA
は漸減を認め、48 時間以降に HCV の再上昇
が認められた。RNA センサーである RIG-I
の塩基配列解析ではKH細胞は変異を認めず、
RNA 導入直後の IFN-β、MX1、OAS の発現
はRIG-I nullのHuh7.5細胞と比較し数十倍
の発現を示した。従って、KH 細胞における
HCV の漸減と再上昇は自然免疫によるイン
ターフェロンシグナルによる HCV 複製抑制
とそこからの回避現象を見ているものと考
えられた。遺伝子発現プロファイルの検討で
は Huh-7、Huh-7.5 細胞と KH 細胞は全く異
なる遺伝子発現を有し、染色体型も Huh-7、
Huh-7.5 細胞と異なっていた。また、KH 細
胞は p53 野生型であり、NOD-SCID マウス
に効率よく腫瘍を形成した。以上より、HCV
感染・複製を支持する新規肝癌培養細胞株
KH 細胞の樹立に成功した。現在まで、HCV
感染を支持する細胞株は Huh-7 細胞とそれ
に由来する Huh-7.5 細胞に限られており、
我々が樹立したKH細胞はそれらに次ぐ細胞
と言える。興味深いことに KH 細胞は自然免
疫機能を保持しており HCV 感染制御の新た
な研究展開に繋がると考えられる。また、自
然免疫の抗腫瘍効果に及ぼす研究も展開で
きると考えられ、有用性に富む細胞と考えら
れた。 
 KH 細胞にゲノタイプ 1b 型 HCV 感染者 3
例から得られた血清を用いて様々な条件下
で感染実験を行った。ビタミン E は HCV 感
染・複製効率を飛躍的に亢進させることが報
告されているが、ビタミン E 存在下に於いて
も KH 細胞での HCV 複製は確認されなかっ
た。さらに、多数血清を用いた検討が必要と
考えられる。ゲノタイプ 1b 感染クローンの
樹立はワクチン開発にも有用と考えられ、更
なる研究の進展が望まれる。 
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