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研究成果の概要（和文）：C型肝炎ウイルス（HCV）ゲノムがどのように粒子へパッケージングされるのか長く不
明であったが、本研究グループの先行研究で、HCVゲノムの3’非翻訳領域（3’UTR）がパッケージングシグナル
として働き、その3’末端側stem-loop（SL1、SL2）が重要であることなどが明らかにされた。本研究ではさらに
詳細な解析を行い、SL1、SL2内loop領域配列がHCVゲノムパッケージングに特に重要であること、 HCV遺伝子型
が違っても同程度の活性を有すること、フラビウイルス科ウイルスのゲノムパッケージングは種特異性を有する
こと、ゲノム複製と粒子形成のステップが機能的にリンクする可能性などが示された。

研究成果の概要（英文）：Our former study demonstrated that the 3’ untranslated region (UTR) of HCV 
genome functions as a cis-acting element for the viral RNA packaging; however, the detailed 
functional mechanisms of packaging signal still remain unclear. In this study, mutations within the 
conserved stem-loops of the 3’ UTR were observed to diminish packaging efficiency, suggesting the 
conserved apical loop motifs of the 3´ end-side of 3’ UTR are important for the packaging, A 
foreign reporter gene flanked by the 3’ UTR was encapsidated by supplying both viral NS3-NS5B 
proteins and Core-NS2 in trans. The 3’ UTRs derived from GT-2a and -1a supported the packaging at 
comparable level. It is highly likely that specific recognition of the HCV genome via the packaging 
signal and coupling with replication are not mutually exclusive, but rather cooperate for the best 
beneficial of encapsidation and nuclecapsid formation.
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１．研究開始当初の背景 
 慢性肝疾患の主要な原因因子の一つであ

る C型肝炎ウイルス（HCV）のライフサイ
クルに関する基礎研究は、レプリコンシステ

ム、JFH-1株による感染増殖系など培養細胞
での実験法が開発されたことから今世紀に

入り大きな進展を遂げた。粒子形成過程の分

子機構については、粒子を構成する構造タン

パク質だけでなく NS2、NS5Aなどの非構造
タンパク質が需要であること、粒子アセンブ

リー、分泌には、細胞の脂質代謝系が関与す

ることなどが明らかになった。その中にあっ

て、「HCVのゲノムがどのようにして粒子内
へパッケージングされるのか」はまったくと

言っていいほど明らかにされていなかった。

申請者は、24年度より研究課題「C型肝炎ウ
イルス粒子形成過程におけるゲノムパッケ

ージングの分子機構」（基盤研究(B)）を開始
し、これまでに1) deep sequencing解析より、
HCV粒子の中に含まれるHCV RNAは大部
分全長サイズであること、２）HCVゲノム
の中で、3’非翻訳領域（UTR）配列 〜200
塩基がパッケージングに重要であり、特にそ

の 3’末端側に存在する stem-loop二箇所がゲ
ノムパッケージングに重要であること、など

を明らかにした。 
 
２．研究の目的 
 HCVの粒子形成過程において、ゲノム
RNAのパッケージングのしくみ、選択性な
どは明らかにされていない。本研究では、1) 
パッケージング活性に特に重要な RNA 配列、
二次構造を同定し、2) ゲノムパッケージング
における非構造タンパク質の役割、3) HCV
遺伝子型によるパッケージング能の違い、4) 
ゲノム複製系と非複製系のパッケージング

効率の違い、5) パッケージングのウイルス種
特異性、を明らかにする。これにより、HCV
ゲノムパッケージング機構の全容が解明さ

れ、HCVライフサイクルの制御機構に理解
が深まると共に新規作用機序を持つ抗HCV
薬の開発へ繋がるものと期待される。 
 
３．研究の方法 
 HCVトランスパッケージング（HCVtcp）
の基本システムでは、レポーターサブゲノ

ムプラスミドとHCV Core-NS2発現プラス
ミドをヒト肝がんHuH-7細胞へ共トランス

フェクションし粒子形成させ、細胞外へ放

出されたウイルス粒子をHCV高感受性
Huh7.5.1細胞へ添加し細胞内でのレポータ
ーサブゲノム発現レベルを定量することで

パッケージング、粒子形成効率を評価した。

HCV 3’ UTR  stem-loop領域内で特に重要
な RNA配列、二次構造を明らかにするため、
SL1、SL2内の各 loop領域、stem領域に種々
の塩基置換変異または部分欠損を導入して

HCVtcpシステムでパッケージング能を比
較検討した。 
 パッケージングシグナル同定実験では、

上記HCVtcpシステムを一部改変し、NS5B
ポリメラーゼを変異させた非複製型のHCV
サブゲノム RNAを粒子に取り込ませる手
法を構築し解析に用いた。それをさらに改

変し、非HCV由来のレポーター遺伝子にパ
ッケージングシグナルを付加することによ

りレポーター遺伝子がHCV粒子に取り込
まれる実験系を作出した。シグナル付加レ

ポーター遺伝子発現プラスミド、HCV Core
〜NS2発現プラスミドに加え、HCV非構造
タンパク質（NS3, NS4A, NS4B, NS5A, 
NS5B）発現プラスミドを種々の組み合わせ
で細胞へ共導入しパッケージング、粒子形

成効率を評価した。 
 

４．研究成果 

１）ゲノムパッケージングに重要なHCV 
RNA配列、二次構造の同定 
 HCVのレポーターサブゲノムとHCV粒子
形成タンパク質（Core-E1-E2-p7-NS2；以下
Core-NS2）遺伝子を別コンストラクトから
共発現させることによって粒子を形成させ

るトランスパッケージング（HCVtcp）シス
テムを利用したこれまでの解析から、HCV 
3’UTR内の 3’末端側の二カ所の stem-loop領
域（SL1, SL2）がHCVゲノムパッケージン
グに必要であることが示されている。この領

域内でゲノムパッケージングに特に重要な

RNA配列、二次構造を明らかにするため、
SL1, SL2内の各 stem領域、loop領域に種々
の塩基置換変異を導入してHCVtcpシステム
でパッケージング活性を比較検討した。SL1, 
SL2の stem領域を非相補配列に置換し stem
構造を維持できなくした場合もパッケージ

ング効率に大きな変化は見られなかった。そ

れに対し、SL1, SL2の両 loop領域の配列を



loop構造を保持したまま置換したところパ
ッケージング効率は顕著に低下することが

示された。HCVゲノム 3’UTR SL1, SL2内
loop上の配列がHCVゲノムパッケージング
に特に重要であることが示唆された。 
 
２）非HCVレポーター遺伝子パッケージン
グモデルの樹立とそれを用いたパッケージ

ング機構の解析 
 HCVゲノム由来でない遺伝子にHCVパッ
ケージングシグナルを付加することによっ

てHCV粒子にパッケージングされうるかを
明らかにするため、Emerald Green 
Fluorescent Protein （EmGFP）遺伝子を利
用したパッケージングレポーターを構築し

た。CAGプロモーター支配下で EmGFPま
たは EmGFP-3’UTRを発現するコンストラ
クトを作製しHCV Core-NS2発現プラスミ
ドと共発現させたHuH-7細胞の培養上清を
HCV高感受性Huh7.5.1細胞に添加したとこ
ろ、パッケージングシグナル 3’UTRの有無
に関わらずHuh7.5.1細胞での EmGFP発現
は認められなかった。しかしながら、

EmGFP-3’UTR、Core-NS2に加えHCV非
構造タンパク質 NS3-NS5Bの発現プラスミ
ドを産生細胞へ共トランスフェクションす

ることによって EmGFP遺伝子がパッケー
ジング可能であることが示された。新たに樹

立したパッケージングモデル系によりパッ

ケージングシグナルの重要性、機能の解析に

有用であること、HCV粒子形成に非構造タ
ンパク質が必要であることを示すことがで

きた。 
 
３）HCV遺伝子型によるウイルスゲノムパ
ッケージング能の違い 
 樹立したHCVパッケージングシステムは
HCV遺伝子型 2aの JFH-1株を基盤として
いる。HCVは株間で遺伝子配列が多様であ
ることが知られているが、2a以外の遺伝子型
由来の 3’UTR配列でも同様にパッケージン
グシグナルとして働くかを調べた。遺伝子型

1aの感染性クローンであるH77株の 3’UTR
を非複製型の HCVtcpシステムに導入して、
HCVtcp producer細胞で発現させたところ、
JFH-1 3’UTRの非複製系の場合とほぼ同等
のパッケージング効率を示した。HCV遺伝
子型が違っても同程度のパッケージングシ

グナル活性を有する可能性が示された。 
 
４）ゲノム複製系と非複製系のパッケージン

グ効率の比較 
 複製型サブゲノムでは非複製型に比べパ

ッケージング、粒子形成能は有意に高いが、

通常この実験では producer細胞内のサブゲ
ノム RNAレベルは複製型の方が顕著に高い
ため、細胞内のサブゲノム RNA量の違いを
反映している可能性を否定できない。「ゲノ

ム複製がパッケージング効率に影響するか」

を調べるため、HCV複製を許容しない 293T
細胞を producer細胞とし、HuH-7細胞での
複製型の場合とパッケージング効率を比較

した。両 producer細胞でサブゲノムレポー
ターRNAまた Core-NS2タンパク質発現レ
ベルを揃えて解析したところ、粒子形成能、

パッケージング効率は複製型 producer細胞
の方が明らかに高かった。ゲノム複製と粒子

形成のステップが機能的にリンクする可能

性はフラビウイルス、ポリオウイルスなどで

従来から示唆されているが、HCVでも同様
の傾向があることを新たな実験系で示すこ

とができた。 
 
５）ゲノムパッケージングのウイルス種特異

性 
 HCVゲノムRNAパッケージングのウイル
ス種特異性を明らかにするため、フラビウイ

ルス科の日本脳炎ウイルス（JEV）の粒子形
成タンパク質（Core-prM-E発現）によって
HCV RNAがパッケージングされるか、逆に、
HCV Core-NS2発現によってJEV RNAがパ
ッケージングされるかをそれぞれトランス

パッケージングシステムで解析した。その結

果、JEV Core-prM-E発現によって JEVレ
プリコン、および同じフラビウイルス属のデ

ングウイルスレプリコンはパッケージング

されるもののヘパシウイルス属のHCVレプ
リコンのパッケージングは認められなかっ

た。他方、HCV Core-NS2発現によって JEV
またデングウイルスのレプリコンはパッケ

ージングされなかった。フラビウイルス科ウ

イルスのゲノムパッケージングはウイルス

種の特異性を有しており、同じフラビウイル

ス科であっても粒子形成タンパク質とウイ

ルスゲノムのウイルス属が異なる組み合わ

せではヌクレオカプシド形成は容易でない



可能性が示唆された。 
 HCVと JEVのコアタンパク質はアミノ酸
配列の相同性は 10%以下であるもののどち
らも塩基性アミノ酸リッチ（30%以上）であ
る。本研究グループのこれまでの解析から、

HCV CoreのN末端側に存在する塩基性アミ
ノ酸クラスターがHCV  RNAとの結合、粒
子産生に重要であること、クラスター３か所

のうち２番目、３番目（CL２、CL3）は
Core-RNA結合後の粒子形成過程にも関与す
る可能性が示されている。HCVゲノムパッ
ケージングの種特異性を規定するカプシド

側要因を明らかにするためHCV Coreの
CL2〜CL3領域を JEV Coreに挿入または
JEV Core領域と置換したキメラコアタンパ
ク質を作製し JEV粒子がHCVゲノムのパッ
ケージングを可能にするか解析したがいず

れのキメラコアタンパク質においてもHCV
ゲノムはパッケージングされなかった。 
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