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研究成果の概要（和文）：アラキドン酸カスケード中のトロンボキサン合成酵素(TXAS)阻害剤OzagrelによるC型
肝炎ウイルス(HCV)感染性粒子産生抑制の分子機構について解析をおこなった。Ozagrel処理で発現変化する遺伝
子をマイクロアレイ法やCAGE法により網羅的な解析をおこなったが有意な結果は得られなかった。その代謝産物
の変化の網羅的解析をおこなった。その結果として、炭素鎖長6の脂肪酸Hexanoic acid（HA）がOzagrel処理に
よって、対照に比べて著しくに低下していた。現時点では、感染性HCV粒子産生との関連は不明であるが、この
ようなHA量の変化の現象はあらたな発見であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Molecular Mechanisms for the inhibition of infectious hepatitis C virus 
particle formation by thromboxane A2 synthase inhibitor, Oxagrel, was examined in detail by several 
techniques. Microarray and CAGE analyses have showed no informative result. Metabolite study, 
however, showed that the reduction of hexanoic acid (HA), a fatty acid with pentatonic carbon chain,
 was caused in the cells treated with Oxagrel. The contribution of HA to the infectious HCV particle
 formation was not cleared yet. It seemed to be a novel finding that the amount of HA in the cells 
was changed by TXAS inhibitor.

研究分野： ウイルス学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 近年、C型肝炎ウイルス(HCV)の治療法では

直接 HCV タンパク質の機能を抑制する薬剤

(DAA)が開発され、著効率がほぼ 100%となっ

てきている。しかしながら、HCV は多様であ

り、また高変異性を有するため、そうした薬

剤に対する抵抗性を有するウイルスの出現

が認められている。その解決法としては、異

なる作用機序を持つ複数の薬剤の同時投与

による治療法がある。しかしながら、慢性肝

炎患者血中には、たとえ未治療の場合におい

ても、DAA に対して抵抗性を示す変異を有す

る HCV 株が、既に患者血に存在する場合があ

る。一方、HCV の生活環と関連する宿主因子

を抑制する抗 HCV 薬剤は、抵抗性株の出現率

が著しく低いことが知られている。そこで、

こうした薬剤の併用が解決法のひとつとし

て考えられる。DAA が標的としている HCV ゲ

ノム複製とは異なるHCV増殖過程はそのよう

な薬剤の標的となることが考えられる。HCV

のゲノム複製機構については近年詳細な解

析が進められている。しかしながら HCV の感

染性粒子産生機構についての詳細は不明な

点が多い。これまでに我々は感染性 HCV 粒子

産生機構について解析し、以下の点を明らか

にしてきた。2005 年に脇田らによって開発さ

れた感染性組換え体HCV産生培養細胞系を用

いて、感染性を有する HCV が細胞内の脂肪滴

周囲に存在する脂肪滴結合膜構造で産生さ

れることが示した。また、ショ糖密度勾配超

遠心法によって、この培養細胞から産生され

る HCV 粒子の浮遊密度を解析し、浮遊密度

1.12 g/ml を示す感染性粒子と浮遊密度 1.15 

g/mlを示す非感染性粒子の二種類HCV粒子が

存在することを示した。また変異体組換え体

HCV を用いた解析から浮遊密度の低い方の感

染性粒子は脂肪滴周囲で産生されるが浮遊

密度の高い方の粒子は脂肪滴とは関係がな

いことを示した。しかしながら、HCV 粒子の

感染性の実体は不明である。2. 感染性 HCV

粒子産生に関わる細胞因子としてアラキド

ン酸カスケードに含まれるトロンボキサン

合成酵素(TXAS)を同定した。これは TXAS 阻

害剤（Ozagrel など）で組換え体 HCV 粒子を

産生している培養細胞を処理すると、細胞内

におけるHCVゲノム複製や細胞外への粒子産

生には大きな影響を与えないが、産生された

粒子の感染性が著しく低下したことから推

定された。粒子の浮遊密度の解析から、

Ozagrel 処理細胞から産生される粒子には

感染性を有する粒子が減少していることが

わかった。また、Ozagrel 処理細胞と未処理

細胞から総脂質を回収し、それらの細胞間に

おいてリピドミクス解析を行ったところ、ア

ラキドン酸カスケード上流に存在する各種

脂肪酸を含めて大きな変化は認められなか

った。HCV 感染ヒト肝細胞キメラマウスを用

いた動物実験においても Ozagrel に加えて、

TXA2 と相反する生理機能を有することが知

られるプロスタグランジン I2(PI2)の受容体

IP2 の活性化剤を用いて、このシグナルを活

性化することによっても同様の効果を示す

ことから、HCV 粒子の感染性の形成は TXA2 と

PI2 によって制御されている細胞因子が関与

ししていることが考えられた。しかしながら、

この TXAS 阻害剤の効果は、用いた培養細胞

に TXA2 受容体(TP)の発現が認められなかっ

たこと、そしてこの細胞では IP2 を介したシ

グナル系が欠損していたことから、既知の TP

を介したものではないことがわかった。以上

のように、これらの現象を引き起こす細胞内

のシグナル系や遺伝子発現など、感染性 HCV

粒子産生に関わる詳細な分子機構について

は全く不明であった。 

 

２．研究の目的 

本研究では、TP が発現していないことが確認

されている培養細胞 HuH-7 細胞を TXAS 阻害

剤で処理し、その細胞内でどのような遺伝子

発現の変化するのか、そして細胞の生理的な



変化が誘導されるのかを解析し、その情報を

元に TP 非依存的 TXA2シグナル系が存在する

かを明らかにする、あるいは新たな TP を同

定することを目指した。また、次に、そのシ

グナル系の中でHCV感染性粒子産生に関わる

因子を明らかにして、Ozagrel 処理によって

影響を受ける未知の感染性HCV粒子産生機構

の解明ならびに、これまで不明であった HCV

粒子の感染性を規定している分子的基盤を

解明することを目指した。 

 

３．研究の方法 

感染性組換え体HCV産生系で用いている肝が

ん由来細胞HuH-7細胞をTXAS阻害剤Ozagrel

で処理未処理の条件で培養し、それぞれの細

胞について、マイクロアレイ解析を用いて、

その遺伝子発現プロフィールの解析をおこ

なった。また、CAGE 解析をおこない、転写開

始点が異なる遺伝子産物の発現量の比較も

おこなった。さらに全細胞からの代謝産物を

回収して、その網羅的解析であるメタボロー

ム解析をおこなった。以上の解析結果から

TXAS 阻害剤処理によって変化するシグナル

系および発現が変化する下流遺伝子ならび

に変化する代謝産物を同定し、その結果をも

とに新たな TP を同定を試みた。まず、コン

ピューター解析法を用いたインシリコにお

けるデータ解析をおこなった。さらに siRNA

等を用いて、そのシグナルによって誘導され

る遺伝子の中から感染性HCV産生に関与する

遺伝子を同定し、その機能を明らかにするこ

とを目指した。また、感染性組換え体 HCV を

感染させた Huh-7.5 細胞を TXAS 阻害剤存在

下において長期継代培養し、感染伝播の抑制

が認められない TXAS 阻害剤抵抗性株の作出

を試みた。この抵抗性株のゲノム構造の決定

から、変異を同定し、リバースジェネティク

ス法によって抵抗性責任領域を同定を試み

た。野性型と変異型の抵抗性領域に相互作用

する細胞因子候補分子を選択し、この因子と

上記シグナルの関連性を検証し、全体的な分

子機構の解明をおこなう予定でおこなった。 

 

４．研究成果 

1) 感染性組換え体 HCV 産生系で用いている

HuH-7細胞をTXAS阻害剤Ozagrelで処理未処

理の条件で培養し、それぞれの細胞について、

まずマイクロアレイ解析を行い、各細胞にお

ける遺伝子発現プロフィールの比較をおこ

なった。その結果、Ozagrel 処理によって、

いくつか共通の既知細胞内シグナルで発現

制御されていると考えられる遺伝子群を見

いだすことができた。いくつかの遺伝子につ

い、その発現と Ozagrel 処理の関連を siRNA

などを用いて検証したが、実際の関連性は確

認されなかった。そこで、同一遺伝子でも転

写開始点が異なり、異なる転写産物を産生す

る場合があるため、その点を考慮して、次に

CAGE 法を用いて、同一の遺伝子上、複数の転

写開始点から産生される転写産物の網羅的

な比較をおこなった。しかしながら、この解

析方法によっても、共通の細胞内シグナルで

発現制御されていると考えられる遺伝子群

の転写産物を見いだすことはできなかった。

そこで、マイクロアレイ解析と CAGE 法にお

いて発現の変化が認められた多数の遺伝子

のプロモーター領域から上流域について共

通に存在する特徴的な転写因子結合配列の

コンピューター解析をおこなった。しかしな

がら、顕著な特徴を示す共通配列をみいだす

ことはできなかった。したがって、これらの

解析からは新規 TXA2 受容体の存在を示唆す

る結果は得られなかった。そこで次に、遺伝

子発現変化ではなく、細胞全体の代謝の変化

からOzagrelによる効果を総合的に捉えるこ

とを目指した。HuH-7 細胞を Ozagrel で処理

未処理の条件で培養し、それぞれの細胞につ

いて、代謝産物の網羅的解析、いわゆるメタ

ボローム解析をおこなった。その結果、最も

顕著な変化として、Ozagrel 処理によって不



飽和脂肪酸群と飽和脂肪酸群が処理細胞内

において未処理細胞の倍に増加していたこ

とと細胞内の炭素鎖6のヘキサン酸量が著し

く低下していたことを見出した。これまでヘ

キサン酸は、微生物による生合成が主な経路

であることがしられているのみであり、ホニ

ュウ類細胞においては、脂肪酸生合成および

脂肪酸のベータ酸化の中間産物として知ら

れるのみである。脂肪酸生合成において、ヘ

キサン酸は、脂肪酸合成酵素に結合した状態

で存在すると考えられ、脂肪酸生合成の産物

として産生されることは想定されていない。

また、ベータ酸化の場合もヘキサン酸のみに

影響がおよぶ機構も想定できない。これまで

にホニュウ類細胞内におけるヘキサン酸の

存在量やその局在場所など知られていない。

したがって、特定の化合物によるヘキサン酸

量の変動は新たな知見であり、脂肪酸合成や

代謝の新たな経路が存在する可能性が考え

られた。Ozagrel 処理によるヘキサン酸量の

変動が、間接的な影響である可能性は否定で

きないが、今後、この経路の探索を進めるこ

とで新たな TP 同定への糸口が得られる可能

性が考えられた。また、不飽和脂肪酸群と飽

和脂肪酸群の増加に関しては、脂肪酸生合成

がHCVゲノム複製複合体の膜形成に重要であ

ることが知られているが、感染性粒子産生系

との関連は不明であるため、今後の検討課題

として考えられた。 

2) 感染性 HCV 粒子産生に関与する細胞因子

の同定はOzagrelによって変動する細胞内シ

グナルや細胞の代謝経路が見出せなかった

ことから、この処理によってその発現が変動

した個々の遺伝子について、その関連を検討

するという方法で進めた。つまり、上記の方

法でOzagrel処理によって発現が上昇したこ

とが認められた各遺伝子については、

Ozagrel 処理と同時に、siRNA によってその

発現量を低下させること、あるいはその遺伝

子産物の活性に対する抑制剤で処理するこ

とによりHCV粒子の感染性との関連の解析を

おこなった。Ozagrel 処理によって発現が低

下した遺伝子については感染性HCV産生細胞

にその転写産物に対する siRNA を導入し、こ

れをノックダウンして、あるいは、その遺伝

子産物の活性に対する抑制剤で処理し、その

細胞から産生されたHCVの感染性を解析した。

見出した遺伝子群の中から、これまでに感染

性HCV粒子産生となんらかの関連が報告され

ている生命現象、例えば、脂肪滴やリポタン

パク質関連など、と相互作用が想定される十

数種類の個々の遺伝子に関して検討をおこ

なったが、感染性 HCV 粒子産生に関与する遺

伝子はみいだすことができなかった。次に上

記メタボローム解析から得られたヘキサン

酸の変動と感染性HCV粒子産生との関連を検

討するため、Ozagrel 処理と同時にヘキサン

酸を培地に加える実験をおこなったが、

Ozagrel の感染性 HCV 粒子産生抑制効果には

影響しなかった。ヘキサン酸の単独培地添加

がどの程度、細胞内のヘキサン酸の存在に安

定して効果を持つのかについては現在不明

であり、結論は得られないが、ヘキサン酸量

が直接この現象に関連すするものではない

可能性が考えられた。 

3)以上の実験結果から有意な結果が得られ

なかった可能性を考えて、同時に、ウイルス

側からの解析も試みた。つまり、感染性 HCV

粒子産生細胞の Ozagrel 長期間処理による

Ozagrel 抵抗性 HCV 株の樹立を試みた。HuH-7

細胞に合成 HCV RNA を導入し、培養中に

Ozagrel で感染性を低下させた組変え体 HCV

を産生させ、これを新たな HuH-7 細胞に感染

し、Ozagrel 存在下で培養をおこなった。こ

の培養液を用いて、これを新たな HuH-7 細胞

に感染させ、Ozagrel 存在下で培養をおこな

い、これを繰り返した。まず、Ozagrel の用

量の検討をおこない、感染性 10%から 20%程

度低下する用量を決定し、この用量を継続的

に使用した。一ヶ月ほど同様の条件で感染継



代培養をおこなったが、感染性 HCV 粒子量の

低下の調整が安定せず、継代感染が機能しな

かった。これは感染性粒子が十分量産生され

ない場合には継代が十分に行われることが

できないことから生じることが考えられた。 

そこで、同様に実験を HCV を感染させたヒト

肝細胞キメラマウスを用いておこなった。

HCV を感染させた後に、Ozagrel 処理をおこ

ない、回収した血清を未処理ヒト肝細胞キメ

ラマウスに注射し感染させた後、Ozagrel 処

理をおこなった。このヒト肝細胞キメラマウ

ス中の HCV量を測定したところ Ozagrel 処理

による血中HCV量の低下は認められなかった

ため、その HCV に全ゲノム塩基配列の決定を

試みた。しかしながら、得られた血清量がご

くわずかであり、またヒト肝細胞キメラマウ

スが非常に高価であることから、本研究では

再現することができなかった。今後研究費が

潤沢に使用できるようになれば再現する予

定である。 
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