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研究成果の概要（和文）：我々は、HCVにより誘導される肝脂肪化とHCV増殖作用におけるカルニチンの効果を検
討した。我々は、in vitro の解析にてカルニチンの抗HCV作用について１）HCVレプリコンに対しては抗ウイル
ス作用を有しなかった事　２）HCV全長のウイルスJFH-1株に対しては抗ウイルス作用を有していた３）カルニチ
ンは、HCVエントリーには影響しなかった４）カルニチン投与によりLDの形成低下が確認される５）肝脂肪化改
善の機序の一つとしてCPT-1の発現上昇が関与する。６）カルニチンはHCVが惹起する酸化ストレスに対し、抗酸
化作用がある事を明らかにした

研究成果の概要（英文）：We analyzed the anti-HCV activity of L-carnitine, a substance involved in 
the transport of fatty acids into mitochondria.Treatment of HCV JFH-1-infected cells with 
L-carnitine inhibited HCV propagation. In contrast, L-carnitine had no anti-HCV activity in the HCV 
replicon system, which is lacking viral assembly. In addition, Lcarnitine did not affect HCV entry. 
However, Lcarnitine treatment decreased intracellular lipid droplets, which are crucial for HCV 
assembly. The expression level of CPT-1 was decreased in JFH-1-infected cells, and L-carnitine 
treatment restored this expression.HCV-infected cells exhibited increased production of reactive 
oxygen species and glutathione oxidation. L-carnitine decreased oxidative stress induced by 
JFH-1-infection, as shown by glutathione/glutathione disulfide assays and MitoSOX staining. 
L-carnitine exhibited anti-HCV activity, possibly by inhibiting HCV assembly and through its 
anti-adipogenic activity in HCV-infected cells. 

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)は全世界で2億人の感
染者が存在し､慢性肝疾患･肝癌の主因とな
る感染症である｡C 型慢性肝炎患者の 20~30%
は感染から 20~30 年後に肝硬変を来し､肝硬
変症例は年率 7%が肝細胞癌を発症する｡つい
最近まで､本邦においての C型慢性肝炎に対
する標準治療はペグインターフェロン
（PEG-IFN）+リバビリン（RBV）併用療法で
あったが､難治例であるGenotype1b高ウイル
ス量C型慢性肝炎患者におけるウイルス排除
率は､48 週間の PEG-IFN+RBV 併用療法を行っ
ても約 50%に留まっていた。近年､新規治療と
してHCVのウイルスタンパクを特異的に阻害
する薬剤:direct-acting antivirals(DAAs)
が多数開発され治療効果の改善が報告され
ている。本邦においても DAAs の中でも､
NS3/4A プロテアーゼインヒビターである
Telaplevir が 2011 年 9月に､Simeplevir が
2013 年 9月に承認され､PEG-IFN+RBV と併用
できるようになり､24 週間の治療期間にて治
療効果の改善が得られるようになった｡また
2014 年 7月には新規クラスの NS5A 阻害剤の
DaclatasvirとNS3/4Aプロテアーゼインヒビ
ターであるAsunaplevir併用療法が承認とな
り､今後、IFN を用いない内服治療が慢性 C型
肝炎患者に対しての主流になっていくこと
が予想さる｡しかしながらDAAsに対する薬剤
耐性 HCV の問題や、DAAs に非代償性肝硬変患
者への治療適応が無いなどの問題があり、
DAAs が治療の主流になると思われる今後に
おいても､HCV に対する新たな治療や補助療
法の研究が求められる｡HCV は肝脂肪化を引
き起こし、HCV の生活環と肝細胞内脂肪酸代
謝は深く関与していることが知られている。
HCV の複製複合体は､小胞体リン脂質の二重
膜に覆われた小胞構造をとり､ゲノム RNA の
複製反応はその小胞構造の内部で行われて
いる｡HCV は 1本鎖､プラス鎖 RNA ウイルスで
あり、構造領域(コア､E1､E2)および非構造領
域（p7､NS2､NS3､NS4A､NS4B､NS5A､NS5B）から
構成されている。HCV コアタンパクは脂肪滴
の表面に局在し､脂肪滴の過形成と､脂肪滴
周辺の膜構造体を誘導する事が報告されて
いる｡その膜構造体上に､ウイルス非構造タ
ンパク､ゲノムRNA､複製複合体､E1タンパク､
E2 タンパクが局在し､ウイルス粒子の形成が
行われる。従って、細胞内脂肪滴は HCV ウイ
ルス粒子形成に必須である。また、肝脂肪化
は肝線維化や肝発癌を引き起こし、インスリ
ン抵抗性の惹起、IFN の治療抵抗性の原因と
なる事が報告され、HCV 感染患者の予後増悪
の原因となっている。以上のことから、細胞
内脂肪酸代謝をコントロールし肝脂肪化を
抑制することでウイルス増殖を抑制し、さら
に患者の予後改善に寄与しうる可能性が想
定される。 
 
２． 研究の目的 
今回我々は、脂肪酸の酸化において重要な

役割を果たす L-カルニチン（以下カルニチ
ン）に着目した。カルニチンは細胞質内の脂
肪酸を酸化の場であるミトコンドリア内部
に運搬する際に重要な役割を果たす物質で
ある。C型慢性肝炎～肝硬変の患者で血清カ
ルニチン濃度が低下していること、NASH の患
者にカルニチンを投与すると肝脂肪化が改
善した報告があり、カルニチンが HCV 感染細
胞の脂肪化を抑制するという仮説を立てた。
本研究ではカルニチンの抗脂肪化効果・HCV
増殖抑制効果ならびにHCVによって惹起され
る酸化ストレスに対する抑制効果について
検討した。 

 
 
３．研究の方法 
HCV 増殖をレポーターアッセイとしてルシフ
ェラーゼアッセイを行うことで定量できる
HCV レプリコン細胞にカルニチン投与を行い、
ウイルス増殖抑制効果について検討した。次
に、Huh7.5.1 細胞にジェノタイプ 2a 由来の
JFH-1 株 RNA をトランスフェクションし、こ
の HCV 感染培養系にカルニチン投与を行い、
培養上清中の HCV コア抗原の測定、ウェスタ
ンブロット、免疫蛍光染色を施行してウイル
ス増殖抑制効果について検討した。また、HCV
感染培養系にカルニチンを投与し、Oil Red O
染色と免疫蛍光染色を行って肝脂肪化抑制
効果について検討した。最後に、HCV 感染培
養系にカルニチンを投与して GSH/GSSG アッ
セイならびに MitoSOX 染色を行い、カルニチ
ンのHCV感染細胞に対する抗酸化ストレス効
果について検討を行った。 
４．研究成果 
HCV レプリコン細胞にカルニチンを投与し
HCV 増殖抑制効果の検討を行ったが、HCV レ
プリコン細胞に対するHCV増殖抑制効果は認
めなかった。そこで、HCV 感染培養系を用い
た検討を行った。JFH-1 感染細胞にカルニチ
ン投与を行い培養上清中のウイルス量の測
定・細胞内 HCV コアタンパクの定量を行い抗
ウイルス効果の検討を行ったところ、カルニ
チンは濃度依存性にウイルス量を減少させ
た。次に、カルニチン投与による HCV 感染細
胞の脂肪化抑制効果の検討を行った。HCV 感
染細胞に Oil Red O 染色を行いその抽出液の
吸光度を測定し細胞内脂肪滴の定量を行っ
た。培養細胞は、HCV 感染にて有意に細胞内
脂肪量の増加を認め、更にカルニチン投与に
て有意に細胞内脂肪滴が減少することが確
認された。また免疫蛍光染色を行なったとこ
ろ、HCV 感染細胞では HCV コアタンパクと共
局在して多数の細胞内脂肪滴が認められた
のに対し、カルニチンを投与した HCV 感染細
胞では細胞内脂肪滴が小さくなり減少して
いるのが認められた。カルニチンの抗脂肪化
の機序を検討する目的で、酸化の律速酵素
であるCPT-1の発現をウェスタンブロットに
て定量した。CPT-1 は HCV 感染により発現が
低下したが、カルニチン投与により発現の回



復が認められた。最後に HCV 感染による酸化
ストレスへのカルニチン投与が及ぼす影響
を検討した。HCV 感染細胞に対しカルニチン
を投与し、GSH/GSSG アッセイならびに
MitoSOX 染色を行い酸化ストレスの定量を行
った。培養細胞は HCV 感染により細胞内酸化
ストレスは有意に上昇したが、カルニチン投
与により有意に酸化ストレスの抑制が確認
された。  
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