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研究成果の概要： 

 C 型肝炎ウイルス(HCV)の感染機構を解析するために、HCV のエンベロープ遺伝子を組み込ん

だ、自立増殖可能な組換え水疱性口内炎ウイルスの作製に成功した。また、HCV の成熟、複製、

そして病原性発現に関与する宿主因子を複数同定し、これらの宿主因子を標的とした、耐性株

の出現しにくい、新規 C 型肝炎治療薬開発の可能性を提示した。 
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１．研究開始当初の背景 

C 型肝炎ウイルス(HCV)に感染すると肝硬変

を経て高率に肝細胞癌を発症する。我が国に

は 2百万人もの HCV 感染者が存在すると推定

され、既感染者に対する有効な肝癌進展阻止

法の開発が急務である。最近、限定された細

胞でのみ感染可能なHCV クローンが構築され

たが、HCV に感受性を示す唯一の実験動物で

あるチンパンジーに接種しても全く病原性

を示さない。したがって、実際に臨床現場で

問題となっているインターフェロン(IFN)に

耐性を示し、肝炎や肝癌を発症させている

HCV を効率よく複製できる細胞培養系は確立

できておらず、HCV の感染、複製、そして肝

疾患の発生病理機序は依然として謎に包ま

れたままである。我々はこれまでに、HCV の

エンベロープ蛋白質を被ったシュードタイ

プ水疱性口内炎ウイルス(HCVpv)を用いて

HCV 感染に重要な宿主因子を探索し、HCV に

は hCD81 依存的に感染できるものと、それ以

外の受容体を介して感染する、少なくとも２

種類の細胞親和性を異にするウイルスが存

在する可能性を提示している。HCV 粒子を構

成するウイルス蛋白質は細胞の Signal 

peptidase (SP)によって切断され、さらに小

胞 体 の 膜 に 存 在 す る  Signal peptide 

peptidase (SPP) によって切断されて成熟し 

(Okamoto JV 2004)、エンベロープ蛋白質の

研究種目：基盤研究(B) 

研究期間：2007~2008 

課題番号：19390133 

研究課題名（和文）Ｃ型肝炎ウイルスの感染および複製に関与する宿主因子の解析 

  

研究課題名（英文）Analysis of host factors involved in the infection and replication 

of hepatitis C virus 

  

研究代表者  

   松浦 善治 (MATSUURA YOSHIHARU) 

  大阪大学・微生物病研究所・教授 

   50157252 
 
 

 
 



細胞質領域と会合してヌクレオキャプシド

を形成するが (Nakai JV 2006)、一部は核に

移行してプロテアソーム調節蛋白質 PA28γ

依存的に分解される (Moriishi JV 2003) こ

とを報告している。また、HCV と近縁な日本

脳炎ウイルス(JEV)のコア蛋白質も、SP とウ

イルス由来プロテアーゼで切断され、やはり

一部が核へ移行する。コア蛋白質が核に移行

できなくなった変異 JEV は、蚊の細胞での増

殖性に変化はないが、哺乳動物細胞での複製

能が顕著に低下し、さらに、マウスでの病原

性の著しい低下が観察された (Mori JV 

2005)。HCV ゲノムはウイルスにコードされて

いる複製酵素と宿主因子とによって構成さ

れる複製複合体で複製される。これまでに多

くの宿主蛋白質がHCVの複製に重要であるこ

とが報告されており、我々も細胞の小胞輸送

に関与する VAP-B が HCV の複製複合体形成に

重要であることを報告している (Hamamoto 

JV 2005)。また、免疫抑制剤である FK506 と

結合することによって、免疫抑制効果を発揮

する宿主蛋白質 (FK506-binding protein, 

FKBP) の一種である FKBP8 が、HCV の複製複

合体の構成因子である NS5A 蛋白質と結合す

るだけでなく、細胞内のシャペロン分子であ

るHsp90 とも結合することを明らかにしてい

る。NS5A 蛋白質と Hsp90 は直接結合できない

が、FKBP8 を介して 3 つの蛋白質が複合体を

形成することが、HCV の複製に重要であるこ

とを報告している （Okamoto EMBOJ 2006）。 

 

２．研究の目的 

HCV の細胞親和性の解析：HCV は多種性

（quasispecies）を示すことが知られてお

り、一人のＣ型肝炎患者の体内にはポリク

ローナルな HCV が持続感染している。これ

までの感染様式の解析は、一つの HCV の

cDNA に由来するモノクローナルなエンベロ

ープ蛋白質を被ったシュードタイプウイル

スを用いて進められてきたものであり、実

際に患者の体内で進行している HCV の感染

を正確に反映しているものとは言い難い。

また、hCD81 依存的な感染性を示すシュー

ドタイプレトロウイルス(HCVpp)を中和で

きる抗体が、ほとんどの慢性Ｃ型肝炎患者

の血清中に検出されるのに対し、シュード

タイプ水疱性口内炎ウイルス(HCVpv)は

hCD81-非依存的に感染し、患者血清中に中

和抗体はほとんど検出されない。即ち、

hCD81 を介して感染する HCV は容易に生体

から排除され、hCD81-非依存的に感染する

HCV が、慢性持続感染の成立に重要な役割

を演じている可能性がある。そこで、hCD81-

非依存的な感染性を示す HCVpV の感染機構

を明らかにする。さらに、hCD81 の依存性

を決定するエンベロープ蛋白質の翻訳後修

飾ならびに宿主因子を明らかにする。 

HCV の成熟・複製に関与する宿主因子の

解析：HCV 粒子を構成するウイルス蛋白質

は宿主由来のプロテアーゼによって切断さ

れて成熟し、エンベロープ蛋白質の細胞質

領域と会合してヌクレオキャプシドを形成

するが、一部は核に移行してプロテアソー

ム調節蛋白質 PA28γ依存的に分解される。

また、HCV ゲノムはウイルスにコードされ

ている複製酵素と宿主因子とによって構成

される複製複合体で複製される。これまで

に多くの宿主蛋白質が HCV の複製に重要で

あることが報告されており、我々も細胞の

VAP-B や FKBP8 が HCV の複製複合体形成に

重要であることを報告している。また、

VAP-B や FKBP8 以外にも HCV の複製に必須

な複数の宿主因子を同定している。これま

でに報告された HCV の複製複合体にリクル

ートされる宿主因子の相互作用を整理して、

それぞれの HCVRNA 複製における意義を詳

細に解析する。また、PA28γ欠損コア Tg マ

ウスやSPP欠損コアTgマウスを作製しての

コア蛋白質発現量と肝臓病理を検討し、コ

ア蛋白質のプロセシングと細胞内局在が肝

臓疾患に及ぼす影響を in vivo で検証する。 

 

３．研究の方法 

HCV の細胞親和性の解析：これまでに、CHO

細胞で作製したシュードタイプ水疱性口内

炎ウイルス(HCVpv/CHO)を用いて HCV 感染に

重要な宿主因子を探索し、HCVpv/CHO は、こ

れまでに HCV の受容体候補分子として報告

されている hCD81 が全く発現していない

HepG2 細胞に感染することが示された。また、

シュードタイプレトロウイルス(HCVpp)と同

じように、ヒト胎児腎臓細胞(293T)で作製し

た HCVpv(HCVpv/293T)や特殊な Huh7 細胞に

感染性を示すJFH1株(HCVcc)はHCVppと同様

に、hCD81 依存的に感染できることを明らか

にしている。即ち、シュードタイプウイルス

は産生した細胞に依存した細胞親和性を示

すのである。実際に患者血清中に存在する

HCV 粒子や HCV 様粒子は、hCD81 の発現して

いない HepG2 細胞にも hCD81 陽性の Huh7 細

胞にも同等に結合することから、HCV には

hCD81 依存的に感染できるものと、それ以外

の受容体を介して（hCD81-非依存的に）感染

する、少なくとも２種類の細胞親和性を示す

ウイルスが存在するものと考えられる。そこ

で、hCD81-非依存的な感染受容体の候補分子



の絞り込みを試みる。 

 HCV ゲノムはウイルス自身がコードして

いる酵素群と宿主因子から構成される複合

体で複製される。我々はこれまでに、細胞の

小胞輸送に関与する VAP-B やコシャペロン

分子として知られている FKBP8 が NS5A 蛋白

質と特異的に結合して、HCV の複製複合体形

成に重要な働きを演じていることを報告し

ている。VAP-B を過剰発現すると HCVRNA の

複製が増強されることから、VAP-B と相互作

用する宿主因子の解析を進める。また、NS5A

蛋白質と Hsp90 は直接結合できないが、

FKBP8を介して3つの蛋白質が複合体を形成

することが、HCV の複製に重要であることを

報告しており、この分子の RNA 複製における

役割をより詳細に解析する。さらに、これま

でに報告されている HCV の複製複合体にリ

クルートされる宿主因子の相互関係を整理

して、それらの RNA 複製における役割を解析

する。また、我々はフラビウイルスが節足動

物から哺乳動物へと種の壁を超えて複製の

場を拡大させる過程で、コア蛋白質を核に移

行させて宿主遺伝子の発現を巧みに調節し、

ウイルスの複製に適した細胞環境に改変し

てきたとの仮説を提唱している。これまでに

コア蛋白質と相互作用する核内因子をいく

つか分離しているが、これらの HCV の複製に

おける役割を解析する。 

 

４．研究成果 

これまでに C 型肝炎ウイルス(HCV)のエンベ

ロープ蛋白質を被ったシュードタイプウイ

ルス(HCVpv)を用いて感染機構の解析が進め

られてきたが、HCVpv はゲノムにエンベロー

プ遺伝子を持たないため、一度しか感染でき

ず、二次感染は起こらない。本研究では水疱

性口内炎ウイルス(VSV)のエンベロープ遺伝

子を欠損させ、代わりに HCV のエンベロープ

遺伝子を組み込んだ組換え VSV(HCVrv)を作

製し、その感染様式を解析した。293T や Huh7

細胞で作製した HCVrv は、Huh7 細胞に最も高

い感染性を示し、抗 hCD81 抗体やＣ型肝炎患

者血清で感染が中和された。また、一部の

Huh7 細胞株では、HCVrv の感染拡大が確認さ

れた。自立増殖可能な HCVrv は、各種遺伝子

型のHCVの感染機構の解析に有用であと考え

られた。CoreTg は肝脂肪化と肝発がんを発症

する。本研究では、HCV コア蛋白質の安定性

を調節する宿主因子として我々が同定した

PA28γの HCV による肝脂肪化と肝発がんにお

ける役割について解析した。PA28γ遺伝子を

ノックアウトにより CoreTg マウスの肝脂肪

化および肝発がんは消失した。脂肪酸合成遺

伝子の発現を調節する転写因子 SREBP-1c と

その下流遺伝子の発現上昇および SREBP-1c

遺伝子の転写を調節する LXRα/RXRαの活性

の上昇がコア蛋白質の発現で個体レベルお

よび培養細胞レベル認められ、PA28γ遺伝子

のノックアウトあるいはノックダウンによ

ってその活性化は著しく軽減された。以上の

結果から、PA28γは HCV によって誘導される

病原性に必須であることが示唆された。 

 HCV に感染すると肝硬変を経て高率に肝細

胞癌を発症する。我が国には2百万人ものHCV

感染者が存在すると推定され、既感染者に対

する有効な肝癌進展阻止法の開発が急務で

ある。しかしながら、HCV を効率よく複製で

きる細胞培養系を欠くため、HCV の感染様式

や発癌機構は依然として謎に包まれたまま

である。本研究は HCV の感染、成熟、そして

複製過程に関与する宿主因子を解析し、これ

らの宿主因子をターゲットとした新しい C型

肝炎治療法の開発の可能性を探ることを目

的とした。我々はこれまでに、Human 

vesicle-associated membrane 

protein-associated protein (VAP) subtype 

A（VAP-A）および B（VAP-B）が HCV の複製

を正に調節していることを報告してきた。し

かしながら、VAP-B のスプライシングバリア

ントであるVAP-C の機能はほとんど解析され

ていない。そこで今回、HCV の複製における

VAP-C の役割について検討した。VAP-C は

VAP-Aや VAP-Bの NS5Bへの結合を競合的に阻

害する事によって、HCV の複製を抑制してい

ることが明らかとなった。また、VAP-C の発

現はHCVの臓器親和性を規定する要因の一つ

である可能性が示唆された。 
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