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研究成果の概要：HCVによる遺伝子傷害または遺伝子修復機能に与える影響を解析するため、

DNA二本鎖切断（DSB）を導入後に相同組換え（修復）が起こると GFPの蛍光を発生する特徴を

持つヒト繊維肉腫細胞株に、レンチウイルスで HCV各蛋白を発現させ 35日間培養した。この各

HCV蛋白発現細胞を用いて、経日的な FACS解析により GFPの蛍光を生じた細胞数の割合から相

同組換え（修復）の異常の有無を確認した。強制的に DNA 傷害を誘導する系と誘導しない系の

両者で実施した。 

各実験系で GFP 陽性細胞の割合が Emp と差がある HCV 蛋白が存在し、HCV 蛋白による DNA 修

復異常の可能性が示唆された。 
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１． 研究開始当初の背景 
 C 型肝炎ウイルス（HCV）は、感染後、80

〜90%もの効率で持続感染し、慢性肝炎、肝

硬変を引き起こし、さらに年率 7%もの高率で

肝細胞癌を発生させる。 

 本研究者らは HCV 感染肝癌患者組織の

HCV-RNA 量を定量し、癌部では非癌部に較べ

尐ないことを報告した。その事実から、HCV

は発癌前の肝細胞に何らかの影響を与え、肝

癌発生初期に寄与することを推測した

（ Tanaka T. et al: Virological 

Significance of low-level hepatitis B 

virus infection in patients with hepatitis 

C virus associated liver disease. J of 

Medical Virology 72.p223-229(2004)）。 

 また HCV 感染肝癌組織切片について、DNA

二本鎖切断を引き起こす DNA傷害の組織学的

マーカーであるγH2AX の検出を実施したと

ころ、HCV 感染肝組織で非癌部と癌部両方で

γH2AXが検出された。これは HCV陰性の肝組

織の非癌部に較べて広範囲に検出された。こ

の結果から HCVの感染による DNA傷害の蓄積
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が遺伝子不安定化を誘導し、発癌に寄与する

可能性が示唆された。 

 一方、培養細胞系を用いた実験において、

トポイソメラーゼ阻害剤やγ線照射により

誘導されるDNA傷害の修復過程をγH2AXや断

裂 DNAをアルカリ処理により物理的に検出す

る事で経時的に解析した結果、HCV Core蛋白

発現細胞において断裂 DNAの修復が遅延化し

ている事が示唆されていた。 

 我々は以上の結果により、感染肝臓組織内

の HCV 遺伝子発現細胞では、HCV が宿主 DNA

修復機構に関与し、DNA 修復が抑制される可

能性を考えた。 
 
２．研究の目的 

我々は、HCV 感染組織によって認められる

DNA 傷害が、どのような機序で起こされるの

か解明することを目指し、HCV による DNA 傷

害または DNA 修復機能の影響について、DNA

修復関連蛋白の機能に焦点を当て、解析する

ことを目的として研究を進め、まず HCV各蛋

白発現細胞における DNA修復反応（相同組み

換え）を検出可能な培養細胞系を構築した。

この培養系を用いて、（１）強制的に DNA 傷

害を起こし HCV蛋白発現による DNA修復機能

に与える影響を調べること、また（２）HCV

発現細胞を長期に培養することで、HCV 蛋白

発現自体の影響で遺伝子傷害を蓄積し、遺伝

子修復機能に影響を与えるかどうかを解析

することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１） DNA傷害強制導入系 
① Sce-1 発現アデノウイルスによる DSB 導

入 
Sce-1 発現アデノウイルスにより DNA 二本鎖
切断（DSB）を導入し、その後相同組換え（修
復）が起こると GFPの蛍光を発生する特徴を
持つヒト繊維肉腫細胞株（pDR－GFP/HT1080）
にレンチウイルスでHCV各蛋白を発現させ35
日間培養した。この各 HCV 蛋白発現細胞に、
経日的に Sce-1発現アデノウイルスを感染さ
せ、72 時間後に FACS 解析を用いて GFP の蛍
光を生じた細胞数の割合から相同組換え（修
復）の異常の有無を確認した。 
Sce-I発現の Controlとして、LacZ発現アデ
ノウイルスを用いた。 
 
② HIV-1 Vpr蛋白による DNA傷害の導入 
HIV と HCV の両者のウイルスに感染している
患者では、HCV 単独感染者より早く肝癌が進
展するという報告が存在する（Cirrhosis and 
Hepatocellular Carcinoma in HIV-Infected 
Veteranes With and Without the Hepatitis 
C virus.ARTH INTERN MED/VOL 164,NOV 

22,2004）。このメカニズムに HIV-Iウイルス
による遺伝子傷害が関与しているのではな
いかと推測し、DNA 傷害を誘導することが報
告されている HIV-1ウイルスのリコンビナン
ト Vpr 蛋白を HCV の各蛋白を発現させた
pDR-GFP/HT1080細胞の培養液中に添加し、２
日後の FACS 解析により GFP の蛍光を生じた
細胞数の割合から相同組換え（修復）の異常
の有無を確認した。 
（２）HCV 発現細胞における Spontaneous な

DNA修復異常の検出 
また HCV蛋白発現自体が DNA傷害を蓄積し、

DNA 修復異常を起こしている可能性を考え、
HCV 発現細胞における Spontaneous な DNA 修
復異常も解析するため、上記の pDR-GFP/1080
に HCV 各蛋白を発現させた細胞を 35 日間培
養し、強制的に DNA傷害を起こすことなしに、
FACS解析によりGFPの蛍光を生じた細胞数の
割合から相同組換え（修復）の異常の有無を
確認した。 
 
４．研究成果 
（１） DNA傷害強制導入系 
① Sce-1 発現アデノウイルスによる DSB 導

入 
SceI により強制的に DSB を導入した場合、

E1、NS2、NS3/4A、NS5B 発現細胞において、

レンチウイルス感染後 18日、および 26日目

の相同組換えを起こした GFP陽性細胞の割合

が Empより高かったがその差はわずかだった。

しかし core 蛋白発現細胞では 18 日目に GFP

陽性細胞の割合が Empと比較して一番高かっ

たのにもかかわらず、26日目には Empより低

値だった。 

 
ＳｃｅＩ　感染後ＧＦＰ陽性細胞割合(計測数4万個）
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② HIV-1 Vpr蛋白による DNA傷害の導入 
培地中にリコンビナント Vpr を、HIV-1 感

染患者の血中濃度に近い 10ng/mlの濃度を含
む、0、10、50ng/mlを添加後、継代を 3回お
よび 5 回実施した。Vpr 添加は継代 2 回目に
は継代時に添加したが、継代 1回目と 3回目
以降は各継代時の一日後に添加した。 

継代を 3回実施した Vpr 10ng/ml添加時の

NS3/4A発現細胞の GFP陽性細胞の出現率が、 
Ctlまたは Empに比較して Vpr 0、50ng/mlよ
り高かった。しかし継代を 5回実施した場合、



 

 

反対に Vpr 0、50ng/mlより低かった。 
Vpr　0ng/ml 添加時のPassageによる変化

（計測数10万個）
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Vpr　10ng/ml添加時のPassageのよる変化
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Vpr 50ng/ml添加時のPassageによる変化
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リコンビナント Vprを 2回目継代時に添加

した時、10ng/ml 添加時の Emp と 50ng/ml 添
加時の Ctl、HCV core、E2、NS4B、NS5B発現
細胞では、細胞がほとんど死んでいたが、
50ng/ml 添加時の Emp、E1、NS２、NS3/4A、
NS５A 発現細胞では死細胞はほとんど見られ
なかった。 
（２）HCV 発現細胞における Spontaneous な

DNA修復異常の検出 
HCV 蛋白発現細胞を持続的に培養した場合、

Spontaneous に相同組換えを起こした GFP 陽

性細胞の割合は、レンチウイルスによる感染

後 14 日で、Core、NS3/4A、NS4B 発現細胞で

Emp より高かったがその差はわずかだった。

25 日目では core、NS3/4A、NS5A 発現細胞で

高く、その中で NS3/4A の割合が特に高値だ

った。E1、E2は反対に両日ともわずかに低か

った。 

HCV蛋白発現による相同組換細胞の割合
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再現性を確認するため、2 回目にレンチウイ

ルスで HCV各蛋白を発現させ、相同組換えの

頻度を調べたところ、NS3/4 蛋白発現細胞で

は、それほど高くなかった。 

また継代を続けると浮遊細胞の出現数が

増加したため、21日目（Ｐassage NO(P.)10）

から浮遊細胞由来の細胞を分離して解析し

た。 

3 回目の実験実施時には HCV 発現レンチウ

イルスを感染させて 7 日目（P４）に浮遊細

胞由来と接着細胞を分離して培養した。 
DNA相同組換え細胞割合
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それぞれ Emp と比較して、GFP陽性細胞の割
合が 0.04％の差があったものを下記に示し
た。 
① Empより 0.04％以上高かった細胞： 

Core 7d(7日）、NS2 25d（浮遊）、NS5A 35
ｄ(接着） 

② Empより 0.04％以上低かった細胞： 
Core 35ｄ（浮遊）、E2 35ｄ（浮遊）、 
NS3/4A 14ｄ(接着)、35ｄ（浮遊）、NS4B 
35d (浮遊）、NS5A 35d(浮遊） 

＜結論＞ 
(1) DNA傷害強制導入系 
① Sce-1 発現アデノウイルスによる DSB 導

入 
Sce-Iで強制的に DSBを起こした場合、Emp

と比較して相同組み換えを起こした細胞の

割合が一番高かったのが 18日後の Core発現

細胞だったが、26日目には反対に低値だった。 

これは HCV core発現細胞が発現後 26日後で

は Sce-I により細胞死を起こしやすくなり、

生き残った細胞群に修復されない細胞の割

合が多くなったのではないかと推測した。 

 
② HIV-1 Vpr蛋白による DNA傷害の導入 

 リコンビナント Vpr 添加実験では、

NS3/4A 発現細胞で Vpr 濃度が 0 および

50ng/ml では Ctl または Emp と比較して、

継代 3回、継代 5回で相同組み換えを起こ

した GFP 陽性細胞の割合は高値だったが、

HIV-１感染患者に近い Vpr濃度 10ng/mlで

は 5 回目の継代時には継代 3 回目より GFP

陽性細胞の割合は低かった。このことから、

添加した Vpr の濃度の違いで、DNA 修復さ

れる細胞とされない細胞の割合が培養を

続けることで、変化する可能性が示唆され

た。 



 

 

 また、50ng/ml の Vpr 添加により、死んだ

細胞群に関しては、過剰の DNA傷害によりア

ポトーシスを起こした可能性を考え、また生

き残った細胞群に関しては、アポトーシス機

構が阻害されている可能性が示唆された。 

 

（２）HCV 発現細胞における Spontaneous な

DNA修復異常の検出 

① 強制的に DSBを導入しない HCV発現細胞 

で、一回目に実施した NS3/4A発現細胞では、

相同組み換えを起こした細胞の割合が Empに

比べて高値であったため、HCV NS3/4A発現細

胞では NS3/4A 発現が DNA 傷害を誘導または

蓄積して修復効率が上昇している可能性を

考えた。 

 

②Emp と比較して GFP 陽性細胞の割合が低か

った細胞群は、HCV 蛋白発現により DNA 修復

されない細胞の割合が高い可能性が考えら

れ、それは 3回目の実験結果では浮遊細胞由

来の細胞群に多かった。この結果から、浮遊

細胞の性質獲得と DNA修復抑制には何らかの

関係がある可能性が考えられた。 

Emp に比較して GFP 陽性細胞の割合が

0.04％以上低かった細胞のうち、Core、

NS3/4A、NS4Ｂ、NS5A について（Ｅ2 以外）

は、足場非依存性に関与していることが、報

告されていた。 

・Core: Cell Oncol. 2006;28(4):177-90.  

J Exp Med. 2002 Sep 2;196(5) 

:641-53. 

・NS3：Acta Biochim Biophys Sin (Shanghai). 

2007 Oct;39(10):751-62 

・NS4Ｂ：Biochem Biophys Res Commun. 2000 

Jan 19;267(2):581-7 

・NS5A: J Interferon Cytokine Res. 2005 

Mar;25(3):152-64. 

 

③ 接着細胞で GFP陽性細胞の割合が 

Emp より高値で、さらに浮遊細胞で低い場合

は、HCV 蛋白発現により、DNA 傷害を受けて

修復された細胞が接着細胞に多く存在する

一方で、浮遊細胞には修復されない細胞の割

合が高くなっている可能性が考えられた。 

→NS3/4A 35d 、NS5A 35ｄ。  

この結果から、この pDR－GFP/HT1080細胞

系では NS3/4A、NS5A 蛋白発現細胞を長期に

培養することで、DNA 傷害が蓄積し修復され

る細胞が増加する中で、足場非依存性を獲得

した修復機能異常を示す細胞が増加するこ

とが示唆された。 

 

 

＜今後の展望＞ 

(1) HCV 蛋白発現強度における GFP 陽性率を

調べる。 

今回の実験は、Lenti HCV 発現システムと

ｐDR-GFP/HT1080 のセレクションマーカーが

ピューロマイシンで同一な為、HCV 蛋白発現

量の細胞による違いが見られた（免疫染色法

とイムノブロッティング（IB）で確認。）そ

こで浮遊細胞由来の細胞および接着由来細

胞について、HCV 各蛋白に対する抗体と GFP

抗体で 2重染色し FACS解析し、HCV各蛋白発

現の強弱において GFP陽性細胞の割合に差が

あるか確認する。または GFP陽性、陰性でソ

ーティングして細胞の HCV蛋白発現の差を免

疫染色法で確認する。 

 

(2)(1)で調べた細胞群についてｐ53 の機能

を解析する。 

多くの浮遊細胞の細胞膜上に多数のスパ

イク状の構造が見られたことから、顕微鏡下

で生細胞を観察し filopodiaの形成を確認し

た。細胞運動は RhoファミリーGTPaseにより

制御されていることが報告されているが、こ

のうち Cdc42による filopodia形成を p53が

阻害することが報告されている。 

(Gadea,G.et.al.:EMBOJ.21:2373-2382,2002

)そこで、浮遊由来細胞について p53 の機能

異常を調べるため、それぞれ接着細胞、浮遊

由来細胞のｐ53、リン酸化ｐ53の発現量を免

疫染色法およびウエスタンブロッテイング

法で調べる。その際、浮遊細胞と接着細胞を

分けて、HCV 蛋白強発現群と弱発現群をソー

ティングし、ｐ53の発現および機能に HCV蛋

白発現の程度によって差があるかどうか確

認する。 

 

(3) DNA 修復関連蛋白の発現量および活性化

型（リン酸化型）の発現量に差がみられるか

どうか、ウエスタンブロッテイング法と免疫

染色法で確認する。γH2AX、ATM、ATR、Chk2、

など。その際、HCV 蛋白強発現群と弱発現群

をソーティングして分離して調べる。 
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論文表題：Modification of hepatitis C 
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