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研究成果の概要：C 型肝炎ウイルス(HCV)は慢性持続感染し、インターフェロン(IFN)、リバビ

リン(RBV)がその治療に用いられている。本研究では HCV 排除に関わる宿主細胞因子を、培養肝

細胞による HCV 複製系、および患者末梢血リンパ球を用いて、肝細胞、免疫細胞の両面から検

討した。その結果、IFN による HCV 排除に、IFN 誘導遺伝子(ISG)とりわけ PKR が重要な因子で

あることが同定された。また RBV は肝細胞内因性 IFN-β誘導作用を有し、IFN によって誘導さ

れた ISG をさらに増強し、この作用は RBV の臨床的治療効果に合致するものと考えられた。さ

らに RBV のような内因性 IFN-β誘導能を持つ新たな抗 HCV 薬は、IFN との併用により相乗的な

抗 HCV 効果を発揮する可能性があり、今後の HCV に対する創薬のヒントとなると考えられた。 
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１．研究開始当初の背景 

 C型肝炎ウイルス(HCV)は成人初感染におい

て80%が慢性持続感染する。その結果、慢性肝

炎、肝硬変と進展し、肝細胞癌に至らしめる。

肝癌はHCVキャリアーの高齢化とともに増加

傾向にあり、その抑制およびC型肝炎ウイルス

の排除および治療は急務である。 

 近年、HCVを排除しうる標準的治療法として

インターフェロン(IFN)-αとリバビリン(RBV)

の併用療法が確立された。しかしながらこの

治療法でもウイルスを完全に排除できるのは

全体で6割程度、特にジェノタイプ1aあるいは

1b型でウイルスが多い症例では著効率が低い。

これらの薬物の抗HCV機序については不明確

であり、より有効な治療法の確立には、これ

らの抗HCV薬のHCV排除の作用機序を解明し、

その上でHCVを排除しうる抗ウイルス療法を

構築する必要がある。 

 近年HCV遺伝子を複製しうるin vitro実験

系が開発され実験環境は大きく改善した(参

考文献1, 2, 3)。また、肝外でのHCV感染の場

として末梢血リンパ球を用いた報告が多数み
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られる。我々の検討でもC型肝炎患者の32%の

末梢血リンパ球からHCV-RNAが検出された(文

献4)。治療前後、治療経過中に経時的に肝生

検を施行するのは困難であるが。末梢血リン

パ球は非侵襲的に経時的に採取しうる。治療

中の末梢血リンパ球を経時的に採取し、IFN, 

RBV投与に伴う細胞内遺伝子の変化を観察す

ることにより、実際的なHCV排除の治療効果の

解析が可能となる。 

 
２．研究の目的 
 本研究では肝細胞、免疫細胞の両面から HCV
持続感染の鍵となる宿主細胞因子あるいは
その要因を同定し、それらの因子が抗ウイル
ス薬によってどのように変化するかを観察
して、それらに基づく抗 HCV 治療法、新しい
抗 HCV 薬を模索することを目的とする。 
  
３．研究の方法 

(1) C型肝炎ウイルス(HCV)持続感染系の確立 

 Huh7細胞株を用いて、T7遺伝子の下流にジ

ェノタイプ1型のHCVの全長cDNAを持つプラス

ミド(pT7-flHCV-Rz)をトランスフェクション

し、さらにT7ポリメラーゼを発現するアデノ

ウイルスベクター(Ad-T7pol)を感染させ、比

較的長期間HCV遺伝子を発現できるHCV遺伝子

複製系を開発した(文献2)。この系を他の細胞

株、とりわけIFNシグナル伝達系が障害されて

いないHepG2株に移植することで実験の核に

なるin vitro HCV遺伝子複製系を確立する。 

 

(2) HCV持続感染系を用いたインターフェロ

ン(IFN)、リバビリン(RBV)のHCV排除に関わる

key moleculeの同定 

 インターフェロン(IFN)とリバビリン(RBV)

は臨床的に抗HCV作用を有するが、その作用機

序は不明確である。まずIFNにより誘導される

interferon stimulating gene (ISG)に注目

して、IFNおよびRBVのHCV排除に関わるkey m

oleculeを同定する。さらに同定した各々の

遺伝子についてsiRNAを作成し、knockdownし

た際のウイルス排除効果の差異について比

較検討する。IFN, RBVの抗HCV作用が同定し

た各遺伝子に依存しているかを同定する。 

 

(3) IFN、RBV併用療法治療中のHCV患者より採

取した末梢血リンパ球におけるIFN、RBV誘導

遺伝子の経時的変化 

 IFN, RBV 併用療法中の C型肝炎患者の末梢
血 T細胞を、同意取得して経時的に採取・保
存する。同サンプルより RNA および蛋白を抽
出し、前述の実験で同定された IFN, RBV の
抗 HCV 作用に関連する遺伝子の mRNA 量を

real-time RT-PCR 法で定量する。遺伝子量は
housekeeping gene である GAPDH 遺伝子との
比で算出する。対象患者をまず、ウイルス学
的著効例(SVR)28 例と非著効例(non-SVR)27
例に分け、両者を比較し、治療効果にどの ISG
が依存するか確認する。また、RBV の抗 HCV
効果についても ISG遺伝子が関連するかどう
かを RBV 併用例(IFN+RBV 併用例)51 例と RBV
非併用例(IFN単独治療例)12例を比較して検
討する。末梢血 T細胞を用いた in vivo の検
討で IFN, RBV の抗 HCV 作用に依存する因子
を確認する。 
 
(4) 同定した HCV 排除の key molecule を標
的としうる薬物の抗 HCV 効果 
 上記の検討により同定した HCV 排除の key 
molecule に関連する薬物を検索する。その抗
HCV 効果について検討し、抗ウイルス薬とし
ての可能性を探索する。 
 
４．研究成果 

(1) C型肝炎ウイルス(HCV)持続感染系の確立 

 HepG2株にT7遺伝子の下流にジェノタイプ
1 型の HCV の全長 cDNA を持つプラスミド
(pT7-flHCV-Rz)をトランスフェクションし、
T7 ポリメラーゼを発現するアデノウイルス
ベクター(Ad-T7pol)の感染により、RPA にて
HCV negative 鎖が検出された。Huh7 細胞と
同様に HepG2 細胞でも比較的長期間 HCV 遺伝
子を発現できる HCV遺伝子複製系を確立した
(図 1)。また、T7 ポリメラーゼ遺伝子を恒常
的に発現する Huh-T7 細胞株に pT7-flHCV-Rz
をトランスフェクションすることにより、
Ad-T7polなしでHCV遺伝子の発現が可能な培
養系を確立した。これら複数の培養系により
インターフェロン(IFN)およびリバビリン
(RBV)の抗 HCV 効果について、より正確な評
価が可能になった。 

 

(2) HCV持続感染系を用いたインターフェロ

ン(IFN)、リバビリン(RBV)のHCV排除に関わる

key moleculeの同定 



 

 

 まず、IFN の抗 HCV 作用の key molecule と
して ISG の 1 つである PKR に注目し、HCV 持
続感染系を用いて解析した。Huh-T7 細胞株に
pT7-flHCV-Rzをトランスフェクションし HCV
遺伝子発現により細胞内 PKRの発現増加がみ
られた。また PKR を siRNA で knockdown する
ことにより、HCV の発現増加が見られたこと
から、PKR は HCV 複製阻害に直接的に作用し
ていることが確認された(図 2)。また、培養
上清中に IFN を添加することにより細胞内
PKRの発現は増加し、HCV複製は阻害される。
細胞内 PKR を siRNA で knockdown した後、IFN
を添加しても HCV複製は阻害されなかったこ
とから、IFN による抗 HCV 作用は IFN による
PKR の誘導に依存していることが確認された
(図 3)。これらの検討により、IFN の抗 HCV
作用に PKR が key molecule として作用して
いることを同定した(文献 5)。 

 リバビリン(RBV)も抗 HCV 作用を持つ。臨
床的に RBV は単剤投与では無効で、IFN と併
用することにより IFN の抗 HCV 作用を増強す
る。そのことから、RBV による ISG への修飾
作用を想定し、RBV の ISG 増強効果の有無に
ついて検討した。 
 IFN, RBV 単独あるいは両方を添加し、ISG 
mRNA の変化を経時的に観察した。その結果、
HepG2 細胞株において RBV による PKR, MxA, 
IL-8 mRNA の増強効果がみられた。しかしな
がら Huh7 細胞株では RBV による ISG mRNA 増
強効果はみられなかった。Huh7 では内因性
IFN-βの産生が阻害されており、そのことか
ら、RBV により増強される ISG は RBV による

内因性 IFN-β産生増強に伴う効果であること
が想定された。実験により HepG2 細胞で RBV
による IFN-β mRNA 誘導増強効果が観察され
た。Huh7 では RBV による産生増加は見られな
かった(図 4)。これらの検討より、RBV の抗
HCV 作用の key molecule として内因性 IFN-β
が同定され、PKR, MxA などの ISG をさらに増
強することにより抗 HCV作用を持つと考えら
れた。 

 

(3) IFN、RBV併用療法治療中のHCV患者より採

取した末梢血リンパ球におけるIFN誘導遺伝

子の経時的変化 

 IFN, RBV 併用治療中の HCV患者より採取し
た末梢血 T 細胞より RNA を抽出し、IFN 誘導
遺伝子のなかで PKR, 2’5’-OAS, MxA, IL-8
についてその経時的変化と治療効果につい
て検討した。その結果 HCV 排除できた著効例
(SVR 例)では治療開始 2 週後の PKR, 2’5’
-OAS mRNA の発現が有意に増加していた(図
5)。一方、MxA, IL-8 mRNA については SVR 例
と非 SVR例との間に有意な差はみられなかっ
た。このことから IFN 誘導遺伝子、とりわけ
PKR, 2’5’-OAS は IFN, RBV 併用治療におけ
る HCV 排除に関わる key molecule と考えら
れた。 

 次に RBV の抗ウイルス効果について、RBV
併用例と非併用例における ISG修飾の有無に
ついて比較検討した。過去に IFN-α単独治療
をした 12 例および、IFN-α＋RBV 併用療法を
した 53例を対象に、末梢血 T細胞を単離し、
上記 ISG の PKR, MxA, 2’5’-OAS, IL-8 の



 

 

mRNA 量について real-time RT-PCR 法で定量
した。その結果、RBV 併用群では RBV 非併用
群に比較して投与後 4 時間から 24 時間にお
ける PKR, MxA, IL-8 mRNA の有意な増加がみ
られた(図 6)。このことより、in vivo の免
疫細胞においても、RBV 併用により ISG はさ
らに増強され、抗 HCV 効果に関わっている可
能性が考えられた。 

 
(4) 同定した HCV 排除の key molecule を標
的としうる薬物の抗 HCV 効果 
 以上の検討から、内因性 IFN-βを誘導する
薬物は、RBV のように IFN-αとの併用により
強い抗 HCV 効果を来しうる可能性がある。 
 申請者らは、確立した HepG2 細胞株による
HCV 複製系を用いて抗ウイルス作用を示す薬
剤を検討したところ、慢性肝炎治療薬として
開 発 中 の 22β-methoxyolean-12-ene-3β, 
24(4β)-diol (ME3738)が HCV 複製抑制作用を
有し、その作用には内因性 IFN-β産生増強作
用が寄与していることが示された(文献 6)。 

 この薬物は大豆からの抽出物に含まれる
soyasapogenol B の誘導体である。同薬物は
HepG2 細胞株による HCV 複製系において、HCV
複製を用量依存性に抑制し(図 7)、HepG2 細
胞内の内因性 IFN-β mRNA 量を増加させ、同
時に MxA, 2’5’-OAS の ISG mRNA を増加さ
せた(図 8)。さらに、IFN-αと ME3738 の併用
により、より強い抗 HCV 作用が認められ、そ
の効果は相乗的であった(図 9)。 
 

 申請者らは本研究において、肝細胞株およ
び治療中の患者末梢血 T細胞を用いて、イン
ターフェロン(IFN)、リバビリン(RBV)の HCV
排除に関わる key molecule の同定を試みた。
IFN の抗 HCV 作用機序には PKR の誘導が重要
であり、RBV の抗 HCV 作用機序には細胞内内
因性 IFN-βの誘導およびそれによる ISG 増強
効果が重要であることを同定した。また内因
性 IFN-βを誘導しうる新しい抗 HCV 薬の候補
を同定した。 

 RBV は単剤ではあまり抗ウイルス効果がな
く、IFN との併用で IFN の抗ウイルス効果を
増強する薬物である。本研究で明らかになっ
た RBV による内因性 IFN-β増強効果に伴う
IFN の ISG による抗 HCV 作用増強作用は、臨
床的治療効果に合致するものと考えられる。 
 RBV は今回同定した内因性 IFN-β誘導効果
の他に、細胞性免疫誘導作用、核酸代謝への
影響、RNA dependent RNA polymerase の活性
阻害、mutagen としての HCV 複製および粒子
産生障害などが既に報告されており、申請者
らも RBV の mutagen としての抗ウイルス効果
を報告している(文献 7)。末梢血 T 細胞の検
討から、RBV の内因性 IFN-β増強効果は投与
初期にみられた。上記 RBV の抗 HCV 作用が、
治療におけるどの時相で効いてくるのか今
後さらに追加検討していく必要がある。 
 今回、内因性 IFN-βの産生が障害されてい
ない HepG2 細胞を用いた HCV 発現システムを
使用することで、内因性 IFN-βの抗 HCV 作用
としての重要性を同定した。RBV のみならず、



 

 

内因性IFN-βを増強する薬物はME3738のよう
に、IFN-αと併用することにより相乗的な抗
HCV効果を発揮する可能性があり、今後の HCV
に対する創薬の一つのヒントになる可能性
があると考えられた。 
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