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研究成果の概要：  
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                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2007年度 2,000,000 0 2,000,000 

2008年度 1,300,000 390,000 1,690,000 

年度    

年度    

  年度    

総 計 3,300,000 390,000 3,690,000 

 
 
研究分野： 医歯薬学 
科研費の分科・細目： 基礎医学・ウイルス学 
キーワード： 病原性、抗ウイルス薬 
 
１．研究開始当初の背景 
C型肝炎ウイルス（HCV）は、全世界で推

定１億７千万人の感染者が存在する、極めて

重要な感染症の原因因子である。HCVはフラ

ビウイルス科・ヘパシウイルス属のRNAウイ

ルスであり、9.6kbのプラス鎖の一本鎖 RNA

をゲノムとする。HCVの最大の病理学的特徴

は、肝臓に特異的に感染した後、急性肝炎を

起こす稀な株もあるものの、一般にヒト肝細

胞に長期間持続感染することで肝炎が慢性

化して脂肪肝・肝繊維症となり、最終的に肝

硬変を経て肝癌に至ることにある。日本では

近年、HCVはB型肝炎ウイルス（HBV）を抜い

て、最も肝臓癌の発症と関連したウイルスと

我々は、癌抑制遺伝子産物Rbのリン酸化状態の変化がC型肝炎ウイルス（HCV）の複製に

及ぼす効果を調べるため、Rbをリン酸化するサイクリン依存性リン酸化酵素（CDK）の阻害剤を

利用した。その結果、複数のCDK阻害剤が培養細胞でのHCVの複製を抑制することを発見した。特

に、CDK4の過剰発現はウイルス複製を活性化し、ノックダウンはウイルス複製を抑制したことか

ら、CDK4の関与は明らかである。更に我々は、ヒト肝臓キメラマウスを用いたHCV感染の動物モ

デルでも、CDK阻害剤が抗HCV効果を有することを実証した。 
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しての立場を確立している。 

一方HCV感染者の治療に関しては、未だ

にワクチンが実用化されていないため、ペグ

付加により体内での安定性を高めたインタ

ーフェロン・アルファ（IFN-alpha）と、核

酸アナログの抗ウイルス薬リバビリンとの

併用療法が現段階でのスタンダード・プロト

コルである。しかし、この標準的な治療法で

さえ治癒率が六割に届かず、細胞毒性が高く

副作用が強いことからも、より効果的で同時

により副作用の弱い、新規の治療法の開発が

必須である。 

 
２．研究の目的 
我々は、宿主細胞の癌抑制遺伝子産物Rb

がHCV複製により負に制御されることを発見

し、ウイルス性のRNA依存性RNAポリメラー

ゼであるNS5BがRbに結合してタンパク質分

解を誘導することを昨年報告した(Munakata, 

T, et al, PNAS 102, 18159-18164, 2005)。

HCV感染に由来する肝細胞癌において、Rb及

び Rbが抑制的に作用する転写因子 E2Fの経

路に異常があることは既に明らかであった

が、我々はそれらの臨床的な知見を裏付ける

分子メカニズムを始めて提唱した。RBは網膜

芽細胞腫で変異が導入された遺伝子として

最初に同定されたが、その後、骨肉腫や小細

胞肺癌でもRBへの変異が見つかり、Rbの関

わる経路が様々な癌の発生に共通して存在

することが分かっている。特に、アデノウイ

ルスのE1Aやヒト・パピローマウイルスのE7

等の、複数のDNAウイルスが持つoncoprotein

の共通の標的因子として Rbが再発見されて

以来、我々の成果とも合わせて、ウイルス感

染による細胞の癌化で Rbの果たす役割は広

く認知されてきた。 

今回我々は、Rbのリン酸化状態を変化さ

せることがHCVの複製にどのような効果を及

ぼすのか調べるため、Rbをリン酸化すること

が判明しているサイクリン依存性リン酸化

酵素（CDK）の阻害剤が HCVの複製に及ぼす

効果を観察した。RbがHCVの複製に必須なウ

イルス性RNAポリメラーゼNS5Bに結合して、

その複製活性を阻害すること、また Rbがリ

ン酸化により不活性型になるとこれまで報

告されていることを考え合わせると、CDK阻

害剤はRbを非リン酸化型にして、HCV複製阻

害を誘導することが予想された。 

 
３．研究の方法 
(1) CDK阻害剤によるHCV複製阻害の特異性及

び細胞毒性の解析 

  予備的な実験においてCDK阻害剤の抗HCV

作用をHCVレプリコン細胞で検討したところ、

CDK4阻害剤が一番効果的だった。この時、阻

害剤の濃度は三点(5, 20, 100 microM)、添加

時間は一点(24hr)しか条件検討を行っていな

い。より詳細にHCV複製阻害効果を検討するた

め、レプリコン細胞(HCV-N株)とコントロール

細胞に対する阻害剤の添加条件を、濃度は0.

1, 0.2, 0.5, 1.0, 2.0, 5.0, 10, 20, 50, 

100 Mの十点で、時間は12, 24, 48, 72, 1

68 hrの五点で振り、実験を行う。各条件でウ

エスタン・ブロット法によりウイルス蛋白質

(Core, NS3, NS5A, NS5B)の発現量を調べる

と同時に、RNA抽出も行い、定量的RT-PCR法に

よりウイルスRNAの発現量も比較する。また、

阻害剤の各添加条件での細胞毒性を検討する

ため、WSTアッセイ又はLDHアッセイを行う。 

  CDK阻害剤としては、予備実験に用いたR

oscovitineとCDK4 Inhibitor以外に、Alster

paullone, Aminopurvalanol A, CDK2 Inhibi

tor I, CDK4 Inhibitor II, Fascaplysin, H

ymenialdisine, Olomoucine II, NU6102, St

aurosporine, SU9516等が存在する。これらの

薬剤に対しても同様に解析を行い、HCVの複製

阻害活性と細胞毒性の検討を行う。 

 



 

 

(2) CDK4の機能抑制又は機能過剰がHCV複製

に与える効果の解析 

阻害剤を使用せずにCDK4の機能を抑制す

るため、siRNAによるノック・ダウン実験を行

い、CDK4又はその活性化因子であるサイクリ

ンD1、D2、D3の発現を抑える必要がある。ま

ず、各標的に対するsiRNAの配列の選定及びト

ランスフェクションの最適化を行い、標的蛋

白質の発現量が80%以上低下する条件をウエ

スタン・ブロット法で検討する。適切な抗体

がない場合は、定量的RT-PCR法により、mRNA

の発現量の低下を検討する。 

  またCDK4のリン酸化酵素活性を上げるた

めに、培養細胞系でCDK4及びサイクリンDを過

剰発現するための発現ベクターを構築する。

コントロールとしてCDK4以外のCDKの発現ベ

クターも準備する。野生型の配列だけでなく、

CDK4の場合、活性化変異であるR24C及び酵素

活性を失う変異を導入した発現ベクターも作

成する。その後、各発現ベクターの細胞への

トランスフェクションを行い、目的の蛋白質

が細胞で過剰発現するかをウエスタン・ブロ

ット法で検討する。 

 

(3) CDK阻害剤がHCV感染に与える効果の解析 

  予備的実験で用いたHCVのレプリコン細

胞は、ジェノタイプ 1b型の HCV-N株由来の

全長ゲノムRNAを有する。我々は、ジェノタ

イプ 2a型の JFH-1株由来の全長ゲノム RNA

を持つ Replicon細胞も保持していることか

ら、上記の解析をこの細胞でも行う（JFH-1

株のサブゲノム・レプリコン細胞では、同様

の結果を得ている）。CDK4 InhibitorでJFH-1

のレプリコンの複製阻害も認められた場合

は、JFH-1由来の感染性HCV粒子を利用して、

HCVの感染及びそれに続く複製をCDK阻害剤

が阻害可能かを検討する。CDK4 Inhibitorで

JFH-1のレプリコンの複製阻害が起こらない

場合、他のジェノタイプ 1b型のレプリコン

細胞もしくはジェノタイプ 1a型のレプリコ

ン細胞を利用して、この阻害剤の作用が 1b

型特異的か否かを検討する。 

感染細胞で CDK4 Inhibitorが HCV複製

を有効に阻害した場合、まず、長期間の阻害

剤処理により、その細胞からHCVを完全に除

去して治癒可能かを検討する。また、個体レ

ベルでの CDK阻害剤の効果を検討するため、

CDK阻害剤の中で安全性試験が既になされて

いる化合物を用いて、ヒト肝臓キメラマウス

へのHCV持続感染に対する効果を見る（東京

都臨床医学総合研究所 小原道法先生との

共同研究）。 

 

４．研究成果 

(1) CDK 阻害剤はジェノタイプ１型とジェ
ノタイプ２型の双方の HVC の複製を抑制し
た。インターフェロン難治性の患者が多い 1b
型、新規の抗 HCV 薬であるシクロスポリン
誘導体が効きにくい 2a 型、それぞれに効果
があったことから、CDK阻害剤の抗HCV薬
としての可能性が極めて大きいと判断でき

る。 
(2) CDK4の過剰発現を行うとHCV増殖は
活性化した。一方、CDK4 の siRNA による
ノックダウンを行うと HCV 増殖は抑制され
た。この挙動は、CDK4阻害剤の効果と矛盾
しない。阻害剤を用いた実験の場合、本当に

その阻害剤が目的とする標的蛋白質を抑え

ておらず、別の標的を介して効果を発揮する

場合も報告されているが、今回の CDK 阻害
剤の解析では、CDK がその標的であること
が明確に示された。 
(3) HCVのレプリコン細胞でCDK阻害剤の効

果が再現性よく観察されたため、HCVの培養

細胞系での持続感染モデルで同様の解析を

行ったところ、期待通り抗HCV作用が見出さ



 

 

れた。そこでさらに、動物モデルでも検討を

行った結果、下に示すように、CDK阻害剤の

単独投与でHCV量を1/3以下に抑えるととも

に、IFNとの併用投与でIFN単独投与と比較し

て一桁近くHCV量を低下させた。CDK阻害剤で

HCVの複製が阻害されることは新しい知見で

あり、その分子機構及びモデル動物での薬効

を更に解明することで、インターフェロンを

中心とした現在の治療法で効果のない感染

者の治癒が期待できる。 
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ヒト肝臓キメラマウスでのCDK阻害剤の
抗HCV作用の検討 
HCVとしては1b型をマウスに感染させた。 
インターフェロン（IFN）としてはPEG付
加したものを使用した。 
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