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研究成果の概要（和文）： 

C 型肝炎ウイルス(HCV)の複製に関与する以下の宿主因子を同定した。（１）DNA 損傷センサ

ーATM が HCV RNA ゲノム複製に必要であること、（２）HCV 感染により P-body 形成が阻

害され、P-body 因子である DDX6 が HCV ウイルス産生の場である脂肪滴周辺にハイジャッ

クされること、そして、DDX6 が HCV 複製に必要であること、（３）ESCRT 小胞輸送系が

HCV 産生に必要であることを見出した。 

 

研究成果の概要（英文）： 

We have identified following host factors involved in HCV replication: (1) DNA damage 

sensor ATM is required for HCV RNA replication. (2) HCV infection disrupts P-body 

and DDX6 is required for HCV replication. (3) ESCRT system is required for HCV 

production. 
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１．研究開始当初の背景 

 現在、我が国のC型肝炎ウイルス(hepatitis 

C virus: HCV)感染者は約200万人いると推定

される。我が国における肝がんの約８０％に

おいて、HCVの感染が認められている。2009

年には約３万3000人が肝がんにより死亡し、

肺がん、胃がん、大腸がんについでがん死亡

の第４位を占めるに至っている。B型肝炎とは

異なり、HCV感染者の多くは持続感染が成立し、

慢性肝炎となり、肝線維化を伴う肝硬変を経

て、さらに肝がんへと進展する。HCV感染によ

る長期間に及ぶ持続的な炎症反応とHCV蛋白

質と宿主の発がん関連因子との相互作用によ

り、肝発がんが起こるものと考えられている。 

 一方、これまでのHCV研究において、細胞培

養系で効率良く感染性ウイルス粒子を産生す

ることが困難なため、ウイルス粒子形成や出

芽機構に関しては不明であった。HCVの生活環

の全容の解明が抗ウイルス剤及びワクチン開

発のため、急務とされる。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、HCV 生活環に関与する宿主因

子について明らかにし、HCV の排除、肝炎や

肝発がんの予防及び治療法開発の分子基盤

の確立を目指すことを目的とする。特に殆ど

解明されていない HCV粒子形成機構を明らか

にして、HCV生活環の全容の解明はもとより、

細胞培養系における大量スケールの HCV粒子

産生の確立を目指し、HCV ワクチン開発につ

なげたい。 

 

３．研究の方法 

（１）HCV 生活環に関与する宿主因子の同定

と機能解析 

 short hairpin (sh) RNA を発現するレンチ

ウイルスベクターを用いて、ATM、Chk2、ESCRT

因子(TSG101、Alix、Vps4B、CHMP4b、そして

Brox)、DDX6 をノックダウンさせた HuH-7 由

来 RSc細胞株を樹立し、HCV-JFH1 株を感染さ

せ、感染細胞内の HCV RNAの複製レベルと培

養上清中に分泌される Core の発現量をそれ

ぞれ real-time RT-PCR 法と ELISA 法で定量

した。また、抗 Core 抗体を用いた細胞免疫

染色法により培養上清中に分泌された HCVの

感染性を解析した。さらに HCV蛋白質と宿主

因子との相互作用について、免疫沈降法や免

疫蛍光抗体法を用いて解析した。 

（２）HCV感染による P-body 形成への影響 

 ヒト肝癌細胞株 HuH-7 由来 RSc 細胞に

HCV-JFH1 株を感染させ、共焦点レーザー顕微

鏡を用いて、HCV 感染に伴う P-body因子の局

在変化を詳細に観察する。細胞を固定後、抗

HCV Core抗体及び抗DDX6抗体、抗 Lsm1抗体、

抗 Ago2 抗体、抗 Xrn1 抗体、抗 Dcp2 抗体、

あるいは抗 PATL1抗体で処理後、Coreは Cy3、

P-body 因子は fluorescein isothiocyanate 

(FITC)により可視化した。 

 

４．研究成果 

（１）感染性 HCVウイルス粒子形成に関与

する宿主因子の解析                                                                                    

HCV はエンベロープを保持する RNAウイル

スに属しているが、これまで細胞培養系で

効率良く感染性ウイルス粒子を産生するこ

とが容易でないため、HCV の生活環、特に

ウイルス粒子形成や出芽に関与する宿主因

子やその分子機構については、あまり解析

が進んでいない。今回、我々はレトロウイ

ルスの出芽に必要な ESCRT (Endosomal 

Sorting Complex Required for Transport)



小胞輸送経路が HCVウイルス粒子産生に関

与していることを見出した。RNA干渉法に

より、ESCRT関連因子である TSG101、Alix、

Vps4B、CHMP4b、そして Broxをノックダウ

ンさせた RSc細胞に JFH1を感染させると、

細胞内の HCV RNAレベルはほとんど影響さ

れないものの細胞の培養上清中に放出され

るHCV Coreの量は顕著に抑制された。また、

その際の HCV粒子の感染性も顕著に抑制さ

れた。一方、細胞内の HCV粒子の感染性は

コントロール細胞とノックダウン細胞とで

は、ほとんど変わらないことが見出された。

この結果、ESCRT因子は HCVの RNA複製や

HCV粒子の組立てのステップにはあまり関

与せず、HCVの粒子放出のステップに関与

していることが示唆された。 

 

（２）発がん関連因子と HCVの相互作用 

①DNA損傷センサーATMのHCV複製への関与                       

  DNA損傷センサーATMは多くのDNAゲノム

を保持するウイルス感染により活性化され、

ウイルスの複製に関与する宿主因子である

ことが知られているが、RNA干渉法を用い

た本研究により、RNA ゲノムしか保持しな

い HCVも自身の RNA複製に ATMや Chk2が必

要であることが、明らかとなった。HCV NS3

や Coreが宿主ゲノムに dsDNA breaksを誘

導することにより、RNAゲノムしか保持し

ない HCVも ATMシグナル伝達経路を活性化

できるのかもしれない。実際、我々も HCV 

RNA複製細胞において、ATMが直接リン酸化

することが知られているChk2のThr68がリ

ン酸化されていることを確認した。さらに

我々は ATMが HCV NS3-4A及び NS5Bと結合

すること、Chk2が NS5Bと結合することを

免疫沈降法により見出した。この知見は以

前、我々が報告した HCV NS5B を発現させた

ヒト不死化肝細胞株 PH5CH8 細胞において、

dsDNA breaks が誘導される DNA損傷に感受

性が高いこととの関連が示唆される。最近、

興味深いことに Laiらのグループは HCV 

NS3-4Aが ATMに結合することにより、宿主

の DNA修復機構を抑制していることを報告

している。HCVが自己複製のため、ATMと相

互作用する結果、宿主の DNA 修復機構が阻

害され、宿主のゲノム不安定性が増強され

る。その結果、宿主ゲノムの変異率が高ま

り、細胞が癌化する可能性も示唆された。 

 ATMが HCV RNA複製に必要である知見の

裏付けとして、ATM特異的阻害剤

2-morpholin-4-yl-6-thianthren-1-yl-pyr

an-4-one (KU-55933)が、顕著に HCV RNA

複製を阻害していることを見出した。この

ATM阻害剤の HCV RNA複製を半減させる EC50

値は 1.9 Mであるが、エイズの原因ウイ

ルスである HIV-1の複製を半減させる EC50

値は 2.3 Mである。今後、ATM特異的阻害

剤が慢性 C型肝炎とエイズの両方の慢性持

続ウイルス感染症に有効な抗ウイルス剤と

して、臨床の場で期待される。 

②HCV感染による P-body形成の阻害 

 共焦点レーザー顕微鏡を用いた細胞内局

在の解析の結果、HCV-JFH1 感染により

P-body形成が阻害され、P-bodyに蓄積して

いた発がん関連因子 DDX6、Lsm1、Xrn1、

Ago2及び PATL1などの microRNA effector

が HCVウイルス産生の場である脂肪滴周辺

にハイジャックされ、HCV Core と共局在す

ることを見出した。しかしながら、HCV感

染により、decapping enzyme Dcp2 の P-body

形成は阻害されなかった。HCV感染１２時

間および２４時間後の感染初期の段階では、

まだ P-bodyの形成が確認されたが、感染３

６時間後より P-body形成の阻害が始まり、

感染４８時間後では顕著となった。この結

果、HCV感染による P-body 形成阻害は感染



後期にみられるイベントであることが判明

した。さらに RNA干渉法により、DDX6をノ

ックダウンしたヒト肝癌細胞株 HuH-7由来

RSc細胞に HCV-JFH1を感染させると、コン

トロール細胞に比べて、細胞内の HCV RNA

レベル、細胞培養上清中に放出される HCV 

Coreの量および HCV粒子の感染性が顕著に

減尐していることが見出された。以上の結

果より、P-body因子は HCVゲノム動態に必

要な宿主因子であることが示唆された。                                           
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