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研究成果の概要（和文）：C 型肝炎ウイルス（HCV）の感染・複製に関与する宿主因子は、未だ

完全に解明されていない。本研究では、HCV 培養細胞感染系を用いて、RNA 干渉スクリーニング

法によりそれらを探索した結果、6 つの候補遺伝子を見出した。また、遺伝子機能阻害ならび

に遺伝子機能促進実験から、Mx 遺伝子が HCV の感染に必要であり侵入に重要な役割を有するこ

とが確認された。今後、そのメカニズムを明らかにして、新たな創薬探索を目指したい。 

 

 
研究成果の概要（英文）：Hepatitis C virus (HCV) is a major causative agent of chronic liver 
disease worldwide. However, our understanding of the molecular interaction between HCV 
and host cells is limited. To efficiently identify the host factors required for HCV 
replication, we performed a small-scale RNA interference (RNAi) screen in Huh7.5.1 
hepatoma cell during its early stage of HCV infection. RNAi screen showed that two siRNAs 
against IKBb and Mx genes reduced viral infection by 50% or more whereas four siRNAs 
enhanced infection by 1.5-fold in Huh-7.5.1 cells. Further loss-of-function analysis 
revealed that silencing of Mx by siRNA or blocking of Mx by mAb caused dose-dependent 
inhibition of HCV replication, suggesting that Mx plays an important role in HCV infection. 
Moreover, gain-of-function assay indicated that over-expression of Mx not only enhanced 
the viral attachment but also increased the viral replication, suggesting that Mx may 
facilitate HCV infection in vitro through mediating the viral entry. In conclusion, our 
study provides a novel approach to explore virus-host interaction and to identify 
potential antiviral targets. 
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１．研究開始当初の背景 
 肝細胞で増殖する HCV は、増殖段階で
多くの宿主因子を利用しているが、それ
らの分子の実体はほとんど解明されて
いない。2005 年にレプリコンによる HCV
細胞培養システムが樹立されたこと、さ
らに Genome-wide association study や
DNA microarray などの網羅的な解析方
法ができたことによりHCVの増殖に必要
な宿主因子が明らかとなりつつある。 
 申請者らは当時、HCV 感染に影響を及
ぼす宿主因子群の探索のため、HCV 持続
感染者と自然排除者のヒト遺伝子多型
（ single nucleotide polymorphrism, 
SNP）を検討し、HCV 感染に係わる候補遺
伝子を報告してきた。また、分子疫学的
研究から自然免疫における TLR2 の遺伝
子多型がC型肝炎の進展に関与すること
が明らかになった。しかし、HCV レプリ
コン培養細胞を用いた機能解析の結果
により、TLR2 の発現と HCV 増殖に関連が
ないことが示唆されていた。よって、自
然免疫におけるHCV増殖に寄与する宿主
因子の解明は、より包括的な視点かつ効
率的な方法で捉え直す必要があると考
えられる。 
 ヒトゲノムプロジェクトの進展の過
程で開発された、画期的な分子生物技術
は RNA 干渉（RNA interference、RNAi）
技術である。RNAi 技術は、ある遺伝子と
相同な塩基配列をもつ siRNA(small 
interference RNA)を人工的に細胞に導
入し、その遺伝子の発現を抑制する手法
である。その応用は遺伝子の機能解明や
新薬開発につながる新規遺伝子の探索
などに極めて有用であると思われる。 

２．研究の目的 

 本研究では、HCV 培養細胞感染系を用
いた RNAi スクリーニングにより、HCV
感染成立に寄与する宿主因子を同定す
ることを目的とした。 

３．研究の方法 
 研究は、大きく 2 つのステップで進め
られました(図１)。○1自然免疫応答およ

び脂質代謝の
二つのパスウ
ェイにおける
遺伝子群を標
的とした RNAi
スクリーニン
グにより、 
HCV 増殖促進
または阻害に
影響を及ぼす
宿主因子を探 

   図１. 研究アプローチ         索した、○2同 
 

定された宿主因子の強制発現(gain-of- 
function)または発現抑制(loss-of- 
function)操作より、宿主因子の HCV 増
殖に及ぼす影響を検証し機能的に解析
した。 
 具体的な方法について、 

（１） HCV 培養細胞感染系により、高い力価
の感染性ウイルス粒子を作製し、また
Huh7.5.1 細胞への siRNA の導入及び至
適条件を検討した。 

（２） バイオインフォマティクス情報を活
用して、自然免疫及び脂質代謝関連遺伝
子群を標的とするsiRNAライブラリーを
作製した。 

（３） HCV 培養細胞感染系を用いた siRNA
によるノックダウン法と定量的 RT-PCR
法によってライブラリーのスクリーニ
ングを行った。 

（４） スクリーニングで得られた宿主因子
の発現抑制(loss-of-function)または
強制発現(gain-of-function)実験を用
いて、宿主因子の HCV 増殖に及ぼす影響
を検証し機能的に解析した。 

 
４．研究成果 
（１） バイオインフォマティクスによる自

然免疫及び脂質代謝関連遺伝子群を標
的とする siRNA ライブラリーの作製 

   自然免疫及び脂質代謝における HCV増
殖に寄与する宿主因子を探索するため
に、Bioinformatics 情報を活用して、自
然免疫におけるTLR依存と非依存二つの
パスウェイに関連する候補遺伝子 66 個
及び脂質合成に関与する候補遺伝子 18
個を選択した。また、それらの遺伝子を
標的にした最大のノックダウン効果お
よび特異性を持つ siRNA をデザインし、
セットとしてsiRNAライブラリーを作製
した（Dharmacon 社）。 

（２） RNAiスクリーニングによる HCV増殖
に影響を及ぼす宿主因子の同定 
 HCV 培養細胞感染系を用いて、RNA 干
渉スクリーニング法によりHCV増殖に影
響を及ぼす宿主因子を探索した結果、 

 
 

図２ RNAi スクリーニングによる HCV 増殖に影響を 

及ぼす宿主因子の同定 
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6 つの候補遺伝子を見出した（図２）。6
つの因子のうち、特に Mx 遺伝子をノッ
クダウンした結果（図３a）、感染細胞内
のウイルス RNA、および培養上清中に放
出されるウイルス蛋白質の減少は顕著
であった。さらに、モノクローナル抗体
による機能的な解析実験から(図３a,b)、
Mx 遺伝子が HCV の侵入に重要な役割を
担っていることが示唆された。 

                      

 

    図３ Loss-of-function実験によるMx遺伝子のHCV増殖に 

及ぼす影響の検証. (a)siRNA; (b)mAb. 

 
（３） 同定した宿主因子の HCV 増殖に及ぼ

す影響の検証 
 肝がん細胞株 Huh-7.5.1 に Mx を強制
発現させ、遺伝子機能亢進による HCV 感
染に及ぼす影響を検討した。Real-time 
PCR や Western Blotting の結果から、Mx
遺伝子の発現亢進が HCV 感染・増殖に促
進することが明らかになった。さらに、
免疫蛍光染色法を用いて Mx 蛋白質と
HCV の相互作用を調べたところ、Mx が
HCV 粒子の吸着、侵入に関与しているこ
とが示された（図４）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図４ Gain-of-function 実験による Mx 遺伝子の 

HCV 増殖に及ぼす影響の検証. 免疫蛍光染色結果： 

(a)HCV 吸着(4 ℃, 4h); (b)HCV 感染(37 ℃, 3d). 

 
結論として、我々は HCV 培養細胞感染系を

用いた siRNA ライブラリーによる効率的な
HCV 感染・複製に関わる宿主因子のスクリー
ニング法を確立し、その結果、HCV 粒子の吸
着、侵入に関わる新規宿主因子 Mx を同定で
きた。今後、本因子の HCV 感染成立に関わる
詳細なメカニズムを明らかにするとともに
新たな抗ウイルス剤の標的の探索も目指し
たい。 
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