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研究成果の概要（和文）：HCV 感染に対する感染中和抗体はウイルス排除に重要な役割を担って

いると考えられる。そこで HCV培養系を用いて感染時の中和抗体の詳細な解析を行った。その

結果 HCV感染初期は中和抗体レベルが低く、液性免疫応答よりはむしろ細胞性免疫応答が主と

して関わっていた。慢性期では中和エピトープの変化により中和抗体価が維持されず、ウイル

ス持続感染が成立するものと考えられた。 

 
研究成果の概要（英文）：Neutralizing antibody (NAb) is thought to play an important role 
in HCV infection. Detailed analysis of HCV NAb titer using newly developed cell culture 
system was performed. The level of NAb was low in the early phase of infection, suggested 
the cytotoxic immune response was a major role. While, the titer of NAb was decreased 
because of the sequence of neutralizing epitope was changed during the chronic phase. 
These results suggest the mechanism why HCV can be infected persistently. 
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１．研究開始当初の背景 

C 型肝炎ウイルス (HCV) 感染に対する予

防ワクチンは生体内で中和抗体を誘導する

ことで効果が期待されているが、これまでは

効率のよい HCV細胞培養系が存在しなかった

ため、in vitro における HCV ワクチンの評価

が困難であった。一方、感染中和抗体は HCV

の中和から排除の機序で重要な役割を担っ

ていると考えられているが、その詳細な解析

はなされていない。そこで本研究ではまだ培

養系が樹立されていない、遺伝子型 1b およ

び 2b に対応する HCV 培養系を樹立し、各遺

伝子型に応じた中和抗体アッセイ系を確立

することで、HCV 感染における感染中和抗体

の意義を明らかにすることを第一の目的と

した。 

 

２．研究の目的 

本研究の骨子は、 

(1) HCV 遺伝子型 1a、1b、2a、2bの 4つの培
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養細胞感染系の確立、 

(2) その系を用いた、患者血清あるいはチン

パンジー血清における HCV感染時中和抗体の

意義の検討、 

(3) in vitro で得られたデータとマウスモデ

ルを用いた in vivo のデータとの比較検討、 

である。これらより、HCV 感染における感染

中和抗体の動態が明らかとなり、さらに液性

免疫応答から見た HCV感染からの治癒あるい

は慢性化機序のメカニズムが明らかになる

ことが考えられる。 

 

３．研究の方法 

研究代表者はすでに HCV 遺伝子型 1a 感染

性キメラクローン 1a/2a (JFH-1)と、遺伝子

型 2a感染性クローン 2a/2a (J6/JFH1)を所有

し、これまでに培養細胞系におけるその差異

を研究してきた。本基盤研究においては HCV

遺伝子型 1bと 2bに対する感染培養系の樹立

後、それらキメラウイルスを用いた in vitro
の中和アッセイ系を確立し、中和抗体の動態

および意義を検討した。さらに HCV 感染マウ

スモデルを用いて、in vivo における HCV 感

染中和の機序について同様の検討を行った。 

(1) HCV 遺伝子型 1b および 2b の感染性クロ

ーンの構築 

 遺伝子型 1bおよび 2b患者血清中の HCV全

長を既報のコンセンサス配列を参考に 14 前

後のオーバーラップするフラグメントに分

けプライマーを設定し、全長をカバーする

cDNA断片をクローニングした。また各フラグ

メントのそれぞれ 5クローンの塩基配列をシ

ークエンスし、患者血清中で増殖していた

HCVのコンセンサス配列を決定した。 

(2) HCV 遺伝子型 1b および 2b の感染培養系

の樹立 

遺伝子型 2aである JFH-1を backboneとし、

core、E1、E2、p7領域を 1b あるいは 2b型に

置き換えたキメラを構築した。合成された遺

伝子型 1bあるいは 2bの全長感染性クローン

RNAを Huh7.5細胞にトランスフェクションし、

導入した HCV の増殖を観察した。HCV RNA は

ノザンブロットと real-time PCR 法で、培養

細胞内の HCV蛋白の発現は免疫蛍光染色法で、

培養上清中へのコア抗原分泌はコア ELISAに

てそれぞれ確認し、さらにこの培養上清を用

いて新たな Huh7.5 細胞へ感染実験を行い、

HCVの増殖を経時的に観察した。 

(3) HCV感染性クローンの適応変異の検討 

HCV 培養細胞感染系においては、ウイルス

増殖時にその複製効率を増強する適応変異

を認めることが報告されていることから、

1b/2a クローンおよび 2b/2a クローンにおい

ても同様にウイルス適応変異の有無につい

てシークエンスにより検討した。これらの適

応変異を感染性クローンに導入し、より感染

効率の優れた培養感染系を構築した。 

(4) 各遺伝子型のウイルスストックの生成 

データの再現性を得やすくするため、同じ

感染力価を示すウイルスストックを各遺伝

子型別に大量に生成した。感染力価を蛍光抗

体法にて測定し、-80C にて保存した。 

(5) 中 和 ア ッ セ イ 系 の 確 立 と

cross-neutralization の検討 

HCV 感染初期と慢性期の患者血清あるいは

チンパンジー血清（米国 Stephen Feinstone

博士より提供）を用い、中和アッセイ系を確

立した。96-well plate に Huh7.5 細胞をまい

た後、3.で保存したウイルスストックを

MOI=0.01 で感染させ 72時間培養後、core 抗

体を用いた蛍光免疫染色にて foci をカウン

トした。初期および慢性期血清についてそれ

ぞれ 4 well ずつ測定し平均値をとった後比

較し、ウイルス感染の inhibition%を計算し、

50%以上の inhibition効果を感染中和と考え

た。さらに異なる遺伝子型間のウイルス株を

用いて、cross-neutralization についても検

討した。 

(6) 患者血清およびチンパンジー血清によ

る中和抗体の血中動態の解析 

各 HCV遺伝子型に感染している患者のシリ

ーズ血清を用いて、確立された中和アッセイ

法により、経過中の中和抗体の変化を解析し

た。また Feinstone 博士の研究室からは、チ

ンパンジー血清（慢性化群と HCV自然排除群）、

さらに HCV自然排除後同一ウイルスによる再

チャレンジ群、中和抗体誘導のためのリコン

ビナント E1E2 蛋白によるワクチン接種群の

血清を供与いただき、HCV 感染に伴う中和抗

体レベルの詳細な解析と、再チャレンジやワ

クチン接種に伴う中和抗体誘導について検

討した。 

(7) HCV 感染マウスモデルを用いた in vivo
における中和抗体の意義の検討 

uPA/SCID トランスジェニックマウスモデ

ルは HCV感染小動物モデルとして報告された 

(Mercer et al. Nat Med, 2001)が、このモ

デルを購入し、HCV 培養系由来の各ウイルス

ストックを感染させて集めた血清をもとに、

中和抗体の出現について同様のアッセイを

行い、それまで in vitro で得られたデータ

と比較検討した。  
 

４．研究成果 

平成 20年度は、 HCV遺伝子型1bおよび2b

に対応する感染性キメラクローンの構築



 

 

を試みた。構築したクローンをトランス

フェクションしたところ、蛍光免疫染色

およびリアルタイム PCRでは HCV増殖能

は予想より弱いものであった。しかし培

養細胞への感染に伴うHCV感染性クローンの

適応変異について詳細に検討したところ、ウ

イルス増殖時にその複製効率を増強する適

応変異を数か所認めたことから、それらの適

応変異を導入した、より感染効率の優れた培

養感染系を構築しそのウイルスストックの

生成を行った。 

一方、平成20年から21年にかけ、感染

培養系をすでに確立した遺伝子型 1aお

よび 2aの系については、培養細胞由来

HCVのウイルスストックを大量に作成し、

その感染力価の測定も終え、 HCV培養系

を用いた中和アッセイ系の確立に向け

た準備を整えた。さらに海外研究協力者で

ある、米国食品医薬品局肝炎研究室Stephen M. 

Feinstone博士とMarian E. Major博士から、

HCV感染チンパンジーのシリーズ血清および

肝機能やウイルス動態に関するデータを供

与いただき、このHCV培養系による中和アッ

セイ系を確立した。 

平成 22 年度は、前年度確立した中和アッ

セイ系を用い、HCV 感染初期と慢性期の HCV

感染チンパンジー血清と HCV感染患者血清に

おける HCV中和抗体の血中動態を詳細に解析

した。その結果、感染中和抗体は HCV感染初

期に誘導されるがそのレベルは低く、チンパ

ンジーを用いた再感染実験においても、その

recall を認めなかった。このことから、再

感染に引き続く HCVコントロールは、肝臓

内細胞性免疫応答が主として関わっている

と考えられた。一方、慢性期の HCV 感染では

中和抗体価は次第に上昇するものの、長期に

なると中和抗体活性の低下が認められた。そ

こで血中ウイルスをシークエンスしたとこ

ろ、経過にしたがってエンベロープ領域に

変異が蓄積されていくことが確認された。

このため本来の中和エピトープを認識でき

なくなり、中和活性が低下したものと思わ

れた。 
さらに Marian E. Major 博士と共同で、HCV

抗体陽性患者プール血漿から精製した HCV特

異的 Ig のなかに、中和抗体とその働きを阻

害する非中和抗体の存在を見出し、そのエピ

トープである中和エピトープ I と非中和エ

ピトープ II とが互いに干渉しあってウイ

ルス中和活性を阻害することを見出した。こ

のことより HCV感染においてはウイルス中和

を阻害する阻害抗体が存在し、エピトープ特

異的な中和抗体とその阻害抗体比が HCVのコ

ントロールやウイルス排除に関与している

可能性があると考えられた。 

そこで阻害抗体を除去することにより、

HCV 培養系においてウイルスに対する交差中

和性がどう変わるか検討した。非中和エピト

ープに対する抗体を deplete すると、HCV 株

間を問わず、HCV 中和活性が回復されること

がわかった。このことから、HCV 感染者に存

在する中和阻害抗体を除くことでより広範

囲な中和抗体の交差中和能が得られる可能

性が示唆された。 

感染初期や再感染における HCVのコントロ

ールには、細胞性免疫応答だけでなく、より

効果的な液性免疫応答を誘導する必要があ

り、今後、中和エピトープ特異的な抗体の

enrichment や、中和阻害エピトープの除去が

できれば、より広範に作用する中和抗体を誘

導できる可能性があり、有効な予防用ワクチ

ンや治療用ワクチンの開発につながること

が期待される。 
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