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研究成果の概要（和文）：A型肝炎ウイルス（HAV）の感染、増殖に重要な宿主因子を同定する目的で、標的タン
パク質が明らかになっている既知の薬理活性化合物ライブラリーのスクリーニングを行なった。その結果、統合
失調症の治療薬としてFDAに承認されているロキサピンを同定した。ロキサピンはドーパミンD2受容体(DRD2)の
阻害剤であるが、HAVが増殖複製する肝細胞ではその発現が認められないため、DRD2を介さずに作用している可
能性が考えられた。ロキサピン耐性ウイルス変異の解析からHAV 2Cタンパク質に直接作用する事が示唆された。
またロキサピンの抗HAV効果は培養細胞のみならず感染マウスモデルでも認められた。

研究成果の概要（英文）：To identify the host factors important for hepatitis A virus (HAV) infection
 and proliferation, we screened a library of known pharmacologically active compounds with known 
target proteins. As a result, we identified loxapine, which is approved by the FDA for the treatment
 of schizophrenia. Loxapine is an inhibitor of the dopamine D2 receptor (DRD2), but because its 
expression was not observed in hepatocytes where HAV proliferates and replicates, we considered that
 it may act without mediated DRD2. Analysis of loxapine-resistant virus mutations suggested that it 
acts directly on the HAV 2C protein. Furthermore, the anti-HAV effect of loxapine was observed not 
only in cultured cells but also in infected mouse models.

研究分野： ウイルス学　肝炎ウイルス　フラビウイルス

キーワード： A型肝炎　A型肝炎ウイルス　治療薬

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
A型肝炎は、高齢者では症状や肝障害が重い傾向があり、劇症化し死亡する事もある。先進国でも数百人から数
万人規模のアウトブレイクが生じ、死亡例も報告されており、感染や発症を制御する必要性が高まっているが、
ワクチンはあるものの、特異的治療薬がない。本研究成果は2Cタンパク質が治療薬のターゲットとなる事が明ら
かとなり、A型肝炎治療薬開発において有用な知見となることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
A 型肝炎はピコルナウイルス科 A 型肝炎ウイルス（HAV）感染による急性肝炎である。小児の
感染は不顕性感染や軽症が多いものの、成人では症状や肝障害が重い傾向があり、劇症化し死亡
する事もある。世界で毎年 1 億人が感染し、１.5 万人以上が死亡している。アメリカやヨーロ
ッパなどの衛生環境の整った先進国でも数百人から数万人の集団発生が生じ、死亡例も報告さ
れている。2018 年には国内においても 900 人を超える A 型肝炎の流行が発生している事から
も、A 型肝炎の医学・公衆衛生学的重要性が再認識され、感染や発症を制御する必要性が高まっ
ている一方で、このウイルスに関する基礎的研究の進展は遅れている。1990 年代には安全かつ
効果の高いワクチンが承認されているが、治療薬はない。また HAV が増殖する際に必須の宿主
因子の解明などの基礎研究もあまり進んでいないのが現状である。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、HAV 感染／増殖をハイスループットに評価可能なアッセイ系を用いて、標的タン
パク質が明らかになっている既知の薬理活性化合物ライブラリーやFDA承認済み化合物ライブ
ラリー等の低分子化合物のスクリーニングを行い、HAV が肝細胞で感染／増殖する為に重要な
宿主因子を探索／同定し、さらにそのメカニズムを明らかにする事により、HAV 感染メカニズ
ムを分子レベルで解明する事である。また同時に、CRISPR ライブラリーを利用したゲノムワ
イドな遺伝子ノックアウトライブラリーを用い、HAV が肝細胞で感染／増殖する為に重要な宿
主因子を探索、同定し、HAV の感染における宿主との相互作用を明らかにする事である。これ
らの研究成果により、HAV 感染による重症化の予防や治療法開発のための研究基盤の確立が期
待できる。 
 
 
３．研究の方法 
① HAV の増殖を抑制する低分子化合物のスクリーニング 
HAV の感染増殖をハイスループットに解析する事が可能な、ルシフェラーゼ遺伝子挿入組換え
HAV およびヒト肝細胞由来培養細胞を用いて、薬理活性化合物ライブラリー等のスクリーニング
を行う。HAV の感染を制御する低分子化合物の候補を得る。 
 
② 低分子化合物の標的タンパク質、作用点の解析 
HAV の感染を制御する低分子化合物の候補について Time of addition assay を行い、ウイルス
の侵入、ゲノム複製、粒子形成、粒子の放出等の作用点について解析する。また候補化合物の標
的となるタンパク質をノックダウンさせて、ウイルス増殖に及ぼす影響を調べ、標的タンパク質
の関与を明らかにする。さらに各種ウイルスタンパク質との分子間相互作用を免疫沈降法等を
用いて解析する。レセプター候補分子が得られた場合には、膜を有するウイルス粒子と、膜を持
たない粒子それぞれについて感染初期過程への関与を解析する。 
 
③ モデル動物を用いた低分子化合物の検証 
上記によって得られた低分子化合物のウイルス感染への影響について、in vivo での効果を検証
する為に、HAV 感染感受性の I型 IFN 応答欠損マウスやヒト肝臓キメラマウス等を用い、低分子
化合物の in vivo における抗ウイルス効果を明らかにする。 
 
 
４．研究成果 
既知の薬理活性化合物ライブラリーについて、A 型肝炎ウイルス（HAV）の感染、増殖を抑制す
る化合物のスクリーニングを行なった。その結果、統合失調症の治療薬として FDA に承認されて
いるロキサピンを同定した。 
 
ロキサピンの構造 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
一方で計画していた CRISPR ライブラリーを利用したゲノムワイドな遺伝子ノックアウトライブ
ラリーを利用した宿主因子の同定は、複数の先行研究が発表された事から、以後はロキサピンの
作用機序の解明を進めた。 
 
ロキサピンは HAV のゲノム複製過程を抑制し、ウイルスの侵入、タンパク質の翻訳、粒子形成や
放出の過程には関与しなかった。また同じピコルなウイルスの EV-D68 に対する阻害効果は認め
られなかった。 
 
ロキサピンはドーパミン D2 受容体(DRD2)の阻害剤であるが、HAV が増殖複製する肝細胞ではそ
の発現が認められないため、DRD2 を介さずに作用している可能性が考えられた。そこでロキサ
ピン存在下で HAV の培養を繰り返し、薬剤耐性の HAV を得た。ロキサピン耐性ウイルス変異の解
析から HAV 2C タンパク質に直接作用する事が示唆された。また分子シミュレーションからも、
ロキサピンの結合部位は、アミノ酸の変異が認められた2CのN末端領域である事が示唆された。 
 
 
HAC 2C の 6 量体構造とロキサピン耐性変異部位（赤） 

 
 
2C の N 末端領域は膜への結合に関与する事、また 2C の発現により ER 膜の構造変化が認められ
る事が知られているが、ロキサピン処理やロキサピン耐性変異の挿入は、この特徴について変化
は認められなかった。 
 
さらにロキサピンの抗 HAV 効果は培養細胞のみならず感染マウスモデル（Ifnar1-/- マウス）で
も認められ、非投与群に比べ、ウイルス感染後３〜７日で便中の HAV RNA 量が有意に低下してい
た。 
 
本研究成果は 2C タンパク質が治療薬のターゲットとなる事が明らかとなり、A 型肝炎治療薬開
発において有用な知見となることが期待される。 
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