
	 

様式Ｃ－１９	 

	 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書	 

 

平成２４年	 ６月１２日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： C型肝炎ウイルス(ＨＣＶ)感染症は持続感染化して慢性肝炎から
肝硬変、肝臓癌に至る疾患を引き起こす。特に遺伝子型１ｂかつ高ウイルス量症例では

50-60％の治癒率であり、いまだ十分ではない。本研究では、臨床的に治療が困難な遺伝
子型１ｂのＣ型肝炎ウイルスのウイルス感染性クローンを樹立することにより、治療抵抗

性に関する遺伝子領域を解析し、遺伝子型１ｂＨＣＶの治療抵抗性の分子機構を解明する

ことを目標とした。構築した遺伝子型１ｂの感染性ウイルス粒子を産生する全長ウイルス

構築を用いて感染性ウイルス産生を検討した。野生型構築に比べて、適合変異を導入した

構築ではウイルス産生能の向上が観察できた。全長ウイルスゲノム導入細胞の継続培養で

はウイルス感染細胞が徐々に減少し、２−３ヶ月の培養を経て上清中のウイルスがほとんど

検出不能となった。さらにウイルスゲノムに導入する変異の組み合わせを検討することに

より、最も感染性ウイルス産生能の高い遺伝子型 1b のウイルス構築を樹立した。この実
験系により、ウイルスゲノム導入細胞の培養上清中にウイルス粒子が分泌される。分泌さ

れたウイルス粒子は naiveな培養細胞に感染性があることを観察した。また、遺伝子型１
ｂのウイルスゲノムの一部を遺伝子型 2aの JFH-1株の遺伝子に組換えたキメラウイルス
ゲノムを作製し、NS5bを遺伝子型 1bに組換えたウイルス構築を作製した。この組換えウ
イルスを使用して、ポリメラーゼ阻害剤の感受性プロファイルを検討した。これらの組換

えウイルスは遺伝子型 1bの抗ウイルス薬開発、薬剤耐性ウイルス解析に有用である。 
 
研究成果の概要（英文）：Hepatitis C virus (HCV) infection causes chronic liver diseases and 
is a worldwide health problem. Despite the increasing demand for the knowledge of viral 
replication and pathogenesis, detail analysis of viral life cycle has been hampered by the 
lack of efficient viral culture system. In this study, we aimed to establish genotype1b HCV 
culture system since genotype1b infection is most prevalent and resistant for interferon 
therapy. We isolate a new genotype1b HCV clone and constructed full-length cDNA of viral 
genome. By introduction of adaptive mutants, we could observe viral replication and 
infectious virus particle formation and secretion. We also constructed chimeric virus using 
genotype 1b and 2a. With this chimeric virus constructs, we analyzed the anti-viral 
sensitivity profiles. In conclusion, genotype1b HCV culture system is useful and important 
for anti-viral development and analysis of drug resistant profile of HCV. 
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１．研究開始当初の背景	 
	 C 型肝炎ウイルス(ＨＣＶ)は日本では
200 万人、世界中で 17000 万人にのぼる感
染者が存在する。また、ＨＣＶは感染する
と高率に持続感染化し、多くの症例で慢性
肝炎から肝細胞癌を発症する重大な感染症
である。しかし、その治療はインターフェ
ロンおよびリバビリン以外になく、その効
果はいまだ不十分である。培養細胞による
HCV の良いウイルス培養系が無いことが新
たな治療法の開発の妨げになってきた。
2005 年に我々が遺伝子型 2a の JFH-1 株を
用いることにより、世界で初めて培養細胞
で増殖可能な実験系を確立した。この実験
系によりＨＣＶは培養細胞でウイルスを培
養するという最も基本的なウイルス学的研
究が初めて可能となり、ＨＣＶの基礎研究
は飛躍的に進歩した。しかし、わが国およ
び欧米で最も症例数が多く、治療に抵抗性
である遺伝子型 1b のウイルス株を効率よ
くウイルス培養する実験系は報告されてお
らず、遺伝子型 1b のＨＣＶの特徴を解析す
る方法はなかった。	 
	 
２．研究の目的	 
	 ＨＣＶ)感染症は持続感染化して慢性肝
炎から肝硬変、肝臓癌に至る疾患を引き起
こす。インターフェロンとリバビリンの併
用療法の進歩により、ＨＣＶ感染症の治癒
率は向上してきた。この治療法副作用も多
く、投与患者に負担も大きいが、特に遺伝
子型１ｂかつ高ウイルス量症例では
50-60％の治癒率であり、いまだ十分な治療
効果とは言えない。このため、プロテアー
ゼ阻害剤やポリメラーゼ阻害剤の導入が期
待されている。ＨＣＶのインターフェロン
感受性は遺伝子型による違いや、同じ遺伝
子型１ｂの中でもコア領域のアミノ酸配列
の違いや、ＮＳ５Ａ領域のＩＳＤＲの配列
による差が臨床的に指摘されているが、そ
の詳細な分子機構に関しては不明である。
ウイルス株による治療感受性の違いに関す

る分子機構を詳細に検討することにより、
感染しているウイルス株に適した治療法の
開発や選択が期待できる。このために、実
験室内で遺伝子型１ｂのＨＣＶを解析する
ことが必要である。しかし、従来ＨＣＶは
ウイルス培養系が存在せず、感染性ウイル
スを用いた研究ができなかった。我々が分
離した JFH-1 株は培養細胞で感染および増
殖複製が世界で初めて可能であることを報
告したが、JFH-1 株は遺伝子型 2a のＨＣＶ
株である。そこで本研究では、臨床的に治
療が困難な遺伝子型１ｂのＣ型肝炎ウイル
スのウイルス感染性クローンを樹立するこ
とにより、治療抵抗性に関する遺伝子領域
を解析し、遺伝子型１ｂＨＣＶの治療抵抗
性の分子機構を解明することを目標とした。	 
	 
３．研究の方法	 
遺伝子型１ｂのウイルスゲノムクローニン
グと cDNA 構築：急性肝炎の血清からウイル
スゲノムをクローニングした。ＲＴ－ＰＣ
Ｒ法によりウイルスゲノムを増幅し、プラ
スミドにクローニングした。	 
	 
レプリコンの作成とレプリコン細胞の樹
立：ネオマイシン耐性遺伝子および EMCV	 
IRES を導入したレプリコンを作成した。レ
プリコンＲＮＡを Huh7 細胞へ導入する。Ｇ
４１８による選択培養をおこない。3-4 週
間後にレプリコン細胞をクローニングした。	 
	 
レプリコン細胞の解析および適合変異の

同定：樹立したレプリコン細胞からレプリ

コンＲＮＡの塩基配列を解析して、適合変

異を同定した。	 

	 
適合変異を導入した全長ウイルスｃＤＮ

Ａの構築と解析：適合変異を組み合わせて、

全長ウイルスｃＤＮＡに導入した。複製効

率の最も良い適合変異を確認した。その適

合変異を持つ全長ウイルス RNA の導入に



 

 

よりウイルス産生を確認した。	 

	 
４．研究成果	 
	 急性肝炎患者血清からウイルスゲノムを
クローニングし、レプリコンを構築した。
レプリコン複製細胞を分離し、ウイルスゲ
ノム上の適合変異を同定した。さらにレプ
リコンで同定した適合変異および既報のウ
イルス複製効率を向上させる変異を単独あ
るいは組み合わせて、全長ウイルスゲノム
に導入した。変異導入ウイルスゲノムは培
養細胞中で自律増殖が可能となり、培養上
清中に感染性ウイルス粒子を分泌した。し
かし、これまでに報告した遺伝子型 2a の
JFH-1 株と比較するとその感染性がかな
り低いため、培養細胞によるウイルスの経
代には至らなかった。 
	 構築した遺伝子型１ｂの感染性ウイルス
粒子を産生する全長ウイルス構築を用いて
感染性ウイルス産生を検討した。野生型構
築に比べて、適合変異を導入した構築では
ウイルス産生能の向上が観察できた。しか
し、全長ウイルスゲノム導入細胞の継続培
養ではウイルス感染細胞が徐々に減少し、
２−３ヶ月の培養を経て上清中のウイルス
がほとんど検出不能となった。従って、短
期間のウイルス増殖実験は可能であるが、
長期にわたる持続感染実験はいまだに困難
である。そこで、全長ウイルスゲノム導入
後、長期間培養した細胞をクローニングし、
ウイルスゲノム持続複製細胞を樹立した。
この細胞中ではウイルスゲノムが持続複製
していたが、感染性ウイルスの産生はほと
んど検出できなかった。また、遺伝子型１
ｂのウイルスゲノムの一部を遺伝子型 2a
の JFH-1 株の遺伝子に組換えたキメラウ
イルスゲノムを作製し、どの遺伝子領域が
持続的な複製に重要かを解析した。その結
果、NS3および NS5b領域遺伝子の組換え
では複製が全く無くなるが、それ以外の領
域は組換え可能であることが明らかとなっ
た。 
	 そこで、ウイルスゲノムに導入する変異
の組み合わせを検討することにより、最も
感染性ウイルス産生能の高い遺伝子型 1b
のウイルス構築を樹立した。この実験系に
より、ウイルスゲノム導入細胞の培養上清
中にウイルス粒子が分泌される。分泌され
たウイルス粒子は naiveな培養細胞に感染
性があることを観察した。また、遺伝子型
１ｂのウイルスゲノムの一部を遺伝子型
2a の JFH-1 株の遺伝子に組換えたキメラ
ウイルスゲノムを作製し、NS5b を遺伝子
型 1bに組換えたウイルス構築を作製した。
この組換えウイルスを使用して、ポリメラ
ーゼ阻害剤の感受性プロファイルを検討し
た。これらの組換えウイルスは遺伝子型 1b

の抗ウイルス薬開発、薬剤耐性ウイルス解
析に有用である。	 
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