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研究成果の概要（和文）：ユビキチン非依存プロテアソーム活性は、C 型肝炎ウイルス（HCV）

感染を正に制御するが、その作用点は不明であった。ユビキチン非依存プロテアソーム活性の

抑制に伴って、ウイルスゲノム複製以降の過程が低下し、マウス肝臓内における細胞増殖と DNA

修復に影響することが示唆された。本研究の結果から、HCV 感染と感染による病原性発現にユ

ビキチン非依存プロテアソーム系が関与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：It has been unknown the mechanism by which ubiquitin-independent

proteasome regulates hepatitis C virus (HCV) infection. HCV propagation was suppressed

by inhibition of ubiquitin-independent proteasome in cell culture system. Furthermore,

ubiquitin-independent proteasome associated with cell proliferation and DNA repair in

the liver of mouse model. These data suggest that ubiquitin-independent proteasome plays

an important role in HCV infection and pathogenicity.
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１．研究開始当初の背景

肝癌は我が国の癌死の第3位を占め、その

約８割がC型肝炎ウイルス（HCV）感染に起因

しており、年間3万5千人もの尊い命が奪われ

ている(Moriishi 2007 Rev. Med. Virol. 1

7:343-354)。HCVに感染すると、慢性持続性感
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染を経て、脂肪肝・肝硬変・肝癌へと移行す

る確率が極めて高い。チンパンジー以外に感

受性を示す実験動物がいないなどの理由から、

その肝癌発症のメカニズムの解明は困難を極

めている。特に、慢性感染における病態を解

析する適当な系はHCV蛋白質を発現する遺伝

子改変マウスの系やチンパンジー感染系以外

に存在しない。また、一部の2a型株のみでウ

イルス培養系が報告されているが、患者数が

多いインターフェロン非感受性の株1aおよび

1b型では樹立されていない。

HCV蛋白質は約10kbの＋鎖RNAゲノムにコ

ードされ、単一鎖の前駆蛋白質として産生さ

れる。コア蛋白質は前駆蛋白質のアミノ末端

に位置し、ウイルスキャプシドを構成する19

1アミノ酸の構造蛋白質である。シグナルペプ

チダーゼおよびシグナルペプチドペプチダー

ゼ（SPP）によって切断され、コア蛋白質は成

熟し、感染性をもつことを我々は明らかにし

た(Okamoto 2004 J. Virol. 78:6370；Okamo

to 2008 J. Virol. 78:6370)。宿主及びウイ

ルス蛋白分解酵素によってプロセッシングさ

れ、VAP-B(Hamamoto J. Virol. 82:8349)やF

KBP8(Okamoto. 2006. EMBO J. 25:5015-503

5)などの宿主因子を介してウイルス非構造蛋

白質がウイルス複製複合体を形成することを

我々は明らかにしてきている。

キャプシド蛋白質であるHCVコア蛋白質

を発現するトランスジェニックマウスが線維

化以外ヒト患者と同じ経過を辿り、脂肪肝発

症、肝発癌およびインスリン抵抗性を示し、H

CV病態モデルとして期待されている。コア蛋

白質による病原性発現にはPA28γの発現が要

求されることを、我々は明らかにしてきた(J.

Virol., 2007,81:1727, PNAS,2007,104:166

1)。最近の報告では、プロテアソーム活性化

因子PA28γを介したユビキチン非依存プロテ

アソーム活性によって、細胞内基質（p21, S

RC-3, p16など）は分解されることが示唆され

ている。しかしながら、PA28γによるユビキ

チン非依存プロテアソーム系がC型肝炎ウイ

ルス増殖に関わっているのか明らかになって

いない。また、ウイルス感染がユビキチン非

依存プロテアソーム系にどのように影響する

か明らかになっていない。また、他のウイル

ス感染系とそのプロテアソーム系の関連性は

明らかになっていない。

２．研究の目的

本研究の目的は、Ｃ型肝炎ウイルス感染

とユビキチン非依存プロテアソーム活性と

の関連性を明らかにし、蛋白質分解機構を標

的にした新規予防治療法開発の基盤確立を

目指す。また、シグナルペプチドペプチダー

ゼを含めた宿主蛋白質分解機構の他ウイル

ス感染性への影響も検討する。

３．研究の方法

（１）標的遺伝子のノックダウン

pSilencer2.1U6 hygroにPA28γ遺伝子に対

するshRNAを組み込んで高感受性細胞Huh7OK

1へ導入し、PA28γ遺伝子ノックダウン細胞

をハイグロマイシン存在下で樹立する。PA28

γ遺伝子を標的にした設計済みAmbion社製s

iRNAを高感受性細胞Huh7OK1に導入し、PA28

γノックダウンを試みる。

（２）ウイルス量の測定

HCV感染株JFH1ウイルスを、それら樹立細胞

に感染させる。各時間に細胞内および細胞外

のコア蛋白質およびウイルスRNA量はオーソ

ELISAキットおよびIRESを標的にしたreal t

ime RT-qPCRにてそれぞれ測定する。

（３）蛋白質の解析

培養細胞にプラスミドおよびsiRNAをリポフ

ェクションし、24から96時間経過後、細胞を

溶解し、特異抗体によりウイルス蛋白質およ

び宿主蛋白質をウエスタンブロティング法

により検出した。



（４）細胞内局在の解析

細胞をチャンバースライドで培養し、固

定および細胞膜透過処理後、特異抗体および

Alexa Fluor標識抗体で染色し、細胞内蛋白

質の局在を共焦点レーザー顕微鏡で解析し

た。

（５）培養細胞

培養細胞は10％牛胎児血清-DMEM培地で5％C

O2で37℃で培養した。

（６）コロニーアッセイ

サブゲノムレプリコンRNAをT7ポリメラーゼ

によってin vitroで合成し、それを培養細胞

にエレクトロポレーション法によって導入

し、G418存在下で培養し、三週間後にコロニ

ー数を計測した。

４．研究成果

C型肝炎ウイルス感染とユビキチン非依

存プロテアソーム活性との関連性を明らか

にし、蛋白質分解機構を標的にした新規予防

治療法開発の基盤確立を目指すことである。

PA28γに依存してユビキチン非依存プロテ

アソームで分解される内在性基質は p21、p5

3やSRC-3などが知られているが、少なくとも

HCV感染に感受性である肝臓細胞では、PA28

γのノックダウンによって変化は認められ

なかった。PA28γノックダウン細胞にHCVを

感染させたとき、培養上清中のウイルス量は

1/10以下に減少し、その減少はPA28γの発現

回復によって、ウイルス量も回復した。プロ

テアソーム活性化に関与するPA28γ内のア

ミノ酸残基に変異を入れたPA28γ変異体の

強制発現によって、PA28γノックダウンによ

って減少したウイルス量は回復しないこと

から、プロテアソーム活性化能によってウイ

ルス産生が維持されているものと思われた。

また、日本脳炎ウイルス感染は、PA28γノッ

クダウンに影響されず、ウイルス産生量に変

化が認められなかった。プロテアソーム活性

化能によってウイルス産生が維持されてい

るものと思われた。PA28γに相互作用する分

子を単離したところユビキチン化酵素E3が

含まれており、宿主細胞内の遺伝子発現に寄

与していることが示唆された。また、CCl4刺

激時、コア蛋白質の発現によって、マウス肝

臓内でDNA修復能は低下し、細胞増殖能は維

持されいた。一方、PA28γをノックアウトす

るとコア蛋白質発現非発現に関わらずマウ

ス肝臓内で細胞増殖能とDNA修復能は低下し

たことから、PA28γの機能はHCVコア蛋白質

による肝癌発症機構に関与することが示唆

された。
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