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研究成果の概要（和文）：プロテオミクス技術を利用して HCV の複製複合体（RC）を構成す

る宿主因子を同定し、その機能解析を行った。レプリコン細胞を対数増殖期と非増殖期か

らそれぞれ回収し、HCV RC を含む膜分画を粗精製し質量分析法によって HCV RC 分画に含

まれる宿主因子を同定し、その中には CCT5 が含まれていた。免疫沈降法により CCT5 が HCV 

NS5B と結合し、CCT5 siRNA によって HCV RNA 複製が低下するなどを見出した。CCT5 が NS5B

との結合を介して HCV RC へ取り込まれ RNA 複製調節に関与する可能性が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：To identify the host factors implicated in the regulation of 

hepatitis C virus (HCV) genome replication, we performed comparative proteome 

analyses of HCV replication complex (RC)-rich membrane fractions prepared from 

cells harboring genome-length bicistronic HCV RNA at the exponential and stationary 

growth phases. We found that CCT plays a role in the replication possibly through an 

interaction between subunit CCT5 and the viral RNA polymerase NS5B. 

siRNA-mediated knockdown of CCT5 suppressed RNA replication. These suggest that 

recruitment of the chaperonin by the viral nonstructural proteins to the RC, which 

potentially facilitate folding of the RC component(s) into the mature active form, may 

be important for ef!cient replication of the HCV genome. 
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１．研究開始当初の背景 
 C 型肝炎ウイルス（HCV）のゲノム複製を
担う複製複合体（RC）は HCV 非構造蛋白質
と宿主因子から構成されると考えられるが、
HCV 複製調節に関わる宿主因子は十分に明
らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、プロテオミクス技術を利用
して HCV RC を構成する宿主因子を同定し、
その機能解析を行った。 
 
３．研究の方法 
 Membrane flotation assay により HCV RC
を含む膜分画を粗精製し、二次元蛍光ディ
ファレンシャルゲル電気泳動と質量分析法
によってHCV RC分画に含まれる宿主因子を
同定し、siRNA、薬物処理等の方法でその機
能解析を行った。 
 
４．研究成果 

 二次元電気泳動にて約 1300 蛋白が検出さ

れ、45 蛋白（3.5%）が、高 HCV 複製期に 1.5

倍以上増加していた。その中には二種類の分

子シャペロン T-complex polypeptide 1 ring 

complex subunitε（CCT5）及び Heat shock 

cognate protein 70 が含まれていた。ウエ

スタンブロット解析から、両蛋白は細胞の増

殖相によって発現レベルに差は認められな

いものの、高 HCV 複製細胞の膜分画で明らか

な量的増加を確認した。また、エピトープタ

グ免疫沈降法により、CCT5 が HCV NS5B 蛋白

と特異的に結合することを見出した。さらに、

CCT5 siRNA によって HCV RNA 複製レベルが

低下すること、また薬剤処理によって

T-complex polypeptide 1 ring complex を

細胞内で誘導したところ HCV 複製が亢進す

ることを見出した。CCT5 を含む T-complex 

polypeptide 1 ring complex は、本来細胞

質でシャペロンとして作用し、蛋白質の機能

的な立体構造形成に寄与する。今回同定され

た分子シャペロンが NS5B 蛋白との結合を介

して HCV RC へ取り込まれ RNA 複製調節に関

与する可能性が示唆された。 
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