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研究成果の概要（和文）：ヒト B cell lymphoma から放出されるリンパ指向性 HCV である

SB-HCV strain が細胞株のみならず、ヒトプライマリーリンパ球に感染することを見いだした。

また、HCV がナイーブ T 細胞に感染することにより T 細胞分化増殖に影響を及ぼすことが分

かった。さらに、Th17 分化を誘導するサイトカイン環境である IL6、TGF-beta 存在下では

Th17 への分化を増強することが判明した。 
 
研究成果の概要（英文）：It was shown that lymphotropic HCV (SB-HCV strain) derived from 
B cell lymphoma could not only replicate in lymphoma-cell-lines but also in primary human 
lymphocyte especially B cells and CD45RA+RO-naïve T cells. SB-HCV strain could infect 
naïve CD4+ cells and suppress the activity of proliferation. We have found that HCV-core 
protein is responsible protein that could block STAT-1 signaling. 
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１．研究開始当初の背景 
C 型肝炎ウイルス（HCV）は世界中で 1.7 億

人が感染しており、慢性肝炎、肝硬変、肝細

胞癌の主な原因となっている。一方で HCV
感染者では AIH との合併やリンパ増殖性疾

患、クリオグロブリン血症に代表される様々

な肝外病変が報告されている。最近、肝近傍

リンパ節において、HCV 複製中間産物が検

出されたという報告がなされたことにより、

ある特定の宿主状態、特定の HCV-Strain に

よりリンパ球内での複製がおこるという可

能性が示唆された。（Gastroenterology 2006 
230(4):1107-16. Pal S et al.） 
このようなリンパ指向性 HCV は、悪性腫瘍

治療などの際問題となる Occult 感染のリザ
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− cell NHL ） の 原 因 、 Mixed 
Cryogrobulinemia 関連疾患の原因、HCV の

宿主免疫応答エスケープ、自己免疫疾患の誘

導と、様々な病態に関与している可能性が示

唆されている。よってリンパ指向性ウイルス

につき十分な検討をすることは、臨床上、非

常に重要な課題である。しかし、HCV のリ

ンパ球感染については議論もあり、これまで

体系的な検討はなされてこなかった。 
リンパ指向性 HCV-Strain(SB-strain)を産生

する SB-cell line が確立された後、B、T リン

パ系細胞株での複製について検討を重ね、報

告を行ってきた。(PNAS 2004 Machida K, 
Cheng KT et al., Virology 2007 Konod Y, 
Sung VM et al., J Virol 2008 Machida K, 
Kondo Y et al.) しかしながら、プライマリー

ヒトリンパ球を用いた検討は十分でなく、自

律増殖を行う系の確立とその応用が急務で

ある。 
２．研究の目的 
リンパ指向性 HCV のヒトリンパ球−感染系

を確立し、病態との関わりについて検討を行

う。 
３．研究の方法 
 
(1)(1)(1)(1)    SBSBSBSB 細胞より分泌された細胞より分泌された細胞より分泌された細胞より分泌された HCVHCVHCVHCV を用いてヒを用いてヒを用いてヒを用いてヒ

トプライマリーリンパ系細胞への感染実験トプライマリーリンパ系細胞への感染実験トプライマリーリンパ系細胞への感染実験トプライマリーリンパ系細胞への感染実験

を行うを行うを行うを行う    
    
 ① 各種リンパ系細胞の分離 
PBMCをCD3, CD4, CD8, CD14, CD19抗体

で染色した後、FACS Arria II にて各抗体陽

性細胞を分離した。CD4陽性細胞はCD45RA
と RO 染色にて naïve CD4 陽性細胞と

effector CD4 陽性細胞に分離した。幾つかの

検討においては、より viable な細胞を得る目

的で磁気ビースを用いて細胞を分離した。 
 
 ② 各種リンパ系細胞の培養と HCV 感染 
各種プライマリーリンパ系細胞を増殖培養

させる目的でサイトカインコンディション

の決定を行い、viability 60%以上の条件にて

HCV 感染を施行した。 
 
 ③ 感染の確認 
HCV-strand-specific nested PCR を施行し

て positive strand RNA と negative strand 
RNA の検出を rtTh polymerase を用いて施

行した。複製中間体である negative strand 
RNA が検出されれば複製が起こっていると

判断した。 
 
(2)(2)(2)(2)    CD45RA+ROCD45RA+ROCD45RA+ROCD45RA+RO----naïve CD4+naïve CD4+naïve CD4+naïve CD4+細胞を用いて細胞を用いて細胞を用いて細胞を用いて

分化、増殖に与える影響を検討する分化、増殖に与える影響を検討する分化、増殖に与える影響を検討する分化、増殖に与える影響を検討する    
 
①細胞増殖能に対する影響 
単離した naïve CD4+細胞を CFSE 染色し

SB−HCV 感染による影響を FACS Canto II, 
FlowJo software にて検討した。コントロー

ルとして UV-irradiated HCV を用いた。 
 
 ② T 細胞分化に対する影響 
CFSE と CD45RA との 2 重染色を施行する

ことにより分化への影響を検討した。また、

１週間の分化培養後の IFN-g 産生細胞頻度

を IFN-g secretion assay を用いて検討した。

Th17分化条件下での IL17産生細胞頻度につ

いて検討した。 
 
③  Th1 分化抑制、Th17 分化促進の責任蛋

白の同定 
HCV − Core, E1, E2, NS2, NS3, NS4A, 
NS5A 蛋白発現プラスミドを Nucreofector
にて Transfect し、分化に影響を与える責任

蛋白の同定をした。 
 
 ④ STAT シグナル解析 
HCV-CoreとNS5Aをトランスフェクトした

T 細胞にて IFN-g/STAT-1/T-bet シグナル解

析を Immunoblot analysis と real-time PCR
を用いて施行した。 
 
 ⑤ HCV-Core 蛋白発現 Lenti-virus の作成 
長期に HCV-Core 蛋白を発現させる目的で

HCV−Core 発現 Lenti-virus を作成し、ヒト

プライマリーT 細胞に感染させ、各種 Th1, 
Th2, Th17 マスター遺伝子である T-bet, 
GATA-3, RORγt の発現を解析した。 
 
(1) (1) (1) (1) 慢性慢性慢性慢性 CCCC 型肝炎患者の血清を用いた検討型肝炎患者の血清を用いた検討型肝炎患者の血清を用いた検討型肝炎患者の血清を用いた検討    
 
 ① 慢性 C 型肝炎患者 200 名の臨床 DATA
の解析 
当院に肝生検目的で入院となった慢性 C 型

肝炎患者 200 名の臨床 DATA を解析し、自己

免疫疾患罹患率、クリオグロブリン関連疾患

罹患率を検討した。また、抗核抗体、抗平滑

筋抗体など、自己抗体陽性率について検討を

加えた。 
 ② 上記患者の中で血清が保存されていた

患者について Th17 分化に重要であるサイト

カインである IL6, TGF-beta, IL21 について

ELISA で測定をした。 
 

４．研究成果 

 

SB-HCV strain をプライマリーヒトリンパ系

細胞に感染させた結果、CD4+T細胞, CD14+ 単

球, CD19+ B 細胞において negative strand 

RNA が検出された。CD4+ T 細胞の中では

CD45RA+RO- naïve CD4+ T 細胞において良好

に複製がみられた。培養刺激条件は CD3CD28 

をコートしたビーズとともに、IL2 を加えた

条件にて良好な複製が確認された。CFSE 染色



 

 

の結果、HCV 感染 CD4+ T 細胞では増殖能の低

下が確認された。【図 1】 
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また IFN-γ産生細胞への分化が有意に阻害さ

れた。この IFN-γ産生に対する阻害作用は

HCV-Core と NS5A 発現プラスミドを導入した

T 細胞において確認された。更に、HCV-Core

が STAT-1 シグナルを阻害することを見つけ

た。他の分化培養条件についても検討を加え

た結果、Th17 分化条件である IL6, TGF-beta

存在下でリンパ指向性 HCV は Th17 分化を増

強することが分かり、この責任蛋白が

HCV-Core であることが判明した。HCV-Core

蛋白を長期に発現させる目的で HCV-Core 発

現 Lenti-virus を CD4+ T 細胞に感染させ検

討を施行した。結果、Th17 のマスター遺伝子

である RORγt の有意な増強が確認された。 

 

CHC 患者 200 名を解析した結果、抗核抗体陽

性、抗平滑筋抗体陽性等の自己抗 

体陽性患者は多く、クリオグロブリン陽性患

者も多いことが分かった。【図 2】 

    

    

    

図図図図 2222    

    

    

    

慢性慢性慢性慢性 CCCC 型肝炎患者における患者肝臓外病変の頻度型肝炎患者における患者肝臓外病変の頻度型肝炎患者における患者肝臓外病変の頻度型肝炎患者における患者肝臓外病変の頻度    

 

 

 

 

その中で血清が保存されていた患者につい

て IL6, TGF-beta 等のサイトカインを測定し

たが、IL6, TGF-beta が高い患者において有

意に自己抗体陽性患者がみられた。このこと

から、リンパ指向性 HCV はこのような Th17

分化サイトカイン条件下で、さらに Th17 分

化を促進している可能性が示唆された。 
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