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研究成果の概要：
　C 型肝炎ウイルス（HCV）の生活環は、ウイルス蛋白質同士あるいはウイルス蛋白質が様々
な細胞性宿主因子と相互作用することによって維持されている。特に、生活環において最も重
要なステップの一つである粒子形成には、非構造蛋白質 5A（NS5A）とコア蛋白質（Core）間
の相互作用が必須であること、また、NS5A-Core 間相互作用には、NS5A の C 末端領域に存在す
るセリン残基クラスターのリン酸化が必要である可能性が示されている。本研究目的は、HCV
粒子形成に重要な NS5A-Core 間相互作用を制御する分子機構を明らかにすることであり、(1)
NS5A-Core 間相互作用に関わる相互作用領域の同定、(2) NS5A-Core 間相互作用に関与する細
胞性宿主因子の同定、(3) NS5A のリン酸化及び粒子形成を制御するプロテインキナーゼ（PK）
の同定、を目指し解析を行った。(1)に関しては、精製 Core、NS5A 蛋白質を用いた pull-down
解析により、相互作用領域として Core の aa 117-173 領域、NS5A の domain 3 領域を見出した。
(2)に関しては、蛋白質間相互作用をハイスループットで解析可能な AlphaScreen 法を用いて、
NS5A 及び Core の両者に結合親和性の高い細胞性宿主因子である CK2α2 を同定した。(3)に関
しては、AlphaScreen 解析及び in vitro リン酸化アッセイを施行し、NS5A と相互作用し、NS5A
をリン酸化する PK を 9 種類同定した。さらに、siRNA を用いたノックダウン実験により、こ
れらの中から HCV の粒子形成過程に関与する PK を 3 種類（CK1α、CK1ε、CK2α2）取得した。
本研究は、HCV 粒子形成機構の解明に加え、新たな創薬標的の同定や創薬開発に道を拓く可能
性を有する。
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１．研究開始当初の背景
　C型肝炎ウイルス（HCV）は、公衆衛生上き
わめて重要なウイルスである。本邦では約200
万人の感染者が存在し、持続感染後肝硬変を

経て高率に肝細胞癌を引き起こす。主たる治
療法であるペグインターフェロンとリバビリ
ンの併用療法もその効果は未だ充分とはいえ
ない。また、HCVは変異しやすいウイルスで
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あり、多剤併用療法が望ましい。そのため、
従来の抗HCV薬とは異なる作用点をもつ治療
法の開発が急務である。
　HCV の生活環は、ウイルス蛋白質同士ある
いはウイルス蛋白質が様々な細胞性宿主因
子と相互作用することによって維持されて
いる。特に、生活環において最も重要なス
テップの一つである粒子形成には、非構造
蛋白質 5A (NS5A) とコア蛋白質（Core）間
の相互作用が必須であることが示されてい
る。また、NS5A-Core 間相互作用には、NS5A
の C 末端領域に存在するセリン残基クラス
ターのリン酸化が必要であることから、プ
ロテインキナーゼ（PK）などの細胞性宿主
因子がこの相互作用の制御に関わっている
可能性がある。NS5A-Core 間相互作用やこの
相互作用に関与する細胞性宿主因子は、粒
子形成過程を制御する新規治療法の標的と
しても魅力的である。

２．研究の目的
　本研究目的は、HCV の粒子形成を制御する
分子機構を解析することであり、具体的に
は以下の 3 項目、(1) NS5A-Core 間相互作用
に関わる相互作用領域の同定、(2) NS5A-Core
間相互作用に関与する細胞性宿主因子の同
定、(3) NS5A のリン酸化及び粒子形成を制
御する PKの同定、を行う。

３．研究の方法
(1) NS5A-Core間相互作用に関わる相互作用

領域の同定
　NS5A及びCoreについて様々なdeletion蛋白
質を発現するプラスミドを作製し、細胞に導
入後、免疫沈降-ウエスタンブロッティング
法により相互作用に重要なNS5A領域及びCore
領域を解析した。また、精製蛋白質を用いた
in vitroでの相互作用解析も行なった。
(2) NS5A-Core間相互作用に関与する細胞性

宿主因子の同定
　NS5A-Core 複合体に特異的に結合する細胞
性宿主因子を探索するために、野生型 JFH-1
RNA と変異型 JFH-1 RNA（NS5A の C 末端領域
に変異が導入されており、NS5A-Core 間相互
作用及びウイルス粒子形成効率が著しく障
害されるもの）をエレクトロポレーション
法により HuH-7 細胞に導入し、抗 NS5A 抗体
で免疫沈降後、免疫沈降産物を SDS-PAGE で
分離した。泳動後のゲルを銀染色し、両サ
ンプル間においてバンドパターンの比較を
行った。また、両蛋白質を Myc もしくは Flag
タグを融合させた形で細胞内に発現させ、
抗 Myc 抗体、抗 Flag 抗体による二段階の免
疫沈降反応後に得られたサンプルに対して
も同様の解析を行った。
(3) NS5Aのリン酸化及び粒子形成を制御す

るPKの同定

1. NS5Aを基質とするPKの網羅的探索
　NS5Aを基質とするPKを探索するために、ま
ず、NS5Aと相互作用するPKの同定を試みた。
具体的には、NS5A蛋白質をコムギ胚芽無細胞
転写・翻訳系で合成した。また、404種類のPK
を包括するcDNAライブラリーから同様の方法
でPKを取得した。その後、NS5AとPKの相互作
用をハイスループットな定量解析が可能であ
るAlphaScreen法を用いて解析した。次に、
NS5Aとの間に強い相互作用が認められたPKに
関して、NS5Aに対するリン酸化能を調べた。
リン酸化能の評価は、精製PKを[γ-32P]ATP存
在化において精製NS5A蛋白質と混和し、SDS-
PAGEで展開後、オートラジオグラフィーを用
いてリン酸化NS5Aのバンドを検出することに
より行った（in vitroリン酸化アッセイ）。
2. HCVの粒子形成を制御するPKの同定
　HCV の細胞侵入過程の解析には、HCV エン
ベロープ蛋白質を粒子表面に被ったシュー
ドタイプウイルスを使用した。HCV ゲノム複
製能はサブゲノミックレプリコン RNA を用
いて、また、粒子形成能は全長 HCV RNA も
しくは感染性ウイルス粒子を用いて解析し
た。細胞には HuH-7 細胞及びその派生株を
使用した。候補宿主因子及び PKの細胞内発
現を siRNA によりノックダウンした後、HCV
感染もしくは HCV RNA の導入を行い、HCV の
細胞侵入効率、ゲノム複製能、粒子形成能
を評価した。また、NS5A のリン酸化状態を
ウエスタンブロッティング法により解析し
た。培養上清中の感染性ウイルス粒子量の
測定は、培養上清を非感染細胞に処理後、
感染巣（フォーカス）をカウントし、1 mL
あたりのフォーカス形成単位(FFU)を算出す
ることにより行った。

４．研究成果
(1) NS5A-Core間相互作用に関わる相互作用

領域の同定
　プラスミド導入後の免疫沈降-ウエスタン
ブロッティング法では相互作用領域の同定に
は至らなかったが、精製Core、NS5A蛋白質を
用いたpull-down解析により、相互作用領域
としてCoreのaa 117-173領域、NS5Aのdomain 3
領域を見出した。
(2) NS5A-Core間相互作用を制御する細胞性

宿主因子の同定
　抗NS5A抗体による免疫沈降産物のバンドパ
ターンに関して、野生型JFH-1 RNA導入細胞
と変異型JFH-1 RNA導入細胞との間に幾つか
の相違がみられた。具体的には、約200 kDa
と約170 kDaのバンドは野生型JFH-1 RNA導入
細胞に多く、約35 kDaのバンドは変異型JFH-
1 RNA導入細胞に多く認められた。しかし、
免疫沈降産物の精製度を高めることが困難で
あり、特定の細胞性宿主因子の同定には至ら
なかった。Myc付加NS5A及びFlag付加Coreを



細胞内に共発現させた系では、抗Myc抗体、
抗Flag抗体による二段階の免疫沈降反応後に
沈降産物をSDS-PAGEで分離し銀染色を行った
が、明らかなバンドを確認することはできな
かった。AlphaScreen解析によりNS5A及びCore
の両者に結合親和性の高い細胞性宿主因子で
あるCK2α2を同定した。
(3) NS5Aのリン酸化及び粒子形成を制御す

るPKの同定
1. NS5Aを基質とするPKの網羅的探索
1-1. NS5Aと強く相互作用するPKの探索
　AlphaScreen 法による解析において発光シ
グナル強度 1,300 以上を強固な蛋白質間相
互作用と想定した時、このカットオフ値以
上のシグナル強度を示した PK は 89 種類で
あった。このうち 79 種類が NS5A のリン酸
化に重要とされるセリン/スレオニン PK で
あった。
1-2. NS5A に対するリン酸化能の評価
　AlphaScreen解析でスクリーニングされた
79種類のセリン/スレオニンPKに対してin
vitroリン酸化アッセイを行ったところ、9種
類（TSSK2、PLK1、PKACβ、CK1α、CK1γ1、CK1γ2、
CK1γ3、CK1ε、CK2α2）にNS5Aに対する強いリ
ン酸化活性が認められた。
2. HCVの粒子形成を制御するPKの同定
　NS5A をリン酸化する 9 種類の PK が HCV 生
活環に役割を有するか否かを調べるために、
各 PK の細胞内発現をノックダウンした状態
で HCV を感染させ、感染後のウイルス粒子
産生量を解析した。CK1α、CK1ε、CK2α2 ノッ
クダウン細胞から分泌される感染性ウイル
ス粒子量（ウイルス感染力価）が mock 処理
細胞もしくはコントロール siRNA 導入細胞
の 1/5~1/10 に抑制された。次に、これら 3
種類の PK が HCV 生活環の中のどのステップ
に関わっているのかをより詳細に調べるた
めに、シュードタイプウイルスを用いて HCV
の細胞侵入過程を、サブゲノミックレプリ
コンシステムを用いて RNA 複製能を、また、
ウイルス感染が成立しない Huh7-25 細胞を
用いて HCV 粒子形成能を解析した。HCV の細
胞侵入効率及び RNA 複製は、レポーターと
してウイルスに組み込まれた（シュードタ
イプウイルス）、もしくは、レプリコンに挿
入されたルシフェラーゼ遺伝子の発現を指
標にして定量的に評価した。3 種類の PK ノ
ックダウン細胞における HCV の細胞侵入効
率及び RNA 複製能は、mock 処理細胞もしく
はコントロール siRNA 導入細胞と同程度で
あり、これらの PK の作用点は HCV の細胞侵
入やゲノム複製のステップではないことが
示唆された。HCV 粒子形成能の評価は、全長
HCV RNA を PK siRNA とともにエレクトロポ
レーション法で Huh7-25 細胞に導入し、導
入後 3 日目の上清中 Core 蛋白量を測定する
ことにより行った。3 種類の PK ノックダウ

ン細胞から分泌される Core 蛋白量は mock
処理細胞もしくはコントロール siRNA 導入
細胞における分泌 Core 蛋白量の 1/3~1/2
に減少したことから、HCV RNA 複製能の結果
と合わせて、ウイルス粒子形成以降の過程
がこれらの PK の作用点である可能性が示唆
された。最後に、3 種類の PK が培養細胞内
においても NS5A のリン酸化に関与するか否
かを調べるために、PK ノックダウン細胞に
HCV を感染させ、NS5A のリン酸化状態を解
析した。CK1αノックダウン細胞では、コン
トロール siRNA 導入細胞と比べて、高リン
酸化型 NS5A の発現低下及び高リン酸化型
NS5A/低リン酸化型NS5A比の減少を認めた。
一方、CK2α2 ノックダウン細胞における NS5A
のバンドパターンは、コントロール siRNA
導入細胞と比べて、低リン酸化型 NS5A の発
現低下及び高リン酸化型 NS5A/低リン酸化型
NS5A 比の上昇を認めた。CK1εノックダウン
細胞における NS5A のバンドパターンはコン
トロール siRNA 導入細胞の NS5A 像と同様の
パターンを呈していた。
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