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研究成果の概要（和文）：

B 細胞における C 型肝炎ウイルス（HCV）による病原性発現機構として、ウイルス蛋白質のチ

ロシンリン酸化に着目、NS5A 蛋白質が B 細胞で癌や免疫系のシグナル伝達を調節するチロシ

ンキナーゼ Fyn に会合し活性化することを見出した。B 細胞の機能障害や免疫監視機構への影

響が示唆された。またプロテオーム解析にて、HCV の複製が血糖コントロールや AMP 依存性

プロテインキナーゼにより調節されていることを見出した。

研究成果の概要（英文）：
We have focused on tyrosine phosphorylation of viral proteins as the pathogenesis of 
Hepatitis C virus (HCV) in B cells, and identified that HCV-NS5A protein associates with 
and activates protein-tyrosine kinase Fyn which regulates the tumor and immune signal 
transduction in B cells. This suggests that HCV infection may affect the dysfunction of B 
cells and immunological surveillance. In addition, we found the blood glucose concentration 
and AMP-activated protein kinase (AMPK) regulates HCV replication through the 
proteome analysis.  
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１．研究開始当初の背景
 (1) C 型肝炎ウイルス(HCV)は肝臓に慢性の
炎症を起こし、高率に肝細胞癌を引き起こす
ことが知られている。また、B 細胞にも感染
し、リンパ腫(non-Hodgkin’s lymphoma)を引き
起こすと考えられているが、その分子メカニ

ズムは不明である。HCV の蛋白質はウイルス
ゲノムの複製や粒子形成のみならず、感染し
た組織における病理作用にも関与している
ことが知られているが、B 細胞における HCV
の病原性はまだあまりよくわかっていない。
(2) Syk (Spleen Tyrosine Kinase)は脾臓から単
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離された非受容体型チロシンキナーゼで、免
疫受容体の凝集やサイトカイン刺激、細胞接
着、ストレスに応じて活性化し、B 細胞の分
化と増殖に不可欠の分子である。さらに乳が
んやメラノーマの研究から、癌抑制作用を有
する事が明かとなっている。最近では、新し
く開発された Syk 阻害剤が関節リウマチの治
療に対し有効であることが注目されている。

２．研究の目的
(1) HCV 感染により発現するウイルス蛋白質、
特に非構造タンパク質 NS5Aが B 細胞の活性
化シグナル伝達にどのような影響を及ぼし
ているのかを明らかにする。
(2) Syk が HCV の感染や複製にどのような影
響を及ぼしているのかを解析し、HCV による
B リンパ腫発症機構について解析を行う。

３．研究の方法
(1) HCV 蛋白質を発現するヒト B 細胞の実験
系を確立する
(2) HCV 蛋白質発現による B 細胞の分化と増
殖に不可欠であるチロシンリン酸化反応へ
の影響を解析する。HCV 蛋白質と B 細胞シ
グナル伝達分子の相互作用について、特にチ
ロシンキナーゼ Syk について解析する。
(3) HCV 感染のプロテオーム解析を行う。
(4) プロテオーム解析の結果をもとに、HCV
の複製機構の分子メカニズムの解析を行う。

４．研究成果 
(1) ヒトB細胞を用いてHCV蛋白質の発現系
を構築し、細胞内シグナル伝達機構、特に蛋
白質チロシンリン酸化反応への影響を網羅
的に解析する目的で、HCV の非構造タンパク
質の一つである NS5A を安定発現させた細胞
株を樹立した。

(2) B 細胞をチロシンホスファターゼの阻害
剤 pervanadate（PV）処理すると、NS5A は
チロシンリン酸化される（図 1）。特異的アミ
ノ酸配列中にあるリン酸化チロシンを認識
する Src homology 2（SH2）領域と GST との
融合蛋白質を用いて、結合蛋白質の探索実験
を行った。その結果 Fyn の SH2 領域が PV 処
理された B 細胞 NS5Aに特異的に結合する事
が明らかとなった（図 2）。

図 1. 免疫沈降法によりB細胞をPV処理する
ことによる NS5A のチロシンリン酸化が明ら
かとなった（左）。PV はチロシンホスファタ
ーゼの阻害薬であり、結果として細胞内蛋白
質チロシンリン酸化を増強する（右）。

図 2. NS5A に会合するシグナル伝達分子の同
定。B 細胞において PV 処理によりチロシン
リン酸化された NS5A に、チロシンキナーゼ
Fyn の SH2 ドメインが特異的に会合すること
を GST 融合蛋白質を用いたプルダウン実験
により見出した（Nakashima et al. PLoS One 
2012）。

Fyn の SH2 領域内でリン酸化チロシンと会合
すると 176 番目のアルギニンをリジンに置換
すると NS5A との会合は消失した。また様々
な欠失・置換変異体を用いて調べた結果、
NS5A のアミノ末端側は両者の会合には寄与
しないこと、さらに NS5A の 334 番目のチロ
シン残基がリン酸化部位であることがそれ
ぞれ明らかとなった（図 3）。

図 3. 本研究に用いられた NS5A の変異体。
これらを用いて Fynの SH2ドメインとの会合
部位の検索を行った。NS5A のチロシン 334
はドメイン II に位置する。

Far-western 法やショ糖密度勾配遠心法により、
両者は直接会合し、脂質ラフトにて共局在し
ていることが見出された。両者の共局在は蛍



光顕微鏡を用いた観察でも確認された。これ
らの結果は NS5A がチロシンリン酸化依存性
に Fynの SH2領域に会合することを示してい
る。さらに、NS5A により Fyn のキナーゼド
メインの自己リン酸化部位のリン酸化が亢
進していることや、キナーゼとしての酵素活
性が上昇していることが明らかとなった（図
4）。

図 4. B細胞におけるチロシンキナーゼ Fynの
活性化ループチロシンのリン酸化は NS5A に
より増強されている。in vitro kinase assay でも
Fyn のキナーゼ活性の増強が確認された
（Nakashima et al. PLoS One 2012）。
以上の成果は論文（Nakashima et al. PLoS One 
2012）や学会にて発表した。今後、本研究成
果を更に発展させるためには、①チロシンリ
ン酸化部位として同定された 334 番目のチロ
シン残基を置換することで HCV の複製やウ
イルス粒子賛成、さらには HCV の病原性に
どのような影響が及ぼされるか、②一部の
HCV 蛋白質のみならず、全長のウイルスゲノ
ム・蛋白質、さらには HCV 感染動物モデル
を含むより高度な実験系の構築が必要であ
ると考えられる。動物モデルについては既に
予備実験を行っている。

なお、当初念頭においていたチロシンキナー
ゼ Syk に対する影響の有無を解析したが、当
初の予想に反し、影響は認められなかった。
これに関連し、チロシンキナーゼ Syk とその
阻害薬についての総説の発表と学会発表を
行った。また Syk の基質として同定したアダ
プター蛋白質 3BP2 の B 細胞やマスト細胞に
おける生理的・役割についても治験が得られ
たためそれぞれ論文・学会発表を行った。

(3) 肝細胞について HCV 感染により発現が
変化する蛋白質についてのプロテオーム解
析を実施し、HCV の複製に関与すると考えら
れる分子を網羅的に同定することに成功し
た。特に細胞内のエネルギーセンサーである

AMPK 活性化に関与する酵素 ATIC の発現に
変化を見いだし、更なる解析を進めた（図 5）。

図 5. プロテオーム解析により AMPK 活性化
に関与する酵素 AICAR を同定した。矢印は
ATIC の位置を示しており、HCV 感染による
蛋白質発現レベルの上昇は実際にウエスタ
ンブロット法により確認された。

(4) AMPK は細胞内 AMP 濃度依存的に酵素
活性が上昇し、糖新生、脂肪酸合成、コレス
テロール合成を抑制することが知られてい
る。また AMPK は経口糖尿病治療薬メトホル
ミンの標的分子である。AMPK の活性化薬と
阻害薬を用いた解析により、HCV のウイルス
ゲノムの複製は、AMPK の活性化により負に
調節されていることを見いだした。一方、培
養液中のグルコース濃度を高濃度から正常
域に下げることや(450mg/dl から 100mg/dl へ
の低下：血糖値 450 から 100 に相当)、糖尿病
治療薬であるメトホルミンの添加により、
AMPK 非依存性に HCV の複製が抑制される
ことも明らかとなった（図 6）。糖尿病治療薬
メトホルミンはミトコンドリア Complex 1 の
機能を阻害し ATP 産生量を減少させること
が知られている。これらのことは糖尿病のコ
ントロールや経口糖尿病薬の投与が HCV 複
製を抑制することを示しており、新たな HCV
治療に対する道を開くものであると考えら
れる。以上の成果は論文（Nakashima et al. 
Microbiol. Immunol. 2011）や学会にて発表し
た。AMPK は抗 HCV 薬開発の新たなターゲ
ットであると考えられる。

図 6. AMPK 活性化薬/条件（AICAR、メトホ



ルミン、グルコース濃度低下）は HCV 複製
を抑制するが、 AMPK の特異的阻害薬
（compound C）は効果は異なっており、
AMPK 依存性と非依存性の HCV 複製調節メ
カニズムが存在することが明らかとなった
（Nakashima et al. Micoriol. Immunol. 2011）。

なお本研究期間においては、HCV の感染や複
製にチロシンリン酸化がどのような影響を
及ぼすかについては十分に解析することが
出来なかった。前述のように、本研究では単
一蛋白質のB細胞における発現系で実験を行
ったために、今後はより高度な実験系を用い
て更なる解析を行う必要性があると考えら
れる。
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