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研究成果の概要（和文）：C型肝炎ウイルス（HCV）のウイルス産生調節機構はHCV RNAレプリコン
細胞やJFH1株を用いたウイルス産生系の進歩により、HCV生活環とウイルス増殖に必要な宿主因
子の解析が可能となってきた。本研究ではHCV産生の分子機序を明らかにするために、HCV蛋白質
と結合する宿主因子とその生理学的意義を解析した。まず、HCVコア蛋白質と結合する宿主因子
hnRNPH1/H2/FとRNA結合の重要性について解析した。HCV RNAを添加したところ、コア蛋白質と
hnRNPHの結合が阻害され、RNaseを添加すると結合が回復したことから、両者の結合にRNAが重要
であると考えられた。hnRNPFにおいても同様の現象を認めた。この二つの因子が協調してウイル
ス産生を制御していることが示唆された。また、HCV NS5A蛋白質の新規結合因子として細胞内の
ユビキチンリガーゼp138、転写因子HNF-1a、ヒストンメチル基転移酵素SMYD3などを同定した。
p138はHCVのNS5A蛋白質と相互作用するが、他のHCV蛋白質との相互作用は認められず、NS5A特異
的な結合と考えられた。p138はNS5Aをユビキチン依存性に分解を促進し、ウイルス複製を制御す
ることが示唆された。NS5A蛋白質とp138の結合部位を各々の欠損変異体を作製してマッピングを
行った。両者の結合に重要な領域を同定するためには、更に欠損変異体を作製して詳細に解析す
る必要がある。また、NS5Aのユビキチン化部位を決定するために13種の点変異体を作製し解析を
行い、複数箇所のユビキチン化部位を同定した。これらの研究はHCVの生活環と病原性の理解に
貢献するものと考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）：Development of HCV replicon cells and HCV production system using HCV JFH1 strain enabled 
us to investigate the whole life cycle of HCV and the host factors essential for HCV production. In this study, 
we aimed to clarify molecular mechanism of HCV production by investigating binding partners for HCV proteins. 
We analyzed HCV core-binding proteins, hnRNPH1/H2/F. Addition of HCV RNA inhibited the binding between the 
core protein and hnRNPs. RNase recovered this inhibition. These results suggest that RNA is required for the 
interaction between the core protein and hnRNPs. Our results suggest that these hnRNPH and hnRNPF cooperatively 
regulate HCV replication. We then identified HCV NS5A-binding proteins, ubiquitin ligase p138, transcription 
factor HNF-1a, and histone methyltransferase SMYD3. The p138 protein bound NS5A protein, but not other HCV 
proteins. Our data suggest that p138 protein promotes ubiquitylation of NS5A protein and enhances its 
proteasomal degradation, suggesting that p138 regulates HCV replication. We analyzed the p138-binding domain 
on the NS5A protein using a series of deletion mutants. Then we analyzed the ubiquitylation site on the NS5A 
protein using 13 point-mutants. These studies would contribute to the better understanding of HCV life cycles 
as well as the viral pathogenesis. 
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１．研究開始当初の背景 HCV の生活環は不明な点が多かったが、HCV 
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RNA レプリコン細胞の開発、JFH-1 株—肝細胞
Huh7細胞でのHCV産生系の開発によりHCV複
製の解析が飛躍的に進歩した。なかでも
JFH-1 株による HCV 産生系の開発により、HCV
の生活環を詳細に研究できるようになり、
HCV 増殖に必要な宿主因子の解析や HCV 粒子
形成機構の解析が可能となった。 
 
２．研究の目的 
HCV ウイルス産生に関与する新規宿主因子を
同定し、ウイルス産生における生物学的意義
を明らかにする。 
 
３．研究の方法 

タンデムアフィニティ精製法で同定した新規

HCVコア蛋白結合因子や新規HCV NS5A結合因

子によるHCV増殖調節機構をHCVレプリコン細

胞やHCVccウイルス産生系を用いて明らかに

する。 
 
４．研究成果 

 C型肝炎コア蛋白質に結合する新規宿主因

子としてhnRNPH1/H2/Fを同定し、HCV産生調節

における役割について解析した。hnRNPHと

hnRNPFはアミノ酸レベルで78%の相同性を有

し、hnRNPH1とH2はアミノ酸レベルで99%の相

同性を有する。HCVコア蛋白質上のhnRNPH1, 

hnRNPFの結合領域を解析するためにGST-core

蛋白質欠損変異体を大腸菌で発現させ、

GST-pull down法で解析した。いずれもコア蛋

白質のaa 1-43に強く結合することが明らか

となった。hnRNPHおよびhnRNPFはいずれもRNA

結合モチーフを有するRNA結合蛋白質である

ことから、HCV RNAとの相互作用を解析した。

ビオチン化したHCV RNAとストレプトアビジ

ンビーズを用いたpull-down法にて解析した

ところ、hnRNPHとhnRNPFいずれもHCV RNAの 

IRES IIId 領域に特異的に結合することが示

された。Huh7細胞内の内在性のhnRNPH1/H2/F

の蛋白質量を比較したところ、Huh7細胞にお

いてhnRNPHは293T細胞と同レベル発現してい

るが、hnRNPFは293T細胞に比べて著しく発現

量が低かった。次に、ウイルス産生における

役割を明らかにするために、HCV JFH1株が感

染したHuh7細胞に発現プラスミドを用いて

hnRNPHまたはhnRNPFを一過性に発現させ、経

時的に細胞内外のHCV RNA量およびコア蛋白

質量をqRT-PCR法とELISA法にて測定した。

hnRNPHを一過性に発現させると培養上清中の

HCV感染性粒子産生量が上昇した。一方、

hnRNPFを一過性に発現させると培養上清中の

HCV感染性粒子産生量が低下した。これらの結

果から、hnRNPHとhnRNPFはHCVコア蛋白質およ

びHCV RNAへの結合能を介して、HCV産生の調

節に関与する可能性が示された。hnRNPHはHCV

産生を促進性に、hnRNPFはHCV産生を抑制性に

制御していることが示唆された。 

 また、HCV NS5A蛋白質の新規結合因子とし

て細胞内のユビキチンリガーゼp138、転写因

子HNF-1a、ヒストンメチル基転移酵素SMYD3

などを同定した。p138はHCVのNS5A蛋白質と相

互作用するが、他のHCV蛋白質との相互作用は

認められず、NS5A特異的な結合と考えられた

。p138はNS5Aをユビキチン依存性に分解を促

進し、ウイルス複製を制御することが示唆さ

れた。NS5A蛋白質とp138の結合部位を各々の

欠損変異体を作製してマッピングを行った。

両者の結合に重要な領域を同定するためには

、更に欠損変異体を作製して詳細に解析する

必要がある。また、NS5Aのユビキチン化部位

を決定するために13種の点変異体を作製し解

析を行い、複数箇所のユビキチン化部位を同

定した。これらの研究はHCVの生活環と病原性

の理解に貢献するものと考えられた。 
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