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研究成果の概要（和文）： 
 

我々は、HCV培養系を用いて未だ報告されていないマウス指向性HCV株の樹立を目的として本研

究を遂行した。蛍光蛋白eYFPを挿入したHCV-JFH1ウイルスHuh7細胞にて高効率に感染、増殖し

、その感染はCD81抗体で阻害された。本ウイルスの長期の培養により安定してウイルス蛋白・

蛍光蛋白を発現する細胞株を樹立し得た。本研究の成果を元に、さらに種々の遺伝子導入・改

変マウスを用いた新たな小動物モデルの樹立を目指す。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 
In our present study, we constructed two fluorescence protein-tagged recombinant JFH1 
virus clones, JFH1-EYFP and JFH1-AsRed, as well as two corresponding clones with 
adaptive mutations, JFH1-EYFP mutant and JFH1-AsRed mutant, that and were as 
effective as JFH1 in producing infectious virus particles, and investigated their viral 
infection life cycles. After infection of the fluorescence-tagged mutant viruses, infected cells 
increased exponentially. In cells, EYFP or AsRed and NS5A were expressed as a fusion 
protein and co-localized in core proteins. The rate of the cell–cell spread was dependent on 
the cell densities with a maximum of 102.5/ day. Treatment of cells with interferon or a 
protease inhibitor suppressed expansion of virus-positive cells. Taken together, these 
results indicate that fluorescence-tagged HCV is a useful tool to study virus infection life 
cycles and to assist in the search for novel antiviral compounds. 
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１．研究開始当初の背景 HCV感染症は国内に約 150万人存在するが、
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未だ十分な治療法は確立しておらず、ウイル
ス感染・肝炎発症・治療抵抗性の分子機構の
解明が急務である。一方 HCV は感染宿主が
ヒトと一部の霊長類に限られるため、感染小
動物モデルとしてはヒト肝細胞移植
Albumin-uPA/SCID マウスしか利用できな
い。しかし、このマウスは免疫不全マウスで
あり、HCV はヒト由来の肝ゼノグラフトに
感染することから、宿主免疫応答の解析や
種々のマウスとの交配による病態解析は不
可能である。以上より詳細な肝炎病態解析に
は新規の感染小動物モデルの開発が必要で
ある。 
HCV の肝細胞への吸着・侵入には 3 種の細
胞表面蛋白、scavenger receptor-B1(SR-B1)、
CD81 および Claudin が関与している。HCV
は血中で LDL と結合しており(viro-lipo 
particle)、LDL が SR-B1 と、HCV エンベロ
ープE1蛋白がCD81に結合し, Claudinによ
り Endocytosis が誘導され細胞内に侵入する。
中和抗体を用いた解析から、これらのレセプ
ター蛋白のうちウイルス蛋白と直接会合し
感染種特異性に関与しているのはCD81であ
ることがわかっている。 
 我々は独自に HCV レプリコン系を構築し 
(Sakamoto, 2003 EMBO Rep; Tanabe, 2004 
J Infect Dis)、これらを用いて
Cyclosporine(Nakagawa, Gastroenterology 
2005)、IRF1 (Kanazawa, J Virol 2004)、
BMP7 (Sakamoto, BBRC 2007)、Statin 
(Kim, Gastroenterology 2007)等の HCV 増
殖制御機構を報告してきた。 また我々は独
自に確立したプラークアッセイ法により増
殖効率を約 102 倍に高めた高増殖性
HCV-JFH 株を単離・クローン化している
（Sekine-Osajima, 2008 Virology）。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、マウス型 HCV レセプター蛋白
(mCD-81、mClaudin-1)を導入した Huh7 細
胞への高増殖性 HCV 株の経代反復培養によ
りマウス肝細胞に感染増殖可能なウイルス
株(mHCV)を樹立することを目的として研究
を遂行する。さらに樹立した mHCV 株の
SCIDマウスおよびBalb/cマウスに対する感
染性の検証を行い、未だ報告されていないマ
ウス指向性 HCV 感染動物モデルを確立する。
ごく最近、マウス細胞への HCV 感染・経代
によりマウス型細胞に一部適応した HCV 株
の構築が報告されている。このウイルスでは
HCV-E1,E2 蛋白に変異を生じており CD81
結合能の種特異性の変移が確認されている。 
 
３．研究の方法 
(1)マウス CD81 親和性 HCV 株の選択・樹立 
細胞表面蛋白である CD81 は 2個の細胞外ル
ープ構造からなり、そのうち Long 

Extracellular Loop (LEL) と HCV-E2 蛋白が
特異的に結合する。CD81 はヒトとマウスで約
10%の塩基配列の相違があり種特異性に関与
しているとされる。我々は通常型 Huh7 細胞
と CD81 欠損 Huh7 細胞(Lavillette, 2005 
Hepatology)にマウスCD81を恒常的に導入し
た細胞 Huh7/mCD81 を用い以下の手順でウイ
ルス表面抗原の適応化を進める。使用する
HCV クローンとして、我々の独自に構築した
高増殖性 HCV-JFH-Pl plasmid
（Sekine-Osajima, 2008 Virology）から RNA
を in-vitro 合成し使用する。 
I. Huh7 細胞への HCV-JFH1 RNA の導入
(electroporation) 
II. HCV 導入 Huh7 と Huh7/mCD81 細胞との共
培養。 
III. 培地に分泌されたウイルスの na ve 
huh7/mCD81 細胞への再感染の繰り返し 
マウス指向性クローンの生成効率が未知で
あるため、hCD81 および mCD81 発現細胞の比
率を適宜至適化し経代を継続する。以上の手
順で生成された HCV の感染性を Huh7/hCD81
および Huh7/mCD81 細胞株を用いて比較検討
する。 
 
(2)マウス SR-B1、Claudin-I 親和性 HCV 株の
選択・樹立 
 SR-B1 は主に肝細胞及びマクロファージに
発現している。HCV は LDL と複合体を形成し
た lipo-viro particle として肝細胞表面の
SR-B1 に結合したあと Claudin-1 の作用で
Endocytosis に導かれる。我々はマウスSR-B1
および Claudin-1をそれぞれ恒常的に導入し
た細胞 Huh7/mSR-B1、Huh7/mClaudin-1 を用
い以下の手順でウイルス表面抗原の適応化
を進める。 
I. Huh7 細胞への HCV-JFH1 RNA の導入
(electroporation) 
II. HCV 導入 Huh7 と Huh7/mSR-B1、
Huh7/mClaudin-1 細胞との共培養。 
III. 培地に分泌されたウイルスの再感染の
繰り返し 
 マウス指向性株の生成効率が未知のため、
ヒトおよびマウスレセプター発現 Huh7 細胞
の比率を適宜至適化し経代を継続する。以上
の手順で生成された HCV の感染性を
Huh7/mSR-B1、Huh7/mClaudin-1 を用いて比較
する。 
 
(3)マウス肝細胞への親和性の検証 
 樹立した mHCV 株はマウス型感染レセプタ
ーを発現する Huh7 細胞での感染・増殖性を
確認した後、種々のマウス由来培養肝細胞に
対する感染・増殖性を確認する。使用する細
胞種として、Huh7、HepG2、HEPA、HEK293、
NIH3T3、CACO2細胞を用いる。さらにcollagen
潅流にて採取したマウス初代肝細胞を用い



て mHCV の細胞表面への吸着、細胞内でのウ
イルスゲノムの増殖を確認する。 
 
４．研究成果 
 JFH1-EYFPmut、-AsRedmut 導入後、培養上
清中のコア抗原は親株 JFH1 と同等で最高値
1.35x104 fmol/l に達したが、T4290A, C7653T
変異を持たない wild type では経時的に減
衰・消失した。HCV-RNA 導入細胞、上清の再
感染ともに mutant type はウイルス陽性細胞
数が指数関数的に増加し最大速度は 102.5/
日だった。抗 CD81 抗体を使用した侵入阻害
試験では 80％以上の感染が阻害された。以上
より、蛍光タグ付き HCV はウイルス粒子産生
能 を 保 持 し つ つ 継 代 が 可 能 で 、
flowcytometry などを用いることにより感染
細胞を定量的に検出することが可能である
ことが示された。 
 High content analysis では、核周囲のウ
イルス蛋白染色を定量することにより簡便
かつ迅速な蛍光蛋白発現細胞数の定量解析
に成功した。抗 CD81 抗体を用いたエントリ
ー阻害試験では、70％以上の感染阻害を示し
た。400 個の低分子化合物をスクリーニング
した結果、35 個が 50％以上の感染阻害効果
を示した。このうちレプリコンアッセイにお
いて抗 HCV 活性を認めたものは１個で、残り
の 34 個はエントリー過程を阻害している可
能性が示唆された。また、長期培養により E1, 
E2, NS3, NS5B 領域の特定の部位にアミノ酸
変異が出現した。今後変異 HCV 株培養系で出
現したウイルスアミノ酸変異を個々に導入
したウイルスクローンの感染増殖能、細胞特
性を解析する。本研究の成果によりウイルス
-宿主感染免疫応答の解析、さらに種々の遺
伝子導入・改変マウスを用いた生体における
HCV 感染分子機構の解析など広範な応用展開
を目指し、新たな小動物モデルの樹立を目指
す。 
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