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研究成果の概要（和文）：C型肝炎ウイルス(HCV)のゲノム動態を制御する因子として、ストレス顆粒因子を同定した。
興味深いことにHCV感染３６時間後にストレス顆粒が形成され、同時にP-body形成の崩壊が見られた。HCV48時間以後は
、脂肪滴に周辺にストレス顆粒因子 G3BP1、Ataxin-2、poly(A)-binding protein (PABP)1がハイジャックされること
が見出された。さらにこれらストレス顆粒因子G3BP１、Ataxin-2、PABP1ノックダウン細胞において、HCV複製が顕著に
抑制された。以上の結果、ストレス顆粒因子はHCV複製に関与する宿主因子であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We identified stress granule components as the hepatitis C virus (HCV) genome regu
latory proteins. Notably, we noticed that HCV infection induces stress granules 36h post-infection. Furthe
rmore, HCV hijacked these stress granule components, including G3BP1, ataxin-2, poly(A)-binding protein (P
ABP)-1, around lipid droplets. Importantly, HCV replication was significantly suppressed in these knockdow
n cells. Thus, we suggested that stress granule components are required for HCV replication.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
細胞質スペックルである P-body は
APOBEC3G、DDX3やDDX6の貯蔵場所であり、
RNA ウイルスの感染制御における重要な細
胞内構造体である。これまでに HIV-1 複製
に必要な DDX3 が、HCV 複製にも必要な宿主
因子であることを報告してきた(Ariumi et 
al. J Virol 2007)。この結果、DDX3 が HIV-1
と HCV の両者の分子治療標的として期待さ
れた。最近、microRNA effector である DDX6
がHCV感染に伴いHCVにハイジャックされ、
HCV のゲノム増殖作用があることを見出し
ている(Ariumi et al. J Virol under minor 
revision)。一方、HIV-1 に対して DDX6 は
抗ウイルス作用がある。何故、DDX6 が HCV
ゲノムに対しては、positive に、そして
HIV-1にはnegativeに作用するのか解明し
たい。また、APOBEC3G が DDX6 などの P-body
因子と相互作用するのか検討を行い、抗
HIV-1 因子 APOBEC3G の microRNA 制御にお
ける新しい役割についても模索したい。 
 
２．研究の目的 
宿主細胞内には、PML-NBs や SC35 body
な ど 核 内 ス ペ ッ ク ル や P-body や
stress granule など細胞質スペック
ルが存在する。これら細胞内スペック
ルの C 型肝炎ウイルス（HCV）やヒト
免疫不全ウイルス（HIV-1）など RNA
ウイルスゲノム動態における役割に
ついて、明らかにする。P-body 因子で
ある DDX6 DEAD-box RNA ヘリケースは
HCV ゲノムに対しては増殖作用、一方、
HIV-1 ゲノムに対しては抗 HIV-1 作用
を示すので、この P-body 因子の相反
するメカニズムについて明らかにす
る。また、5’Cap 構造や 3’poly(A)構造
を保持しない HCVゲノムが宿主細胞内
で長期間にわたり持続感染を維持出
来る機序についても明らかにする。 
  
 
３．研究の方法 
（１）HCV 感染による stress granule 形

成の観察 

 ヒト肝癌細胞株 HuH-7 由来 RSc 細胞に

HCV-JFH1 株を感染させ、共焦点レーザー

顕微鏡を用いて、HCV 感染に伴う stress 

granule 因子 G3BP１、Ataxin2、そして

poly(A)-binding protein 1 (PABP1)の局在

変化を経時的に観察する。細胞を固定後、

抗 HCV Core 抗体および抗 G3BP1 抗体、

抗 Ataxin2 抗体あるいは抗 PABP1 抗体で

処理後、Core は Cy3 により、G3BP1、

Ataxin2 あるいは PABP1 は fluorescein 

isothiocyanate (FITC)により可視化した。

さらに、外来的なストレスに対する評価系

として、HCV 感染細胞の培養温度を 42℃

にシフトさせ３０分間培養を行った。また、

HCV感染細胞を 0.5mM亜ヒ酸ナトリウム

で 30 分間処理した。 

 

（２）Stress granule 因子の HCV 生活環

における役割の検討 

 Stress Granule 因子である G3BP1、

Ataxin2 及び PABP1 に対する siRNA 

(Dharmacon, 25nM)を HuH-7 由来 RSc 細

胞に Oligofectamine (Invitrogen)を用いて

トランスフェクションし、各々の stress 

granule 因子をノックダウンさせた細胞を

調製し、HCV-JFH1 株を感染させる。感染

２４時間後の感染細胞内の HCV RNA の

複製レベルをリアルタイム RT-PCR 

(Lightcycler, Roche)法にて定量した。 

 
４．研究成果 

（１）HCV 感染による stress granule の

形成 

 HCV 非感染細胞においては、stress 

granule 因子である G3BP1、Ataxin2 そし

て PABP1 は細胞質に散在していたが、

HCV 感染３６時間後に stress granule の

形成が観察された。さらに、感染４８時間

後にはリング状の構造体を形成し、HCV 

Core と共局在が観察された。このリング状

構造体の中心は脂肪滴であり、HCV 感染

に伴い、stress granule 因子が脂肪滴にリ

クルートされることが明らかとなった。昨

年、我々は P-body 因子である DDX6 も

HCV 感染後リング状構造を形成し、HCV 

Core と共局在することを報告したので、

DDX6 が G3BP1 や Ataxin2 と共局在する

のか検討を行った。その結果、DDX6 は

G3BP1 や Ataxin2 とリングを形成し共局



在することを見出した。一方、細胞の培養

温度を 42℃にシフトし３０分間培養する

と HCV 非感染細胞では stress granule の

誘導が見られたが、HCV 感染細胞（感染

７２時間）では、42℃で培養してもリング

構造を維持し、HCV Core と共局在したま

まで顕著な局在の変化が見られなかった。

同様に細胞を 0.5mM 亜ヒ酸ナトリウムで

30 分間処理しても非感染細胞では stress 

granule の誘導が見られたが、HCV 感染細

胞ではリング構造を維持したままで顕著な

局在の変化は観察されなかった。 

 

（２）Stress granule 因子の HCV 生活環

における役割 
 25nM siRNA を用いて、Stress Granule
因子である G3BP1、Ataxin2 あるいは
PABP1 をノックダウンさせた RSc 細胞に
HCV-JFH1 株を感染させると、感染２４時
間後の細胞内 HCV RNA 量はコントロー
ル細胞に比べて、各々、約 40％、約 60％、
約 60％の HCV RNA の顕著な減少が見出
された。 
 
（３）HCVによるAPOBEC3G及びMOV10の

P-body局在の変化 

 HCV非感染RSc細胞において、APOBEC3G及

びMOV10はP-bodyに局在し、内在性DDX6と共

局在した。一方、HCV-JFH1感染細胞では、

APOBEC3G及びMOV10のP-body局在は破綻し、

脂肪滴周辺にリクルートされ、HCV Coreと

共局在した。 

 

（４）APOBEC3G及びMOV10とHCV Coreとの相

互作用 

 APOBEC3G-HAあるいはHA-MOV10を強制発

現させた293T細胞及びHCV-JFH1感染細胞の

ライゼートを混合し、抗HA抗体を用いた免

疫沈降法により、APOBEC3G及びMOV10はHCV 

Coreタンパク質と結合することが判明した。 

 

（５）APOBEC3F 及び APOBEC3G の HCV 複製

における役割 

 レンチウイルスベクターを用いて、

HCV-JFH1 感染 RSc 細胞に APOBEC3F あるい

は APOBEC3G を恒常的に発現させても、細胞

内 HCV RNA レベル、細胞内及び培養上清中

に放出される HCV Core 発現レベル、そして

産生された HCV の感染性は抑制されなかっ

た。同様に O 細胞に APOBEC3F や APOBEC3G

を強制発現させても、HCV 複製レベルは抑

制されなかった。 

 

（６）内在性 MOV10 の HCV 複製における役

割 
 shRNA を発現するレンチウイルスベクタ
ーを用いて内在性 MOV10 をノックダウンさ
せても、細胞内 HCV RNA レベル、細胞内及
び培養上清中に放出されるHCV Core発現レ
ベル、そして産生された HCV の感染性の増
強はみられなかった。同様にO細胞のMOV10
をノックダウンさせても、HCV 複製レベル
は増強されなかった。 
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