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研究成果の概要（和文）：C 型肝炎ウイルス（HCV）ゲノムによってコードされるタンパク分解酵素

NS3/4a プロテアーゼが、retinoic	 acid-inducible	 gene	 (RIG)-I から IFNβ誘導へと至る自然免疫

経路をミトコンドリア外膜に存在する IFN	 promoter-stimulator	 (IPS)-1 の特異的切断によって無

効化し、肝臓における IFN 活性化システムの機能不全を引き起こすことが、HCV 持続感染化や IFN

治療への抵抗性の原因の一つであることが示されてきている。我々は、発想を転換し、この NS3/4a

プロテアーゼを逆用して、IPS-1 と同じ切断部位をもつ転写因子モジュール(HCV-protease	 

activated	 module;	 CPAM)を肝細胞内に送り込む（不活性型 CPAM）プロジェクトを企てた。切断部

位を切断し転写因子を活性化することで細胞内の自然免疫系を活性化させ、肝臓からの HCV 完全排

除を導くという計画である	 

	 H23年度は、核内移行転写因子IRF7にミトコンドリア移行シグナル、およびIPS-1がもつNS3/4aプ

ロテアーゼ切断モチーフであるC503アミノ酸残基を接続したモジュールであるCPAMを作製した。H2

4年度は、NS3/4aプロテアーゼを発現する非構造領域レプリコンの増殖するHuh-7細胞に導入してIR

F7の核内移行を検証した。また、CPAMを保持する組替えアデノウイルスを作製し、CPAM組換えアデ

ノウイルスをHCV・JFH-1株の増殖するHuh-7細胞に感染させ、HCV増殖に対する効果を検討した。Hu

h-7細胞においては、HCV量の有意な減少を観察しており、proof	 of	 conceptがなされたものと考え

る。	 

 
研究成果の概要（英文）：Hepatitis C virus (HCV) inactivates the innate immunity pathway, which leads 
from retinoic acid-inducible gene (RIG)-I to IFNβ-induction, by the specific digestion of IFN 
promoter-stimulator (IPS)-1 on the mitochondrial outer membrane, by the action of viral protease NS3/4a. 
This results in the malfunction of IFN-activation system in the liver, which is considered to play a central role 
in the persistence of HCV infection and the resistance to IFN treatment. We have attempted to establish 
“HCV suicide thrapy” in that sending the transcription module (HCV-protease activated module; CPAM, 
inactivation form) into the liver by the utilization of NS3/4a protease. It is supposed that inactivated form of 
the CPAM is activated by the action of NS3/4a protease in HCV-infected cells, leading to the activation of 
intrahepatic innate immunity and complete eradication of HCV from the liver. 
In 2011, we constructed the CPAM module that carries IRF7 in conjunction with mitochondrial transfer 
signal and NS3/4a protease digestion motif (c503 amino acid residues), which derived from IPS-1. In 2012, 
The CPAM was introduced into Huh-7 cells in which the HCV subgenomic replicon replicates and NS3/4a 
protease is produced. IRF7 was actually transferred from the cytoplasm to nuclei. In addition, we constructed 
the recombinant adenovirus that carries the CPAM. This was introduced into Huh-7 cells that support the 
replication of HCV JFH-1 strain to evaluate the load-reducing effect of CPAM. The JFH-1 loads were 
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significantly reduced in CPAN- introduced Huh-7 cells compared to control Huh-7 cells, demonstrating the 
proof of concept of this HCV suicide therapy using NS3/4a protease. 
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研究分野：医学 
科研費の分科・細目：挑戦的萌芽研究 
キーワード：ウイルス、癌 
 
１．研究開始当初の背景	 
	 我が国における重大な死因である肝細胞
癌（以下、肝癌）の 80％近くがＣ型肝炎ウイ
ルス（HCV）感染症に起因している。肝癌の
基礎疾患である慢性Ｃ型肝炎の治療として
は、現在の標準的治療法であるリバビリン併
用ペグインターフェロン(IFN)αがＣ型慢性
肝炎患者の約 60％に有効とされるが、無効例
の治療には有効な肝炎制御方法がなく、慢性
肝炎から肝硬変・肝癌への進展を、なすすべ
なく見守っている状況である。数学モデルを
用いた研究から、IFN 治療無効例においては
血中からの HCV 排除は速やかであるが、HCV
の感染した肝細胞が排除されにくく、それが
無効の原因であることが明らかにされてい
る。したがって、少数残存した HCV 感染肝細
胞から HCV が効率よく排除されれば、慢性Ｃ
型肝炎における IFN 治療成績は飛躍的に向上
することが期待される。	 
	 
２．研究の目的	 
	 リバビリン併用ペグ IFN がＣ型慢性肝炎患
者の約 60％に有効とされるが、無効例では慢
性肝炎から肝硬変・肝癌への進展を、なす術
なく見守っている状況である。HCV の NS3/4a
プロテアーゼが、retinoic	 acid-inducible	 
gene	 (RIG)-I から IFNβへと至る自然免疫経
路を IFN	 promoter-stimulator	 (IPS)-1 の特
異的切断によって無効化し、肝臓における
IFN 活性化システムの機能不全が、HCV 持続
感染化や IFN 治療への抵抗性の原因の一つで
あることが示されてきている。我々は、発想
を転換し、この NS3/4a プロテアーゼを逆用
して、IPS-1 と同じ切断部位をもつ転写因子
モ ジ ュ ー ル (HCV-protease	 activated	 
module;	 CPAM)を肝細胞内に送り込む（不活
性型 CPAM）。切断部位を切断し転写因子を活
性化させて細胞内の自然免疫系を活性化さ

せ、肝臓からの HCV 完全排除を試みる。すな
わち、HCV の武器である NS3/4a プロテアーゼ
を逆に利用して、新たな抗 HCV 兵器を作製す
るものである。	 
 
３．研究の方法 
	 核内移行転写因子 IRF7 に、ミトコンドリ

ア移行シグナル、および IPS-1 がもつ NS3/4a

プロテアーゼ切断モチーフである C503 アミ

ノ酸残基を接続したモジュール CPAM を作製

する。これをまず、NS3/4a プロテアーゼを発

現する非構造領域レプリコンが増殖する

Huh-7細胞に導入してIRF7の核内移行を検証

する。	 

	 ついで、CPAM を保持する組替えアデノウイ

ルスを作製する。これを、我々が既に樹立し

ている HCV 非構造領域遺伝子導入トランスジ

ェニックマウスに接種し、生体内における

IRF7 の核内移行を検証する。CPAM 組換えア

デノウイルスを、Huh-7 細胞にて増殖する

JFH-1 および HCV が増殖するヒト化肝臓キメ

ラマウスを用いて HCV 増殖に対する効果を検

証する。	 

	 
４．研究成果	 

	 HCV ゲノムによってコードされるタンパク

分解酵素 NS3/4a プロテアーゼが、RIG-I から

IFNβ誘導へと至る自然免疫経路をミトコン



 

 

ドリア外膜に存在する IPS-1 の特異的切断に

よって無効化し、肝臓における IFN 活性化シ

ステムの機能不全を引き起こすことが、HCV

持続感染化や IFN 治療への抵抗性の原因の一

つであることが示されてきている。我々は、

発想を転換し、この NS3/4a プロテアーゼを

逆用して、IPS-1 と同じ切断部位をもつ転写

因子モジュール CPAM を肝細胞内に送り込む

（不活性型 CPAM）プロジェクトを企てた。切

断部位を切断し転写因子を活性化すること

で細胞内の自然免疫系を活性化させ、肝臓か

らの HCV 完全排除を導くという計画である	 

	 2011 年度は、核内移行転写因子 IRF7 にミ

トコンドリア移行シグナル、および IPS-1 が

もつ NS3/4a プロテアーゼ切断モチーフであ

る C503 アミノ酸残基を接続したモジュール

である CPAM を作製し、配列を確認した。2012

年度は、NS3/4a プロテアーゼを発現する非構

造領域レプリコンを複製する Huh-7 細胞に、

これを導入し IRF7 の核内移行を検証した。

また、CPAM を保持する組替えアデノウイルス

を作製し、これを HCV・JFH-1 株が増殖する

Huh-7 細胞に感染させ、HCV 増殖に対する効

果を検討した。Huh-7 細胞においては、HCV

量の有意な減少を観察しており、proof	 of	 

concept がなされたものと考える。当初の計

画では、CPAM を保持する組替えアデノウイル

スを我々が既に樹立している HCV 非構造領域

遺伝子導入トランスジェニックマウスに接

種して、in	 vivo における CPAM の効果までを

検証する予定であった。しかしながら、２年

間という限られた時間の中では、Huh-7 細胞

を用いた培養細胞の系での検証が限度であ

った。この意味で、達成度は 80％程度であっ

たと考えるが、培養細胞系において CPAM に

よる HCV 複製制御という方法の実証ができた

意義は大きく、今後のより完全な HCV 制御へ

向けて大きな意義をもつと考えられる。	 
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