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研究成果の概要（和文）：化合物スクリーニングにより抗C型肝炎ウイルス(HCV)作用を持つものとして得られたhalope
mideの作用機序解析を行った。まずhalopemideはHCV生活環中のHCV放出過程を阻害することが示唆された。その抗HCV
効果には宿主phospholipase D (PLD)の阻害が必須であった。PLDは宿主分泌タンパク質の放出には影響せずHCV粒子放
出を特異的に制御していた。またPLD阻害によりHCVはGolgiに蓄積した。以上のことより、宿主PLDがHCVのGolgiからの
輸送を特異的に制御しており、halopemideはこの過程を阻害することでHCV産生を低下させることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the anti-hepatitis C virus (HCV) mechanism of halopemide, which was id
entified to reduce HCV production by a cell-based chemical screening. Halopemide inhibited the secretion p
rocess of HCV.  Its anti-HCV effect was mediated by host phospholipase D (PLD). PLD regulated the release 
of HCV but not host secreted proteins. Inhibition of PLD stalled HCV particles around the Golgi. The above
 data suggest that host PLD specifically mediates the post-Golgi trafficking of HCV, and halopemide inhibi
ted this process to reduce the production of infectious HCV.
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１．研究開始当初の背景 
 C 型肝炎ウイルス(HCV)に対する治療薬は
ペグインターフェロンとリバビリンの併用
療法が従来より用いられていたが、著効率が
HCV 遺伝子型により左右されること、また重
篤な副作用が起こりうるなどの理由から新
たな抗 HCV 剤の開発が望まれていた。そのた
めにはHCV生活環分子メカニズムの解明およ
びこれを標的とする抗ウイルス剤のリード
化合物同定が求められる。我々はこれまで感
染性HCV培養系を用いた化合物スクリーニン
グにより halopemide が HCV 産生を減少させ
ることを見出している。そこで本研究ではこ
の halopemide を用いて HCV 生活環メカニズ
ムの解析をおこなった。 
 
 
２．研究の目的 
 これまでに化合物スクリーニングにより
halopemideがHCV産生を減少させることを見
出しているので、halopemide をプローブに用
いることによりHCV産生の分子メカニズムの
解析をおこなった。 
 
 
３．研究の方法 
 (1) HCV 生活環における halopemide の作用
点の解析 
 HCV吸着／侵入はHCVシュード粒子(HCVpp)
系で、翻訳／複製はレプリコン系で、これら
のステップ以降は感染性 HCV 粒子産生 
(HCVcc)系で評価した。 
 (2) halopemide の標的タンパク質の解析 
 halopemide の標的タンパク質を同定する
ために、halopemide の既知標的であるドパミ
ン受容体およびPLD活性をそれぞれ阻害する
化合物を用いて、これらの HCV 産生への影響
を検討した。またPLD発現を低下させるsiRNA
の効果も同様に検討した。 
 (3) halopemide の HCV 局在への影響 
 halopemide 処理細胞における HCV core タ
ンパク質の局在を、抗 HCV core 抗体および、
各オルガネラマーカーとして BODIPY495/503
（脂肪滴）、抗 GM130 抗体（シスゴルジ）、抗
TGN46 抗体（トランスゴルジ）、抗 EEA1 抗体
（初期エンドソーム）を用いて共蛍光検出を
おこなった。 
 (3) halopemideのさまざまな分泌タンパク
質放出への影響 
 halopemide 処理細胞におけるアポリポタ
ンパク質 A-I, E、アルブミン放出はイムノブ
ロット法により、B 型肝炎ウイルス放出は
ELISA 法およびリアルタイム PCR 法により調
べた。 
 
 
４．研究成果 
 halopemideはHCVpp感染およびレプリコン
活性に影響を与えることなくHCVcc産生を抑
制した。また HCVcc を用いた単感染サイクル

粒子産生系において細胞内HCV粒子の感染性
に も 影 響 を 与 え な か っ た こ と よ り 、
halopemideはHCV粒子形成後の膜輸送／放出
過程を阻害することが示唆された。 
 halopemide はこれまでドパミン受容体お
よびPLD活性を抑制することが知られている。
これらのいずれか、あるいは別の標的を介し
て HCV 産生阻害を引き起こしているかを、ド
パミン阻害剤およびPLD阻害剤を用いて検討
した。その結果、ドパミン阻害剤はほとんど
影響しなかったがPLD阻害剤処理によってい
ずれも HCV 産生の阻害が観察された。また内
在性 PLD1 あるいは PLD2 を siRNA により発現
低下させることにより有意にHCV産生が低下
した。これらより、PLD の阻害が HCV 産生低
下を引き起こすことが示された。 
 HCV core タンパク質の細胞内局在を
halopemide 処理／未処理細胞において観察
したところ、脂肪滴や初期エンドソームへの
局在性には大きな変化はなかったが、
halopemide により HCV core がゴルジに顕著
に蓄積した。この結果より PLD は HCV 放出過
程の中でゴルジから後の膜輸送に関わって
いることが示唆された。また PLD 阻害による
放出低下作用は宿主分泌タンパク質である
アポリポタンパク質やアルブミン、また B型
肝炎ウイルスでは認められなかった。 
 以上のことより、宿主 PLD は HCV 放出を促
進する宿主因子であることを明らかにした。
PLD は HCV のゴルジ以降の膜輸送を特異的に
制御していることが示唆された。 
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