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研究成果の概要（和文）：C型肝炎ウイルス(HCV)感染・増殖ライフサイクルに関連する宿主シグ

ナル経路を明らかにすることを目的に研究を行った。宿主細胞のマイクロアレイ解析及び階層的

クラスター解析を行い、HCVレプリコン高発現細胞では脂質関連経路の発現亢進を認めた。さら

に、HCV-NS4B蛋白と自然免疫系シグナル分子の相互作用の解析により、NS4BとSTINGが直接結合

し、STINGを介したIFN発現誘導を抑制していることを示した。以上の結果は、新たなウイルス・

宿主相互作用機序を明らかにし、将来的な新規クラス抗HCV薬の開発に重要な知見を有すると考

えられる。 

 

研究成果の概要（英文）：The objective of this research project is to clarify the molecular 

pathways in host cells related to life cycle of Hepatitis C virus (HCV) infection, including 

entry and replication of HCV. Comprehensive microarray analysis and hierarchical 

clustering of gene expression data revealed that the expressions of genes related to 

molecular pathways of lipid metabolism are significantly increased in host cells expressing 

HCV replicon. Furthermore, analysis on the interaction between HCV-NS4B protein and 

cellular interferon (IFN)-mediated antiviral signaling clarified that NS4B specifically binds 

STING, and that NS4B suppresses STING–mediated IFN production. These results showed 

that we explored the new interaction between HCV and host signal protein related to HCV 

replication. Disruption of that interaction could constitute a novel therapeutic strategy for 

the eradication of HCV.  
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１．研究開始当初の背景 

国内に約 150 万人の慢性感染者が存在する

HCV は、最新の治療を用いても現行治療の

無効例に対する有効率は 4 割に満たず、将来

に渡り多くの症例が非代償性肝不全・ 肝癌

に発展する。従って、HCV 持続感染・肝障

害発症の分子機構の解明および新たな抗ウ

イルス療法の開発が急務である。HCV 感染・

増殖は様々な宿主蛋白との相互作用を示す

ことがわかっており、現在まで自然免疫応答

に影響を及ぼす蛋白（インターフェロン・イ

ンターフェロン誘導遺伝子・RIG-I・TLRs な

ど）、細胞増殖関連蛋白、分子シャペロンな

どとの相互作用について報告されている。こ

れらの遺伝子発現を包括的に検出・解析する

手法として、従来 DNA マイクロアレイ法が

標準的手法として使用されているが、発現レ

ベルの低い多くの遺伝子の解析は不可能で

ある。近年、次世代シーケンサが開発され、

ほぼ全遺伝子の発現解析が安定して行える

ようになった。 

 

２．研究の目的 

C 型肝炎ウイルス(HCV)感染・増殖ライフサ

イクルに関連する宿主蛋白、代謝・シグナル

経路を明らかにするため、申請者の研究室で

独自に開発した HCV 増殖・培養細胞系を用

いて、DNA チップ法、および次世代シーケ

ンサ技術により、発現遺伝子の包括的解析、

pathway 解析を行い、増殖に関連する宿主代

謝・シグナル経路を解析する。得られた結果

を基に HCV 増殖制御に関連する宿主・ウイ

ルス蛋白の相互作用を明らかとし、新たな抗

ウイルス療法開発の基盤とすることを目的

とする。 

 

３．研究の方法 

(1) 蛍光蛋白発現レプリコン細胞の構築、

DNA マイクロアレイ解析、次世代シーケンサ

解析：HCV-1b および2a replicon プラスミド

のネオマイシン (Neo) 遺伝子を、yellow 

fluorescent protein (YFP)とNeo を融合させた

キメラ遺伝子(Yeo)に置換した後、Huh7細胞に

導入して、Yeo replicon恒常発現細胞を構築し

た。またセルソーターを用いてYeo replicon 高

発現細胞の選別を行い、これらにIFN を投与

することによりreplicon を除去し、cured 

/Huh7 細胞 (cHuh7)を作製した。このように

して得られた1b, 2a-Yeo replicon 高発現細胞、

cured-1b, -2a 細胞、親株Huh7 細胞の各々から

total RNA を抽出後、Gene Chipを用いたマイ

クロアレイ解析、およびそのデータを元に階

層的クラスター解析を行った。また、発現差

の見られた遺伝子間における分子間反応やパ

スウェイについて検討するために、KEGG 

Pathway データベースに登録されているパス

ウェイ上への遺伝子発現変動のマッピングを

行った。また、次世代シーケンサでの解析を

行った。 

(2) HCV-NS4B truncated plasmidの作成、発現解

析：構築した欠失NS4B プラスミドをCardif 

またはSTING発現プラスミド共にHuh7 細胞

で強制発現させ、INF-βプロモーター・リポ

ーター、およびISRE-リポータープラスミドを

用いてIFN発現シグナルレベルを定量し、IFN 

発現系抑制の責任分子、及びそのドメイン、

相互作用する宿主蛋白を検討した。 

(3) HCV-NS4B とCardif, STING の免疫染

色：NS4B は５カ所の膜貫通ドメインを持ち

小胞体膜に局在する。一方、Cardif はC 末端

の膜貫通ドメインでミトコンドリア外膜にア

ンカーしている事が報告されている。これら

の蛋白の相互作用を確認するため、それぞれ

局在をと小胞体膜との位置関係を解析するべ

く共焦点レーザー顕微鏡を用いて免疫蛍光染

色による解析を行った。 

(4) HCV-NS4BとCardif、STINGのBiFC アッセ

イ、免疫沈降：Bimolecular fluorescence 

complementation (BiFC) 法とは、結合能を調べ

ようとする２つの蛋白質のそれぞれと、N末

側半分とC末側半分に分割したYFPの間で融

合蛋白質を作成し、２つの蛋白質が結合する

場合にYFPの立体構造が再生され、蛍光が観

察されるという、原理に基づくものである。

この手法を用いて申請者はHCV-NS4Bと

Cardif及びSTINGとの相互作用の解析を行い、

解析した。また免疫沈降法による解析を行っ

た。 

(5) HCV 増殖に関連する宿主肝細胞のmicro 

RNA 発現の包括的解析： HCV 増殖に関連

する宿主肝細胞のmicro RNA (miRNA)を標的

としたanti-micro RNA(antagomir)を探索し、



Vitamin E、コレステロールをはじめとする化

学修飾を施したantagomirを作成、それらのウ

イルス増殖に与える効果を検証した。 

 

４．研究成果 

(1) 蛍光蛋白発現レプリコン細胞の構築、

DNAマイクロアレイ解析、次世代シーケンサ

解析：genotype 1b, 2aのHCV-replicon高発現

Huh7細胞、これをIFN処理で除去したcured-1b, 

-2a Huh7細胞、親株Huh7細胞の各々からtotal 

RNAを抽出後、Gene Chip (Affymetrix)を用い

たマイクロアレイ解析、および階層的クラス

ター解析を行った。その結果、1b, 2a-Yeo 

replicon高発現細胞では脂質関連経路の有意

な発現亢進を認めた。また、次世代シーケン

サ解析によっても同様の結果が得られた。こ

のことは、脂質代謝の調節がウイルス複製過

程と密接に関与することを示していた。この

結果をもとに、レプリコン細胞を用いて化学

的多様性のある低分子化合物のスクリーニン

グを行い、N-(morpholine-4-carbonyloxy) 

amidine化合物がHCV増殖を抑制することを

見いだした（Antimicrob Agent Chemother, 

2012）。 

(2) HCV-NS4B truncated plasmidの作成、発現解

析、HCV-NS4BとCardif, STINGの免疫染色：

構築した欠失NS4BプラスミドをCardif、RIG-I、

STING発現プラスミドと共に強制発現させ、

IFN-発現系抑制の責任分子、及びそのドメイ

ン、相互作用する宿主蛋白について解析した。

その結果、Cardifにより誘導されるIFN-産生

誘導は、HCV-NS3/4A蛋白とNS4B蛋白の双方

で抑制を受けること、STINGにより誘導され

るIFN産生誘導は、HCV-NS3/4A蛋白では抑

制されないが、NS4B蛋白で特異的に抑制を受

けることが示された。さらに、NS4BのN末端

側にIFN-プロモーター・リポーターの活性と

相関する部位が存在することが明らかとなっ

た。 

(3) HCV-NS4BとCardif, STINGの免疫染色：

HCV-NS4BとCardif, STINGの相互作用を確認

するため、それぞれの局在と小胞体膜との位

置関係を解析するべく強制発現細胞における

免疫蛍光染色を行った。その結果、HCV-NS4B

とSTINGが極めて近傍に存在するのに比して、

NS4BとCardifは一致する部分と一致しない部

分があることが示された。 

(4) HCV-NS4BとCardifのBiFC assay：生細胞を

用いてタンパク質―タンパク質相互作用の時

間的・空間的な変化を可視化できるBiFC assay

を用いて、HCV-NS4BとSTINGの相互作用の

解析を目的に、BiFC assayを行った。免疫沈降

法との結果も併せ、HCV-NS4BとSTINGは直

接結合しうること、NS4BとCardifの結合は不

安定で有り、むしろCardifとSTINGの結合によ

るシグナル伝達を、NS4Bは干渉する形で結合

して阻害し、IFN-発現誘導を抑制しているこ

とを明らかにし、発表した（Hepatology, 2013）。 

(5) HCV 増殖に関連する宿主肝細胞のmicro 

RNA 発現の包括的解析： HCV 増殖に関連

する宿主肝細胞のmicro RNA (miRNA)を標的

としたanti-micro RNA(antagomir)を探索し、

Vitamin E、コレステロールをはじめとする化

学修飾を施したantagomirを作成、それらのウ

イルス増殖に与える効果を検証した。その結

果、ウイルス増殖に影響を与える特異的な

antagomirの同定には至らなかったものの、得

られた結果を次年度以降に、研究協力者とと

もにさらに解析することを計画している。 
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