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研究成果の概要（和文）：HCVによる糖新生亢進に関与する転写因子FoxO1の持続的活性化の制御機構及びアポトーシス
誘導シグナル伝達への影響並びに酸化ストレスやJNK活性化との関連の解明を目的とした。その結果、HCV感染により、
酸化ストレス（活性酸素種[ROS]産生）→JNK活性化→脱リン酸化酵素MKP3の発現亢進→FoxO1脱リン酸化（活性化）→F
oxO1核内蓄積（FoxO1転写活性の亢進）→PEPCK及びG6Pase遺伝子の転写促進を介して、糖新生が亢進することが示され
た。また、酸化ストレス→JNK活性化→Bim発現亢進→Bax活性化を介してミトコンドリア依存性アポトーシスが誘導さ
れることが示された。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to elucidate the molecular mechanism(s) of 
HCV-mediated activation of the transcription factor FoxO1 that is associated with increased 
gluconeogenesis and induction of apoptosis through oxidative stress and JNK activation. The results 
obtained demonstrated that HCV infection induces oxidative stress (production of reactive oxygen species 
[ROS]) and JNK activation, which leads to increased expression of the phosphatase MKP3 to mediate 
dephosphorylation (activation) and nuclear localization of FoxO1, thereby promoting gluconeogenesis. 
Also, HCV-induced oxidative stress and JNK activation lead to increased expression of the pro-apoptotic 
protein Bim and activation of another pro-apoptotic protein Bax, thereby triggering 
mitochondrion-mediated apoptosis.

研究分野：ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 
	
 Ｃ型肝炎ウイルス（HCV）は、慢性肝疾患
や肝細胞癌の原因となっているだけでなく、

様々な肝外病変を引き起こすことが臨床的

に知られている。HCV 感染患者において、2
型糖尿病の合併率が高いことが報告されて

きたが、HCVによる糖代謝異常に関わる分子
機構並びにそれに関連するシグナル伝達異

常の詳細については未だ不明な点が多い。 
	
 我々は、HCV感染によりグルコーストラン
スポーター（GLUT2）の細胞表面発現やグル
コースの取り込みが阻害されることを報告

した。さらに、HCV感染は活性酸素種（reactive 
oxygen species: ROS）産生の亢進を介して
c-Jun N-terminal kinase (JNK)経路を活性化し、
このことが転写因子 forkhead box O1 (FoxO1)
のリン酸化（不活性化）を抑制してその転写

活性を促進させ、糖新生系律速酵素遺伝子群

の転写促進を介して糖新生を亢進させるこ

とを明らかにした。しかしながら、HCV感染
細胞において、JNKによる FoxO1のリン酸化
抑制（FoxO1の転写活性亢進）の分子機構は
明確ではない。また、HCV-1b RNA レプリコ
ン複製細胞では、糖新生亢進が誘導されたが、

FoxO1 のリン酸化抑制は認められなかった。
このことは、HCVによる糖新生亢進の誘導要
因が複数存在することを示唆している。 
	
 一方、HCV感染に伴う糖尿病発症は、当初
は肝疾患の進行によるものと考えられてい

たが、現在では、HCV自身により誘発される
肝外疾患であると考えられている。HCVは構
造タンパク質、非構造タンパク質を合わせて

10 種類の機能性タンパク質をコードしてお
り、それぞれが肝細胞におけるウイルスゲノ

ム複製とウイルス粒子形成の役割を担って

いるとともに、宿主に対する病原性発現作用

に深く関与している。動物モデルを用いた解

析により、HCVコアタンパク質がインスリン
抵抗性に直接的に関与していることが報告

されている。一方、我々は、HCVタンパク質
の中で HCV NS5Aが HCVによる糖新生亢進
に強く関与することを明らかにした。NS5A
はリン酸化タンパク質であり、低リン酸化型

（56 kDa）と高リン酸化型（58 kDa）が存在
し、HCVゲノム複製に重要であることが知ら
れている。 
	
 さらに、FoxO1活性化により高血糖下にお
いて細胞のアポトーシスを誘導すること、及

びそこにアポトーシス誘導因子 Bim の発現

が関与する可能性が近年報告された。そこで、

HCV 感染細胞における Bim の発現動態なら
びに HCV感染による酸化ストレスや JNK活
性化との関連も明らかにする必要性が論じ

られるようになった。 
 
２．研究の目的 
	
 HCVは慢性肝炎、肝硬変、肝細胞癌等を引
き起こすのみならず、2 型糖尿病発症と密接
な関連があることが臨床的に知られている

が、その詳細な分子機序に関しては未だ不明

な点が多い。我々は最近、HCV感染により転
写因子 FoxO1 の持続的活性化が引き金とな
り、糖新生亢進が誘導されることを明らかに

した。本研究では、HCV による FoxO1 の持
続的活性化の制御機構及びそれを介した糖

代謝異常誘導機構を詳細に明らかにするこ

とを目的とした。 
	
 さらに、HCV 感染細胞における Bim の発
現動態とそれに伴うアポトーシス誘導シグ

ナル伝達への影響ならびに酸化ストレスや

JNK 活性化との関連を明らかにすることを
も目的とした。 
 
３．研究の方法 
	
 (1) 本研究では、当研究室で確立した非常
に効率の良い HCV ウイルス株（ HCV 
J6/JFH1-P47）を用いて、HCV 感染細胞にお
いて、FoxO1のリン酸化抑制（FoxO1の転写
活性亢進）に関わるリン酸化酵素・脱リン酸

化酵素について解析した。また、これらの細

胞培養系で得られた知見が実際の HCV 感染
肝組織でも見られるか否かを実証するため

に、医学倫理委員会の承認を得て得られた臨

床検体等についても一部解析を行った。 
	
 (2) HCV感染細胞における脱リン酸化酵素
protein phosphatase 2a (PP2A)、及び脱リン酸化
酵素 MAPK phosphatase-3 (MKP3)、MKP5な
らびにアポトーシス関連因子 Bim、Bax、
caspase 3、DNA 修復酵素 poly(ADP-ribose) 
polymerase (PARP)などの発現量及び活性化
の程度ならびにタンパク質・タンパク質相互

作用について、定量的 RT-PCR法及び特異的
抗体を用いたウエスタンブロット法ならび

に免疫共沈法等により解析した。また、免疫

沈降法にてHCV感染細胞内の酵素を抽出し、
in vitroアッセイ法により、それらの酵素活性



を測定した。 
	
 (3) HCV 感染による ROS/JNK 経路の活性
化が上記の酵素の発現や活性化状態にどの

ような影響を及ぼすかについて調べるため

に、HCV感染細胞を抗酸化剤 N-acetyl cysteine 
(NAC)あるいは JNK 阻害剤 SP600125 で処理
して、上記の種々のパラメーターを非処理細

胞との間で比較解析した。なお、ROS活性化
の程度はMitoSoxを用いた免疫染色法を用い
て、また、JNK 活性化の程度は基質（c-Jun）
のリン酸化の程度をウエスタンブロット法

により測定して判定した。 
 
４．研究成果 

(1) HCV感染における PP2Aの役割の解析： 
	
 HCV 感染細胞における PP2A の catalytic 
subunit (PP2Ac)発現量は、非感染細胞に比べ
て、有意の変化は見られなかった。また、 
HCV感染細胞において、PP2Acの 307位のチ
ロシン残基のリン酸化（不活性型）の程度が

著しく増加し、PP2A の機能抑制が示唆され
た。一方、in vitro脱リン酸化アッセイによる
解析では、PP2Acの酵素活性の顕著な低下は
認められなかった。これらの結果より、HCV
感染細胞において、PP2Aが直接 FoxO1を脱
リン酸化（活性化）しているのではない可能

性が示された。本結果は、他の脱リン酸化酵

素やリン酸化酵素の関与の重要性を示唆す

るものであるが、一方、シグナル伝達ネット

ワークによる PP2A の間接的関与の可能性を
排除するものではない。 
	
 (2) HCV 感染における MKP3 の役割の解
析： 
	
 HCV 感染細胞及びレプリコン複製細胞に
おいて、MKP3の mRNA発現及びタンパク質
発現が亢進することが明らかになった。一方、

MKP5の発現亢進は認められなかった。HCV
感染による MKP3タンパク質発現増加は、抗
酸化剤 NAC あるいは JNK 阻害剤 SP600125
処理によって解除された。このことから、

HCV 感染による MKP3 発現の増加に
ROS/JNK経路が関与することが示唆された。 
また、MKP3は FoxO1と相互作用すること、

及び FoxO1の 319位のセリン残基を脱リン酸
化し、FoxO1の活性化（脱リン酸化）に関与
することを明らかにした。さらに、MKP3 は
非感染細胞においては核と細胞質の両方に

存在しているが、HCV 感染細胞あるいは

HCV レプリコン細胞では MKP3 は核から排
除され、細胞質に局在することを明らかにし

た。このことから、HCV感染や HCV複製が
細胞質における FoxO1 の脱リン酸化反応を
促進することが示唆された。 
	
 以上の結果から、HCV 感染細胞において、
酸化ストレス→JNK活性化→MKP3発現亢進
→FoxO1 脱リン酸化→FoxO1 核内蓄積
（FoxO1転写活性の亢進）→糖新生律速酵素
PEPCK及び G6Pase遺伝子の転写促進という
機序を介して、糖新生が亢進するというモデ

ルを提唱した。これらの成果は、ウイルス感

染による糖代謝異常誘導の分子機序の解明

に貢献するものである。 
	
 (3) HCV感染におけるアポトーシス誘導因
子Bim及びBaxの役割ならびに両者の相互作
用の解析： 
	
 HCV 感染細胞において Bax、caspase 3、
PARP が活性化されること、及び、これらの
アポトーシス誘導因子の活性化は抗酸化剤

NACあるいは JNK阻害剤 SP600125処理によ
って解除されることが明らかになった。 
	
 また、HCV 感染細胞において Bim の 3 種
類のアイソフォーム（BimEL、BimL、BimS）

の発現が亢進するとともに、それらのミトコ

ンドリア移行が亢進することが明らかにな

った。Bimと Baxの結合も確認された。 
	
 siRNAによりBim発現をノックダウンする
と、Bax 活性化及び下流のアポトーシス誘導
因子の活性化が解除された。 
	
 以上の結果から、HCV 感染細胞において、
酸化ストレス→JNK 活性化→Bim 発現亢進

→Bax 活性化を介してミトコンドリア依存性
アポトーシスが誘導されることが示唆され

た。 
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