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研究成果の概要（和文）：これまでC型肝炎ウイルス(HCV)の感染、複製、粒子形成に関わる宿主遺伝子は数多く報告さ
れているが、いまだその全容は明らかになっていない。そこで、新規遺伝子発現抑制法shRNAmiRを用いて、35,000の宿
主遺伝子の網羅的ノックダウンを試みた。期間内にスクリーニングに必要なベクターの構築、安定発現細胞株の樹立、
発現の確認を行った。また網羅的スクリーニングを現在行っている。本研究により、HCV感染や粒子形成などこれまで
創薬ターゲットとされていない新規宿主遺伝子の同定が可能となり、HCVの生活環の解明だけでなくより有効な治療に
つながることが期待される。

研究成果の概要（英文）：A lot of host factors related to infection, replication and release of the hepatit
is C virus (HCV) have been reported. However, the whole aspect does not yet become clear. Therefore, using
 novel gene knockdown methed 'shRNAmir', I tried the exhaustive knockingdown of 35,000 host genes. In this
 period, I did construction of the required plasmid, establishment of stable cell line, comfirmation of pl
asmid expression. In addition, I do the exhaustive screening at present. This study allows the identificat
ion of the novel host factors of HCV and useful knowledgement for the elucidation of HCV life cycle as wel
l as more effective treatment.
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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 

国内のおける C 型肝炎ウイルス（HCV）

感染者は約 200 万人とされ、その多くが

慢性肝炎から肝硬変、肝細胞癌へと移行す

る。これまで HCV の感染、複製、粒子形

成に関わる宿主遺伝子は数多く報告され

ているが、いまだその全容はいまだ明らか

になっていない。HCV に関連する宿主遺

伝子の網羅的スクリーニングは、siRNA

を導入した細胞の HCV の感染性、複製能

を指標に行われている(Li et al., Proc. 

Natl. Acad. Sci, USA 106: 16410-16415, 

2009; Randall et al., Proc. Natl. Acad. 

Sci, USA 104: 12884-12889, 2007)。しか

しながら、これまで粒子形成を指標にした

スクリーニングはされておらず、また

siRNA によって遺伝子発現が効果的に抑

制されているかは不明であった。 

 

２．研究の目的 

本 研 究 で は 、 新 た な 手 法 と し て

shRNAmir を用いて遺伝子発現の抑制を

行い、粒子形成を含む HCV 生活環に必須

な宿主遺伝子を同定する。そのために以下

の項目を行う。 

①shRNAmir により網羅的に遺伝子発現

を抑制したHuh-7.5.1細胞をHCV粒子を

含む培養液(HCVcc)に暴露することによ

り、HCV 感染および複製に必須な遺伝子

を同定する。 

②粒子形成に必須な遺伝子を同定する。 

③同定した遺伝子のうち新規遺伝子に関

して、遺伝子抑制実験、過剰発現を行い解

析することで作用機序を明らかにする。 

最終的に、④阻害剤による HCV を抑制す

る効果を検証する。 

本研究により、既知の遺伝子のみならず

HCV の生活環に関わる新規の遺伝子を数

多く同定することができる。このことはウ

イルス学研究の進展に寄与するだけでな

く、C 型肝炎を克服するための新規治療薬

の開発において有用な基盤となる。 

 

３．研究の方法 

これまで HCV の感染、複製に関与する

遺伝子の網羅的探索には、siRNA プール

をトランスフェクションまたはエレクト

ロポレーションすることで細胞導入され

ているため必ずしも効率はよくない。本研

究ではレンチウイルス感染により、高効率

で遺伝子発現抑制細胞を得ることができ

る。また siRNA ではオフターゲット効果

が、shRNA では特異的プロセシングが起

きないことがある。これを回避するために、

特異的プロセシングにより効果的、安定的

に遺伝子発現の抑制ができる shRNAmir

プールを用いた  (Silva et al., Nature 

Genetics 37: 1281 - 1288, 2005)。(図 1) 

図 1. shRNAmir の構造の模式図 

 

実験全体の概要として、はじめに HCV

を感染・複製し、感染性粒子を産生できる

肝癌細胞由来細胞株 Huh7.5.1 に 35,000

種類のヒト遺伝子を抑制することのでき

る shRNAmir 発現組換え体レンチウイル

スを１つの細胞に 1 コピー導入されるよ

うに感染させる。次にレンチベクターのマ

ーカーであるピューロマイシンにより選

抜することで安定的に遺伝子発現が抑制

された Huh7.5.1 細胞を得る。これらの細

胞に HCV 粒子を含む培養液(HCVcc)を暴

露することで HCV を感染させる。 

HCV 感染・複製に関連する遺伝子を同

定するために、HCVcc に含まれる HCV 

RNA にはヘルペスウイルスチミジンキナ

ーゼ(HSV-TK)遺伝子を有するサブゲノム



レプリコン RNA をパッケージングする。

パッケージングの手法には、当講座の鈴木

ら (Biochem. Biophys. Res. Commun. 

371: 446-450, 2008)により開発されたト

ランスパッケージングシステムを用いる。

このシステムを用いて、HCV JFH-1 株の

Core~NS2 発現プラスミドと HSV-TK を

有する同株サブゲノムレプリコンRNAを

Huh-7 細胞に共導入することで、レプリ

コンRNAが取り込まれたウイルス様粒子

を産生する。この粒子が Huh7.5.1 細胞に

感染しレプリコン RNA が複製され、

HSV-TK が発現することを確かめる。

HCV 感染・複製細胞は HSV-TK を発現す

ることにより薬剤感受性（ガンシクロビ

ル）となる(Wagner et al., Proc. Natl. 

Acad. Sci, USA 78: 1441-1445, 1981) 。

この獲得薬剤感受性を利用して選抜を行

い、遺伝子発現抑制によって HCV の感

染・複製能が欠損した細胞を得る。また感

染は高い感染多重度(MOI, multiplicity of 

infection)の HCVcc に暴露することで行

い、偽陽性を排除する。 

次に、HCV 粒子形成に関与する遺伝子

の同定を行う。感染にはネオマイシン耐性

遺伝子と JFH-1 株フルゲノムレプリコン

RNA を含む HCVcc を用いる。shRNAmir

により遺伝子発現抑制した細胞をこの

HCVcc に暴露したのちに、G418 による選

抜を行い、HCV 非感染細胞を除く。その

のちシングルコロニーとなるように 384プ

レートに細胞を播種する。1 週間後に上清

を回収し、上清中に含まれる HCV Core 抗

原の量を ELISA により明らかにする。こ

れにより HCVcore が発現しない遺伝子発

現抑制細胞を得たのち、その shRNAmir

配列を決定、粒子形成に必須な遺伝子を明

らかにする。 

各々のスクリーニングにより選抜された

細胞はゲノム DNA を抽出し， PCR によ

り shRNAmir 配列を増幅し、配列を決定す

る。これにより HCV の感染、複製に必須

である遺伝子を同定する。 

 

(１）Gluc 発現 HCV サブゲノムレプリコ

ン安定発現株の作製 

スクリーニングに必要なGluc発現HCV

サブゲノムレプリコン安定発現株の作製を

試みた。pEF6V5HisA(Invitrogen)の EF1a 

promoter を PCR で増幅し、NheI および

RsrII(NEB)による制限酵素処理後に切り

出 し 、 pCMV/Zeo  (Invitrogen) の

NheI-RsrII サイトに挿入した。このベク

ターを EcoRV、PvuII で制限酵素処理する

こ と で 得 た EF1a-Zeo カ セ ッ ト を

pHH/SGR-JFH1/Gluc の SspI サイトに

blunt で挿入した。作成したベクターを

HuH7.5.1 に Lipofectamin LTX 

(Invitrogen)を用いてトランスフェクショ

ンし、2 日目から 0.3mg/mL Zeocin で選抜

した。2 週間後に 96well plate に播種し、

シングルコロニーからコロニーを得た。そ

れぞれの培養上清を BioLux Gaussia 

Luciferase Assay Kit(New England 

Biolabs)を用いてルシフェラーゼ活性を測

定した。細胞内 HCV コピーは TaqMan EZ 

RT-PCR Core Reagents(ABI) を使用し、

5’UTR に特異的なプローブを用いて測定

した。 

(２）TK 発現 HCV サブゲノムレプリコン

安定発現株の作製 

スクリーニングに必要な TK 発現 HCV

サブゲノムレプリコン安定発現株の作製を

試みた。pxCATK(東大医科研斎藤泉先生か

ら分与)のチミジンキナーゼをコードする

領 域 を PCR で 増 幅 し 、

pHH/SGR-JFH1/Luc の MluI-PmeI サイ

トに挿入した。 その後 EF1a-Zeo カセット

を SspI サ イ ト に 挿 入 す る こ と で

pHH/SGR-JFH1/TK/EF1a-Zeo を構築し

た。作成したベクターを HuH7.5.1 に



Lipofectamin LTX を用いてトランスフェ

クションし、2 日目から 0.3mg/mL Zeocin

で選抜した。2 週間後に 96well plate に播

種し、シングルコロニーからコロニーを得

た。得られた細胞の TK の発現を免疫染色

法により確認した。また、細胞内 HCV コ

ピ ー は TaqMan EZ RT-PCR Core 

Reagents(ABI) を使用し、5’UTR に特異

的なプローブを用いて測定した。 

(３）pEBmulti-Neo/Core-NS2 ベクターの

作製 

感染性ウイルス粒子を産生するために

HCV の構造遺伝子領域である Core から

E1 を発現するベクターの構築を試みた。

pcDNA-core-ns2のCore-NS２領域をPCR

で増幅し、 pEBmutli-Neo ベクターの

SalI-BamHI 領域に挿入した。発現を Core 

ELISA により確認した。 

(４）宿主遺伝子欠損細胞株プールの樹立 

HCV を感染・複製し、感染性粒子を産

生できる肝癌細胞由来細胞株Huh7.5.1お

よび JFH1/Gluc を安定的に発現する

Huh7.5.1 細胞株に 35,000 種類のヒト遺

伝子を抑制することのできる shRNAmir

発現組換え体レンチウイルスを１つの細

胞に 1 コピー導入されるように感染させ、

スクリーニングを行った。 

 
４．研究成果 

(１）Gluc 発現 HCV サブゲノムレプリコ

ン安定発現株の作製 

こ れ ま で に 当 研 究 室 で 構 築 し た

pHH/SGR-JFH1/GlucにEF1aプロモータ

ー誘導の Zeocin カセットを挿入し、これを

HuH7.5.1 にトラスフェクションすること

で安定発現株を 17 クローン得た。得られ

たクローンの培地に含まれるルシフェラー

ゼ活性を Table1 に示す。1st スクリーニン

グで得られたクローン (A2, A5, B6) を

6cm dish で培養し、再びルシフェラーゼ活

性を測定した結果(2nd)でも、B6 が最も活

性が高かった。また HCV コピーも同様に

B6 が最も多かった(Table2)。以上から、

Gluc 発現HCV サブゲノムレプリコン安定

発現株を樹立することができた(Fig.1)。 
Gluc活性(1st) 1 2 3 4 5 6

A 100 3362 620 987 7848 897
B 543 466 107 592 787 16338
C 917 884 123 347 119  

A2 A5 B6
Gluc活性(2nd) 9403 24252 43406  

Table1. SGR-JFH1/Gluc 安定発現細胞株

の培地中に含まれる Luc 活性 

copies/ ug total RNA
A2 7.19E+04
A5 6.43E+04
B6 1.53E+05  

Table 2. SGR-JFH1/Gluc 安定発現細胞株

の HCV コピー 

 

Fig1. SGR-JFH1/Gluc 安定発現細胞株

(B6) 

 

(２）TK 発現 HCV サブゲノムレプリコン

安定発現株の作製 

pHH/SGR-JFH1/TK/EF1a-Zeo を構築

した。作成したベクターを HuH7.5.1 に

Lipofectamin LTX を用いてトランスフェ

クションすることで安定発現株を 16 クロ

ーン得た。得られたクローンの TK の発現

を免疫染色法により確認した(Fig.2)。1st ス

クリーニングで得られたクローン(#2, #6) 

を 10cm dish で培養し、HCV コピーを測

定した結果、#2 が高く維持されていること

が分かった(Table 3)。以上から、TK 発現



HCV サブゲノムレプリコン安定発現株を

樹立することができた。 

Fig.2. SGR-JFH1/TK 安定発現細胞株にお

ける TK の発現 

 
Cell HCV copy
#2 3658
#6 2784

copies/ug total RNA  
Table 3. SGR-JFH1/TK 安定発現細胞株の

HCV コピー 

 

(３）pEBmulti-Neo/Core-NS2 ベクターの

作製 

スクリーニングに必要なマーカー遺伝子

を含む一過性感染HCVウイルス(HCVtcp)

を産生するために、エピソーマルに複製可

能なプラスミドに HCV 構造遺伝子

Core-NS2 領域を挿入したベクターを構築

した(pEB/c-ns2) 。Core の発現を ELISA

により確認した。 

 
Fig.3. pEB/c-ns2 持続細胞株における

HCV core の発現量 

 

(４）宿主遺伝子欠損細胞株プールの樹立 

肝癌細胞由来細胞株 Huh7.5.1 および

JFH1/Glucを安定的に発現するHuh7.5.1

細胞株に 35,000 種類のヒト遺伝子を抑制

することのできる shRNAmir 発現組換え

体レンチウイルスを１つの細胞に 1 コピ

ー導入されるように感染させ、HCV 感

染・複製・粒子形成能が欠損した細胞株の

単離を行っている。得られた候補遺伝子に

ついて、今後、遺伝子の発現抑制、過剰発

現による HCV 生活環への影響、作用機序

を明らかにする。 

HCV 治療に関して、今後、HCV NS3/4A

プロテアーゼ阻害剤やNS5A阻害剤の高い

有効性が期待されているが、多剤による多

段階で副作用がない組み合わせがますます

重要になってくると考えられる。肝硬変、

肝癌の発症を予防するためには、慢性肝炎

の段階で HCV を体内から排除することが

重要である。本研究は、HCV 感染や粒子

形成などこれまで創薬ターゲットとされて

いない新規宿主遺伝子を同定することがで

き、HCV の生活環の解明だけでなく創薬

につながると成果を挙げることができる。 
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