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研究成果の概要（和文）：　実験計画では、転写活性が存在しないことを想定していたが、50 bpのPol I promoterで
も転写活性があることがわかった。蔗糖密度勾配法でウイルスの密度を測定した所、所定の密度であった。感染性をHu
H7.5.1細胞を用いて、測定してみると、ほとんどの細胞で抗Core抗体で陽性を示した結果が得られた。
　阻害剤を用いて、HCV genome RNAが複製をするかどうかを検討した結果、RNA copy数が３分の１に減少した。このこ
とは、複製がおこっていることを示している。つまり、マウス複製因子でHCV ゲノムRNAの複製は可能であり、ヒト複
製因子が必須ではないことが判明した。

研究成果の概要（英文）：  Experimental plan expected that short promoter has no transcriptional activity t
o synthesize HCV genome RNA. Unexpectedly, the transgenic mouse showed that they produce HCV genome RNA in
 hepatocytes and also viral particles into serum. Using the mouse serum from the transgenic mouse, the vir
us infected Huh7.5.1 cells and produced Core protein in the cytoplasm. This means that the virus was infec
tious.
  Next we investigated whether the HCV genome RNA can replicate in the mouse hepatocytes. When the replica
tion inhibitor was injected into the abdomen of the mouse, the RNA copy number was decreased by 30% in the
 hepatocytes and serum. This result showed that mouse replication factor(s) were competent for viral RNA r
eplication as human factor(s) do.
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１．研究開始当初の背景 

  肝細胞癌の原因は不明だが、肝細胞
癌患者の 80％が C型肝炎（HCV）ウイル
スに感染している事実がある。特に、HCV
持続感染患者が多いにもかかわらず、有
効な治療法が見出せない原因の一つには、
効率よくウイルス感染をおこす小動物が
いないことがあげられる。 
  HCV 感染は３つのステップから成
る。第 1 ステップはウイルスの細胞への
侵入、第 2 ステップはウイルスゲノムの
複製、第 3 ステップはウイルス粒子形成
である。歴史的には、HCVがマウスやラ
ットの肝臓に感染しないのは、ヒト肝細
胞はウイルス受容体を持つがネズミ肝細
胞は受容体をもたないため、つまりウイ
ルス侵入ができないためと信じられた。
そこで、HCV 受容体が研究されてきた。
受容体および侵入に関わる分子を歴史的
に並べると、 (1) CD81, (2) SCAVRB1 
(scavenger receptor class B type I),(3) 
Claudin-1, (4)Occludin  があげられる。 
  研究代表者は、HCV侵入に関わるヒ
ト４蛋白をマウス肝細胞に発現させ、
HCV が感染するようなトランスジェニ
ックマウスを作製（以後、CCSO マウス
と呼ぶ）した。マウス肝細胞膜上に４つ
のヒト蛋白が発現していることは FACS
（セルソーター）による解析で確認した。
そこで、HCVを CCSOマウスに静脈注射
したが、マウス血清中にはウイルスは確
認できなかった。そこで、CCSO マウス
から初代肝細胞を分離して、この細胞に
HCV 偽粒子である HCVpp（ウイルス膜
には HCVの E1/E2蛋白をもち、ウイルス
粒子内には細胞侵入すると判定できるよ
うに Luciferase 遺伝子を組み込んだレト
ロウイルスゲノムがある）を感染させて
みたが、ウイルスの侵入は認められなか
った。しかし、同じ CCSO4蛋白を発現さ
せたマウス線維芽細胞NIH3T3細胞では、
HCVppが侵入できた。このことは、申請
者の作った CCSO４蛋白は機能をもって
いることを証明しており、CCSO マウス
肝細胞に HCV ウイルスが侵入できない
のはマウスの肝細胞には HCV 侵入を阻
害する蛋白が存在している可能性がある
ことを示唆している。そこで、HCVppが
感染できるヒト肝細胞株 Huh7.5 にマウ
ス初代肝細胞を細胞融合させた細胞では、
著明なウイルス侵入阻害が観察された
（Biomed Res 2011）。 

  2011 年６月に、マウスにアデノウイル
スベクターを用いて 100 倍量の CCSO 蛋白
を一過性に発現させたマウスでは HCV ウ
イルスの侵入があること、それとマウス肝
細胞内では侵入したウイルス RNA は複製
されず、ただ壊されるだけであることが報
告された（A genetically humanized mouse 
model for hepatitis C virus infection, Nature 
474: 208-211, 2011）。また、2010 年６月に
は、全長の HCV genome cDNA を Pol I プ
ロモーターにより発現する DNA コンスト
ラクトを JFH-1 株だけは感染・複製・粒子
形成ができる Huh7.5.1 細胞に遺伝子導入し
たところ、複製して培養液中にウイルス粒
子が形成されたという報告（Production of 
infectious hepatitis C virus by using RNA 
polymerase I-mediated transcription. J Viorl 
84: 5824-35, 2010）があった。 
  申請者は、感染の第二ステップである
複製の重要性に注目し、マウス肝細胞には
無いがヒト肝細胞には存在する複製因子を
単離するために conditional HCV genome 
transgenic mouse（以後、HCV cTg マウスと
呼ぶ）を作製した。 
 
２ . 研究の目的  
 Huh7.5.1 細胞から抽出した RNA でレン
チウイルス Huh7.5.1 ライブラリーを作製す
る。Pol I プロモーター活性型にした HCV 
cTg マウスから分離した初代肝細胞にこの
レンチウイルスを感染させ、ウイルス複製
能を付与するレンチウイルスを選別するこ
とで、ヒト肝細胞に存在する複製因子を明
らかにする。 
 

３．研究の方法 

 conditional HCV genome transgenic 
(HCV cTg) mouseについて説明する（図
１）。HCV genome cDNAの前にヒトポリ
メラーゼ I プロモーターを、後にマウス
ポリメラーゼ I ターミネーターをつなぐ
と、HCVゲノムRNA全長が合成される。
プロモーター中央部に、余分な DNA の
両側に loxP という配列ではさんだ DNA
を挿入する。すると、余分な DNA がプ
ロモーターの機能を破壊してしまうので、
HCV ゲノム RNA は作られなくなる。任
意な時に、組換え酵素 Cre を発現する組
換えアデノウイルスを静注すると、アデ
ノウイルスのほとんどは肝臓に集まり、
肝細胞内で Cre 蛋白ができる。すると、
Cre酵素は loxPではさまれた余分なDNA



を切り出す。その結果、プロモーターは
元の状態にもどり、HCV ゲノム RNA を
作るようになる。 
  次に、miR-122 は肝細胞特異的に発
現するマイクロ RNA であり、HCV ゲノ
ム RNAの最初の部分に結合して、ゲノム
RNAを安定化する（Modulation of hepatitis 
C virus RNA abundance by a liver-specific 
micro RNA. Science 309:1577-81, 2005）。
この 85塩基からなるmiR-122を肝細胞特
異的に発現するトランスジェニックマウ
スも作製する予定であった。 
 
４．研究成果 
 まず、HCV cTg mouseのトランスジーンの
コピー数を決定した。 A 系統は 200 
copies/haploid、D 系統は 25 copies/haploid、J
系統は 1-2 copies/haploidであった。まず、A 
系統のマウスの肝臓 RNA および血清中の
HCV RNA のコピー数を決定したところ、
104copies/ug RNA オーダー、血清は 106 
copies/ml オーダーであった。実験計画では、
転写活性が存在しないことを想定していた
が、50 bpの Pol I promoterでも転写活性があ
ることが判明した。D 系統は約 10 分の 1、J
系統では約 100分の 1のコピー数を示した。 
 次に、蔗糖密度勾配法でウイルスの密度を
測定した所、所定の密度であった。HuH7.5.1
細胞を用いて、感染性を測定してみると、ほ
とんどの細胞で抗 Core 抗体で陽性を示した
結果が得られた。 
 阻害剤を用いて、Pol I promoter  で合成さ
れた HCV genome RNA が複製をするかどう
かを検討した結果、RNA copy 数が３分の１
減少した。このことは、複製がおこっている
ことを示している。つまり、マウス複製因子
で HCV ゲノム RNA の複製は可能であり、
ヒト複製因子が必須ではないことが明らか
になった。 
 また、miR-122 については、マウスにもヒ
トと配列が保存されているmi-R122が存在す
ることがゲノムデータベースの検索から明
らかになり、マウス因子で複製は起こる。 
 以上の結果をまとめると、HCVはヒト肝細
胞には感染できるが、マウス肝細胞に感染で
きないのは、ウイルスの侵入に関わる因子が
ヒトでないといけないので、必要十分なヒト
受容体・感染因子を明らかにすれば、マウス
も HCV が感染できるようになると結論づけ
られる。 
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