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研究成果の概要（和文）：C型肝炎ウイルスの増殖に関与する代謝物質群をメタボローム解析を用いて網羅的に検討し
たところ、ウイルス感染に伴い変化するおよそ500種の代謝物を網羅的に同定可能であった。その結果、C型肝炎ウイル
ス感染細胞ではほぼすべてのアミノ酸の低下を認め、感染によって細胞内のアミノ酸合成が障害されている可能性が示
唆された。また、TCAサイクル前半に位置するクエン酸、シスアコニット酸、イソクエン酸も感染細胞では著明に減少
していたことから、C型肝炎ウイルス感染によって細胞内エネルギー代謝が阻害されている実態が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Hepatitis C virus (HCV) infection causes dramatic changes within infected 
hepatocytes. The aim of this study was to analyze the effect HCV infection has on the hepatocyte 
metabolome between HCVcc-infected and uninfected Huh7.5.1 cells in vitro using mass spectrometer for 
metabolomic analysis. More than 500 metabolites were identified and quantified by comparison of the 
uninfected hepatocytes. In total, 63 metabolites were siginificantly increased, 3 (citrate, cis-aconitate 
and iso-citrate) decreased relative to control. Based on the findings of this study, it would appear that 
many different metabolomics pathways are disrupted as a result of HCV infection, most notably glycolysis 
and TCA cycle metabolism. These results highlight a number of previously unreported metabolic 
interactions and give a more in depth into the effect that HCV has on host cell biochemical processes.

研究分野：消化器内科
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１．研究開始当初の背景 
日本における C型肝炎ウイルス（HCV）感

染者に対する治療効果は未だ満足できるも

のではなく、宿主因子を分子標的とする新た

な創薬が求められている。しかしながら HCV

感染・増殖に伴う感染細胞全体の代謝動態に

ついては解明されていない。 

HCV細胞培養感染系（Wakita et al. Nat Med, 

2005）は、HCVの感染から分泌までのすべて

のステップを in vitro において観察可能にし

たが、HCV感染時の細胞内における分解・代

謝の観点から、メタボローム解析（メタボロ

ミクス）を用いて HCV 増殖に関わる代謝物

質群を包括的に同定・解析することで、HCV

感染増殖に影響する宿主因子を解明できな

いかと考えた。 

メタボローム解析はすべての細胞由来の

代謝物質群の発現レベルを網羅的に同定・定

量できることから、新たな低分子バイオマー

カー発見のための有力な手法として最近注

目されている。本手法は 100種以上の代謝物

質を一度に検出できること、それらの全体的

な変動を把握できること、各代謝経路中の連

続した一つ一つの中間体の変動を把握でき

ることより、生体内の情報を包括的に取得し、

生体応答のバイオマーカー探索やメカニズ

ム解明に力を発揮できると考えられる。すで

に前立腺癌やパーキンソン病、2 型糖尿病な

どにおいては本手法を用いた新しいバイオ

マーカーが同定され、近い将来、これらを標

的とした治療への応用も期待されている。 
 
２．研究の目的 
従来のプロテオーム解析等に比べ実際の

表現型に最も近いとされるメタボローム解

析を応用し、HCV 培養細胞感染系を用いて、

メタボローム解析による、HCV増殖機序に関

与する宿主代謝物質経路を明らかにするこ

とを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1). HCV感染性クローンを用いた感染培養系

の樹立 

 HCV 遺伝子型 2a である JFH-1 株を

backbone とし、core、E1、E2、p7 領域を 1a

あるいは 1b型に置き換えたキメラを構築し、

遺伝子型 2aについては、J6/JFH-1キメラウイ

ルスを用い、これらの全長感染性クローン

RNA を Huh7.5.1 細胞にトランスフェクショ

ンし、導入した HCVの増殖を観察した。 

(2). 感染性ウイルスストックの作製および

Huh7.5.1細胞へのキメラ HCV粒子の感染 

データの再現性を得やすくするため、同じ

感染力を示すウイルスストックを大量に作

製した。作製したウイルスストックを

Huh7.5.1細胞に接種し、細胞と培養上清を 72

時間培養後に回収した。 

(3). HCV感染培養細胞におけるメタボローム

解析 

 キャピラリー電気泳動－質量分析装置

（CE-MS）および液体クロマトグラフィー

（LC）-MSにより細胞内のメタボロームを測

定し、非感染細胞と比較した。細胞内の代謝

は dynamicなものと予想されるので、再現性

のある代謝物質群のみを標的とし、

bioinformatics情報を活用してMSにて検出さ

れた HCV 感染・増殖に関わる候補代謝経路

を絞り込んだ。 

(4). ヒト血清サンプルにおける候補代謝経路

の発現解析 
 
４．研究成果 

平成 25－26年度において、80－90%近い感

染効率と培養上清中への高力価の HCV ウイ

ルス分泌が確認できる HCV 感染培養系を構

築した。平成 26－27 年度はこの系を用いて

キメラ HCV 感染前および感染後の感染細胞

および培養上清を用いたメタボローム解析

を行った。 

その結果、細胞内および上清中代謝物にお

いて、陰イオン・陽イオン代謝物各 240種を

網羅的に同定できた。HCV感染細胞では非感

染細胞と比べ、アルギニン以外のすべてのア



ミノ酸の有意な低下を認め、解糖系の低下も

認めた。一方培養上清では、アミノ酸量は

HCV 非感染細胞と比べ同程度かむしろ HCV

感染細胞で増加していたころから、HCVキメ

ラウイルス感染により細胞内のアミノ酸合

成が障害されている可能性が示唆された。ま

た、TCA サイクル前半に位置するクエン酸、

シスアコニット酸、イソクエン酸も HCV 感

染細胞では著明に減少しており、HCV感染細

胞では細胞内エネルギー代謝が阻害されて

いる可能性が考えられた。 

実際の HCV 感染患者について、これらエ

ネルギー代謝経路の発現解析を行ったとこ

ろ、TCAサイクルに関連する複数の代謝物が

有意に減少していた。血中HCV RNA量が高

値であるほどこれらの減少量は大きい傾向

にあり、ウイルス増殖と細胞内エネルギー代

謝が関連している可能性が示された。 

以上より HCV 感染は、感染した細胞内の

エネルギー代謝経路を阻害する可能性があ

ることが示唆され、これらの細胞内エネルギ

ー代謝経路をバイオマーカーとして用いる

ことによる、将来的な新たな創薬につながる

可能性があると考えられた。 
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