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研究要旨：JFH-1 株の発見により、培養細胞中で HCV 粒子の合成が可能になり、この
合成ウイルス粒子を用いた感染予防ワクチンの開発が期待されている。ウイルス粒子
を用いてワクチンを作製するためにはワクチン製造に適した細胞を用いてウイルス粒
子を作製する必要がある。ワクチン製造細胞として過去に実績のある細胞や非がん細
胞を用いて HCV 粒子産生能を解析し、その中で HuH-7 細胞以外に HEK293 細胞にお
いて HCV の作製が可能であることを示した。 

 

A. 研究目的 

 C型肝炎ウイルス（HCV）は世界中に多くの

感染者が存在し、日本でも100万人以上の感染者

が存在すると考えられている。近年、輸血用血

液のスクリーニングにより、輸血後のC型慢性

肝炎発症者は減少しているが、医療従事者など

のハイリスク群では現在でも新規感染者が存在

する。C型慢性肝炎患者に対して、現在ではペ

グインターフェロンとリバビリンを中心とした

治療が行われているが、その治療効果は十分で

はない。HCV感染による肝疾患を減少させるた

めには新規感染者をなくすことが重要であり、

感染予防ワクチンの開発が必要とされている。 

 2005年にJFH-1株を用いたHCVの感染増殖系

が開発され、感染性HCV粒子を培養細胞で作製

できるようになった。この培養細胞中で作製さ

れたHCV粒子は、患者血清中のウイルス粒子と

ほぼ同様の形態であることが電子顕微鏡で確認

されており、不活化することによりHCVワクチ

ンとして使用できると考えられる。しかし、こ

のHCV粒子をワクチンとして使用するためには、

大量のウイルス粒子が必要であり、現行のHuH-

7細胞を用いた感染増殖系では限界があるため、

より効率の良いウイルス産生系が必要である。

また、ワクチン用のウイルス粒子産生において、

過去にワクチン製造細胞として実績のある細胞

が利用できれば、ワクチンとしてより承認され

やすくなることが考えられる。 

 本研究では、HuH-7細胞以外の細胞を用いた

ウイルス粒子産生系について検討した。 

 

B. 研究方法 

1．HuH-7細胞以外の培養細胞を用いたHCV粒

子産生系の検討  

 Vero細胞、MRC-5細胞、CHO細胞、MDCK

細胞、HEK293細胞に全長HCV RNAを導入し、

経時的に培養液中と細胞内のコア抗原量を

ELISAで測定した。 
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2. HCVライフサイクルに重要な宿主因子の発現

量の比較  

 HCVライフサイクルの各ステップ、すなわち、

侵入、複製、粒子形成、分泌に関わることが報

告されている宿主因子について、それぞれに特

異的なprimer、probeを用いて、宿主因子の発

現量を測定した。細胞からtotal RNAを抽出し、

逆転写して得たcDNAを各wellに入れ、Taqman 

Gene Expression Assayを行った。それぞれの宿

主因子の発現量は内部標準 (18SまたはHPRT1) 

の何倍かで比較した。 

 

3. 宿主因子発現レンチウイルスベクターの作製 

 miR-122、ApoE、Claudin-1それぞれのORF

を組み込んだpLVSINベクターを作製し、293T

細胞でpackagingさせ、1回感染型レンチウイル

スを作製した。ウイルス力価はEGFPを発現する

ウイルスを用いてflow cytometryおよび、qRT-

PCRにより決定した。 

 

4. レンチウイルスを用いたmiR-122、ApoE、

Claudin-1を発現する細胞の作製とHCV複製の

検討 

 上記で作製したレンチウイルスをそれぞれ

moi=1でpolybrene存在下でVero細胞、MRC-5細

胞、CHO細胞、MDCK細胞、HEK293細胞に単

独、もしくは重複感染させた。各細胞は2週間培

養後、各遺伝子の発現量を測定した。それぞれ

の細胞でのmiR-122の発現量を、Taqman 

microRNA assayにより、ApoE、Claudin-1の発

現量をTaqman Gene Expression Assayにより測

定した。 

 

5. miR-122、ApoE、Claudin-1を発現する細胞

でのHCV複製の検討 

 miR-122、ApoE、Claudin-1を発現する細胞

細胞にHCVの全長RNAをトランスフェクション

し、細胞内、培養上清のコア抗原量を解析した。

培養上清の感染性を調べるために、回収した培

地をAmicon Ultra-15 filter unitsを用いて40倍に

濃縮し、Huh-7.5.1細胞を用いて感染性を測定し

た。 

 

6. 各細胞におけるHCV RNAおよびpoly ICの導

入によるISG誘導能の検討 

 それぞれの細胞にHCV RNAまたはpoly ICを

DMRIE-C Reagentを用いて導入した。24時間後

に細胞を回収し、RNeasy Mini Kitを用いてtotal 

RNAを回収した。MXA, 25OASの発現量は特異

的なprimer、probe を用いてTaqman Gene 

Expression Assayにより測定した。 

 

7. B18RによるHCV複製への影響の解析 

 Huh-7.5.1細胞、Vero細胞、MRC-5細胞、

CHO細胞、MDCK細胞、HEK293細胞にHCV 

RNAを導入し、4時間後にB18Rを添加し、培養

した。RNA導入3日後の細胞内コア抗原量を比

較した。 

 

（倫理面への配慮） 

 本研究で使用するヒト由来試料はすでに樹立

された細胞株であり倫理面での問題はないと考

えられる。各種組換えDNAを用いた感染ウイル

ス生成および感染実験は、大臣確認申請を行い

承認されている。 
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C. 研究結果 

1．HuH-7細胞以外の培養細胞を用いたHCV粒

子産生系の検討  

 ワクチン製造細胞として実績がある細胞とし

て、HuGK-14細胞、MRC-5細胞、Vero細胞、

MDCK細胞、CHO細胞、非がん細胞として

HEK293細胞を検討した。それぞれの細胞に全

長HCV RNAを導入し、HCVのゲノム複製およ

びウイルス産生を検討したが、いずれの細胞で

もHCVのゲノム複製、ウイルス産生は観察され

なかった。 

 

2. HCVライフサイクルに重要な宿主因子発現量

の細胞間での比較  

 それぞれの細胞でHCVライフサイクルに重要

な宿主因子の発現量を測定した。HCV複製に重

要なmiR-122はHuGK-14細胞ではHuh-7.5.1細胞

と同レベルの発現が見られたが、その他の細胞

ではいずれもほとんど発現していなかった。さ

らに、HuGK-14細胞では複製に関わるCKB、粒

子形成に関わるApoE、cPLA2の発現量がHuh-

7.5.1と比べて低かった。MRC-5細胞ではEntry

に関わるClaudin-1、複製に関わるCKB、粒子形

成に関わるApoEの発現量が低かった。HEK293

細胞では、Entryに関わるClaudin-1、粒子形成

に関わるApoEの発現量が低かった。 

 

3. レンチウイルスベクターによる宿主因子の強

制発現の検討 

 HCV複製、ウイルス産生に必要な宿主因子を

細胞で効率よく高発現させるために、レンチウ

イルスベクターによる遺伝子導入を試みた。作

製したmiR-122を発現させるレンチウイルスを

用いてmoi=1でそれぞれの細胞に感染させたと

ころ、いずれの細胞でもHuh-7.5.1細胞と同程度

のmiR-122の発現量が得られた。 

 

4. miR-122を強制発現させた細胞におけるHCV

複製の検討 

 レンチウイルスによりmiR-122を強制発現さ

せたHEK293細胞に、HCV RNAをトランスフェ

クションすると、細胞内のコア抗原量は時間経

過とともに上昇することからmiR-122を強制発

現させたHEK293細胞ではHCV複製は可能であ

った。しかし、複製効率はHuh-7.5.1細胞の

1/100程度であった。また、miR-122を強制発現

させたVero細胞では、時間経過とともにわずか

ではあるが細胞内コア抗原量の上昇が認められ

た。しかし、その他の細胞では、miR-122を強

制発現させても、HCV複製は認められなかった。 

 

5. miR-122、ApoE、Claudin-1を同時に発現す

るHEK293細胞でのHCV複製およびウイルス産

生の検討 

 レンチウイルスにより、miR-122、ApoE、

Claudin-1を同時に発現するHEK293細胞を作製

した。得られた６細胞株のうち、miR-122、

ApoE、Claudin-1の発現量がすべてHuh-7.5.1細

胞と同等もしくはそれ以上の細胞株を選択し、

HCV RNAを導入した。その結果、細胞内コア

抗原量はHuh-7.5.1細胞の約1/5程度であったが、

培養上清中のコア抗原量は約1/1000程度と低値

であった。この培養上清を濃縮すると、感染性

が観察された。 
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6. HEK293細胞、MRC-5細胞、Vero細胞、Huh-

7.5.1細胞におけるISG誘導能の検討 

 それぞれの細胞にHCV RNAまたはpoly ICを

導入し、細胞内のISGの発現量を測定した結果、

Huh-7.5.1細胞では、poly IC導入細胞ではISGの

誘導が見られたが、HCV RNA導入細胞ではど

ちらの誘導も見られなかった。それに対して、

HEK293細胞、MRC-5細胞、Vero細胞ではpoly 

ICまたはHCV RNAいずれを導入した場合にも

15倍から1万倍の高いISG誘導能を示した。 

 

7. B18RによるHCV複製への影響の解析 

 Huh-7.5.1細胞、Vero細胞、MRC-5細胞、

CHO細胞、MDCK細胞、HEK293細胞にHCV 

RNAを導入し、4時間後にB18Rを添加し、培養

した。RNA導入3日後に細胞内コア抗原量を比

較したが、いずれの細胞でもB18R添加による

HCV複製増強は見られなかった。 

 

 

D. 考察 

 HuH-7細胞以外の培養細胞を用いてワクチン

用粒子産生系の検討を行ったが、ワクチン製造

の実績のあるHuGK-14細胞、MRC-5細胞、

HEK293細胞ではHCVの増殖は認めなかった。

それぞれの細胞においてHCVライフサイクルに

重要な宿主因子の発現をHuh-7.5.1.細胞と比較し、

それぞれの細胞において発現量の低い宿主因子

を明らかにした。その結果、miR-122は肝臓由

来のHuGK-14細胞以外の細胞ではほとんど発現

していないことが判明した。粒子形成に関わる

ApoE、Entryに関わるClaudin-1はいずれの細胞

でも共通して発現が低く、それ以外にもHuGK-

14細胞では複製に関わるCKBと粒子形成に関わ

るcPLA2、MRC-5細胞では複製に関わるCKBが

低かった。 

 HEK293細胞ではそのままではHCVの増殖は

認めなかったが、HEK293細胞にmiR-122を発現

させた細胞では、HCV複製がみられ、さらに

Claudin-1とApoEを発現させた細胞では、感染

性のウイルス産生がみられた。miR-122、ApoE

は肝細胞に特異的に高発現していることから、

これらの因子はHuH-7以外の細胞でHCVを複製

させるのに必要であると考えられた。しかし、

HEK293細胞ではmiR-122、Claudin-1、ApoEを

発現させても、Huh-7.5.1細胞と比較してHCV 

RNAトランスフェクション後の培養上清中のコ

ア抗原量は低く、感染性も低かった。これは、

HEK293細胞では複製だけでなく、ウイルス粒

子形成、分泌のステップに関わる宿主因子で発

現量の足りないものがあることを示しており、

他の宿主因子の検討が必要と考えられる。さら

に、HEK293細胞ではHuh-7.5.1細胞と異なり

HCV RNAの導入によってISGが誘導されること

から、何らかの方法で自然免疫系を阻害するこ

とにより、HCV複製が増強する可能性がある。 

 Vero細胞もそのままではHCVの増殖は認めな

かったが、miR-122を発現させた細胞では、わ

ずかながら細胞内コア抗原量の増加がみられた

ことから、さらに他の宿主因子を補うことによ

りHCV複製、ウイルス産生ができるようになる

可能性がある。さらに、Vero細胞もHCV RNA

の導入によってISGの誘導がみられることから、

自然免疫系を阻害することによりHCV複製が増

強する可能性が考えられる。 

  来年度は、肝臓由来のcDNAライブラリーを
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用いてHuH-7細胞以外の細胞でHCV粒子を産生

させるために必要な宿主因子の網羅的解析およ

び同定を試みる予定である。また、HCV増殖に

マイナスとなる自然免疫系などの因子を阻害す

ることにより、HCV複製を増強させることがで

きるかについても引き続き検討を行う。 

 

E. 結論 

 非がん細胞であるHEK293細胞ではレンチウ

イルスベクターを用いてmiR-122を発現させる

とHCV複製が見られ、さらにClaudin-1とApoE

を強制発現させることにより、感染性のウイル

ス産生がみられた。 
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