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研究要旨 Ｃ型肝炎ウイルス（HCV）のウイルス培養系で作製した精製ウイ

ルス粒子により中和活性の誘導が可能である。そこでウイルスの感染中和抗

体の誘導とその感染中和機構に関する解析を進める。ワクチン開発によりＣ

型肝炎の予防が可能となるだけでなく、HCVの感染過程の解明による新たな

治療標的が探索できることも期待できる。本分担研究では HCV 感染中和機

構の解明を目指し、中和抗体の in vivoでの効果、ウイルスの粒子構造、ウイ

ルス表面蛋白質の構造解析など初期感染に関連する機構の解析をおこなう。 

 

A. 研究目的 

 JFH-1株を用いることによりHCVの細胞培養

が可能となった。この実験系により感染中和抗体

の存在が確認できるようになった。さらに、ウイ

ルス粒子を大量精製して小動物に免疫し、感染中

和活性が誘導されることが可能となった。これら

の結果をふまえHCVに対する中和抗体のin vivo

での効果、ウイルスの粒子構造、ウイルス表面蛋

白質の構造解析など、ウイルスの初期感染過程に

関連する機構の解析を進める。HCVに対するワ

クチン開発は新たなHCV感染を減少させ、HCV

感染症の最終病態である肝硬変および肝臓癌と

いう高度な医療が必要な疾患の患者数を減らす

ことにより、結果的に医療費の低減に寄与し、社

会の福祉に寄与することが可能である。 

 

B. 研究方法 

１．リコンビナント E2 蛋白質免疫による HCV

感染中和抗体の誘導 

 293T 細胞およびショウジョウバエ由来のＳ２

細胞に HCV の E2 蛋白質を発現させ、培養上清

中に分泌したE2蛋白質をアフィニティ精製法に

よ 

 

り回収した。精製 E2蛋白質を BALB/cマウスに

免疫して感染中和抗体誘導能を異なる遺伝子型

の HCVで確認した。E2蛋白の deletion mutant

を作製し、抗体のエピトープを探索した。さらに

E2 蛋白質の糖鎖を改変することにより、糖鎖の

中和抗体誘導の影響を解析した。 

 

（倫理面への配慮） 

 各種研究材料の取り扱い及び組換え DNA実験

は、適切な申請を行い承認を受ける。また、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

るが、新たにヒト組織などを使用する必然性が生

じた場合には、文部科学省等でまとめられた「ヒ

トゲノム、遺伝子解析研究に関する倫理指針」及

び、平成 13年 3月 29日付 12文科振第 266号

文部科学省研究振興局長通知に則り、当該研究機

関の医学研究倫理審査委員会に申請し、インフォ

ームドコンセントに係る手続きを実施し、提供試

料、個人情報を厳格に管理保存する。 
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C. 研究結果 

１．リコンビナント E2 蛋白質免疫による HCV

感染中和抗体の誘導 

 JFH-1 株由来のウイルスゲノム配列をもとに

して、Ｃ末端の膜貫通領域を欠損した E2蛋白質

を 293T細胞および S2細胞で発現させた。培養

上清中のE2蛋白質をアフィニティ精製により回

収した。精製 E2蛋白質の純度は 90%以上である

ことを SDS-PAGEおよび銀染色により確認した。

昨年度の研究で、この二種類の E2蛋白質をマウ

スに免疫して抗体誘導能を確認した。免疫後のマ

ウス血清中に E2 抗体の上昇を確認でき、E2 抗

体誘導能には二種類のE2蛋白質間で差は無かっ

た。さらにマウス血清および精製 IgG による

HCVpp および HCVcc 感染に対する中和活性を

検討したところ、293T 細胞由来 E2 蛋白質で免

疫したマウス（293-E2）血清では感染中和活性

を検出したが、S2 細胞由来 E2 蛋白質によるマ

ウス（S2-E2）血清ではほとんど検出できなかっ

た。今年度の検討では、293-E2血清から IgGを

精製して（293-E2-IgG）、異なる遺伝子型の

HCVcc に対する感染中和活性を検討した。

293-E2-IgG の 50％阻害濃度（IC50）は JFH-1

株(2a)、H77/JFH1 株(1a)、TH/JFH1 株(1b)、

MA/JFH1 株(2b)、S310/JFH1 株(3a)に対してそ

れぞれ、0.5、2.5、2.4、2.0、0.8ug/mlであった。

また、抗体のエピトープを探索するために、E2

蛋白の deletion mutantを作製して ELISA法によ

り 293-E2-IgG の反応性を確認した。E2 蛋白質

（384-714アミノ酸）の 384-530の E2では反応

が弱かったが、 384-540よりも C末端が長い E2

蛋白は反応が向上した。この結果から

293-E2-IgG の主要なエピトープは E2 蛋白質の

540-550 アミノ酸近辺に存在することが示され

た。昨年度の検討で、合成ペプチドにより E2抗

体のエピトープマッピングでは 514-554 アミノ

酸残基領域には、反応が見られている。 

 HCVの E2蛋白質には 11ヶ所のN型糖鎖付加

部位が存在する。この 11ヶ所の糖鎖付加アミノ

酸残基を変異させ、糖鎖付加のなくなる変異型

E2 蛋白質を 293T 細胞で作製した（E2NQ1〜

E2NQ11）。E2NQ1〜E2NQ11をマウスに免疫し

て抗 E2抗体誘導能を検討したところ（n=3）、す

べてのマウス個体で抗E2抗体の上昇が見られた。

特に E2NQ4による抗体誘導が強かった。それぞ

れの免疫マウスの血清を用いて、HCVcc(JFH-1)

に対する感染中和活性を検討したところ、

E2NQ6、9、11で野生型 E2蛋白と同等の感染中

和活性を誘導したが、その他の E2NQ1、2、3、

4、5、7、8、10では野生型よりも感染中和活性

の誘導が弱かった。 

 

D. 考察 

 昨年度に引き続き、リコンビナントE2蛋白質

による抗E2抗体誘導および感染中和活性誘導に

ついて検討した。遺伝子型2aのJFH-1株由来のE2

蛋白質を用いたが、S2細胞よりも293T細胞で作

製したリコンビナントE2蛋白質の方が感染中和

活性誘導能が高かった。293T細胞由来E2蛋白質

で免疫したマウス血清から精製した293-E2-IgG

は異なる遺伝子型のHCVccに対しても同程度の

感染中和活性を示した。この結果からは遺伝子型

およびウイルス株に対して共通の感染中和エピ

トープに対する抗体が誘導されたことを示して

いる。一方このE2抗体エピトープはE2蛋白質の

540-550アミノ酸近辺に存在することが示され

た。また、E2蛋白質に存在する11ヶ所の糖鎖付

加は感染中和抗体誘導にあまり影響しなかった。

これらの結果から感染中和抗体誘導により良い

免疫源を探索していくことが可能と考えられた。 
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 HCVは世界中で1.7億人にのぼる感染者が存在

し、肝細胞癌に至る重大な感染症である。輸血用

血液のスクリーニングにより新規感染者は減少

しているが、医療従事者などハイリスクグループ

に予防的ワクチンが必要である。また、治療用ワ

クチンも期待されている。HCVワクチンが開発

され、HCVの新たな予防法および治療法が開発

されれば、多くの患者の社会復帰を可能にし、医

療保険のコスト軽減に寄与できる。また、予防用

及び治療用ワクチンを世界に先駆けて開発する

ことができればHCVキャリアー率の高い国々へ

の国際協力が可能となる。 

 

E. 結論 

１．293T 細胞で作製したリコンビナント E2 蛋

白質による感染中和抗体誘導能を検討した。 
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