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研究要旨：ヒト不死化肝細胞の中空糸による簡便な立体培養法で患者由来のC型肝炎
ウイルス(HCV)の感染増殖を再現する実験系を独自に開発してきた。立体培養下で発
現が変化する遺伝子をマイクロアレイ法によって解析し、アラキドン酸カスケード
に関連するいくつかの遺伝子の発現が変動していることを見出した。また、このカ
スケードの上流酵素であるシクロオキシゲナーゼ1の阻害剤とトロンボキサンA2

（TXA2）合成酵素(TXAS)阻害剤がJFH1感染性粒子産生系においてHCV感染性粒子
産生阻害効果を示すことを見出した。また、TXAS阻害剤やTXA2と拮抗的に機能す
るプロスタグランジンI受容体アゴニストはヒト肝細胞キメラマウスにおいても患
者血由来HCVの感染増殖を阻害した。TXAS阻害剤の抗HCV効果の分子機構を解析
した結果、細胞内における感染性HCV粒子産生を阻害していることがわかった。ま
た、TXASはその産物であるTXA2によってTXA2受容体を介さない未知のシグナル系
によって感染性HCV粒子産生に関わっていることが明らかとなった。TXAS阻害剤を
投与したヒト肝細胞キメラマウスにおいて感染したHCVの感染伝播が回復していく
現象が認められたが、その原因のひとつは薬剤抵抗性HCVの出現によるものである
ことが考えられた。本研究によりTXAS阻害薬およびIPアゴニストが感染性HCV産生
阻害による新規抗HCV薬剤となることが明らかとなった。 

 
A. 研究目的 
 これまでに、患者由来の C 型肝炎ウイル
ス(HCV)の感染増殖細胞培養系としてヒ
ト不死化肝細胞の立体培養系を独自に開発
している。この系では平面培養では得られ
なかった効率で感染増殖や感染性粒子産生
がおこなわれる。このことをもとに、この
ウイルスの生活環に関わる細胞側因子の詳
細を明らかにして、これを効果的に抑制す
る薬剤を抗 HCV 薬候補として同定するこ
とを目的とした。 
 
B. 研究方法 
1. 独自に樹立したヒト不死化肝細胞を立

体培養することにより種々の患者血清
由来 HCV の感染増殖を効率良くおこな

うことが可能になることから、この細胞
の立体培養下における遺伝子発現パタ
ーンをマイクロアレイ法によって解析
した。そして通常培養に比較して立体培
養において変化する遺伝子群の解析結
果から HCV の感染増殖と関連する細胞
内反応系候補としてアラキドン酸カス
ケード（AAC）を同定した。 

2. 組換え体 HCV(JFH1)感染性粒子産生実
験系に AAC に含まれる酵素の阻害剤等
で処理し、その細胞内あるいは培地中に
放出される HCV RNA 量、そして培地中
の HCV 感染性を検証した。 

3. トロンボキサン A2（TXA2）合成酵素
(TXAS)阻害剤Ozagrel の作用機序を明ら
かにするために Ozagrel、TXAS の既知基



質プロスタグランジン H2 (PGH2)、TXA2

受容体アゴニストやアンタゴニストを
JFH1感染性粒子産生系に対して加えて、
TXAS 活性による感染性 HCV 産生の分
子機構の解析をおこなった。 

4. ヒト肝臓キメラマウスに患者血由来遺
伝子型 1b の HCV を感染させた後、培養
細胞系で抗 HCV 効果が認められた薬剤
で処理し、その感染増殖に対する効果を
検討した。 

 
（倫理面への配慮） 
 本研究で用いられているか不死化肝細胞
はあらかじめ京都大学医学部医の倫理委員
会に申請し、審査の後に承認された研究に
基づくものである。不死化肝細胞作製に用
いた肝臓提供者へのインフォームドコンン
トや個人情報の管理は上記委員会の規定通
りにおこなわれており、倫理面に関する問
題はない。また、ヒト肝細胞キメラマウス
を用いた実験はすべて広島大学において、
広島大学の倫理委員会の承認のもとで実施
されている。 
  
C. 研究結果 
1. 不死化肝細胞を中空糸あるいはメビオ

ールゲルによる立体培養法を用いて培
養した場合と通常の培養皿による培養
法を用いた場合におけるその遺伝子発
現プロフィールの変化をマイクロアレ
イ法によって解析したところ、プロスタ
グランジン (PG)D 合成酵素 (PGDS)と
TXAS の mRNA 量が２つの方法に共通
して立体培養時に上昇し、それとは逆に
PGI と PGE 合成酵素の mRNA 量が減少
していることがわかった。 

2. 上記の結果から立体培養によって AAC
の最終産物が変化することが推定され
たため、まず AAC が HCV の生活環に関
与するか否かを組換え体 HCV(JFH1)感
染性粒子産生実験系を用いて、AAC の
律速酵素、シクロオキシゲナーゼ I の阻
害剤の効果を検討した。その結果、細胞
内に存在する、あるいは培地中に放出さ

れた HCV RNA は全く変化せず、複製や
培地中への粒子産生には大きな変化は
ないことがわかった。しかしながら培地
に存在するウイルス様粒子の感染性が
この阻害剤により濃度依存的に抑制さ
れることがわかった。 

3. 立体培養時に上昇する PGDS 遺伝子は
組換え体 HCV 産生細胞では発現が認め
られなかったので同様の挙動を示した
TXAS 遺伝子の mRNA に対する siRNA
を用いてこの細胞を処理するとやはり 2.
の結果と同様に HCV の複製や培地中へ
の粒子産生には大きな変化はなかった
が培地中の感染性が著しく低下するこ
とがわかった。 

4. 3.同様の実験を TXAS 活性阻害剤であ
る Ozagrel を培地に加えておこなったが
siRNA と全く同様の結果が得られた。 

5. Ozagrel で処理そして未処理の HuH-7 細
胞から抽出された総脂肪酸のマス解析
の結果、アラキドン酸を含む、検出され
たすべての脂肪酸の組成は Ozagrel の処
理によって変化していないことがわか
った。 

6. JFH1 感染性粒子産生系に PGH2 を過剰
に添加したところ、細胞中や培地中の
HCV RNA は変化がなく、培養上清中に
産生される感染性HCVの量が増加するこ
とがわかった。 

7. 組換え体 HCV 産生細胞において TXAS
によって産生されることが想定される
TXA2 の受容体 TP の働きを阻害する TP
アンタゴニストで組換え体 HCV 産生細
胞を処理したところ、対照実験に比較し
て、産生された HCV 粒子量は変化しな
かった。 

8. TXAS 阻害剤によって TXAS からの
TXA2 産生を抑制し、その代わりに TXA2

受容体 TP を活性化することができる
TPアゴニストで組換え体HCV産生細胞
を処理した。その結果、細胞から産生さ
れた HCV 粒子の感染性は低下し、TP ア
ゴニストは TXAS 阻害剤の効果を抑制
できないことがわかった。 



9. 組換え体 HCV 産生細胞とヒト肝細胞キ
メラマウスの肝臓では TP mRNA は全く
検出することができなかった。 

10. ヒト肝臓キメラマウスに患者血由来遺
伝子型 1b の HCV を感染させた後、これ
に Ozagrel ならびに TXA2 と相反する効
果を有する PGI の受容体(IP)に対する
アゴニストを投与し、その感染増殖に対
する効果を検討した結果、Ozagrel なら
びに IPアゴニストは効率良くHCVの増
殖を抑制することがわかった。 

11. ヒト肝細胞キメラマウスに感染し、
Ozagrel 投与下で少しずつ感染伝播して
いた HCV を新たなキメラマウスに感染
させ、再び Ozagrel で処理しても、Ozagrel
による感染伝播抑制効果は認められな
かった。 

12. 11.において Ozagrel 抵抗性を示した
HCV ゲノム塩基配列の一部について決
定し、感受性を持つ HCV のものと比較
した結果、複数のアミノ酸配列の変異を
伴う塩基変異が認められた。 
 

D. 考察 
1. ヒト不死化肝細胞の立体培養によって
変化が認められたAACのTXASは感染性
粒子産生に重要な細胞因子であり、TXAS
活性阻害によって感染性粒子産生が抑制
される事がわかった。 

2. TXAS の既知基質である PGH を加える
事で感染性 HCV 産生が上昇することが
わかった。このことは TXAS 活性により
産生される TXA2 が感染性 HCV 産生に関
わるメディエーターである可能性を強く
示唆した。 

3. 2.で示唆された TXA2は通常細胞表面上
に存在する受容体分子 TP を介してその
シグナルと細胞内に伝えることが知られ
ている。しかしながら、今年度の研究か
ら、TP アゴニストやアンタゴニストは全
く感染性 HCV 産生には影響しない事、そ
してキメラマウスや感染性 HCV 産生細
胞では TP 分子が産生されていないこと
がわかり、この感染性 HCV 産生に対する

TXASの機能はTPに依存しないものであ
ることがわかった。また、このことは、
ヒト肝細胞において TXA2は既知の TP を
介したシグナル系以外のメカニズムで細
胞にシグナルを伝える可能性が考えられ
た。 

4. 脂肪酸組成の解析では未処理細胞との
大きな変化は認められなかったことから、
少なくとも Ozagrel の効果が、その処理の
ために細胞内の脂肪酸組成が著しく変化
することによるものではないことが考え
られた。 

5. ヒト肝臓キメラマウスに感染させた患
者血由来遺伝子型 1b の HCV の感染伝播
を Ozagrel ならびに IP アゴニストは効率
良く抑制したことからこれらの薬剤が抗
HCV薬剤の新たな候補となることが考え
られた。 

6. 5.の結果からヒトの肝臓においても
TXA2 と PGI は相反する効果を示す事が
考えられた。 

7. 患者血由来 HCV を感染させたヒト肝細
胞キメラマウスに TXAS 阻害剤 Ozagrel
を投与した時に、マウス血清中に増加し
てくる HCV には、感染性 HCV が含まれ
ていることがわかり、その HCV には
Ozagrel 抵抗性の変異型 HCV が含まれて
いる可能性が考えられた。 

 
E. 結論 
TXAS 阻害薬と IP アゴニストは HCV 粒子
産生細胞に働きかけ感染性粒子産生を抑制
する働きを有することが示唆された。した
がって、これらの薬剤は抗 HCV 薬の候補
と考えられ、またこれらの効果によって変
化する細胞因子は抗 HCV 薬剤開発の新た
な標的となることが期待された。これらの
薬剤はすでに他の疾患治療に使用されてい
るものであり、早期に治療への応用が期待
できるものであると考えられた。感染性
HCV 産生における TXAS の機能はまだ不
明であるが、TXAS によって産生される
TXA2 がその機能に重要であり、未知のシ
グナル系が関与していることがわかった。



この未知のシグナル系を明らかにすること
で、より特異性の高い抗 HCV 薬の標的分
子を見出すことが可能であると考えられた。
Ozagrel 投与ヒト肝細胞キメラマウスにお
ける抵抗性 HCV の出現から、この薬剤の
至適投与量を検討する必要性と他の抗
HCV 薬剤との併用を検討する必要性が強
く示唆された。 
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