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研究要旨  Direct Acting Antiviralsの実用化が期待されるものの、耐性ウイルス出現、副作用等

の危惧もあり、現行薬とは作用機序の異なる新規Ｃ型肝炎治療薬の開発は依然として重要である。

HCV生活環制御、病態発現の分子機構の解明を進め、阻害剤開発に有用な新たな感染増殖細胞系を

作出する。得られた知見を基に阻害剤スクリーニング系を構築し阻害剤評価を行う。本年度は主と

して以下の成果を得た。 1) HCVのゲノムパッケージングに重要なRNA領域として3’UTRを同定し

た。 2) 抗マラリア化合物N-89とN-251の抗HCV活性、リバビリンとの相乗効果を示し、N-251は治

験準備に入った。 3) HCV NS5Aのリン酸化に働き粒子形成に重要なキナーゼとしてCK1alphaを同定

した。 4) FKBP6はHCV感染で発現上昇し肝がん発症に関連することを見出した。FKBP6阻害剤DM-CHX

による抗HCV作用を示した。 5) 脱ユビキチン化酵素USP15とUSP20をHCV複製制御因子として同定し

た。NS5A修飾に働くユビキチンリガーゼ、脱ユビキチン化酵素OTUD7Bを見出した。6) HCV複製制御

に関与する新規宿主因子として、DDX5 RNAヘリカ―ゼ、クロマチンリモデリング因子INI1/hSNF5、

核小体局在DDX21 RNAヘリカ―ゼ、ストレス顆粒因子Staufen 1及びUPF1を見出した。
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A. 研究目的 

 C型肝炎治療はDirect Acting Antiviralの時

代に入ったが、治験中の次世代薬を含め、耐性

ウイルスの出現、副作用が危惧される。現行薬

とは作用機序の異なる抗ウイルス薬が実用化さ

れれば、治療の選択肢が増え、既存の治療法で

効果が得られず肝癌発症の恐怖に曝されている

患者にとって福音となる。 

 HCV研究では、限られたHCV株でしか感染増殖解

析ができず、我が国で主要な1b型の実験ツール

は必ずしも十分でない。本研究グループは、こ

れまでHCVの生活環、病態発現に関する研究を精

力的に行い、ゲノム複製、粒子形成に重要な宿

主因子の同定と機能解析、また阻害剤評価に有

用なHCV複製分子クローン、複製細胞株の樹立

と応用などの領域で多くの研究成果を報告し、

特許取得を行ってきた。本研究グループのこれ

までのHCV研究の成果を基盤とし、保有する実

験ツール、解析手法を最大限に活用して創薬の

ための分子基盤の確立に資する研究を推進す

る。 

 HCV生活環制御、病態発現の分子機構の解明

を進め、得られた知見を基に阻害剤スクリーニ

ング系を構築する。また、肝炎ウイルス研究、

阻害剤開発に有用な新たな感染増殖細胞系を

作出する。研究成果は、創薬開発、肝がんを含

めた慢性肝疾患の治療戦略に資することが期

待される。 

 

B. 研究方法 

1. HCV ゲノムパッケージング機構の解析： 

  

 NS5B 遺伝子領域にプライマー、プローブを

設定した real-time RT-PCR 法（NS5B-qPCR）を

JFH-1 株配列で作製した。HCVcc 感染細胞の細



胞内、培養上清、また培養上清の密度勾配遠心

分画について NS5B-qPCR 及び汎用している

5’UTR領域測定real-time RT-PCR（5UTR-qPCR）

によって HCV RNA を定量した。HCVtcp を産生す

るトランスパッケージングシステム実験は以下

のように行った。CAG プロモーター支配下で

Core〜NS2 を発現するプラスミド

pCAG-E2p7NS2m と Gluc 遺伝子を有し Pol1 プロ

モーターから発現するサブゲノムレプリコンプ

ラスミドpSGRJFH1/GlucをHuh7.5.1細胞へ共導

入する。72 時間後の培養上清を回収し HCVtcp

として、naïveな同細胞へ接種して24時間後の

細胞内 HCV RNA を定量して HCVtcpの感染性を評

価する。 

 

2. HCV 感染増殖細胞系の開発： 

 各種細胞を 6ウェルプレートにそれぞれ 5 x 

104個ずつ播き、一晩 37 度で培養した後、HCV

陽性血清（HCV-0 株）150 l(1.5 x 107 HCV ゲ

ノム価相当)或は陽性コントロールとして HCV 

JFH-1 株（遺伝子型 2a）由来の HCVcc（MOI 0.1

に相当する量）を添加した。3時間培養した後、

培地を除き PBS (1 ml)で 3 度細胞を洗い、それ

ぞれのウェルに必要な培地（3.5 ml）を加え培

養を行った。7日後（感染７日目）に培地を回

収して、0.22 m のフィルターを通した後に、

HCV Core の定量を ELISA 法により行った。細胞

の方は、新しい培地と交換し、翌日（感染８日

目）に前日と同様の方法により培地を回収して

HCV Coreの定量をELISA法により行った。また、

細胞の方は２つに分け、一方からは Total RNA

を調製し、HCV RNA の定量を LightCycler を用

いた RT-PCR 法により行った。もう一方は、継代

用に使用して、細胞培養をさらに続け、一定期

間後に、上述した方法により培養上清（Core の

定量）や Total RNA（HCV RNA の定量）の調製を

行った。 

 

3. HCV 阻害剤の探索、開発： 

 抗 HCV 活性の評価用の OR6 や ORL8 細胞など

（24 ウェルプレートにそれぞれ 2 x 104個）に

候補化合物（各種濃度）を添加して 72 時間後に

レニラルシフェラーゼ活性を測定した。得られ

た測定値より添加化合物の 50％阻害濃度（EC50）

を算出した。細胞毒性については、別途 OR6 や

ORL8 細胞など（96 ウェルプレートにそれぞれ

1 x 103個）に候補化合物（各種濃度）を添加

して 72 時間後に WST-1 アッセイを行った。得

られた測定値から 50％細胞毒性濃度（CC50）を

算出した。選択性指数（SI）は CC50/EC50にて算

出した。 

 

4. HCV 粒子形成に重要な NS5A リン酸化機構の

解明：  
 全長NS5A蛋白とNS5A蛋白のドメイン3領域

をコムギ胚芽無細胞翻訳系で合成し精製した。

400種類超のヒトプロテインキナーゼを包括す

る cDNA ライブラリーから、同様にコムギ胚芽

無細胞翻訳系でプロテインキナーゼを合成し

精製した。精製 NS5A 蛋白と精製プロテインキ

ナーゼの相互作用解析には、ハイスループット

な定量解析が可能である AlphaScreen 法を用

いた。NS5A 蛋白のリン酸化は、精製 NS5A 蛋白

を[-32P]ATP存在化において精製プロテインキ

ナーゼと混和し、SDS-PAGE で展開後、オート

ラジオグラフィーを用いて解析した。 

 

5. HCV 生活環におけるユビキチン経路の役割： 

 レトロウイルスベクターを用いて各脱ユビ

キチン化酵素の shRNA ノックダウン Huh7 細胞

株を作製し、HCVcc を感染させて複製に及ぼす

効果を検討した。さらに、HCV 複製への関与後

示された脱ユビキチン化酵素の USP15 と USP20

に関しては、人工ヌクレアーゼを用いて遺伝子

欠損 Huh7 細胞株を樹立した。 

 Huh7細胞にIFN-αまたはIFN-βを添加し24

時間後に細胞を回収し、内在性のISG15, UBE1L, 

UbcH8, Herc5の発現をウエスタンブロット法

で解析した。 

Huh7細胞にHCV J6/JFH1を MOI=2で感染させ、

0時間、48時間後のISG15, Herc5の発現をreal 

time PCR 法にて解析した。Huh7 細胞に UBE1L, 

UbcH8, FLAG-ISG15 および TRIM25 または Herc5

を一過性に発現させ、NS5A の ISGylation を免

疫沈降法およびウエスタンブロット法で解析



した。NS5A K-R 変異体を myc-His6の形で発現

させ、E1, E2, E3, FLAG-ISG15 を Huh-7 細胞に

発現させ、FLAG-ISG15 が付加される部位を免疫

沈降法およびウエスタンブロット法で解析した。 

 

6. HCV 複製を制御する新規宿主因子の同定と機

能解析： 

 shRNA を発現するレンチウイルスベクターを

用いて、DDX5、DDX21、INI1/hSNF5、Staufen 1、

そしてUPF1をノックダウンさせたRSc細胞株を

樹立し、HCV-JFH1 株を感染させ、感染細胞内の

HCV RNA の複製レベルと培養上清中に分泌され

る Core の発現量をそれぞれ real-time RT-PCR

法、ウエスタンブロット法と ELISA 法で定量し

た。さらに抗 Core 抗体を用いた細胞免疫染色法

により培養上清中に分泌された HCV の感染性を

解析した。同様に DDX21 をノックダウンした O

細胞あるいはHCV-O株サブゲノムレプリコンsO

細胞の HCV 複製レベルについても real-time 

RT-PCR法とウエスタンブロット法により検討を

行なった。 

 細胞内局在は以下のように解析した。HuH-7

由来 RSc 細胞に HCV-JFH1 株を感染させ、感染７

２時間後に細胞を固定後、抗 DDX21 抗体 

(Bethyl 社)、及び抗 HCV Core 抗体（CP-9、CP-11;

特殊免疫研究所）を反応させた後、FITC 結合抗

ウサギ抗体及び Cy3 結合抗マウス抗体（Jackson 

ImmunoResearch社）を用いて可視化した。また、

核は DAPI で染色を行い、共焦点レーザー顕微鏡

（FV1000、オリンパス社）を用いて細胞内局在

を詳細に観察した。また、HuH-7 由来全長 HCV-O 

RNA株複製O細胞を用いて、HCV複製によるDDX21

の細胞内局在の変化について観察した。 

 

（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た。本年度の

研究に用いた材料は全てこれまでに確立されて

いるものである。HCV 陽性血清は 1995 年に契約

に基づき横浜日赤より入手したものである。ヒ

トの臨床材料を用いた解析は行っていない。取

り扱うすべての DNA および病原微生物に関して

は適切な封じ込めレベルの実験室で取り扱われ

た。 

 

C. 研究結果 

1. HCV ゲノムパッケージング機構の解析： 

 C 型肝炎患者の血液、肝臓検体の HCV 遺伝子

解析研究から、同一検体について 5’及び 3’末端

側 RT-PCR で解析すると 5’UTR 側の検出レベル

が 3’UTR に比べ明らかに高いことが報告されて

いる（Negro et al.(2001), Shimizu et 

al.(2006)）。合成されたゲノム RNA の一部また

は多くが RNA 分解酵素などによって分解され

るものと考えられる。HCV の複製、粒子産生の

過程で、HCV RNA の population がどのように

淘汰、選択されていくかを明らかにするため、

複製細胞内と細胞外の HCV RNA について、5’UTR
を検出する定量 RT-PCR 及び 3’末端側検出系で

解析した。複製細胞内と細胞外の HCV RNA を測

定し比較した結果、NS5B RNA/5’UTR RNA 比は細

胞外の方が顕著に高値であった。さらに、培養

上清を密度分画し各々の感染性と NS5B 

RNA/5’UTR RNA 比を求めると、最も高感染性の

分画が最も NS5B RNA/5’UTR RNA 比が高い（0.98）

であることが示された。 

 得られた知見から、HCV ゲノムのパッケージ

ングに必要な配列は 3’末端領域（3’UTR and/or 
NS5B）に存在する可能性が考えられた。そこで、

次に HCV Core〜NS2 とサブゲノムレプリコンを

別ベクターから発現させ Trans-complemented 

particle (HCVtcp)を作製するトランスパッケ

ージングシステムにより HCV のパッケージン

グシグナル解析を行った。予想通り、野生型サ

ブゲノムレプリコンの場合、効率よく HCVtcp

が産生された。レプリコンを非複製型にすると

HCVtcp 産生は 10分の１程度まで低下するもの

の依然として産生された。そこで、HCV 3’ UTR
領域に種々の変異を導入した非複製型レプリ

コンを用いて HCVtcp 産生を試みた。その結果、

3’UTR の 3’末端側の２または３stem-loop を欠

損させると HCVtcp 産生効率は最も顕著に低下

することが見出された。 

 

2. HCV 感染増殖細胞系の開発： 



 PH5CH8 細胞に CLDN1 を過剰発現させた細胞株

を作製して HCV 感染実験を行うことにした。そ

の前に、PH5CH8 細胞では、HCV の効率的な複製

増殖に係わることが分かっているmiR122の発現

レベルも RSc や ORL8c 細胞に較べて非常に低く

なっていることが分かったので、miR122 及び

CLDN1 を高発現する PH5CH8 細胞

（PH5CH8/miR122/CLDN1）を作製した。HCV 感染

実験には、これらの PH5CH8 細胞の他に、RSc 細

胞、ORL8c 細胞および D7 細胞（ORL8c 細胞をさ

らにサブクローン化した細胞で HCV-JFH-1 感受

性が高まっていることが分かっている）を用い

た。HCV のソースとしては、HCV-JFH1（4 x 105/ml

の感染価を示す HCVcc）と HCV 陽性血清（O 株、

1 x 108 HCV ゲノム価/ml）を用いた。それぞれ

の細胞に HCV-JFH1 を MOI 0.1 で感染させた。そ

の結果、感染 8日目における培養上清中の Core

の量（fmol/ml で表示）は、RSc 細胞で 61,000 、

ORL8c細胞で11,000、D7細胞で18,000で、PH5CH8

細胞ではmiR122や CLDN1の発現の有無にかかわ

らず検出限界以下であった。感染７日目でも感

染８日目と同様の数値が得られた。細胞内 HCV 

RNA量は、Coreの定量結果と相関して、RSc、ORL8c

および D7 細胞では、4-6 x 108 copy/g total RNA

の HCV RNA が検出された。PH5CH8/miR122 細胞の

みで 3 x 102/g total RNA の HCV RNA が検出さ

れたが、それ以外の PH5CH8 細胞や

PH5CH8/miR122/CLDN1 細胞では検出されなかっ

た。 

 

3. HCV 阻害剤の探索、開発： 
 一方、我々がこれまでに開発した培養細胞を

用いた抗 HCV 活性の評価系(OR6 や ORL8)を用い

て、昨年度強い抗 HCV 活性を見出した N-89 と

N-251（いずれも抗マラリア活性を有し、N-251

については、first in man に向けての毒性安全

性試験などが岡山大学薬学部のグループにより

進行中）のうち、N-251 は側鎖基を有すること

から、体内動態や代謝等について解析可能であ

る。そのため、C型慢性肝炎患者への臨床応用

を目指して、平成 25 年 5 月に PMDA で対面助言

を受ける機会を得た。その結果、薬剤の承認ま

でに幾つかの点（作用機序、代謝物の抗 HCV 活

性、耐性ウイルスの選択性に関する検討、宿主

タンパク質に対する相互作用）について、明ら

かにすることが必要であるとの見解が得られ

た。そのため、今年度は、これらの課題に関す

る実験を行った。その結果、リバビリンの併用

により相乗効果が得られることや40%血清中に

おいても抗 HCV 活性が維持されることを示し

た。 

 また、抗 HCV 活性の評価系を用いて、無菌養

蚕サナギタケ冬虫夏草（国内製造の市販品）に

抗 HCV 活性を見出した。この活性はインターフ

ェロンやリバビリンの抗 HCV 活性と相加的に

作用することやサナギタケ冬虫夏草に 5%程度

含まれる核酸誘導体の Cordycepin に依るもの

であることを明らかにした。 

 NS5A に相互作用する宿主因子として FKBP6

を同定している。本年度、その阻害剤の効果と

肝臓組織における発現を解析した。ウイルス複

製は FKBP6 をノックダウンすると低下し、

FKBP8 に FKBP6 は相互作用する。既知の HCV 宿

主因子である FKBP8 を標的とした DM-CHX は、

FKBP6 のホモ多量体形成を阻害し、FKBP8 との

ヘテロ多量体形成も阻害した。また、FKBP6 の

肝臓内発現は、非がん部ではクッパーおよび胆

管上皮細胞に強く発現し、肝細胞でほとんど発

現していなかった。しかし、HCV 感染している

肝細胞で FKBP6 の発現は上昇し、がん部で

FKBP6の発現は上昇していた。以上の結果から、

FKBP6 の発現は HCV感染と肝がん化と相関して

いることが示唆された。また、低分子化合物

DM-CHX が FKBP6 の機能を阻害することがわか

った。 

 

4. HCV 粒子形成に重要な NS5A リン酸化機構の

解明：  

 in vitro 合成した 410 種類のヒトプロテイ

ンキナーゼのうち 38 種類で AlphaScreen 法に

より NS5A 蛋白との強固な相互作用が認められ

た。その中で、7 種類のキナーゼが in vitro



で NS5A リン酸化活性を有していた。これらをそ

れぞれノックダウンした HuH-7 細胞で HCV 産生

を調べた所、CK1alpha, CK1e, CK2alpha2, PLK1

でノックダウンによる有意な HCV 産生低下を示

した。CK1alpha の影響が最も大きくノックダウ

ンによって40分の1以下までHCV産生は低下し

た。このとき細胞増殖低下は認められなかった。 

 

5. HCV 生活環におけるユビキチン経路の役割： 

 RNAi スクリーニングにより、HCV 複製に関わ

る新規宿主因子として、脱ユビキチン化酵素の

USP15 と USP20 を同定した。USP15 や USP20 のノ

ックダウン細胞では顕著に HCV 複製が抑制され

た。USP15 がない肝癌細胞株では脂肪滴が顕著

に減少し、過剰発現させると脂肪滴形成が亢進

した。USP20 欠損細胞では、HCV 複製だけでなく、

日本脳炎ウイルスの複製も顕著に抑制した。 

 HCV NS5A 蛋白質がインターフェロン刺激によ

り ISG15 による修飾(ISGylation)を受けるが、

Herc5が E3リガーゼとして働くことを明らかに

した。また、HCV genotype 1b の Con1, O 株、

2a の JFH1 株いずれの NS5A も ISGylayion を受

けた。ISGylation 部位を解析するため、Lys 残

基をAla残基に置換したNS5A変異体を作製した

ところ、複数箇所が ISGylation を受けることが

示された。さらに NS5A 変異体を作製して

ISGylation部位の同定を行っている。また、NS5A

と相互作用を示す脱ユビキチン化酵素として

OTUD7B を同定した。両者の相互作用には NS5A

の domain I が重要であり、OTUD7B の脱ユビキ

チン化酵素活性の促進を介して NFκB 経路を抑

制する可能性が示された。 

  

6. HCV 複製を制御する新規宿主因子の同定と機

能解析： 

 核内宿主因子 DDX5 RNA ヘリケース、クロマチ

ンリモデリング因子 INI1/hSNF5、核小体局在

DDX21 RNA ヘリケース、ストレス顆粒因子

Staufen 1 及び UPF1 に注目し HCV 複製への影響

を解析した。shRNA 発現レンチウイルスベクタ

ーを用いて内在性 DDX5 及び INI1 をノックダウ

ンさせた RSc 細胞に HCV-JFH1 を感染させると、

HCV 感染 96 時間後の細胞内 HCV RNA レベル、細

胞内及び培養上清中に放出される HCV Core 発

現レベルの顕著な減少がみられた。そして、培

養上清中に産生された HCV 粒子の感染性の低

下も認められた。しかしながら、JFH1 サブゲ

ノムレプリコンJRN/3-5B細胞の内在性DDX5あ

るいは INI1 をノックダウンさせても、JFH1 サ

ブゲノム RNA の複製レベルはコントロール細

胞と有意な差を認めなかった。 

 内在性DDX21をノックダウンさせたRSc細胞

に HCV-JFH1 を感染させると、HCV 感染 96 時間

後の細胞内 HCV RNA レベル、細胞内及び培養上

清中に放出される HCV Core 発現レベルの顕著

な減少がみられた。そして、培養上清中に産生

された HCV 粒子の感染性の低下も認められた。

同様に全長 HCV-O RNA 株複製 O細胞や HCV-O 株

サブゲノムレプリコン sO 細胞の内在性 DDX21

をノックダウンさせても、HCV 複製レベルは顕

著に減少した。HCV 非感染 RSc 細胞において、

DDX21 は核小体に局在したが、HCV-JFH1 感染細

胞においても、DDX21 は核小体に局在したまま

で特に局在の変化はみられず、HCV Core との

共局在は観察されなかった。 

 内在性 Staufen 1 及び UPF1 をノックダウン

させた RSc 細胞に HCV-JFH1 を感染させると、

細胞内 HCV RNA レベルの顕著な減少がみられた。

そして、培養上清中に産生された HCV 粒子の感

染性の低下も認められた。 

 
D. 考察 

1. HCV ゲノムパッケージング機構の解析： 

 HCV の粒子形成過程で、HCV ゲノム RMA が選

択的にパッケージングされる仕組みについて

は全くと言ってよいほど明らかにされていな

い。我々はまず次世代シークエンサーを利用し

て HCV 粒子に取り込まれる HCV RNA を解析し、

HCV 粒子には全長または全長に近い HCV RNA が

ドミナントであることを見出した。また、HCV

粒子に含まれる非HCV配列のHCVとの相同性を

解析し、NS5B または 3’UTR に相同性のあるヒト

由来配列が高頻度に検出されることを明らか

にした。さらに、複製細胞内と細胞外の HCV RNA

を測定し比較した結果、NS5B RNA/5’UTR RNA 比
は細胞外の方が顕著に高値であった。これらの



知見から、3’末端領域（3’UTR and/or NS5B）に

HCV のパッケージングシグナルが存在する可能

性が考えられた。そこで、トランスパッケージ

ングシステムを利用してシグナル同定を開始し

た。これまでの解析から 3’UTR の 3’X 領域に存在

する三ヶ所の stem-loop 領域のうち 3’末端側

二ヶ所が HCV ゲノムパッケージングに重要であ

ることが示された。 

 

2. HCV 感染増殖細胞系の開発： 

 HCV の培養細胞レベルでの増殖は、これまで

遺伝子型 2a 等で成功しているが、遺伝子型 1b

では実用的なレベルに至っていない。これまで

に蓄積された HCV のライフサイクルに必要な宿

主因子や HCV 複製を許容する各種ヒト細胞株を

活用して、遺伝子型 1b に属する HCV 株の培養細

胞レベルでの増殖系の開発を試みた。今年度は、

ヒト不死化肝細胞などに HCV 感染や RNA 複製に

必要な宿主因子を過剰発現させて HCV の感染実

験を行った。その結果、低レベルの HCV 複製増

殖は認められたものの、実用的レベルには至ら

ず、更なる改良が必要性であった。HCV)の培養

細胞レベルでの増殖は、これまで遺伝子型 2a 等

で成功しているが、遺伝子型 1b では実用的なレ

ベルに至っていない。我々は、これまでに蓄積

された HCV のライフサイクルに必要な宿主因子

や HCV 複製を許容する各種ヒト細胞株を活用し

て、遺伝子型 1b に属する HCV 株の培養細胞レベ

ルでの増殖系の開発を試みた。今年度は、ヒト

不死化肝細胞などに HCV 感染や RNA 複製に必要

な宿主因子を過剰発現させて HCV の感染実験を

行った。その結果、低レベルの HCV 複製増殖は

認められたものの、実用的レベルには至らず、

更なる改良が必要性であった。 

 

3. HCV 阻害剤の探索、開発： 

 昨年度見出した抗 HCV 活性化合物（抗マラリ

ア薬として開発中の N-89 と N-251）について、

フェーズ I 臨床試験の開始に必要なさらなる解

析を行った。N-89や N-251 に耐性を示すHCV RNA

複製細胞を得る試みでは、樹立まもない HCV 遺

伝子の多様性もほとんどない細胞では耐性細胞

が得られず、長期に継代培養して、HCV 遺伝子

の多様性を高めた細胞から耐性細胞が得られ

たことから、これらの細胞内の HCV 遺伝子の変

異が耐性を獲得した原因である可能性がある。

しかしながら、同時に、長期継代による細胞そ

のものの変化により耐性細胞が得られた可能

性もあり、現時点ではどちらが主な原因である

かは判断できない。次年度は、耐性の原因がウ

イルス側なのか、宿主側なのかを判別できる実

験を行う予定である。このようなアプローチに

より、耐性の分子機構（裏を返せば N-89 や

N-251 の作用機序）を明らかにできるのではな

いかと期待される。 

 今年度、抗 HCV 活性を見出したサナギタケ冬

虫夏草のカプセル剤は、健康補助食品として市

販されており、その安全性は確保されている。

サナギタケの抗 HCV 活性は、インターフェロン

αやリバビリンの抗 HCV 活性と相加的に作用

することも分かったことから、C型慢性肝炎患

者の治療中にも使用できる物質として興味深

い。また、今回、サナギタケ冬虫夏草の活性の

有効成分が Cordycepin であることが分かった。

Cordycepin は、正常細胞には影響を与えるこ

となく癌細胞に対する増殖抑制効果が報告さ

れている。従って、我々のヒト肝癌細胞をベー

スにした評価系もその影響を受けて、CC50値が

低くなっている可能性がある。ただ、今回、ド

リンク剤では細胞毒性が強く抗 HCV 活性を見

出すことができなかった。ドリンク剤の成分が

公表されていないため、どのような理由により

活性が評価できなかったかは現時点では分か

らない。可能性としては、ドリンク剤の

Cordycepin の含量が低いか或は不安定で分解

していることも考えられる。サナギタケ冬虫夏

草のような抗 HCV 活性を有する食品は他にも

存在する可能性があるので、今後もさらに探索

を進める予定である。 

  

4. HCV 粒子形成に重要な NS5A リン酸化機構の

解明：  

 HCV NS5A 蛋白はセリン、スレオニン残基の

リン酸化状態により、低リン酸化型 (56 kDa) 

及び高リン酸化型 (58 kDa)の 2 種類が存在す

る。NS5A 蛋白のリン酸化はウイルスゲノム複



製だけでなく、感染性ウイルス粒子の形成にも

重要な役割を担うことが知られているが、その

リン酸化部位や特に粒子粒子形成に関与するリ

ン酸化に関わるプロテインキナーゼについては

十分明らかにされていない。そこで、全ヒトプ

ロテインキナーゼを対象として網羅的スクリー

ニングを行った。その結果、NS5A リン酸化に働

き感染性粒子産生に最も大きく影響するキナー

ゼとして CK1alpha を同定した。ノックダウンの

影響がその次に大きかったのは CK2alpha2 であ

った。このうち後者についてはこれまでに HCV

粒子産生への関与が報告されている。今後、HCV

粒子産生における CK1alpha の作用機序の解析

を進めるとともにキナーゼ阻害剤による HCV 産

生阻害を評価する予定である。 

 

5. HCV 生活環におけるユビキチン経路の役割： 

 脱ユビキチン化酵素はタンパク質のユビキチ

ン化の逆反応を担う酵素であり、タンパク質の

安定化や様々なシグナル伝達を介して、癌や免

疫応答等の様々な生理現象に関与することが近

年報告されている。しかしながら、HCV 感染に

おける脱ユビキチン化酵素の役割は不明な点が

多い。昨年度、RNAi スクリーニングにより、HCV

複製に関わる新規宿主因子として、脱ユビキチ

ン化酵素の USP15 と USP20 を同定した。USP15

や USP20 のノックダウン細胞では顕著に HCV 複

製が抑制された。USP15 がない肝癌細胞株では

脂肪滴が顕著に減少し、過剰発現させると脂肪

滴形成が亢進した。USP20 欠損細胞では、HCV 複

製だけでなく、日本脳炎ウイルスの複製も顕著

に抑制した。 

 HCV NS5AはE3リガーゼ Herc5 によりISGylationされ

ると考えられた。Con1株のNS5AはIFN-α,β、E1, E2, E3

の強発現いずれでもISGylationされた。さらに、Con1, O, 

JFH1株いずれのNS5AもISGylationを受け、genotypeに

よらずHCVに共通の現象であると考えられた。ISGylation

部位を解析したが、複数箇所ISGylation を受けることが

解り、Lys残基をAla残基に置換し、一つだけLys残基が

残った NS5A 変異体を作製して解析を進めている。

ISGylation 部位を同定し、そこに変異を導入して HCVcc

やHCVレプリコンの複製及ぼす影響を解析する予定である。

また、前年度同定した新規HCV結合因子である脱ユビキチ

ン化酵素OTUD7BとNS5Aが相互作用を示すことを免疫沈

降法で明らかにした。なかでもNS5A domain IがOTUD7B

との相互作用に重要であった。NS5AはOTUD7Bの脱ユビキ

チン化酵素活性を促進する可能性が示された。OTUD7Bは

NFκB シグナリングの活性調節をすることが報告されて

おり、HCV NS5AとOTUD7Bの相互作用がNFkBシグナリン

グ、および炎症反応に対してどのような影響を及ぼすか

明らかにする必要がある。 

 

6. HCV 複製を制御する新規宿主因子の同定と

機能解析： 

 HCV 生活環に関与する宿主因子として、新た

に DDX5、DDX21、INI1/hSNF5、Staufen 1、UPF1

を同定した。核に局在する RNAヘリケース DDX5

は HCV NS5B RNA ポリメラーゼ結合因子として

すでに同定されているが（Goh et al. J. Virol. 

2004）、本年度の研究により HCV感染•複製へ

の関与が明らかとなった。また、DDX5 が肝硬

変における肝の線維化との関与が示唆されて

おり（Huang et al, Gastroenterology 2006）、

HCV 複製や HCV 関連疾患の病態を解明する上で

DDX5が重要な宿主因子として位置づけられる。

さらに、核小体に局在する DDX21 も HCV 複製に

必要な宿主因子であることが判明した。興味深

いことに核小体に局在する B23 が HCV Core と

結合すること（Mai et al, Oncogene 2006）、

そして Nucleolin も HCV NS5B と結合すること

が報告されており（Hirano et al. JBC 2003; 

Shimakami et al, J. Virol. 2006）、核小体

がどのように HCV 複製に関与しているのかに

ついては今後の研究課題である。Staufen 1 及

び UPF1 はストレス顆粒因子であるが、HCV 感

染によりストレス顆粒が形成されること、そし

て G3BP1、Ataxin2、PABP1 などのストレス顆粒

因子が脂肪滴周辺にリクルートされ、HCV 複製

に利用されることを報告してきた（Ariumi et 

al. J. Virol. 2011）。細胞内のストレス応答

と HCV 複製や病態との関連性が示唆される。最

近、Staufen 1 が HIV-1 Gag と結合し、HIV-1

の粒子産生に関与する (Chatel-Chaix et al. 

MCB 2004)という報告があるので、Staufen 1

の HCV 粒子産生への関与についても今後検討

したい。さらに RNA 結合因子 UPF1 も HIV-1 粒



子内に取り込まれ、HIV-1 の感染性に関与する

ことが示唆されている（Serquiña et al. J. 

Virol. 2013）。これら RNA 結合因子 Staufen 1

や UPF1、RNA ヘリケースそして HCV RNA との３

者における相互作用が HCV 複製制御に重要であ

ると考えられる。 

 

Ｅ．結論 

 本研究グループが保有する実験ツール、解析

手法を最大限に活用して創薬のための分子基盤

の確立に資する研究を推進した。N-251 は第一

相試験に向けた準備に入った。また、HCV ゲノ

ムパッケージング機構の解析、感染増殖細胞系

の開発と阻害剤の探索、HCV 複製制御機構の解

析などに新たな知見を得た。 
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