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研究要旨：本研究では、マイクロRNA (miRNA)等宿主因子を標的とした新規抗C型肝炎

ウイルス(HCV)治療法の開発を目的とした。そのために(1) miRNA阻害剤TPFによるHCV

複製抑制効果、(2) miRNA以外のHCV複製増殖に関わる宿主因子の同定、(3) (2) を標

的とした抗HCV剤のリード化合物の同定、を主におこなった。まず培養細胞において

TPFは主にHCV翻訳を阻害することによってHCV複製を阻害することが示唆された。ま

た感染性HCV粒子産生系を用いたスクリーニングにより、TPFとは別系統の抗HCV作用

を有するさまざまな低分子化合物が得られた。これらのうちhalopemideは宿主

phospholipase Dを阻害することによりHCV放出過程を阻害すること、MA026は感染レ

セプターの一つであるclaudin-1と結合することによりHCV侵入を阻害すること、

SCY-635はHCV感染細胞におけるPKRリン酸化の阻害を介したインターフェロン下流遺

伝子群の翻訳上昇によりHCV複製を低下させることなどが明らかとなった。以上の結

果は抗HCV剤の創薬標的となる新たな宿主因子およびこれを標的とするリード化合物

を提示するものであり、新規抗HCV剤開発に有用な知見を提供するものである。 

 

A. 研究目的 

 C 型肝炎ウイルス(HCV)感染者は本邦に

おいて約 100 万人存在すると推定されてい

る。HCV 治療としては現在まで主にペグイ

ンターフェロンとリバビリンの併用療法に

加えプロテアーゼ阻害剤が用いられている

が、これらの治療法は HCV 遺伝子型によっ

て効果が異なること、インターフェロンベ

ースの治療法では特に副作用が問題になる

こと、プロテアーゼ阻害剤に対しては薬剤

耐性ウイルスの出現が否定できないことか

ら、新たな抗 HCV 療法が求められている。

特に長期投与に伴う薬剤耐性ウイルス出現

を克服するためには、宿主因子を標的とし

た治療薬開発が重要である。本研究ではマ

イクロ RNA (miRNA)等の宿主因子を標的と

した新規治療法の開発を目指す。miRNA は

多様な宿主遺伝子発現を調節する小分子

RNA であり、特に肝臓に高発現する miR-122

は HCV の複製補因子として認知されており、

細胞内での HCV ゲノム複製を強く促進する。

これまでに研究代表者はさまざまな miRNA

種の遺伝子サイレンシング経路を低分子化

合物により阻害できることを初めて示した。

そこで本研究ではまず miRNA 機能阻害によ

る HCV 複製制御を目指してこの miRNA 阻害

剤 TPF を用いた解析をおこなう。またこれ

とは別の抗 HCV 作用を有する化合物を探索

する。得られた化合物の抗 HCV 分子メカニ

ズムの解析をおこなうことにより、抗 HCV

剤の創薬標的となる新規宿主因子の同定を

目指す。 

 

B. 研究方法 

 (1) miRNA 阻害剤による HCV 複製抑制作
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用メカニズムの解析 

 miR-122 依存的 HCV 複製は、miR-122 を過

剰発現した HeLa 細胞に HCV RNA を導入し、

コロニー形成アッセイによって評価した。

また肝細胞での HCV 複製活性の測定には、

HCV レプリコンを有する Huh-7 細胞を用い

た。HCV 翻訳は、NS5B 内の酵素活性中心に

変異を導入して RNA 複製活性が欠失した変

異体レプリコンにより評価した。 

 (2) 抗 HCV 効果を有する低分子化合物の

探索 

 HCV RNA を導入した Huh7-25 細胞に化合

物を 72 時間処理し、培養上清中の HCV 感染

力価を測定することにより、それぞれの化

合物が感染性 HCV 産生に与える影響を評価

した。 

 (3) halopemide の宿主標的同定および抗

HCV 作用機序の解析 

 Huh-7.5.1 細胞への siRNA 導入には

lipofectamine RNAiMax を用いた。また HCV 

core タンパク質とさまざまなオルガネラ

マーカーの細胞内局在は免疫蛍光法により

検出した。 

 (4) MA026 の宿主標的同定および抗 HCV 作

用機序の解析 

 MA026 の宿主標的スクリーニングには、

MA026 を固相化したプレートおよびランダ

ムペプチドライブラリーを表出するファー

ジを用いたファージディスプレイ法を用い

た。MA026 と claudin-1 との結合は表面プ

ラズモン共鳴により評価した。 

 (5) SCY-635 のインターフェロン(IFN)経

路修飾作用機序の解析 

 ISG15、MxA、PKR、リン酸化 PKR、eIF2a、

リン酸化 eIF2a、HCV core、actin タンパク

質はイムノブロット法で検出した。 

 

C. 研究結果  

 (1) miRNA 阻害剤による HCV 複製抑制作

用メカニズムの解析 

 miRNA 阻害剤 TPF を処理することにより

HeLa細胞におけるmiR-122依存的HCV複製

が減少した。また TPF によって Huh-7 細胞

内のレプリコン活性も減少した。また HCV

複製抑制メカニズムの一つとして、TPF に

より用量依存的に HCV 翻訳活性の低下が認

められた。 

 (2) 抗 HCV 効果を有する低分子化合物の

探索 

 HCV RNA を導入した Huh7-25 細胞におけ

る感染性 HCV 産生を測定することにより、

抗 HCV 作用を有する化合物をスクリーニン

グした。その結果、感染性 HCV 産生を 1/3

以下に低下させるものとして 17 化合物が

得られた。この際、いずれも細胞毒性はほ

とんど示さなかった。 

 (3) halopemide の宿主標的同定および抗

HCV 作用機序の解析 

 halopemide は HCV RNA 複製および粒子形

成には影響を与えることなく HCV 放出を有

意に低下させた。また halopemide の宿主標

的の一つである phospholipase D (PLD)に

対する siRNA を導入したところこの細胞か

らの感染性 HCV 産生が約 1/3 に減少した。

PLD阻害効果をもつhalopemide以外の化合

物を処理することによっても感染性 HCV 産

生が減少した。また PLD 阻害によってアル

ブミン、アポリポタンパク質などの宿主分

泌タンパク質の放出にはほとんど影響せず、

またこの時、HCV core タンパク質がゴルジ
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に蓄積していることが観察された。 

 (4) MA026 の宿主標的同定および抗 HCV 作

用機序の解析 

 pseudomonas より抽出された新規天然有

機化合物 MA026 が HCV 侵入を阻害すること

を、感染性 HCV 粒子産生系で明らかにした。

MA026 の標的分子をファージディスプレイ

法により探索したところ、MA026 結合配列

として単離されたペプチド配列の一つが、

claudin-1 の細胞外ループと相同性を有し

ていた。さらに表面プラズモン共鳴により

MA026 とリコンビナント claudin-1 タンパ

ク質の結合が確認された。 

 (5) SCY-635 のインターフェロン経路修飾

作用機序の解析 

 SCY-635 を処理した HCV 感染細胞では

ISG15、MxA などの IFN 下流遺伝子の mRNA

発現は変化することなく、これらのタンパ

ク質量が増加することが明らかとなった。

また SCY-635 処理によってリン酸化 PKR お

よびリン酸化 eIF2a の顕著な低下が認めら

れた。この SCY-635 のリン酸化 PKR 低下作

用はシクロフィリンの阻害を介しているこ

とが示唆された。 

 

D. 考察 

 以上のように miRNA 阻害剤 TPF および他

の宿主因子を標的とする抗 HCV 化合物

halopemide, MA026, SCY-635 の作用機序を

解析した。その結果、halopemide は PLD 阻

害によりゴルジからの HCV 輸送を阻害し、

HCV 放出を低下させることが示唆された。

MA026 は claudin-1 と結合する初めての低

分子化合物であることが明らかとなり、こ

れは HCV 侵入阻害効果を有することが示さ

れた。また SCY-635 はこれまで HCV RNA を

直接阻害することが報告されていたが、そ

れに加えて今回の結果より IFN 下流遺伝子

の発現上昇を介する HCV 複製抑制作用も有

することが示唆された。 

 

E. 結論 

 以上のように本研究では、miRNA および

それ以外の宿主因子を標的とすることによ

り抗 HCV 作用を示す低分子化合物を同定し

た。これらの化合物を至適化することによ

りさらに良好な抗 HCV プロファイルを持つ

化合物が同定できると期待される。 
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