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研究要旨：将来を見据えた長期的なウイルス肝炎対策として、現行の Direct Acting 

Antivirals とは作用機序の異なる新規Ｃ型肝炎治療薬の開発は重要な課題である。本研究で

は、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実験系の作出、

また阻害剤探索を行う。本研究期間に以下の成果を得た。１）HCV 3’UTR をパッケージング

シグナルとして初めて同定し、創薬標的の可能性を示した、２）CV粒子形成に重要な NS5A キ

ナーゼとして CK1alpha を同定、同阻害剤の抗 HCV 活性を見出した、３）経口抗マラリア薬 N-89

とその誘導体 N-251 に強い抗 HCV 活性を見出し、リバビリンと相乗的、DAAと相加的な治療効

果を示した（臨床試験開始予定）、４）市販されているサナギタケカプセル剤に抗 HCV活性を

見出した、５）新規 HCV 複製調節因子として脱ユビキチン化酵素 USP15, USP20 を同定した、

６）USP15 は脂質代謝、脂肪肝発症に関与することを培養系とマウスモデルで証明した、７）

HCV 複製調節因子 FKBP6 の阻害剤 DM-CHX が抗 HCV 活性を有し、IFNと相乗的、DAAと相加的に

働くことを示した、８）NS5A を修飾し HCV 複製に関与するユビキチンリガーゼ DZIP3 を同定

した、９）NS5A は Herc5 によって ISG15 化されること、脱ユビキチン化酵素 OTUD7B と会合す

ることを見出した、１０）RNA ヘリケース DDX21、RNA 結合因子 Staufen1 と UPF1 が HCV 生活

環に関与することを見出した、１１）DNA損傷修復関連因子による HCV 複製調節機構と DNA-PK

阻害剤による抗 HCV活性を見出した。 

 得られた知見を基に、開発研究へ進展させることにより、新規抗 HCV 薬の開発、進行性肝

疾患の発生抑制対策に寄与することが期待される。 
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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： 

 HCV JFH-1クローンのE2領域にFLAG tag配列

を挿入した全長cDNAを Huh7.5.1 細胞へ導入し、

FLAG付加HCVccを作製した。培養上清中より濃縮、

精製した同HCV粒子よりRNAを抽出し、Transplex 

Whole Transcriptome Amplification kit 

(Sigma-Aldrich)によってcDNA合成、二本鎖DNA

生成を行った。得られたDNAについて、次世代シ

ークエンサー（Illumina GA）によって網羅的な

塩基配列解析を行った。 

 JFH-1株の塩基配列情報を検索して。NS5B遺伝

子をプライマー、プローブとするreal-time 

RT-PCR法（NS5B-qPCR）を作製した。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。 

 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細胞へ共導入した。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の感染性を評価した。 

 非複製ゲノムのパッケージング系は以下のよ

うに構築した。RdRpを不活性型変異させた変異サ

ブゲノムレプリコン（Gluc遺伝子を有しPol1プ

ロモーターから発現；pSGRJFH1GND/Gluc）と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とをHuh7.5.1細胞へ共導

入し、72時間後の培養上清を回収した。これを

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

性を評価した。また、非複製型サブゲノムレプリ

コンのかわりに、pCAG-UTR-GFPと pCAG-NS3-NS5B

を用いたHCVtcp産生系も構築した。 

 

2. HCV感染増殖細胞系の開発： 

 HCV 感染実験は、以下に示す幾つかの方法によ

り行った。 

 平成24年度： 各種細胞を24ウェルプレートに

それぞれ1 x 104個ずつ播き、一晩37度で培養し

た後、HCV陽性血清（O株）100 l(1x107 HCV ゲ

ノム価相当)を添加した。2時間培養した後、培地

を除きPBS (1 ml)で2度細胞を洗い、それぞれの

ウェルに必要な培地（1.2 ml）を加え37度で培養

を行った。2 日後に培地交換を行い、感染 7 日目

に培地 1 ml をとり、HCV Core の定量を ELISA 法



（検出限界は20 fmol/L）により行った。 

 平成25年度：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（O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 JFH-1

株（遺伝子型2a）HCV（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を用いた定量的RT-PCR法により行っ

た。もう一方の細胞は、継代用として、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（HCV Core の定量）や Total RNA

（HCV-RNA の定量）の調製を行った。このような

作業を毎週続け、HCV 感染細胞の長期継代を行っ

た（平成26年度にも引き続き実施）。 

 平成26年度：HCVの感染実験は、前年度の方法

に従って行った。但し、平成 26 年度より ELISA

法によるHCV Core の検出限界は1 fmol/L と従来

の20 fmol/Lより高感度となった。 

 培養上清に存在する HCV の感染性については、

HuH-7 由来の RSc 細胞と Li23 由来の D7 細胞を用

いて、感染実験を行い評価した。６ウェルプレー

トに4 x 105細胞ずつ播き（培地2 ml）、翌日、凍

結保存しておいた各種上清 0.1 ml を添加、37 度

で6時間培養した。その後、培地2 mLで２回細胞

を洗い、3日間培養した。その後、細胞よりTotal 

RNAを調製して、上記のRNA定量法によりHCV-RNA

の定量を行った。この方法により、使用した培養

上清中の感染性HCV粒子の量を推定した。 

 培地の効果についての実験は以下の方法により

行った。HCV 感染細胞の培養において通常培地

(10%FBS を含む)から無血清培地 AEM (Adenovirus 

Expression Medium)に交換して2日或いは3日後

に培養上清と細胞を回収した。培養上清中の感染

性HCV粒子の量は、RScやD７細胞を用いた上述の

感染実験法により推定した。細胞内の HCV-RNA 量

は上記の定量的RT-PCR法により測定した。 

 各種細胞におけるHCV受容体（CD81など）のmRNA

の発現レベルについては、LightCyclerを用いた

定量的RT-PCR法により測定した。 

 

3. HCV阻害剤の探索、開発： 

 抗 HCV活性の評価用で全長HCV-RNA 複製細胞で

あるHuH-7由来のOR6や Li23由来の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）や各種の直接作用型抗ウ

イルス剤(DAA)（各種濃度）を添加して 72 時間後

にルシフェラーゼ活性を測定することにより化合

物の 50％阻害濃度（EC50）を算出した。細胞毒性

については、別途細胞（96 ウェルプレート）に化

合物（各種濃度）を添加して 72 時間後に WST-1

アッセイにより 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。 

 抗HCVコアやNS5B抗体を用いたウェスタンブロ

ットは常法に従って行った。N-251 に抵抗性を示

すヒト細胞評価系の作出のために、OR6 細胞や

ORL8 細胞に N-251 を連続的に添加して、G418 に

抵抗性を示す細胞コロニーを得ることを試みた。

使用した N-251 の濃度や添加方法については、適

時変化させて行った。 

 

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及びユビキ

チン様タンパク質の役割： 

 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。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。さらに、USP15欠損マウスを作製し、肝

機能における影響を調べた。 

 NS5A のユビキチン化酵素の解析は以下のよう

に行った。 

NS5A結合因子のスクリーニング：Ｃ末端側に

myc-His6タグを付加したHCV NS5A (genotype 1b, 

O strain)の発現プラスミドをヒト肝癌細胞株

Huh-7細胞にトランスフェクトし、タンデムアフ

ィニティ精製と質量分析法で結合因子を同定し

た。 

HCV NS5A結合因子の発現と相互作用解析：NS5A

蛋白質と共沈した細胞内因子から、ユビキチンリ

ガーゼp138kDaの発現プラスミドを構築した。 

in vitro NS5A ユビキチン化アッセイ系の構築：

組換えバキュロウイルス系で発現した FLAG-p138、

His6-E1、をバキュロウイルスによる昆虫細胞系で、

大腸菌 BL21 (DE3)で発現したHis6-UbcH5bで in 

vitroユビキチン化系を構築した。 

RNAiによる細胞内p138の機能解析：内在性p138

の HCV 増殖での機能を明らかにするために siRNA

およびshRNAを構築した。 

HCVレプリコン細胞によるp138の機能解析：HCV

複製におけるp138の機能を解析するために、

genotype 1b Con1株 全長HCVレプリコン細胞 

RCYM1 (FGR Con1)に p138を強制発現し、HCV複製

への影響を解析した。 

 NS5Aの脱ユビキチン化酵素の解析は以下のよ

うに行った。 

HCV NS5A蛋白質と脱ユビキチン化酵素p100の相

互作用解析： Huh-7細胞にFLAG-p100と

NS5A-myc-His6を一過性に発現させ、免疫沈降法

により相互作用を解析した。 

HCV NS5A上のp100との相互作用に重要な部位の

解析：NS5Aの各種欠損変異体を用い、NS5A上の

p100との結合に重要な部位を免疫沈降法にて解

析した。 

NS5Aによるp100脱ユビキチン化酵素活性への影

響：Huh-7.5細胞にHA-Ub, NS5A-myc-His6, 

FLAG-p100をトランスフェクトし、NS5Aによる脱

ユビキチン化酵素活性への影響を解析した。 

NS5AのISGylationの解析は以下のように行った。 

Huh7細胞におけるISG15の誘導：ヒト肝癌細胞株

Huh-7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。 

HCV感染によるISGylation系の誘導：Huh-7細胞

にHCV J6/JFH1を M.O.I.=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。 

NS5Aを ISGylationするE3の解析：ヒト肝癌細胞

株Huh-7細胞にUBE1L, UbcH8, FLAG-ISG15およ

びTRIM25またはHerc5を一過性に発現し、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。 

HCV NS5AのISGylationの解析： Con1, O 

(genotype 1b), JFH1 (genotype 2a)をプラスミ

ドpEF1A-NS5A-myc-His6として発現させ、

ISGylationを解析した。 



HCV NS5AのISGylation部位の解析：HCV Con1株

のNS5A (genotype 1b)をプラスミド

pEF1A-NS5A-myc-His6として発現させた。14個の

すべてのLys残基をArg残基に置換した

pEF1A-NS5A-Lys null-myc-His6を作製した。さら

に各部位１カ所のみLys残基をもつNS5A変異体

を作製した。これらを用いて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。 

HCV NS5A蛋白質のISGylationの解析： 

FLAG-ISG15の代わりにGFP-ISG15を用いて上記と

同様の解析を行った。 

 

6. HCV複製を制御する新規宿主因子の同定と機能

解析： 

 HCV NS5Aを発現あるいはJFH1ウイルス株を感

染させ、細胞内FKBP6/8あるいは強制発現した

FKBP8/6との相互作用を免疫沈降法で解析した。

また、細胞内局在の解析は、蛍光抗体法により染

色した細胞を、共焦点レーザー顕微鏡で解析した。

また、市販のTissue micro arrayを免疫染色し、

HCV感染とFKBP6発現との関連性について検討し

た。Daclatasvir、IFN、TelaprevirとのDM-CHX

の併用効果はEC50で解析した。 

 細胞内局在の観察：ヒト肝癌細胞株HuH-7由来

RSc細胞にHCV-JFH1株を感染させ、感染72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あるいはFV1200、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。さらに293T細胞にMyc-Rad18及び

HA-NS5B発現プラスミドをコトランスフェクショ

ンし、48時間後に細胞を固定後、抗HA抗体 (HA-7; 

Sigma社) を反応させた後、Cy3結合抗マウス抗

体（Jackson ImmunoResearch社）及びAlexa488

結合抗Myc抗体（MBL社）を用いて可視化した。

また、細胞をアドリアマイシン(100 nM)で３時間

処理後、DNA損傷に伴うRad18及びNS5Bの細胞内

局在の変化について観察した。 

 HCV複製に関与する宿主因子の同定：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、UPF1、DNA-PKcs、

そしてRad18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リアルタイム 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

レベルについてもリアルタイムRT-PCR法とウエ

スタンブロット法により検討を行なった。 

 免疫沈降法：細胞を50mM Tris-HCl (pH8.0), 

150mM NaCl, 4mM EDTA, 0.2% NP-40, 1mM DTT, 1mM 

PMSFを含むRIPAバッファーで可溶化した。細胞

ライゼートは抗Myc抗体(MBL社)を加えインキュ

ベートし、Protein G-Sepharose(GE)に吸着させ、

免疫沈降した。免疫沈降物は、抗HA抗体（HA-7, 

Sigma）あるいは抗Myc抗体を用いたウエスタン

ブロット法により解析した。 

 抗HCV活性の測定：ウミシイタケ(Renilla)ル

シフェラーゼ遺伝子を保持する全長HCV-O株 RNA

複製細胞株OR6細胞やJFH1株のサブゲノムレプ

リコンJRN35細胞をDNA-PK阻害剤(DNA-PK 

inhibitor II/NU7026; Calbiochem)で処理し、72

時間後、細胞ライゼートのRenillaルシフェラー

ゼ活性をルミノメーターLumat LB9507 

(Berthold)を用いて測定した。 



 

（倫理面への配慮） 

 本研究においては、実験及び解析に用いた材料

は全てこれまでに確立されているものである。解

析に用いたHCV陽性血清は、契約に基づき当該機

関より入手したものである。本年度の研究にはヒ

トの臨床材料を用いたものがない。そのために倫

理面への特段の配慮はなかった。但し、実験に使

用した細胞および核酸については蒸気滅菌を施

した後に廃棄した。 

 

 

C. 研究結果 

1. HCVゲノムパッケージング機構の解析： 

 「HCV粒子の中にはどのような塩基配列の遺伝

子がパッケージングされるか」を明らかにするた

め、培養細胞系で作製したHCV JFH-1を粗精製し

粒子内のRNAを次世代シークエンサーで網羅的に

解析した。比較対照として、試験管内で合成した

HCV JFH-1全長RNAも同様に解析した。Illumina 

technologyで36 baseの遺伝子断片を936万リー

ド（HCV粒子検体）及び784万リード（試験管内

合成RNA検体）取得し、まずHCV遺伝子を解析し

た結果、各リードの分布パターンは両検体で非常

に似ており、HCVゲノム全域に亘って遺伝子断片

が検出された。これにより、HCV粒子に取り込ま

れているHCV RNAの多くは全長あるいは全長に近

いpopulationであることが示唆された。 

 一方、粒子検体では全リードの54%が非HCV配

列であった。そこで、計約450万塩基のヒト由来

配列について、HCVと相同性があるかを解析した。

HCVとのミスマッチが10%以下で、polyA/U rich

配列を除いた断片を相同性ありとした。得られた

相同性断片をHCVゲノム上にマッピングしたとこ

ろ、相同配列の相対的な出現頻度が高いのは、

3’UTR内の２領域（nt9581-9593, 9645-9653）及

びNS5B内のnt9307-9314であった。すなわち、

HCVゲノムの3’末端側領域に相同性の高いヒト遺

伝子はHCV粒子に取り込まれやすい可能性が考え

られた。 

 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。3’UTR内には適当なプ

ライマー、プローブが設計できなかったためNS5B

遺伝子を検出する定量RT-PCR系を作製し、5’UTR

検出系と同等の感度で定量測定可能であること

を確認した。HCV JFH-1産生細胞の細胞及び培養

上清よりtotal RNAを抽出しHCV RNA を測定し、

NS5B RNA/5’UTR RNA比を求めた所、細胞内（0.013）

に比べ培養上清（0.323）の方が20倍以上高いこ

とが示された。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。 

 そこで、HCVtcpシステムでパッケージングシグ

ナルのさらに詳細な解析を行った。5’UTR/NS3〜

NS5B/3’UTR遺伝子からなり、NS5B RdRpに不活性

化変異を導入した非複製型レプリコンでもHCV 

Core〜NS2タンパク質による特異的なパッケージ

ングが可能であることが示されたため、次に、非

HCV遺伝子にパッケージングシグナルを付与する

ことによってHCV粒子に取り込まれるかを調べた。

UTR配列（3’UTRまたは5’UTR）とレポーターGFP

遺伝子からなるコンストラクトを構築し、Core〜

NS2発現ベクターと共発現させた。しかしながら、

5’UTR-GFP、3’UTR-GFPともHCVtcp産生は認められ

なかった。HCV NSタンパク質が粒子形成に関与す

ることが知られていることから、上記の発現ベク

ターに加えて、NS3〜NS5B発現プラスミドを同時

に発現させたところ、非常に興味深いことに、

3’UTR-GFPの場合、HCVtcp産生が観察された。こ

れは、3’UTRが JFH-1株、H77C株由来の場合で同

様の結果であった。これらの共発現細胞でNS5A

と脂肪滴、NS5Aと Coreの局在を調べると、予想

通り、HCVtcp産生が認められた細胞では、NA5A

と脂肪滴、NS5A-Coreの共局在分子数が他の細胞

の場合に比べ有意に高い値を示すことがわかっ

た。 

 

2. HCV感染増殖細胞系の開発： 

 遺伝子型1bに属するO株HCVを用いて 

JFH-1 株 HCV に感受性を示す HuH-7 由来の RSc 細

胞、Li23 由来の ORL8c 細胞、Li23 由来で 4 年間

HCV-RNA を複製させた後に治癒化した OL14(4Y)c

細胞およびヒト不死化PH5CH8細胞にHCVを感染さ

せ、１週間後に培養上清中のHCV Coreの定量を行

った。しかしながら、いずれにおいても、HCV Core

は 20 fmol/L以下であった。FBS(牛胎児血清)の代

わりにHS（ヒト血清）を含む培地を用いて同様の

感染実験を行ったが、HCV Coreは検出されなかっ

た。 

 次に、感染１週間後の培養上清(1 m)をナイーブ

な細胞に添加し、みかけ感染（2 時間）を行い、

１週間培養を続けた。１週間後に、もう一度培養

上清（1 ml）をナイーブな細胞に添加し、みかけ

感染（2 時間）を繰り返した。１週間後に、培養

上清中のHCV Coreの定量を行った。このようなめ

くら感染によりウイルス量が増加する可能性を期

待したが、いずれの細胞においても、HCV Coreは

検出されなかった。 

 ヒト不死化PH5CH8細胞については、過去の感染

実験(1996〜1998)により103/ml レベルのHCV-RNA

が培養上清に検出されていたが、今回の実験にお

いて培養上清中のHCV Coreが検出されるレベルで

はないことが判明した。従って、この細胞におい

て、何か HCV 感染および産生に関わる宿主因子が

欠如している可能性があると考えられた。そこで、

まず感染に必要な受容体（CD81, SR-BI, EGFR, 

CLDN1, OCLN および NPC1L1）について検討した。

それぞれの因子について定量的 RT-PCR 法により

mRNAの定量を行った結果、PH5CH8細胞では、CLDN1

と NPC1L1 の発現レベルが非常に低くなっている

ことが判明した。そのため、これらの遺伝子を追

加発現させることとした。ただ、NPC1L1について

は、JFH-1 株 HCV が効率よく複製増殖する HuH-7

由来の RSc 細胞でも発現レベルが非常に低いので

重要度は低いと考え、CLDN1（Claudin 1）のみを

追加発現させることとした。これと並行して行っ

ていた実験により、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、まず

は、PH5CH8 細胞に miR122 を過剰発現させた細胞

を作成した後、その細胞に CLDN1 を過剰発現させ

ることにした。 

 レトロウイルス発現ベクターを用いて我々が通

常行っている方法により、目的とするmiR122発現



PH5CH8 細胞(PH5CH8/mir122)や CLDN1 も併せて発

現させた PH5CH8 細胞（PH5CH8/miR122/CLDN1）を

作成した。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

JFH-1 株 HCV に対する感受性が高まっていること

を報告している）を用いた。HCV のソースとして

は、JFH-1株 HCV（4 x 105/mlの感染価を示す）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JFH-1 株 HCV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 HCV Core の量（fmol/L 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(20 fmol/L)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 の定量はLightCycler を用いた

定量的RT-PCR法により行った。その結果、HCV 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。 

 HCV陽性血清（遺伝子型1bのO株）を添加した

場合での結果は、JFH-1 株 HCV とはかなり異なっ

ていた。感染 7 日目の培養上清中の HCV Core は

PH5CH8細胞でのみ70 fmol/Lという値が初めて得

られ、それ以外の細胞では検出限界以下であった。

感染 8日目の培養上清ではすべて検出限界以下で

あった。細胞内HCV-RNAのレベルは、PH5CH8細胞

で7.1 x 102 、PH5CH8/miR122/CLDN1細胞で3.2 x 

102、ORL8c細胞で8.4 x 102、D７細胞で3.9 x 102 

copy/g total RNA であり、これら以外の細胞で

は検出されなかった。これらの結果から、JFH-1

株や O株 HCV の感受性は細胞により相当異なるこ

とが示唆された。 

 さらに培養を続行して、感染後 17 日、23 日お

よび29日目の培養上清中のHCV Core の定量と感

染29日目の細胞内HCV -RNA の定量を行った。そ

の結果、RSc、ORL8cおよびD7細胞では29日目に

おいても培養上清にHCV Core (104 レベルfmol/L)、

細胞内に HCV-RNA（107-108レベル copy/g total 

RNA）が検出され、持続感染状態になっていること

が分かった。しかしながら、PH5CH8細胞の系列か

らは、培養上清中のHCV Coreも細胞内のHCV-RNA

も検出されなかった。これらの結果から、HCV 陽

性血清(O株HCV)を用いたHCV感染で持続感染状態

を維持することが難しいことや miR122 や CLDN1

だけでは1b型HCVの複製増殖を達成できないこと

が示唆された。 

 しかしながら、他の研究室からのこれまでの報

告により、感染後一旦 HCV が検出されなくなった

としても、相当期間日数が経過した後に、再度出

現してくる可能性が考えられた。そこで、我々は、

感染後29日目で一端-80度で保存してあった細胞

を再度培養することにより、そのような可能性が

ないかどうかを検証した。１週間程度の培養で継

代できるようにアレンジして、培養を行い、感染

後、50, 78, 98および133日目で細胞と培養上清

中に存在するHCV量(細胞についてはHCV-RNA 量、

培養上清については HCV Core 量)を定量した。そ

の結果、JFH-1株 HCVを感染させたRSc、ORL8cお

よびD7細胞では、感染133日目においても、細胞

内の HCV-RNA 量はそれぞれ 2.2 x 107、4.0 x 106

および 1.1 x 107 コピー/g total RNA となり

HCV-RNA の複製が持続的に継続されていることが

分かった。培養上清についても、HCV Coreは、RSc

細胞で2600 fmol/L、D7細胞でも3 fmol/Lが検出

され、これらの細胞においては、持続感染状態に

なっていることが分かった。平成 24-25 年度の

ELISA法によるHCV Coreの検出限界は、20 fmol/L

であったが、平成26年度より検出感度が上昇し検

出限界は、1 fmol/L となった。それでも、ORL8c



細胞での培養上清中のHCV Coreは検出されなかっ

たことから、HCV Core の量は 1 fmol/L 以下にな

っていることが分かった。これらの細胞とは対照

的にPH5CH8細胞（miR122や miR122/CLDN1の追加

発現細胞も含む）では、継代 133 日目まで細胞内

および培養上清中にJFH-1 株 HCV は一切検出され

なかった。この結果から、HCV の複製レベルが遅

延性に上昇することはなく、持続複製状態にもな

らないことが確認された。 

 一方、O 株 HCV を感染させた細胞においては、

PH5CH8 細胞並びに RSc、ORL8c、D7 細胞で感染後

133 日目まで、細胞内や培養上清中に HCV-RNA や

HCV Coreは一切検出されなかった。従って、この

ような培養細胞システムにおいては HCV の複製レ

ベルが遅れて徐々に上昇してくるというような現

象は認められないことが分かった。 

 こ の よ う な 状 況 下 に お い て 、 昨 年

Virology(Mathiesen CK et al, 458-459: 

190-208)にHuH-7由来のHuh7.5細胞で無血清培地

であるAEM培地をDMEM(10%FBS入り)培地に置き換

えて２日ほど培養すると感染性 HCV の産生が 10

倍ほど亢進することが報告された。AEM 培地に置

換すると無血清のため細胞増殖能が低下するため

か、細胞内の HCV-RNA レベルは逆に低下傾向にな

るという報告でもあった。そこで、我々は、この

現象が我々の HCV 感染実験系においても再現でき

るかどうかの検証を行った。 

 まず、JFH-1 株 HCV感染後126日経過したRSc、

ORL8cおよびD7細胞をそれぞれ２つに分けて継代

培養し、130 日目に１つは通常培地でさらに培養

を継続し、もう１つは AEM 培地に交換してさらに

３日間培養した。その後(感染後 133 日目)、細胞

内HCV-RNA量と培養上清中のHCV Core量をそれぞ

れ定量した。その結果、RSc細胞では、AEM培地の

効果は認められず、細胞内HCV-RNA量は2.0 x 107 

コピー/g total RNAのままで、培養上清中のHCV 

Core量は約8分の１（300 fmol/L）に低下してし

まうことが分かった。さらに、ORL8c 細胞でも、

細胞内 HCV-RNA 量は約 3 分の１（1.1 x 106 コピ

ー/g total RNA）に低下し、培地上清中のHCV Core

量は1 fmol/L（検出限界値）以下のままであった。

これらの否定的な結果とは対照的に、Li23由来の

D7細胞においては、細胞内のHCV-RNA 量は ORL8c

細胞と同様、約3分の１（3.8 x 106コピー/g total 

RNA）に低下したものの、培養上清中の HCV Core

の量は通常培地で得られた1.4 fmol/Lと比較して

55倍高い77 fmol/Lが得られた。この培養上清中

のHCV Core量が感染力価と比例しているかどうか

については、培養上清をD7細胞に感染させること

により（方法の詳細は研究方法の項を参照）測定

した。その結果、AEM 培地交換で得られた培養上

清の感染力価は通常培地で得られたものと比較し

て 100 倍高いことが分かった。細胞クローンの種

類によって、Virology により報告された現象が

我々の培養細胞システムにおいても再現されるこ

とが分かった。 

 これらの実験は、感染後長期間経過して、産生

される HCV 量がかなり低下した状態でなされたも

のであったので、次にもう少し HCV の複製レベル

が高い状態でも AEM 培地の効果が観察されるかど

うかを検討した。JFH-1株 HCVを感染させ17日経

過後-80度で保存してあったRSc、ORL8cおよびD7

細胞を再度培養し、感染後30日目となった時点で、

前回の実験と同様に、通常培地と AEM 培地の２つ

に分け、3日間培養した。その後、細胞内HCV-RNA

量と培養上清中のHCV Coreの定量を行った。その

結果、HuH-7 由来の RSc 細胞では、前回同様 AEM

培地の効果は認められず、細胞内 HCV-RNA 量は 2

分の1(6.7 x 107 コピー/g total RNA)に、培養

上清の HCV Core 量は 12 分の 1(710 fmol/L)にそ

れぞれ低下した。これとは対照的に Li23 由来の

ORL8c細胞とD7細胞ではAEM培地の添加効果が認

められた。ORL8c 細胞では、細胞内 HCV-RNA 量は

3.5 分の１（2.7 x 106コピー/g total RNA）に

低下したものの、培養上清の HCV Core 量は、2.0

から 67 fmol/L と 33 倍上昇した。D7 細胞でも細



胞内 HCV-RNA 量は、2 分の１程度(8.3 x 107コピ

ー/g total RNA)に低下したものの、培養上清の

HCV Core 量は、100から2,500 fmol/L と 25倍上

昇した。さらに、それぞれの培養上清を RSc 細胞

に感染させ、3 日後の細胞内 HCV-RNA 量の測定を

行った結果によっても、AEM培地により感染性HCV

粒子の産生量が大幅に亢進していることを確認す

ることができた。以上の結果から、AEM 培地の効

果は、感染後１ヶ月以内の細胞においても効果が

あることが明らかとなった。特に培養上清中の

100 fmol/L から 2,500 fmol/L への上昇は特筆す

べき点である。 

 そこで、次にこのAEM培地の効果がO株HCVや

同じ1b型HCVである1B-4株 HCV(1 x 108 HCV ゲ

ノム/mL 血清)の感染実験系でも認められないか

どうかの検討を行った。AEM 培地の効果が認めら

れたORL8c細胞やD7細胞、その他にPH5CH8細胞

やmiR122/CLDN1 を発現させたPH5CH8細胞にO株

HCVや1B-4株HCVを感染させ、感染後4日目にAEM

培地に置換して、3日後の培養上清のHCV Core量

の測定を行った。通常培地で並行して実験を行っ

た場合と比較した結果、大部分の細胞において培

養上清のHCV Coreは検出できるものの、どれも4 

fmol/L以下で、明らかにAEM培地の効果と認めら

れるケースは無かった。これらの結果から 1b 型

HCV の感染実験においては、大幅なウイルス産生

亢進は起こらないことが分かった。 

 

3. HCV阻害剤の探索、開発： 

 OR6アッセイ系とORL8アッセイ系を用いて、こ

れまで多くの化合物について、抗 HCV 活性の評価

を行って来た。その中で、抗マラリア薬として使

用されているArtemisinin に弱い抗HCV活性を見

つけて以前に報告していた（Ueda et al., Biochem 

Biophys Res Commun, 409:663-668, 2011 ）。

Artemisinin の EC50値はOR6 アッセイ系で81 M、

ORL8アッセい系で23 Mと高値であったためあま

り注目していなかった。その後、岡山大学薬学部

の綿矢教授（現医学部特命教授）が Artemisinin

のペルオキシド構造を有するが、全体としては化

学構造が異なる化合物(N-89 とその誘導体である

N-251)を抗マラリア薬として開発中であることを

知り、我々の細胞アッセイ系で抗 HCV 活性を評価

する機会を得た。その結果、驚くことに N-89 と

N-251は強い抗HCV活性を有することが分かった。

特にORL8 アッセイ系でのN-89 と N-251 の EC50値

は89 nM と 100 nM と低く、SI 値も 26と 13 と高

値となった。このようなSI値は、現在臨床治療薬

として使用されているリバビリン(RBV)と同等か

それ以上であると評価された。また、OR6 アッセ

イ系においても、N-89と N-251の EC50値は660 nM

と690 nMとなりいずれも1 M以下の値となった。

両化合物にこのような強い抗 HCV 活性が得られた

ことから、単独で使用しても、細胞内からHCV-RNA

が完全に排除された治癒細胞を作成できるのでは

ないかと期待された。事実、ORL8 細胞に N-89 (1 

M)を 4日置きに６回投与したところ、細胞内から

HCV-RNA を完全に排除することができた。この時

点で、この化合物は経口の抗 HCV 剤として有望で

あることが示唆された。 

 次に、N-89 や N-251 がインターフェロン(IFN)

やRBVの抗HCV活性を増強するかどうかを調べた。

その結果、IFN-と併用した場合は相加効果であ

ったのに対して、RBV あるいは IFN-および RBV

と併用した場合には、相乗効果を示すことが分っ

た。この結果から、N-89 や N-251 は 2012 年当時

の標準的治療法(IFN と RBV の併用療法)における

効果を増強しうることが分かった。 

 我々は、N-89や N-251の抗HCV活性がどんな作

用機序により生じるかを明らかにすることは重要

であると考えた。N-89や N-251の構造は、ペルオ

キシド誘導体であることから、酸化ストレスの関

与が予想された。そこで、この可能性について、

まず検討することとした。 

 我々は以前、シクロスポリン A（CsA）の抗 HCV

活性が抗酸化剤であるビタミン E（VE）により完



全にキャンセルされることを見出し報告していた

(Yano et al, Antimicrob Agents Chemother 

51:3756-3759, 2007) ので、N-89やN-251の抗HCV

活性が VE によりキャンセルされるかどうかを調

べた。その結果、IFN-の抗HCV活性はVE添加に

よってもキャンセルされないにも関わらず、N-89

と N-251の抗HCV活性はCsAと同様、VEによりほ

ぼ完全にキャンセルされることが分かった。従っ

て、N-89 や N-251 は酸化ストレスを介して抗HCV

活性を誘導している可能性が示唆された。興味深

いことに、Artemisininの抗HCV活性はVEにより

キャンセルされなかったことから、N-89 や N-251

とは異なる作用機序により抗 HCV 活性を示すもの

であることも示唆された。 

 そこで、次に、N-89や N-251を細胞に添加する

と実際に ROS(Reactive oxygen species: 活性酸

素種)が産生されるかどうかを検討した。ROS検出

用の標識試薬(CM-H2DCFDA)で処理した ORL8 細胞

にN-89などを添加して２時間後にROS産生が起こ

って標識試薬が発光しているかどうかを Flow 

cytometry によりその蛍光強度を測定して調べた。

その結果、予想どおり、N-89,N-251およびCsAで

は ROS の産生が観察され、IFN-,IFN-,RBV およ

びArtemisinin では ROSの産生が観察されなかっ

た。これらの結果からも N-89 と N-251 の抗 HCV

活性は ROS 産生を介した分子機序によるものであ

ることが示唆された。しかしながら、ROS 産生の

陽性コントロールとして用いたピオシアニンでは、

ROS が産生されるものの、抗 HCV 活性を示さない

ことから、ROS 産生が抗 HCV 活性の十分条件では

ないことも分かった。 

 N-89やN-251が抗マラリア活性を示す濃度域で

抗 HCV 活性を示したことから、C 型慢性肝炎患者

への臨床応用が可能と考えられた。そして、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望ましいとの助言

をいただいた。そのため、平成25年度以降は、こ

れらの課題に関する実験を中心に行った。 

 N-89やN-251はRBVと併用すると抗HCV活性は

相加効果で予想される活性値より高い効果を示し

たことから、相乗効果であることが示唆されてい

た。しかしながら、この相乗効果を数値的に示す

必要がある。そこで、我々は、以下に示すような

Isobole plot解析法を用いて検討した。一方の化

合物の濃度を一定にして、他方の化合物の濃度を

変化させて EC50値を測定し、そのやり方を一定に

する濃度を変えながら得られた EC50値をプロット

していくという方法であり、プロットした点が直

線で結ばれる場合は相加効果、下向きの曲線とな

る場合は相乗効果、上向きの曲線となる場合は相

反効果と判定した。N-89或いはN-251と RBVとの

併用効果を調べた結果、当初予想したとおり、RBV

との併用により抗 HCV 活性は相乗効果を示すこと

が明らかとなった。 

 次に、ヒトに実際に投与した場合を想定して、

血液中の状態に近いFBS40%存在下でも抗HCV活性

が維持されるかどうかを調べた。その結果、40% 

FBS存在下でも、N-251のEC50値は0.16 M（10% FBS

存在下では 0.12 M）となり FBS 濃度を上げても

遜色ない抗 HCV 活性を示すことが分かった。さら

に、40% FBS存在下では、N-251に対する細胞保護

効果が観察され、SI 値は 106 (10% FBS 存在下で

は 19)と高まり、安全性の高い化合物であること

が示唆された。 

 N-89 と N-251 に抗マラリア活性とともに抗HCV

活性が見つかったことから、これらの化合物は、

平成 26 年度に臨床研究中核拠点である岡山大学

病院での薬剤シーズに選定された。現在、First in 

man に向けての毒性安全性試験や剤型改善の研究

がなされている。 

 本研究においては、まず、これら化合物の作用

機序を明らかにすることを目標にした。これまで

の研究により、酸化ストレスへの関与が予想され



たものの、これら化合物の抗 HCV 標的は、既知の

もの（IFN系の活性化、特定の遺伝子の発現制御、

突然変異の誘発、HCV の各酵素への直接的阻害な

ど）とは異なるのではないかと考えられ、その解

明には困難が予想された。我々は、これら化合物

に抵抗性を示す HCV-RNA 複製細胞を作出すること

ができれば、その抵抗性機構を明らかにすること

により、これら化合物の作用機序も明らかにでき

るのではないかと考えた。 

 そこで、我々は、N-251(N-89)に抵抗性を示す

HCV-RNA 複製細胞の作出を試みた。まず最初に、

長期継代培養により HCV の遺伝的多様性を獲得し

たHCVレプリコン複製細胞や全長HCV-RNA 複製細

胞に N-251 を数日ごとに投与したり、濃度を徐々

に上げていくやり方で N-251 に抵抗性を示す細胞

クローンの単離を試みた。しかし、いずれの場合

も薬剤投与により治癒細胞が作出され目的の耐性

細胞を得ることができなかった。これらの結果か

ら、我々は、遺伝的多様性を自然に獲得した

HCV-RNA から抵抗性細胞が選択される可能性は低

く、細胞クローンの特殊性が重要ではないかと考

えた。 

 次に、抗 HCV 活性のアッセイ系として使用して

いる全長HCV-RNA複製細胞のOR6やORL8を用いて、

N-251 に抵抗性を示す細胞クローンの単離を試み

た。OR6細胞については、N-251の濃度を4 Mか

ら8 Mに徐々に上げて行く方法で行ったが、G418

抵抗性細胞(N-251に抵抗性を示すとHCV-RNA量が

減少しないので、結果的に細胞はG418耐性を維持

できる)を得ることは出来なかった。一方、ORL8

細胞に対して、OR6 細胞の場合とは異なる濃度(4

日ごとに1 Mで N-251を 10回投与後、3 Mまで

徐々に濃度を上げていく方法)で行ったところ、

G418 に抵抗性を示す細胞コロニーが初めて多数

得られた。これらの細胞コロニーをプールして増

殖させ、ORL8 N-251r 細胞と命名した。この ORL8 

N-251r 細胞における N-251 の EC50値を測定して、

N-251 に対する耐性度を調べた。その結果、ORL8 

N-251r 細胞でのEC50値は2 M となり、ORL8細胞

での0.1 Mと比較して20倍耐性であることが分

かった。同様にしてN-89の EC50値も測定したとこ

ろ、ORL8 N-251r細胞では1.9 Mの値が得られた。

ORL8細胞では0.089 Mであるため、ORL8 N-251r

細胞はORL8細胞より21倍耐性であることが分か

った。現在、この系列細胞から N-251 に対してさ

らに高度な耐性を示す細胞が得られるかどうかや

OR6細胞にN-89を添加する方法で耐性細胞が得ら

れないかどうかを検討中である。 

 次に、N-89や N-251が各種DAA製剤との併用に

より相加効果や相乗効果を示して有用であるかど

うかを検討した。まず最初に、各種 DAA 製剤が、

我々の細胞アッセイ系においても、これまで他の

研究室から報告されているように高い抗 HCV 活性

を示すかどうかを検討した。O 株 HCV 由来で、こ

れまで汎用していたOR6細胞とORL8 細胞の他に、

今回同じく1b型である1B-4 

株 HCV 由来の細胞アッセイ系である 1B-4R 細胞

（HuH-7由来）と1B-4RL細胞（Li23由来）も用い

て DAA 製剤の抗 HCV 活性を評価した。DAA 製剤と

しては、NS3-4A 阻害剤である Telaprevir、

Boceprevir、SimeprevirおよびAsunaprevirを評

価し、NS5A 阻害剤としては Daclatasvir、NS5B

阻害剤として Sofosbuvir を評価した。その結果、

OR6細胞とORL8細胞では、多少の差はあるものの、

これまで別の細胞アッセイ系で報告されている値

(EC50値やSI値)と同程度の値が得られ、我々の細

胞アッセイ系が評価系として有用であることが分

かった。例えば、Telaprevirでは既報のEC50値は

290 nM であったが、OR6 細胞では 170 nM、ORL8

細胞では140 nMという値が得られた。1B-4株 HCV

由来の IB-4R 細胞や IB-4RL 細胞においても

Daclatasvir や Sofosbuvir では OR6 細胞や ORL8

細胞と同程度のEC50値が得られた。しかしながら、 

1B-4R や IB-4RL 細胞では、4 種類全ての NS3-4A

阻害剤について、OR6や ORL8細胞で得られたEC50

値より１桁高い値が得られ抵抗性を示すことが分



かった。例えば、BoceprevirではOR6細胞で140 nM、

ORL8細胞で130 nMの EC50値だったが、1B-4R細胞

では1900 nM、1B-4RL 細胞では2900 nM という値

が得られた。そこで、1B-4株 HCVのNS3領域の塩

基配列を決定したところ、NS3の54番目のアミノ

酸がTではなくSになっていることが分かった。

この場所は NS3-4A 阻害剤投与で生じる薬剤抵抗

性の T54S 置換に相当していた。従って、1B-4 株

HCV は薬剤処理前に薬剤抵抗性型になっていたこ

とが分かった。 

 以上の結果を考慮して、N-251(N-89)と DAA製剤

との併用効果を調べる実験については、OR6 細胞

と ORL8 細胞を用いて行うこととした。Isobole 

plot解析法により検討解析した結果、ORL8細胞に

おいては、調べた６種類の全ての DAA 製剤が、

N-251と相加効果を示すことが分かった。OR6細胞

においても、Telaprevir と Baceprevir について

はN-251と相加効果を示した。ただ、Simeprevir、

Asunaprevir、Daclatasvir および Sofosbuvir に

ついては、弱いながらも相乗効果を示すことが分

かった。N-89 についても、N-251 と同様の効果を

示すことを確認した。相反効果を示すケースはま

ったくなかったので、N-89や N-251は各種DAA製

剤との併用が可能な化合物であることが明らかと

なった。 

 次に、DAAに抵抗性を示すHCVに対してもN-89

や N-251 が有効であるかどうかについて検討した。

まず、OR6細胞やORL8細胞にSimeprevir(2.5 nM

あるいは10 nM)、Asunaprevir(10 nMあるいは30 

nM)あるいはDaclatasvir(100 pMあるいは500 pM)

を 4日ごとに6回添加しながら培養したところ、

10 nMの Simeprevirを添加したORL8細胞、30 nM

の Asunaprevir を添加したOR6細胞とORL8細胞、

および500 pM の Daclatasvir を添加したORL8細

胞では細胞内の HCV-RNA は完全に排除され治癒さ

れたが、それ以外については、HCV-RNA が排除さ

れずに、G418耐性の細胞コロニーが多数得られた。

このような状態になった細胞をそれぞれプールし

て、薬剤耐性細胞として増殖させた。これらの細

胞の薬剤耐性度を調べるために再度 EC50値の測定

を行ったところ、Simeprevir に対しては、5〜26

倍、Asunaprevirに対しては4倍程度、Daclatasvir

に対しては 140〜370 倍耐性になっていることが

分かった。これらの細胞における N-251 の EC50値

も再度測定したところ、親株のOR6やORL8細胞で

の値の 0.3〜2.4 倍程度の値が得られた。従って、

今回得られた DAA 耐性細胞は、N-251 に対しては

耐性になっていないことが分かった。N-89につい

てもN-251とほぼ同様の結果が得られた。従って、

N-89やN-251はDAA耐性となったHCVに対しても

有効に抗HCV活性を示すことが分かった。 

 本研究においては、N-89やN-251以外にも、我々

が開発した HCV アッセイ系(数種類)を用いて、経

口で使用できる新規 HCV 剤としての可能性を幾つ

かの市販品について評価を続けて来た。その中で、

サナギタケ冬虫夏草に中程度の抗 HCV 活性がある

ことを見出した。 

 サナギタケ冬虫夏草は、抗がん活性を有する混

合化合物であり、米国ではがん患者に対する臨床

試験が行われている。国内では、無菌養蚕システ

ムで育てた蚕のサナギにサナギタケ菌を移付け、

天然冬虫夏草と同じ環境のもと完熟まで育て収穫

しており、市販品としてカプセル剤とドリンク剤

がある。我々は両財形のサナギタケ冬虫夏草を入

手し、それらの抗HCV活性を測定した。 

 その結果、ORL8アッセイ系ではカプセル剤が抗

HCV 活性を有することを見出した。EC50値は 54 

g/mlで SI値は5.6以上であった。また、遺伝子

型1bの AH1株を用いて作成したAH1Rアッセイ系

でも、EC50値が 31 g/ml で SI 値 5.2 となり、抗

HCV 活性が認められた。しかしながら、ドリンク

剤の方にはまったく抗 HCV 活性は認められなかっ

た。これらの結果から、サナギタケ冬虫夏草の財

形により、活性が大きく異なることが示唆された。

次に、カプセル剤に見出された抗 HCV 活性が、現

行の肝炎治療に使用されている IFN-や RBV の抗



HCV 活性と相加的あるいは相乗的に作用するかど

うかを調べた。その結果、カプセル剤の抗 HCV 活

性は、これら両薬剤と相加的に作用することが分

かった。これにより、現行の治療効率を向上させ

ることができることが示唆された。さらに、

HCV-RNAの両末端部とNS3からNS5B領域を有する

HCV レプリコンが効率良く複製している細胞アッ

セイ系においても、カプセル剤が抗 HCV 活性を示

すことが分かった。HuH-7 由来の sOR アッセイ系

ではEC50値が12 g/ml で SI値が3.8、Li23由来

の sORL8 アッセイ系では EC50値が 30 g/ml で SI

値は 4.0 であった。これらの結果から、カプセル

剤はレプリコン RNA の複製を阻害する活性を有

することが分かった。 

 カプセル剤については、日本食品分析センター

から含有成分について公表されている。この情報

から、抗HCV活性を示すのではないかと考えられ

る成分について、抗HCV活性の評価を行った。可

能性のある成分としては、100 g 中、4.95g 含ま

れるCordycepin （アデノシン誘導体）と0.705g

含まれるErgosterol（ステロールの一種）がその

候補と考え、それぞれ合成品を別途入手して、こ

れらの抗HCV活性を評価した。その結果、AH1Rと

sORアッセイ系において、Cordycepinに抗HCV活

性が認められた。AH1R アッセイ系における EC50

値が0.58 g/ml、SI値3.3、sORアッセイ系にお

いては、EC50値が1.7 g/ml、SI値1.8であった。

AH1R アッセイ系では、カプセル剤の EC50値が 31 

g/mlであったので、Cordycepinの含量（約5%）

で換算すると、1.5g/ml程度と計算できる。従

って、AH1Rアッセイ系においては、カプセル剤が

示す抗 HCV 活性をすべて Cordycepin の抗 HCV 活

性で説明できることが分かった。しかしながら、

sORアッセイ系ではCordycepinの活性はカプセル

剤全体の50%程度しか説明できず、OR6やORL8ア

ッセイ系では細胞毒性が強く、明確な抗HCV活性

を検出することができないということも分かっ

た。Cordycepinとは対照的にErgosterolは抗HCV

活性や細胞毒性はほとんど検出されなかったこ

とから、カプセル剤に認められる抗HCV活性には

全く寄与していないことが分かった。以上の結果

をまとめると、サナギタケ冬虫夏草のカプセル剤

に見出された抗 HCV 活性の大部分は Cordycepin

の作用に依るものであると推察された。 

 

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及びユビキ

チン様タンパク質の役割： 

 RNAiスクリーニングの結果、HCV複製に関わる

脱ユビキチン化酵素として、USP15と USP20を同

定した。USP15は HCV感染にともなって発現が上

昇した。また、USP15は脂肪酸の輸送に関わる脂

肪酸結合タンパク質(FABP)の機能を制御してい

ることが示唆されており、FABPのノックダウンで

もHCVの複製が抑制された。また、USP20は HCV

複製に必須なVAP-Aと相互作用することが示され

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欠損Huh7肝癌細

胞株では、HCV増殖能が著しく減弱した。HCVシ

ュードタイプウイルスを用いた検討により、HCV

感染にはUSP15が関わらず、HCVレプリコンを用

いたコロニー形成能では、USP15欠損細胞でコロ

ニー数が減少した事から、USP15は HCVのゲノム



複製に関与している事が示唆された。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。 

 さらに、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。脂肪滴の恒常性維持に関与すると言われ

ているAdipocyte differentiation related 

protein (ADRP)や Fatty acid binding protein 

(FABP)と相互作用し、それらのユビキチン化を解

除することから、USP15は脂質代謝を制御してい

ることが示唆された。そのため、USP15の肝臓で

の脂質代謝を検討するため、USP15欠損マウスを

作製し、コリン欠乏メチオニン減量飼料を用いた

非アルコール性脂肪性肝炎(NASH)モデルを用い

て、肝臓での脂肪肝への影響を調べた。すると、

USP15欠損マウスでは野生型マウスと比較して顕

著に脂肪肝発症を抑制した。これらの成績から、

USP15は肝細胞の脂質代謝を制御し、HCV複製を

制御できる事が示唆された。 

 NS5Aのユビキチン化酵素の解析：タンデムアフ

ィニティ精製法と質量分析法により HCV NS5A 蛋

白質と結合する宿主因子を同定し、その中に分子

量138kDaのユビキチンリガーゼp138を同定した。

ユビキチンリガーゼp138はNS5A蛋白質と免疫沈

降法にて共沈し、相互作用を示すことを確認した。

in vitro における NS5A アッセイ系を樹立し、今

回同定したp138がNS5Aをポリユビキチン化する

ことを明らかにした。一方、不活化型p138は NS5A

をユビキチン化しなかったことから、p138による

特異的なユビキチン化反応であると考えられた。

p138をノックダウンするためにsiRNAを6種類デ

ザインした。その中の sip138-4 で高いノックダ

ウン効率を得ることができた。この sip138-4 の

配列を基にpSilencer 2.1-U6 Hygro (Invitrogen)

を用いてshRNAを発現するプラスミドを構築した。

Huh7.5 細胞にこのプラスミドをトランスフェク

トし、Hygromycin入りの培養液で培養し、恒常的

にshRNAを発現するノックダウン細胞を作製した。

コントロールには scramble shRNA を発現する細

胞を樹立した。RCYM1細胞にp138を一過性に発現

させ、HCV複製に対する影響を解析した。p138の

発現により NS5A 蛋白質の量が減少し、それに伴

い Core 蛋白質、NS4A 蛋白質の量も減少し、複製

の抑制が示唆された。 

 NS5A の脱ユビキチン化酵素の解析： HCV NS5A

蛋白質と脱ユビキチン化酵素 p100 の相互作用解

析: Huh-7 細胞に FLAG-p100 と NS5A-myc-His6を

一過性に発現させたところ、免疫沈降法により両

者は相互作用を示した。HCV NS5A 上の p100 との

相互作用に重要な部位の解析:NS5A の変異体の解

析により、NS5A上のdomain Iが p100との相互作

用に重要であることが示された。NS5Aによるp100

脱ユビキチン化酵素活性への影響: NS5Aのトラン

スフェクト量を増加させるとHA-Ubのシグナルが

減少し、NS5A により p100 の脱ユビキチン化酵素

活性が促進される可能性が示された。 

 NS5A の ISGylation の解析：ヒト肝癌細胞株

Huh-7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たところ、内在性の ISG15, 

UBE1L, UbcH8の発現が誘導された。Huh-7細胞に

HCV J6/JFH1を MOI=2で感染させたところ、48時

間後のISG15, Herc５のmRNA量が有意に上昇した。

細胞内に TRIM25 を発現させた場合は NS5A の

ISGylationは認められなかったが、Herc5により、

顕著なNS5Aの ISGylationが検出された。HCon1, 

O (genotype 1b), JFH1 (genotype 2a)のいずれ

の NS5A においても ISGylation が認められた。

NS5A の ISGylation 部位を解析するために NS5A 

(Con1)の Lys 残基を Ala 残基に置換し、Lys 残基

が０個または１個だけ残った変異体を作製した。

NS5A 変異体を用いた解析では14カ所あるLys残

基のうち、5カ所のLys残基に ISG15 が結合する

ことが示された。Domain Iに 3カ所、LCS Iに１

カ所、Domain IIに 1カ所ISGylation部位が存在

した。  



また、ISGylation による NS5A の泳動度の変化に

２種類あり、何らかの翻訳後修飾が存在し、機能

に相違がある可能性が考えられた。GFP-ISG15 を

用いた解析からISG15同士のdi-ISGylationは否

定的であった。 

  

5. HCV複製を制御する新規宿主因子の同定と機能

解析： 

 本研究以前の解析から、FKBP8が HCVゲノム複

製に必要な宿主因子であることを報告し、FKBP8

ノックダウン耐性レプリコン細胞がFKBP6ノック

ダウンによってウイルス複製が抑制されること

が分かっている。FKBP6とFKBP8が多量体形成し、

細胞内局在は一致した。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。

FKBP8を標的にした化合物DM-CHXをレプリコン細

胞に投与するとウイルス複製が有意に抑制され

た。また、DM-CHXの添加によって、FKBP8と FKBP6

のホモ・ヘテロ多量体形成が抑制された。FKBP6

の肝臓内発現は、高ウイルス量領域で高発現して

おり、低ウイルス量領域ではその発現が低下して

していた。Huh7へのHCVcc感染によってもFKBP6

の発現上昇が認められ、培養細胞レベルでも再現

された。DM-CHXと既存抗HCV剤との併用効果を検

討した。IFNおよびDaclatasvirとの併用では、

相乗あるいは相加作用を示し、Talaprevirに対し

てアンタゴニスト作用を示した。 

 核内宿主因子DDX5及びINI1/hSNF5のHCV生活環

における役割：shRNAを発現するレンチウイルス

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HuH-7由来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に比べて、

それほど影響しなかった。 

核小体局在DDX21 RNAヘリケースのHCV生活環にお

ける役割：レンチウイルスベクターを用いて内在

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。 

ストレス顆粒因子Staufen 1及びUPF1のHCV生活環

における役割：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。 

DNA損傷センサー DNA-PKcsのHCV生活環における

役割：内在性DNA-PKcs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72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。同様に全長HCV-O株RNA複製O細胞の

内在性DNA-PKcs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。この実験結果より、

DNA-PKcsがHCV複製に必要な宿主因子であること

が示唆された。 

 一方、ウミシイタケ(Renilla)ルシフェラーゼ

遺伝子を保持する全長HCV-O株 RNA複製細胞株

OR6細胞やJFH1株のサブゲノムレプリコンJRN35



細胞をDNA-PK阻害剤(DNA-PK inhibitor 

II/NU7026; Calbiochem)で処理すると、濃度依存

的にルシフェラーゼ活性、すなわちHCV複製能が

顕著に抑制された。DNA-PK阻害剤の抗HCV効果は、

HCV-O株の方がJFH1株に比べて、感受性が高いこ

とが判明した。 

 ユビキチンE3リガーゼRad18のHCV生活環にお

ける役割：shRNAを発現するレンチウイルスベク

ターを用いて、内在性Rad18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72

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。同様に全長HCV-O RNA株複製O細

胞の内在性Rad18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。 

 293T細胞において、Myc-Rad18とHA-NS3-4Aあ

るいはHA-NS5Bを共発現させ、免疫沈降実験を行

った結果、Myc-Rad18はHA-NS5Bと共沈したが、

HA-NS3-4Aとは共沈しなかった。さらに両者の細

胞内局在を観察するため、293T細胞にMyc-Rad18

と HA-NS5Bを共発現させると、Rad18は核小体と

は異なるリング状の核内構造体を形成するが、

NS5BもこのRad18の核内構造体の外縁部に共局在

することが観察された。以上の結果より、Rad18

は HCV NS5Bと相互作用することが判明した。一

方、DNA損傷を誘発するアドリアマイシンで293T

細胞を処理すると、アドリアマイシン処理３時間

後にDNA損傷に応答して、核内に無数のRad18 

fociの形成が観察された。しかしながら、NS5B

と Rad18の両者が共発現している細胞でも、同等

にRad18 fociの形成が確認されたので、少なく

ともHCV NS5Bは DNA損傷に応答したRad18 foci

形成には影響を及ぼさないことが判明した。 

 

D. 考察 

 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。本研究グ

ループでは、HCV 生活環制御、病態発現の分子機

構の解明を進めるとともに、阻害剤開発に有用な

新たな感染増殖細胞系の作製、また阻害剤スクリ

ーニング、評価を行った。 

 

1. HCVゲノムパッケージング機構の解析： 

 HCVコアタンパク質とHCV RNAの結合様式に関

しては論文報告されているものの、HCV粒子には、

HCV遺伝子が選択的にパッケージングされるのか

は全くと言ってよいほど明らかにされていない。

一方、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。本研究で

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。さらに、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。この結果、ま

た上記の患者検体のHCV RNA 解析の報告を踏ま、

HCVの粒子形成過程において、3’末端側の配列が

認識されてHCVゲノムがパッケージングされると、

HCV RNAの3’末端側copy数／5’末端側copy数は、

HCV複製細胞内全体に比べ、粒子内の方が高くな

るのではと考えた。これを検証するため、新たに

NS5B RNA定量系を確立し、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。 

 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、HCVtcpを産生させるトランスパッケー



ジングシステムを利用してシグナル同定を行っ

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。 

 さらに解析を進め、非HCV遺伝子でも、3’末

端側にHCV 3’UTR配列を付加することにHCV粒

子へのパッケージングが可能になること、その粒

子形成にはHCV NS3〜NS5Bタンパク質の共存も必

要であることを示すことができた。HCVゲノムパ

ッケージングの基本システムが明らかになった

と言える。予備的ながら、HCV 3’UTRと Coreの

結合アッセイ系も構築しており、この系を応用す

ることで、HCVゲノムパッケージング阻害剤を探

索することが可能となった。 

 

2. HCV感染増殖細胞系の開発： 

 本研究において、JFH-1株 HCV(2a型 HCV)に高い

感受性を示す RSc 細胞などが O株 HCV(1b 型 HCV)

にはまったく感受性を示さないということが分か

った。RSc細胞では、O株HCVのRNA複製も十分起

こることから、これまでに報告されている感染受

容体が2a型HCVと 1b型 HCVで異なっている可能

性がある。CLDN1 は JFH-1 株 HCV の感染受容体と

して得られたものである。今回、これを過剰発現

させても感染複製効率に差がないというよりむし

ろ低下してしまうという現象が認められた。その

ため、CLDN1は 1b型HCVには必要ない因子である

可能性や、他の未知の宿主因子を必要とする可能

性がある。また、感染受容体ばかりでなく、ウイ

ルスの産生に必要な宿主因子が2a型と 1b型では

異なる可能性もあり、この点についても、今後解

析が必要である。 

 本研究により、我々の HCV 感染増殖系において

もAEM培地が感染性HCV粒子(2a遺伝子型のJFH-1

株 HCV)の産生レベルを大幅に亢進させることを

明らかにした。しかしながら、この亢進効果は、

報告されたHuH-7由来のHuh7.5に近いHuH-7由来

の RSc 細胞では起こらず、我々が独自に見出した

HCV-RNA増殖許容細胞であるLi23由来のORL8cや

D7細胞でAEM培地の効果が認められたことは興味

深い。AEM 培地がどのようなメカニズムで感染性

HCV 粒子の産生亢進を引き起こすかは不明ではあ

るが、おそらく、ウイルスの集合や放出の過程で

促進的に働くものと思われる。これは、HuH-7 や

Li23のような親細胞の性質ではなく、おそらくサ

ブクローン化された細胞の性質に依存して AEM 培

地の効果の有無が規定されている可能性がある。

その原因が分かれば、ウイルスの産生量をさらに

上げることができる可能性がある。 

 一方、1b型 HCV については、AEM培地を使用し

ても、ウイルス産生量の明確な亢進を確認するこ

とが出来なかった。従って、HCV の遺伝子型に依

る可能性もあることから、この点を明らかにする

必要がある。そのためには、1b型HCV株の複製に

適した培養細胞株の探索が必要であるが、HCV の

複製に必要と思われる宿主因子がほぼそろってい

ると思われるPH5CH8細胞においても、HCVの複製

増殖が困難であった。従って、さらにどんな宿主

因子を必要としているかを丹念に検討していく研

究が必要である。その過程において、AEM 培地が

HCV の遺伝子型に依存して有効であるかの結論も

得られるのではないかと思われる。 

 

3. HCV阻害剤の探索、開発： 

 本研究において、我々が開発した抗 HCV 活性の

細胞アッセイ系OR6やORL8などを用いて、抗マラ

リア経口薬として岡山大学で開発中で化合物

N-89とその誘導体N-251に強い抗HCV活性を見出

した。これらの化合物は、現在臨床レベルでの使

用が開始された各種 DAA 製剤と比較しても、合成

が非常に簡単である(N-89 はわずか 4 工程で合成

できる)ことから、安価で提供できる点が特徴であ

る。さらに、本研究では、N-89 や N-251 は抗 HCV

薬として使用されている RBV と併用すると相乗的

抗 HCV 効果を示すことを明らかにした。また、こ



れらの化合物は、細胞への添加により、速やかに

ROS を産生することが分かり、VE の添加により抗

HCV 活性がキャンセルされることから、これら化

合物の酸化ストレス作用が抗 HCV 活性の作用機序

に関与していることが示唆された。 

 しかしながら、これまでのHCV研究においては、

HCV感染によりROS産生が起こり、ROS産生はHCV

の増殖に必ずしも抑制的に作用しないとも考えら

れている。さらに、ROS を産生する化合物がすべ

て抗 HCV 活性を示すかというと、そうでもない。

例えば、ROS の産生を引き起こすことが良く知ら

れているピオシアニンにはまったく抗 HCV 活性が

認められない。従って、ROS 産生は抗 HCV 活性に

おいて少なくとも十分条件とは言えない。ROS 産

生に伴って活性化される下流のシグナル伝達系の

どれかが抗 HCV 効果と特異的にリンクしているか

どうかを今後、追究していく予定である。 

 N-89やN-251が抗HCV活性を示す分子機序を明

らかにすることが必要であるが、これまでの研究

においては、これらの化合物が酸化ストレスを誘

導することと、ビタミンEにより抗HCV活性がキ

ャンセルされることが分かった以外は、作用機序

の解明に結び付く成果は得られていない。そこで、

我々は、これらの化合物の抗 HCV 活性に抵抗性を

示す HCV-RNA 複製細胞クローンの作出が出来れば、

どのような理由により抵抗性になったかを解析し

た方が、分子機序解明の近道ではないかと考えた。 

 そこで、様々な方法によりN-89やN-251に抵抗

性を示すHCV-RNA や HCVレプリコンRNA複製細胞

の作出を試みたが、明らかな抵抗性細胞は得られ

ず、宿主のバリアーは高いと思われた。つまり、

薬剤耐性が生じにくいところを標的にしている可

能性があると考えられた。平成26年度に、さらに

化合物の投与方法や全長 HCV-RNA 複製細胞の種類

を変更するなどして試みた結果、抗 HCV 活性のア

ッセイ系として使用して来た ORL8 細胞から N-89

やN-251に約20倍程度耐性を示す細胞が初めて得

られた。この耐性細胞と親細胞のORL8を丹念に比

較することにより、それがウイルス側の変異に依

るものなのか、宿主側の因子の変化に依るものな

のかを今後、明らかにす 

ることができるのではないかと期待している。こ

の点を明らかにすることができると、抗 HCV 標的

も明らかになる可能性が高く、N-89(N-251)の抗

HCV 活性の作用機序の解明につながることが期待

される。ORL8と同じく、抗HCV活性のアッセイ系

である OR6 細胞では、今回耐性細胞が得られなか

った。OR6 細胞についても、投与方法を変えるな

どして耐性細胞を得る努力も引き続き行っている。 

 本研究において、現在開発中の N-89 や N-251

が DAA 耐性になったHCVにも有効に作用すること

を示すことができた。この結果から、N-89や N-251

はこれらの DAA 製剤とは異なる作用機序であるこ

とが改めて示唆された。我々が得た DAA 耐性細胞

内の HCV が耐性変異を獲得しているかどうかにつ

いて、現在、HCV-RNA の塩基配列の解析を行って

いる。これまでに得られた結果によると、耐性変

異として報告されている変異も検出される一方、

新規の変異と思われるものも検出されている。こ

の点については、今後全体像を明らかにできるも

のと考えている。 

 本研究により抗 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、IFNαや RBV 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、本研究によりサナギタケ冬

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

ベースにしたアッセイ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。 

 USP15はこれまでにTGF-betaのシグナル伝達に

関わるとされていたが、USP15が肝臓で脂肪滴の

形成や維持に関与することが示された。今後は、

USP15がどのような分子メカニズムで、脂肪滴形

成に関わるのかを明らかにする。USP15を標的と

する化合物は、HCV複製の抑制だけでなく、脂質

代謝を制御することで、脂肪肝の抑制が期待され

る。 

 本研究において、HCV NS5A蛋白質と結合する新規宿主因子

としてユビキチンリガーゼp138と脱ユビキチン化酵素p100

を同定した。In vitroにおいて、精製したユビキチンリガー

ゼp138によりNS5A蛋白質のポリユビキチン化が促進された

こと、細胞へのp138の一過性発現によりNS5A蛋白質の量が

減少したことから、p138はNS5A蛋白質を基質とするユビキ

チンリガーゼであり、NS5Aをポリユビキチン化し、プロテア

ソーム依存性に分解を誘導し、複製調節に関わることが示唆

された。また、免疫沈降法にて脱ユビキチン化酵素p100が

NS5Aと相互作用することが確認された。NS5Aのトランス

フェクト量を増加させるとHA-Ubのシグナルが減

少し、NS5Aによりp100の脱ユビキチン化酵素活

性が促進される可能性が示された。 

 HCV NS5A蛋白質はUBE1L, UbcH8, Herc5 によりISGylation

されることを示した。Con1株のNS5AはIFN-α,β、または

UBE1L, UbcH8, Herc5の強発現のいずれでも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に共通の現象と考えられた。

NS5A変異体を用いた解析では14カ所のLys残基

のうち、5カ所のLys残基にISG15が結合するこ

とが示された。Domain Iに 3カ所、LCS Iに１カ

所、Domain IIに 1カ所のISGylation部位が存在

した。ISGylationによるNS5Aの泳動度の変化に

２種類存在した。しかし、GFP-ISG15を用いた解

析からISG15同士のdi-ISGylationは否定的であ

った。NS5Aに ISG15が付加する場所でさらに翻訳

後修飾が起こる可能性があり、ウイルス増殖、病

原性における意義を今後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： 

 本研究で、低分子化合物DM-CHXが抗HCV活性

をもち、FKBP6/8の多量体形成を標的にしている

ことが示唆された。従って、ウイルス複製に

FKBP6/8の機能が必須であり、NS5Aとの結合でそ

れが機能していると考えらた。がん部でFKBP6が

高発現しており、肝細胞がんとの関連が考えられ

る。また、HCV感染によってFKBP6発現が誘導さ

れることが示唆され、感染後、FKBP6発現によっ

てHCV感染が安定化されることが示唆された。

FKBP6 は感染およびがん化で誘導されることから、

Ｃ型肝炎療法のよい標的になることが期待され

た。高ウイルス量領域の肝臓でFKBP6が高発現し

ており、in vivoにおける肝細胞感染とFKBP6発

現との関連が考えられる。また、培養細胞レベル

でもHCV感染によってFKBP6発現が誘導されるこ

とが示唆され、感染後、FKBP6発現によってHCV

感染サイクルが維持されることが示唆された。し

たがって、FKBP6はウイルス排除を目的とした抗

HCV剤の標的として適していると考えられた。 

 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、そ

してDNA損傷応答経路に関与するDNA-PKcsと

Rad18を同定した。これまで、我々はP-body局在

因子DDX3及びDDX6 RNAヘリケースがHCV複製に

必要な宿主因子であることを報告してきた

（Ariumi, Kuroki et al. J. Virol. 2007; Ariumi, 

Kuroki et al. J. Virol. 2011）。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。最近、我々は、HIV-1の生活環にお

いてもDDX5や DDX21が HIV-1 Revと結合し、Rev

依存的なHIV-1 mRNAの核外輸送促進に関与して

いることを見出している(Yasuda-Inoue, Kuroki, 

and Ariumi. BBRC 2013)。さらに、yeast 

two-hybrid法でHIV-1インテグラーゼ結合因子と

して同定されたINI1/hSNF5は、クロマチンリモ

デリング因子として機能することも知られてい

る。一方、ストレス顆粒因子Staufen 1及びUPF1

が HCVの生活環に関与することも見出した。これ

に関連して、我々はHCV感染により、感染36時

間頃、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, Kuroki 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。 

 これまで、DNAゲノムを保持するウイルスが、

感染細胞内のDNA損傷応答経路を活性化し、ウイ

ルスの自己複製に利用していることが知られて

いる。一方、RNAゲノムしか保持しないHCVの場

合も、HCV感染により、宿主細胞にDNA二重鎖切



断(Double Stranded DNA Breaks, DSBs)を誘導し、

宿主ゲノムの不安定性を増加させることにより、

肝発がんを誘発している可能性が示唆されてき

た。実際、HCV構造タンパク質である Core、エン

べロープE1、そして非構造タンパク質NS3が活性

化酸素種(Reactive Oxygen Species, ROS)を誘導

させ、DNA損傷を誘発していることが明らかとな

っている。また、HCVのRNA依存的RNAポリメラ

ーゼであるNS5Bを発現させたヒト不死化肝細胞

株PH5CH8細胞において、DNA二重鎖切断が誘導さ

れるDNA損傷に感受性が高いことが報告されてい

る。さらに我々もHCV NS3-4A及びNS5Bが ATMと

相互作用すること、そしてATMがHCV複製に必要

な宿主因子であることを報告してきた。 

 本年度の研究成果として、新たにDNA損傷応答

経路に関与するDNA-PKcsと Rad18を HCV生活環

に関与する宿主因子として同定した。DNA-PKcsも

ATMも同じPI3キナーゼファミリーに属するDNA

損傷センサーである。実際、ATM阻害剤KU-55933

と DNA-PK阻害剤DNA-PK inhibitor II/NU7026の

両者ともにHCV複製能を抑制したので、新規の抗

HCV剤開発の候補として期待される。しかしなが

ら、DNA-PKがHCVのどのタンパク質と相互作用し、

HCVタンパク質をリン酸化するのか、逆にHCVが

DNA-PKのキナーゼ活性を阻害するのか今後の検

討課題である。 

 興味深いことにRad18は HCV NS5Bと結合する

ことが見いだされた。Rad18は核小体とは異なる

リング状の核内構造体を形成するが、NS5Bもこの

Rad18の核内構造体の外縁部に共局在することが

観察された。アドリアマイシン処理すると、DNA

損傷に応答して、核内に無数のRad18 fociの形

成が観察された。しかしながら、HCV NS5Bと Rad18

の両者が共発現している細胞でも、同等にRad18 

fociの形成が確認されたので、少なくともHCV 

NS5Bは DNA損傷に応答したRad18 foci形成には

影響を及ぼさないことが判明した。 

 Rad18はユビキチンE3リガーゼとして機能し、

DNA複製中にDNA損傷が生じるとRad18がリクル

ートされ、PCNAをモノユビキチン化することによ

り、DNAポリメラーゼスィッチング、Polδから

モノユビキチン化されたPCNAにより強い親和性

のあるDNA修復酵素Polηに置換され、DNA修復

が開始される。また、Rad18は ATMの下流におい

て、相同性組換え修復にも関与していることが知

られている。しかしながら、HCV NS5Bが Rad18依

存的なDNA複製時や相同性組換えによるDNA修復

経路を阻害するのか不明であるので、今後の検討

課題である。さらにRad18が HCVタンパク質をユ

ビキチン化し、HCV複製関与に関与しているか、

逆にHCV NS5Bが Rad18依存的なユビキチン化反

応を阻害するのかについても今後、明らかにする

必要がある。 

 

 

Ｅ．結論 

C 型肝炎治療薬の新たな創薬標的を見出すべく基

盤的研究を行った。得られた成果を更に発展させ

ることにより、以下のような実用化への貢献が期

待できる。１）新規抗HCV経口治療薬の臨床試験、

実用化、２）新たなメカニズムによる DAA（パッ

ケージング阻害）の開発、３）宿主因子を標的と

したC型肝炎治療薬の探索 
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