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研究要旨：本研究は、低分子化合物を用いたB型(HBV)、C型肝炎ウイルス(HCV)の増殖

機構の解明およびこれを標的とした抗ウイルス剤開発を目的とする。本研究の主な解

析内容および成果として、(1) 独自の培養系を用いたHBV吸着・侵入阻害剤および複

製阻害剤スクリーニング系の構築、(2) 上記培養系を用いたスクリーニングにより、

nocodazoleがHBV複製を阻害することを同定、またその作用ステップの解析、(3) HBV

感染阻害化合物の同定、(4) flutamideがHCV粒子形成過程を阻害すること、およびそ

の作用機序の解析、(5) neoechinulin BがHCV複製過程を阻害すること、およびその

作用機序の解析、などが挙げられる。以上の結果は抗HBV剤同定の基盤技術、ならび

に抗HBV剤、抗HCV剤の創薬標的となる分子同定のための基礎知見を与えるものであ

り、今後の抗ウイルス剤開発に有用な情報を提供するものである。 

 

A. 研究目的 

 C 型肝炎ウイルス(HCV)に対しては近年、

ウイルス性因子を直接標的とする direct 

acting antivirals (DAAs)が開発され、こ

れにより治療成績の向上が認められている。

しかしながらこれらの治療薬は高価である

ためさらに安価かつ効果の高い抗 HCV 治療

の達成が望まれている。一方 B型肝炎ウイ

ルス(HBV) に対する抗ウイルス剤としては

インターフェロン類および核酸アナログの

みであり、新たな系統の抗 HBV 剤が求めら

れる。そこで本研究では低分子化合物をプ

ラットフォームとしたHBV, HCV生活環分子

機序の解明およびこれを標的とした創薬に

資する研究をおこなう。 

 本研究ではこれまでに感染性 HCV 産生を

低下させることをすでに明らかにしている

neoechinulin  B および flutamide に着目

し、これがどのように抗 HCV 効果を発揮す

るかを調べた。一方これまで効率よく HBV

複製を再現する Hep38.7-Tet 細胞および高

感染許容性細胞株 HepG2-hNTCP-C4 細胞を

樹立してきたが、これを用いた抗 HBV 化合

物のスクリーニング系を構築した。さらに

これを用いたスクリーニングをおこない、

HBV 感染複製阻害剤の同定およびその作用

機序を解析することにより、HBV 生活環の

分子機構の解明および抗ウイルス剤リード

化合物の探索を目指す。 

 これらの研究はウイルス性肝炎を土台と

した肝がん発症を抑止することで医療に貢

献するだけでなく、現行の高価な抗ウイル

ス剤を最小限の使用に留め、これらの治療

に要する医療費を低減するのに有効である。 
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B. 研究方法 

 (1) HBV 感染、複製の評価 

 HBV 感染には、Hep38.7-Tet 細胞の培養上

清を約 200 倍濃縮した培養液を感染源 HBV

として用いた。この HBV を HepG2-hNTCP-C4

細胞に 4% PEG8000 存在下で 16 時間処理す

ることにより HBV 感染をおこなった。さら

に洗浄後、化合物およびウイルスを含有し

ない培地で 12 日間培養した後の培養上清

中 HBs 抗原を ELISA 法で測定することによ

り、HBV 感染を評価した。 

 一方 HBV 複製評価には、テトラサイクリ

ン除去により HBV（遺伝子型 D）を誘導でき

る Hep38.7-Tet 細胞を主に用いた。この細

胞を播種して 3日後、テトラサイクリンを

含まない培地で培養を始めることにより

HBV 複製を誘導し、6日後の培養上清中 HBV 

DNA 量をリアルタイム PCR 法で定量するこ

とにより HBV 複製を測定した。また遺伝子

型 A, C の複製活性は、HBV 発現プラスミド

を HepG2 細胞にトランスフェクションした

3 日後にヌクレオキャプシド内の HBV DNA

を定量することにより測定した。 

 (2) nocodazole の抗 HBV 作用の解析 

 HBV RNA はリアルタイム RT-PCR 法で定量

した。ヌクレオキャプシド内 HBV RNA は、

細胞を溶解後 RNase A を処理することによ

り細胞質に遊離する RNA を消化し、PEG 沈

殿をおこなった沈降産物内から RNA を抽出

することにより回収した。総 HBV core タン

パク質およびキャプシドはイムノブロット

法で検出した。キャプシドは細胞溶解液を

native agarose gel に泳動し、これを PVDF

膜に転写することで検出した。 

 (3) flutamide, NeoB の抗 HCV 作用の解析 

 HCV 産生は、HCV JFH1 を Huh-7.5.1 細胞

に MOI 0.15 で感染させ、72 時間後の培養

上清を回収し、この培養上清中 HCV の感染

力価をフォーカス形成アッセイで定量する

ことにより主に評価した。細胞内 HCV は、

再感染の起こらない Huh7-25 細胞に HCV 

JFH1 RNA を導入し、72 時間後の細胞を 4

回凍結融解することで回収した。 

 レプリコンアッセイにはHCV遺伝子型2a

のJFH1および遺伝子型1bのNN株をコード

するサブゲノムレプリコンを用い、複製活

性の欠失したレプリコンとしては NS5B の

酵素活性中心の GDD モチーフを GND に変異

させたものを用いた。 

 内 在 性 遺 伝 子 の ノ ッ ク ダ ウ ン は

Huh-7.5.1 細胞あるいは Huh-7 細胞に、各

遺伝子に対する siRNA を lipofectamine 

RNAiMAX で導入することによりおこなった。 

 脂肪滴は BODIPY493/503 で染色すること

により観察した。 

 転写因子の活性は、ルシフェラーゼ遺伝

子の上流にそれぞれの転写因子の結合エレ

メントを 2-5 回有するレポーターコンスト

ラクトを用いたレポーターアッセイにより

評価した。 

 

 

C. 研究結果  

 (1) HBV 吸着・侵入阻害剤スクリーニン

グ系の構築 

 すでに我々が樹立した HepG2-hNTCP-C4

細胞を用いて、HBV 吸着・侵入阻害剤スク

リーニング系の構築をおこなった。化合物

を3時間前処理およびHBVと同時に16時間
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処理し、細胞を洗浄後化合物を含まない培

地で 12 日間培養をおこない、培地中 HBs

抗原を検出した。この実験系においては、

これまで HBV 複製過程を阻害することが知

られているラミブジン（LMV）、エンテカビ

ル（ETV）では影響が見られなかったが、吸

着・侵入を阻害することが報告されている

ヘパリン、シクロスポリン、ウルソデオキ

シコール酸、preS1 ペプチドの処理により

有意に HBs 量を低下させることが判明した。

つまりこのプロトコールに従うことにより、

複製ステップ阻害剤よりもむしろ吸着・侵

入を含めた HBV 生活環初期過程を阻害する

化合物を評価できると考えられた。 

 (2) HBV 複製阻害剤スクリーニング系の構

築 

 すでに我々が樹立した高効率 HBV 複製細

胞株 Hep38.7-Tet 細胞をテトラサイクリン

を含まない培地に置換し、かつ化合物処理

を開始して 6日後の培地中 HBV DNA 量を定

量した。preS1 ペプチドは影響を与えない

一方で、LMVおよびETVはHBV DNA量を1/100

以下に強く低下させた。つまりこの実験系

により感度よく HBV 複製阻害を評価できる

と考えられた。 

 (3) nocodazole の HBV 複製抑制効果 

 (2)の系を用いて化合物スクリーニング

をおこなった。その結果、Hep38.7-Tet 細

胞の培地中 HBV DNA を最も減少させる化合

物の一つとして nocodazole を得た。

Nocodazole は細胞内 HBV RNA 量に影響を与

えることなくヌクレオキャプシド内 HBV 

RNA を減少させたこと、また細胞内 core タ

ンパク質量をほとんど変化させず、キャプ

シド量を減少させたことより、nocodazole

は core の多量体化を阻害すると考えられ

た。また nocodazole の HBV 複製抑制効果は

遺伝子型 A, B, D に共通して認められた。 

 (4) HBV 感染阻害化合物の同定 

 (1)の系を用いた化合物スクリーニング

により、ジケトシクロヘキサン誘導体、イ

ンドール誘導体が HBV 感染を阻害すること

が明らかとなった。これらの化合物は HBV

複製には影響を与えることなく、HBV の宿

主細胞への吸着・侵入を阻害することが示

唆された。 

 (5) flutamide の HCV 粒子形成阻害作用 

 HCV 産生を阻害することをこれまでに見

出した flutamide の抗 HCV 作用機序を解析

した。Flutamide は HCV 再感染の起こらな

い培養系において細胞内HCV coreタンパク

質量に大きな変化を与えることなく細胞内

HCV の感染力価を有意に減少させたことよ

り、これは HCV 粒子産生を阻害すると考え

られた。また flutamide の細胞内標的因子

の一つ aryl hydrocarbon receptor (AhR)

をノックダウンすることにより同様に HCV

産生が低下したことより、少なくとも AhR

は HCV 産生を制御していると考えられた。

面白いことに flutamide を処理した細胞に

おいては、HCV 粒子形成に重要とされる肝

内脂肪滴が明らかに減少していることが観

察された。 

(6) neoechinulin B の HCV 複製抑制作用 

 これまでの研究により neoechinulin B  

(NeoB)は HCV 産生を低下させるものとして

同定されたが、これは HCV レプリコン活性

を低下させ、かつ複製活性を欠失したレプ

リコンには大きな影響を与えなかった。こ

れによりNeoBはHCVゲノム複製過程を抑制

すると考えられた。また NeoB は脂質代謝、

ホルモン代謝、薬物代謝に関わる遺伝子群
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の発現を低下させ、liver X receptor (LXR)

の転写活性を抑制することが示唆された。 

 

 

D. 考察 

 以上のように今回、HBV 吸着・侵入阻害

剤および複製阻害剤を同定できるスクリー

ニング系を構築した。また前者の化合物ス

クリーニングによりジケトシクロヘキサン

誘導体、インドール誘導体がそれぞれ HBV

感染を阻害することを見出した。一方、複

製評価系によりnocodazoleがHBV複製を阻

害すること、これは複製サイクル中のキャ

プシド形成を阻害することが示唆された。 

 これまでの化合物スクリーニングから

HCV 産生を阻害する化合物として同定され

た flutamide、NeoB は HCV 生活環中の異な

るステップを阻害すると考えられた。

Flutamide は AhR 阻害を介して HCV 粒子形

成あるいは維持を低下させること、NeoB は

LXR 転写阻害により HCV 複製を抑制すると

考えられた。 

 

 

E. 結論 

 以上のように本研究では、ウイルス生活

環中の異なるステップを阻害する抗 HBV 化

合物および抗 HCV 化合物を同定した。また

これらの作用機序解析の結果、AhR, LXR な

どの核内受容体が HCV 生活環を多段階に制

御していることを明らかにした。今後さら

に詳細に分子機序を解析することにより、

宿主によるウイルス生活環制御機構のみな

らず、新規創薬標的の同定に貢献できると

期待される。 
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渡士幸一、鈴木亮介、市野瀬志津子、松

浦知和、鈴木哲朗、和氣健二郎、脇田隆

字。グリチルリチンによる抗 HCV 作用 - 

phospholipase A2およびAutophagyによ

る C 型肝炎ウイルス(HCV)分泌過程に与

える影響 -。第 24 回抗ウイルス療法研

究会総会、富士急、2014 年 5 月 

19) 外山政明、濱崎隆之、岡本実佳、渡士

幸一、脇田隆字、馬場昌範。HBV カプシ

ドタンパク質を標的とした新規抗HBV薬

の探索。第 24 回抗ウイルス療法研究会

総会、富士急、2014 年 5 月 

20) 中嶋翔、渡士幸一。ウイルス感染培養

系を基盤とした天然化合物の生理活性

同定。天然物ケミカルバイオロジー 分

子標的と活性制御 第 6 回公開シンポジ

ウム、名古屋、2014 年 5 月 

21) 渡士幸一、相崎英樹、脇田隆字。培養

系を用いた抗B型肝炎ウイルス化合物の

同定と作用機序解析。第 50 回日本肝臓

学会総会、東京、2014 年 5 月 

22) 脇田隆字、相崎英樹、渡士幸一。C 型

肝炎ウイルス生活環全体を標的とした

新規作用を有する抗ウイルス剤の探索。

第 50 回日本肝臓学会総会、東京、2014

年 5 月 

23) 青柳東代、相崎英樹、松本喜弘、鈴木

亮介、渡士幸一、市野瀬志津子、松浦知

和、鈴木哲朗、和氣健二郎、脇田隆字。

グリチルリチンによる抗C型肝炎ウイル

ス作用 - phospholipase A2 および

Autophagy による HCV 分泌過程の制御 

- 。第 50 回日本肝臓学会総会、東京、

2014 年 5 月 

24) 岩本将士、渡士幸一、九十田千子、

Hussein Aly、藤本陽、鈴木亮介、相崎

英樹、脇田隆字、深澤征義、小祝修、楠

原洋之。ヒト NTCP 安定発現による B 型

肝炎ウイルス(HBV)感染許容性の獲得と

それを用いた HBV 侵入機構の解析。第 22

回肝病態生理研究会、東京、2014 年 5

月 

25) 渡士幸一。肝炎ウイルス生活環を標的

とした抗ウイルス剤探索と分子基盤解

明。平成 26 年度 遺伝子病制御研究所研

究集会 感染・免疫・炎症・発癌、札幌、

2014 年 7 月 

26) 渡士幸一。低分子化合物を通して理解

する肝炎ウイルス生活環。ウイルス学キ

ャンプ in 湯河原、湯河原、2014 年 9

月 

27) 渡士幸一。宿主細胞における肝炎ウイ

ルス感染増殖機構とこれを標的とした

創薬。第 87 回日本生化学会大会、京都、

2014 年 10 月 

28) 渡士幸一、Ann Sluder、松永智子、梁

明秀、森下了、岩本将士、九十田千子、

鈴 木 亮 介 、 相 崎 英 樹 、 Katyna 

Borroto-Esoda、田中靖人、楠原洋之、

杉山真也、溝上雅史、脇田隆字。B 型肝
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炎ウイルス(HBV) large S タンパク質と

NTCP の相互作用阻害による抗 HBV 戦略。

第 62 回日本ウイルス学会学術集会、横

浜、2014 年 11 月 

29) 渡士幸一。ラパトアセッション - +鎖

RNA ウイルス -。第 62 回日本ウイルス学

会学術集会、横浜、2014 年 11 月 

30) 九十田千子、渡士幸一、岩本将士、鈴

木亮介、相崎英樹、小嶋聡一、杉山真也、

田中靖人、溝上雅史、脇田隆字。レチノ

イド阻害剤は NTCP 発現修飾を介して宿

主細胞のB型肝炎ウイルス感染感受性を

消失させる。第 62 回日本ウイルス学会

学術集会、横浜、2014 年 11 月 

31) 岩本将士、渡士幸一、杉山真也、鈴木

亮介、相崎英樹、田中靖人、溝上雅史、

大谷直子、小祝修、脇田隆字。効率的な 

B 型肝炎ウイルス(HBV)複製評価系を用

いた微小管依存的な HBV 複製機構の解

析。第62回日本ウイルス学会学術集会、

横浜、2014 年 11 月 

32) 中嶋翔、渡士幸一、紙透伸治、竹本健

二、Jesus Izaguirre-Carbonell、鈴木

亮介、 相崎英樹、菅原二三男、脇田隆

字。天然有機化合物 Neoechinulin B を

利用した liver X receptor による C 

型肝炎ウイルス産生制御機構の解析。第

62 回日本ウイルス学会学術集会、横浜、

2014 年 11 月 

33) 大橋啓史、渡士幸一、中嶋翔、金ソル

イ、鈴木亮介、相崎英樹、紙透伸治、菅

原二三男、脇田隆字。Aryl hydrocarbon 

receptor による脂肪滴形成及び C 型

肝炎ウイルス粒子構築の制御。第 62 回

日本ウイルス学会学術集会、横浜、2014

年 11 月 

34) Hussein Aly、渡士幸一、茶山一彰、脇

田隆字。The identification of a new 

interferon-independent host 

mechanism suppressing hepatitis B 

virus replication. 第 62 回日本ウイル

ス学会学術集会、横浜、2014 年 11 月 

35) 嵯峨涼平、藤本陽、渡邉則幸、松田麻

未、長谷川慎、渡士幸一、相崎英樹、中

村紀子、小西英二、加藤孝宣、田島茂、

高崎智彦、竹山春子、脇田隆字、鈴木亮

介。日本脳炎ウイルスおよび C 型肝炎ウ

イルス2価ワクチン抗原の発現と中和抗

体の誘導。第 62 回日本ウイルス学会学

術集会、横浜、2014 年 11 月 

36) 松田麻未、鈴木亮介、嵯峨涼平、藤本

陽、渡士幸一、相崎英樹、森石恆司、岡

本徹、松浦善治、黒田俊一、脇田隆字。

遺伝子組換え酵母由来B型肝炎ウイルス

様粒子の細胞表面への結合に関与する

宿主因子の解析。第 62 回日本ウイルス

学会学術集会、横浜、2014 年 11 月 

37) Lingbao Kong、青柳春代、松田麻未、

藤本陽、渡士幸一、鈴木亮介、山越智、

堂前直、鈴木健裕、鈴木哲朗、脇田隆字、

相 崎 英 樹 。 Prolactin regulatory 

element binding protein is involved in 

hepatitis C virus replication by 

interacting with NS4B. 第 62 回日本ウ

イルス学会学術集会、横浜、2014 年 11

月 

38) 宮川敬、松永智子、渡士幸一、杉山真

也、溝上雅史、脇田隆字、梁明秀。宿主

防御因子 Tetherin-BST2 による B 型肝

炎ウイルス感染抑制とその回避機構の

解明。第 62 回日本ウイルス学会学術集

会、横浜、2014 年 11 月 

39) 土橋香織、葛西宏威、田中智久、陳文

家、渡士幸一、脇田隆字、山下篤哉、梁

明秀、岡本徹、松浦善治、森石恆司。ト

リプシン・EDTA による NTCP 依存 HBV 
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感染の増強。第 62 回日本ウイルス学会

学術集会、横浜、2014 年 11 月 

40) 山本達郎、櫻井文教、高山和雄、立花

雅史、渡士幸一、脇田隆字、飯島沙幸、

田中靖人、水口裕之。ヒト iPS 細胞由来

分化誘導肝細胞を用いたB型肝炎ウイル

ス感染評価系の開発。第 62 回日本ウイ

ルス学会学術集会、横浜、2014 年 11 月 

41) 赤堀祐一、加藤博己、藤田尚志、渡士

幸一、脇田隆字、土方誠。ヒト NTCP 恒

常発現不死化ヒト肝細胞を用いたB型肝

炎ウイルス培養細胞感染系の構築。第 62

回日本ウイルス学会学術集会、横浜、

2014 年 11 月 

42) 深澤征義、清水芳実、白砂圭崇、岩本

将士、渡士幸一、田中靖人、脇田隆字、

近藤昌夫、八木清仁、花田賢太郎。効率

的なHBV感染培養細胞系の構築に関する

研究。第 62 回日本ウイルス学会学術集

会、横浜、2014 年 11 月 

43) 安本順、葛西宏威、土橋香織、山下篤

哉、渡士幸一、脇田隆字、田中智久、森

石恆司。HBV 感染による細胞内脂肪滴形

成への影響。第 62 回日本ウイルス学会

学術集会、横浜、2014 年 11 月 

44) 山下篤哉、藤本雄介、田中智久、葛西

宏威、児玉栄一、渡士幸一、脇田隆字、

前川伸哉、榎本信幸、田中淳一、森石恆

司。海洋生物抽出物ライブラリーソース

からのB型肝炎ウイルス転写活性抑制化

合物の探索。第 62 回日本ウイルス学会

学術集会、横浜、2014 年 11 月 

45) 外山政明、濱崎隆之、岡本実佳、渡士

幸一、脇田隆字、馬場昌範。新規 

7-deazaneplanocin A 及び 

7-deaza-8-azaneplanocin A 誘導体の抗 

HBV 効果。第 62 回日本ウイルス学会学

術集会、横浜、2014 年 11 月 
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