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分担課題：患者由来C型肝炎ウイルスの不活化の評価 

 分担研究者 下池貴志 （国立感染症研究所 主任研究官） 

  

研究要旨 
 血液製剤に混入する可能性がある C 型肝炎ウイルス（HCV）の不活条件を明

らかにするため、培養細胞で増殖させた HCV を血液製剤に加え、様々な条件で

不活化の検討を行っている。これまで用いた HCV は唯一培養細胞で増殖出来る

JFH-1 株であった。しかし、最近 JFH-1 以外の HCV 株の増殖に重要な宿主蛋白

質 Sec14L2 が同定された。本件研究で、昨年感染者由来の HCV の不活化の評価

を行うため、Sec14L2 を発現する培養細胞を作製した。更に本年 HCV の増殖に

重要と報告されている肝臓細胞特異的に発現する miR122（micro RNA 122）も

同時に発現する培養細胞を作製した。しかし、現在のところこの細胞を用いて

HCV 感染者の HCV の顕著な増殖は見られていない。 

A. 研究目的 
 C 型肝炎ウイルスは血液を汚染する可

能性のある病原体であり、充分な不活化

工程が導入されていなかった時代に製造

された第Ⅸ因子製剤、第Ⅷ因子製剤、フ

ィブリノゲン製剤の投与により多くの方

がC 型肝炎に感染した経緯がある。 
 C 型肝炎の治療法はリバビリンとペグ

インターフェロンとの併用療法

（PEG-IFN/ribavirin）により治療効果（そ

れでも約 50%）が上がるようになった。

しかし、日本人の感染者で多い遺伝子型

（遺伝子型1b）のHCV では治療効果が

上がらなかったが、ここ数年、数種類の

阻害剤（HCV ウイルスタンパク質である

プロテアーゼ（NS3/NS4A）、ポリメラー

ゼ（NS5B）、及びNS5A タンパク質に対

する阻害剤（これらをまとめて Direct 
acting antivirals（DAA）と呼ばれている）)
が開発、使用が開始され、1b 型も含めそ

の療効果が上がっている。しかも、副作

用の多い PEG-IFN/ribavirin の併用なしの

DAA のみの治療法も開発され、今やHCV
は治療可能な感染症となりつつある。実

際、2014 年末にC 型肝炎治療ガイドラ

インが改訂され、新規経口薬（DAA）に

期待が寄せられているところである。 
 C 型肝炎ウイルスには、治療薬の開発
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に必須な培養細胞を用いた感染系が長ら

くなかったため、チンパンジーを用いて

感染性の評価を行っていたが、価格の高

さ、扱い難さ、また動物愛護の観点から

も治療薬開発等の研究がなかなか進展し

なかった。血液製剤中の HCV 不活化の

評価は、モデルウイルスとして培養可能

なウシ下痢症ウイルス(BVDV)が用いられ

てきた。こうした中、2005 年に培養細胞

で HCV を増殖させることが可能な系が

発表され研究が急速に進展した。本研究

でもこのHCV JFH-1 株（遺伝子型2a）を

増殖させ、増殖したHCV JFH-1 を血液製

剤にスパイクしウイルスの不活化を評価

する系を構築した。 
 最近 JFH-1 以外のHCV 株の増殖に重

要な宿主蛋白質 Sec14L2 が同定された。

また、これまでに肝臓細胞特異的に発現

しているマイクロ RNA122（miR122）は

HCV の増殖に重要であることが知られ

ている。更に、HCV 感染により活性化さ

れる宿主因子RIG-I はHCV の感染防御に

働くことが知られている。これらのこと

を考慮し、本件研究では、感染者由来の

HCV 株の不活化の評価を行うため、

Sec14L2 に加え、miR122 も発現し、かつ

RIG-I が欠損した培養細胞を作製し、感染

者由来のHCV が増殖する系を構築する。 
 
B. 研究方法 
 １．RIG-I 欠損細胞の作製 

  種々の培養細胞（ヒト肺がん細胞由来

NCI-H1915、ヒト繊毛癌細胞由来 JAR、及

び胎児性がん細胞由来NEC-8）にRIG-I
欠損用ガイドRNA （RIG-I Exon1,  
Dharmacon 社, #CM-012511-01-0002） 
とCas9 発現plasmid（Edit-R CRISPR-Cas9 
Nuclease Expression Plasmid (Dharmacon
社, #U001000-120) をトランスフェクシ

ョンし、Blasticidin でセレクションするこ

とにより、RIG-I 欠損細胞を得た。それぞ

れNCI-H1915 (ΔRIG-I)、JAR (ΔRIG-I)、
NEC-8 (ΔRIG-I)と命名。（研究代表者 岡

田義昭氏により作製） 

 
２．Sec14L2 が発現する、種々の RIG-I
欠損培養細胞の作製 
 昨年（H29）度報告した方法により

Sec14L2 を発現する組換えレンチウイル

スを作製(pSEC14L2/BlastR、pMDLg/pRRE、
pRSV-Rev、pMD2.G [各plasmid に関して

は以下参照] を293T 細胞に同時トランス

フェクションすることにより得た）し、

これを1 で作製したRIG-I 欠損培養細胞

（NCI-H1915 (ΔRIG-I)、JAR (ΔRIG-I)、
NEC-8 (ΔRIG-I)）に感染させ、Blasticidin
でセレクションすることにより、sec14L2
が発現する細胞を得た。なお、この組換

えレンチウイルスには tGFP も組み込ま

れており、tGFP の発現が sec14L2 の発現

の指標として用いることが出来る。各細

胞の tGFP の発現を調べた（図１）。 
 その結果、tGFP の発現は、NCI-H1915 (Δ
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RIG-I) 、JAR (ΔRIG-I) では、それぞれ全体

の細胞の 44、及び 3.7%であった。また、

tGFP 高発現のNEC -8 (ΔRIG-I) 細胞は数

代しか継代出来なかった。 
従って、以降の実験では NCI-H1915 (Δ
RIG-I) に Sec14L2 が発現する細胞

（NCI-H1915 (ΔRIG-I) -Sec14L2 と命名）

にのみにmiR122 を導入した。 
 
３．miR122 RNA の前駆体遺伝子が組み

込まれた組換えレンチウイルスの作製 
 レンチウイルスベクターplasmid: pLV 
[has-miR-122]（BiOSETTIA 社）には、EF1
αpromoter 下にpre-miR122 遺伝子と赤

色蛍光を発する fluorescent puromycin 耐

性タンパク質をコードする遺伝子とがク

ローニングされている。このplasmid か

らmiR122: UGGAGUGUGACAAUGGU 
GUUUGU 遺伝子が発現される。この

plasmid, pLV [has-miR-122]とpMDLg/pRRE
（HIV-1 の gag、pol 遺伝子、及び REE
配列を持つ, Addgene 社）、pRSV-Rev
（HIV-1 Rev 遺伝子を持つ, Addgene 社）、 
及びpMD2.G（VSV の Glycoprotein の遺

伝子を持つ, Addgene 社）の合計４種類

のplasmids を同時に293T 細胞にトラン

スフェクションすることにより、細胞上

清から pre-miR122 が組み込まれた組換

えレンチウイルスを得た。なお、この組

換えレンチウイルスはHIV-1 のゲノム遺

伝子が4種類のplasmidsに別々にクロー

ニングされているため、一回のみの細胞

への感染が可能である。 
 
４． miR122 が発現する、NCI-H1915 (Δ
RIG-I) -Sec14L2 細胞の作製 
作製したmiR122発現組換えレンチウイ

ルスを、これまでに得た NCI-H1915 (Δ
RIG-I) -Sec14L2 細胞に感染させ、１日後、

puromycin (最終濃度1.0µg/mL)を加え、薬

剤によるセレクションを行なった

（Blasticidin（最終濃度 10µg/mL）も常時

添加）。また、得られた細胞は tGFP、及

び Fluorescent puromycin 耐性タンパク質

が発現しているかを蛍光により確認した

（図２）。作製した培養細胞をNCI-H1915 
(ΔRIG-I) -Sec14L2-miR122 と命名。 
 
5．作製した培養細胞への感染者由来HCV
の感染 
 作 製 し た NCI-H1915  ( Δ RIG-I) 
-Sec14L2-miR122 培養細胞にHCV 感染者

由来血漿（A, B の2 種類、HCV RNA コ

ピー数： 2x107 IU/mL）を加え、HCV が

増殖するかを HCV コア蛋白質の免疫染

色法とHCV ゲノムRNA の検出により確

かめた。なおコントロールとして JFH-1
株もこの細胞に感染させた。 
 免疫染色に用いた抗体は anti-HCV core 
antigen monoclonal antibody (MA-080, 
Thermo Scientific, IL)、蛍光二次抗体には

Alexa Fluor 488（#A11001, Thermo Scientific, 
Tokyo）を用いた。核の染色には DAPI 
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(#340-07971, 和光純薬、Osaka)を用いた。 
 また、HCV ゲノムRNA の検出には、

患者由来HCV を感染後、4，及び6 日後

の細胞を RNA 抽出キット（RNA 
purification kit; EX-R&D）によりHCV RNA 

を精製し、10 倍ずつ段階希釈（10-0-10-3
）

し、逆転写反応を 50℃、30min で行い、

生成された cDNA を二種類のHCV 特異

的primers (sense: nt 45-64, antisense: nt 
265-246; 数字は HCV JFH-1ゲノム RNAの

5’末端からの塩基番号)を用いてPCRによ

り増幅し、その産物を2% agarose gel に
て分離した。 
 
 
（倫理面への配慮） 
この培養細胞でウイルスが増殖させる

系は、実験動物を用いる必要がないため、

研究のやりやすさのみでなく、倫理面に

おいても優れた系である。この研究に関

して国立感染症研究所の「ヒトを対象と

する医学研究倫理審査」で承認を受けた

（受付番号８５１「血液製剤における病

原体不活化に関する研究」）。 
 
C. 研究結果 
1． Sec14L2 -miR122 発現細胞の tGFP の

発現 
sec14L2 が組み込まれた組換えレンチウ

イルスを作製し、Huh7.5.1 細胞に感染さ

せ、sec14L2 が組み込まれた NCI-H1915 

(ΔRIG-I) 、JAR (ΔRIG-I)、及びNEC-8 (Δ
RIG-I) 細胞（それぞれ NCI-H1915 (Δ
RIG-I)-Sec14L2 、JAR (ΔRIG-I) -Sec14L2、及

びNEC-8 (ΔRIG-I) -Sec14L2 と命名）を得

た。tGFP の発現は、NCI-H1915 (ΔRIG-I) 、
JAR (ΔRIG-I) では、それぞれ全体の細胞の

44、及び 3.7%であった（図 1）。また、

NEC -8 (ΔRIG-I)-Sec14L2 細胞 tGFP の発現

は55%であったが、数代しか継代出来な

かった（data not shown）。なお、昨年度

報告したHuh7.5.1-Sec14L2 での tGFP の

発現は 30%であった（図 1、昨年度の結

果）。 
 
２．NCI-H1915 (ΔRIG-I) -Sec14L2-miR122
細胞での tGFP、fluorescent puromycin の

発現 
  作製した RIG-I 欠損、Sec14L2 かつ

miR122 発現 NCI-H1915 細胞での tGFP
（Sec14L2 発現の指標）と fluorescent 
puromycin（miR122 発現の指標）とを調

べた結果、それぞれ細胞全体の50%の細

胞でそれぞれ発現していた。その細胞で、

tGFP と fluorescent puromycin が同時に発

現している細胞は6.5%であった（図2）。 
 
３． NCI-H1915 (ΔRIG-I) -Sec14L2-miR122
細胞への感染者由来HCV の感染 
NCI-H1915 (ΔRIG-I) -Sec14L2-miR122 細

胞にHCV 感染者由来血漿A, 及びB（共

にHCV RNA コピー数として2x106 IU）、
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及びコントロールとして JFH-1（感染価

2x104
）を感染させ、４，及び６日後に細

胞内の HCV コア蛋白質の発現を免疫染

色法で調べたが、コア蛋白質の発現は認

められなかった（data not shown）。 
そこでこの感染細胞のHCV RNA 量を調

べた（図３）ところ、患者血漿A におい

てわずかながらのHCV RNA 量の増加が

認められた（図3）。 
 
D. 考察 
1．HCV の感染阻害に重要な働きをする

RIG-I が欠損し、かつHCV 感染に重要な

宿主因子 Sec14L2、及びmiR122 を発現す

るNCI-H1915 (ΔRIG-I) -Sec14L2-miR122
細胞を作製した。この細胞に HCV 感染

者由来の血漿を感染させたが、HCV コア

タンパク質の発現を確認出来るほどまで

には HCV が増殖しなかった。しかし、

感染者由来血漿A では、HCV RNA がわ

ずかながらの増加（感染時の HCV RNA
量に比べ多くても 10 倍の増加）が見ら

れた（図 3）。作製した細胞の 6.5%が、

tGFP（Sec14L2 発現の指標）と fluorescent 
puromycin（miR122 発現の指標）とが同

時に発現するのみなので、今後、tGFP と

miR122 が同時発現する細胞をクローニ

ングすることにより、感染者由来血漿の

HCV がより良く増殖させることが期待

できる。 
 

2．作製した細胞では、JFH-1 の増殖が見

られなかったが（図3）、JFH-1 は Sec14L2
の発現に依存しないという報告があり、

そのことを示しているのかも知れない。

実際、JFH-1 が効率よく増殖するHuh7.5.1
細胞では、Sec14L2 をウエスタンブロッ

ティング法では検出出来なかった（data 
now shown、及び昨年度の報告書の図2
参照）。 
 
E. 結論 
 感染者由来 HCV を培養細胞で増殖す

るために、RIG-I 欠損、かつ Sec14L2 蛋白

質とmiR122 RNA を発現する培養細胞を

作製したが、今のところ、ウイルスタン

パク質の発現が確認できるレベルのHCV
の増殖は見られていない。今後、tGFP と

miR122 とが同時発現する細胞をクロー

ニングし、その細胞を用いて感染者由来

HCV の増殖を試みる予定である。 
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