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研究要旨  将来にわたる、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。

本年度は主として以下の成果を得た。 1) HCV 3’UTRをパッケージングシグナルとして同定し、創

薬標的の可能性を示した。 2) 臨床試験予定のN-89とN-251の橋渡し研究として、耐性ウイルスの

解析、DAAとの併用効果を明らかにした。 3) HCV複製制御に働く脱ユビキチン化酵素USP15は、脂

質代謝にも関与し、ノックアウトマウスで脂肪肝発症が抑制されることを見出した。 4) FKBP6は

HCV複製を制御し、その阻害剤DM-CHXは顕著な抗HCV効果を示した。 5) HCV NS5A蛋白質は、UBE1L、UbcH8、 

Herc5によりISGylationが促進されることを見出した。6) DNA損傷応答経路に関与するDNA-PKcsとRad18をHCV

生活環に関与する新たな宿主因子として同定した。
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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。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。 

RdRpを不活性型変異させた非複製型サブゲノム

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： 

 6 ウェルプレートに播いた各種細胞へ、HCV 陽

性血清（O株）150 l(1.5 x 107 HCV ゲノム価
相当)や陽性コントロールとしてJFH-1株 HCV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 で 3度細胞を

洗い、それぞれのウェルに必要な培地を加え培

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、継代用にして細

胞培養をさらに続け、一定期間後（多くは１週

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

並びに細胞の継代を行った。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。 

 培養上清に存在する HCV の感染性は以下のよ

うに解析した。HuH-7 由来の RSc 細胞と Li23 由

来の D7 細胞を６ウェルプレートに 4 x 105細胞

ずつ播き、翌日、凍結保存しておいた各種上清

0.1 ml を添加、36 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。 

 

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 N-89 或いは N-251 および各種 DAA 製剤

（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 N-89 或いは N-251 および各種 DAA 製

剤（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 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： 

 Huh7 細胞にレトロウイルスベクターを用い

てそれぞれの DUB のノックダウン細胞を作製

し、HCV を感染させることで網羅的なスクリー

ニングを行った。HCV 複製への関与が認められ

た USP15 に関して、人工ヌクレアーゼを用いて

遺伝子欠損細胞を作製し、HCV 感染における影

響を詳細に調べた。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。 

 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。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 Con1 株の NS5A 

(genotype 1b)をプラスミpEF1A-NS5A-myc-His6
として発現させた。14 個あるすべての 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。 

 

5. 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。 

 shRNA を発現するレンチウイルスベクターを

用いて、DNA-PKcs、そして Rad18 をノックダウ

ンさせたヒト肝がんHuH7細胞由来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 HCV 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。同様に DNA-PKcs あるいは Rad18 をノ

ックダウンした全長 HCV 株 RNA 複製 O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った。 

 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、核

は DAPI で染色を行い、共焦点レーザー顕微鏡

（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、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。 

 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。 

 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。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。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： 

 昨年度までに得られた知見から、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、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、予備的ながらその仮説を支持

する知見が得られた。本年度は、HCVtcp シス

テムでパッケージングシグナルの詳細な解析

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： 

 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、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、その可能性がないかどうかを検証した。

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 RNA
複製が持続的に継続し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。 

 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。

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。 

 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。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 Core 量は、2.0 から 67 fmol/L と 33 倍

上昇した。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。 

 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。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： 

 本年度は、N-251(N-89)に抵抗性を示すヒト

細胞評価系の開発を試みた。抗 HCV 活性の評価

細胞系である HuH-7 由来の OR6 細胞と Li23 由

来の ORL8 細胞から N-251 に抵抗性を示す細胞

クローンの単離を試みた。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。 

 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、各種 DAA 製剤の抗

HCV 活性をを検討した。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。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 解析を行った結果、ORL8 細胞に

おいては、調べた６種類の全ての DAA 製剤は、

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。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 N-251 とほぼ同様の傾向が得

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。 

 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。 

 

4. 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 スクリーニングにより新たな HCV 複製

に関わる新規の宿主因子として、USP15, USP20

を同定した。これらの DUB 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。USP15 欠損 Huh7 細胞では、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。 

 HCV NS5A 蛋白質は E3 ligase Herc5 により

ISGylation されたが、TRIM25 では変化がなかっ

た。Con1株の NS5A は IFN-β投与または E1, E2, 

E3 の強発現のいずれでも ISGylation された。

また、Con1、O、JFH1 株いずれの NS5A も

ISGylation を受けることが示された。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、いず

れもウエスタンブロット法で発現を確認した。

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： 

 shRNA を発現するレンチウイルスベクターを

用いて内在性 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。 

 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 

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。昨

年度、HCV ライフサイクルの過程で、HCV RNA の

population が選択されていくかを調べた。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。また、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。ゲノム複製、粒子形成過程で、HCV RNA

は淘汰、選択され、NS5B RNA/5’UTR RNA 比が

１に近い RNA 分子が感染性粒子に存在する可能

性が示された。また、HCVtcp 解析から、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推定られ

た。本年度はさらに解析を進め、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： 

 今年度の研究より我々の 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。 

 

3. HCV 阻害剤の探索、開発： 

 これまでに強い抗 HCV 活性を見出した N-89

と N-251 について、PMDA での対面助言（平成

25 年）を受け検討課題となった実験（作用機

序、耐性ウイルスの選択性に関する検討、各種

DAA製剤との併用効果など）を引き続き行った。

これまで、様々な方法により N-89 や N-251 に

耐性を示す全長 HCV-RNA 細胞の作出を試みて

来たが、明らかな耐性細胞は得られず、宿主の

バリアーは高いと思われた。作用機序が不明な

化合物ではあるが、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り、優れた抗

HCV 剤であると考えられる。そのような状況下

で、今年度は、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、今年度初めて ORL8 細胞から N-89 や N-251

に約 20 倍程度耐性を示す細胞が得られた。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

いかと期待される。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。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。 

 さらに今年度は、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 DAA

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。 

 昨年度の本研究で、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れた。今回、

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。 

 

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。本年度、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。 

 HCV NS5A蛋白質はUBE1L, UbcH8, Herc5により

ISGylationが促進された。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る。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、何らかの翻訳後修飾が存在し、機能

に違い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。NS5A が 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： 

 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 

 創薬のための分子基盤の確立に資する研究を

推進した。HCV ゲノムパッケージングの基本機

構を明らかにした。N-251、N-89 は第一相試験

に向けた橋渡し研究を行った。新たな HCV 複製

調節因子を同定し、複製解析から、DM-CHX 等抗

HCV 化合物を見出した。さらに、脱ユビキチン

化酵素の HCV 複製、脂質代謝における役割など

ユビキチン関連機構と HCV との関連に種々の新

知見を得た。 
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HCV 感染増殖細胞系の開発と阻害剤の探索 
 

研究分担者 加藤 宣之   岡山大学 教授 
 

研究要旨：C 型肝炎ウイルス(HCV)の培養細胞レベルでの感染増殖系は、これまで遺伝

子型 2a 等で成功しているが、遺伝子型 1b では作出されていない。我々は、これまでに

蓄積されたHCV複製に必要な宿主因子の情報や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 の HCV 感染増殖系の開発を試みた。昨年度、ヒト不死化肝細胞を

用いて行った実験により、HCV 複製を支持する宿主因子の更なる追加が必要であること

が示唆された。そのため今年度は、この点を改良してさらに実験を継続した。その結果、

残念ながらヒト不死化肝細胞を用いた1b型HCVの持続感染系の作出には至らなかった。

しかしながら、この実験過程において、無血清培地 AEM を使用することにより感染性

HCV 粒子(2a 型 HCV)の産生を数十倍高めることができることを見出した。一方、HCV 阻

害剤については、昨年度までに強い抗HCV活性を見出しその性状解析を進めているN-89

と N-251（抗マラリア薬としても開発中）の臨床応用に向けた有用性についてさらに検

討を加えた。我々がアッセイ系として使用している全長 HCV-RNA 複製細胞に各種の直接

作用型抗ウイルス剤(DAA)製剤を添加して、DAA 製剤に耐性を示す細胞を作出した。こ

れらの DAA 耐性細胞に対しても N-89(N-251)は有効に作用し、相加効果（一部相乗効果）

を示すことを確認した。さらに、N-89(N-251)に耐性を示す全長 HCV-RNA 複製細胞の作

出にも成功したため、これらの化合物の抗 HCV 活性作用機序の解明に向けた研究基盤を

整えることができた。 
 
 
Ａ．研究目的 

 HCV の複製を効率良くかつ持続的に産

生できる培養細胞はヒト肝癌細胞株であ

るHuH-7由来の細胞に限られていた。2009

年、我々は、HCV の複製が持続的に起こる

新たなヒト肝癌細胞株 Li23 を見出し、こ

の細胞株を用いて HCV-RNA を効率的に複

製している幾つかのクローン化細胞株の

樹立に成功した。さらに、これらの細胞

株を用いて抗 HCV 活性を簡便に定量評価

できるアッセイ系（ORL8 と ORL11）も開

発した(特許登録 5535073, 2014)。 

 一方、培養細胞を用いた遺伝子型 1b（日

本における主要な遺伝子型）HCV の感染増

殖系は依然として開発されていない。 

 本研究においては、我々がこれまでに

樹立した HCV-RNA の複製を許容する細胞

株やヒト不死化肝細胞に、HCV 複製に必要

な各種宿主因子を追加発現させることに

より遺伝子型1bのHCV感染増殖系を開発

することを目標とした。この研究課題に

ついては、昨年度までに、1b 遺伝子型で

ある O株 HCV と陽性コントロールとして
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2a 遺伝子型の JFH-1 株 HCV を HuH-7 や

Li23 由来の細胞（HCV-RNA の複製を許容

する）やヒト不死化肝 PH5CH8 細胞に感染

させる実験を行った。その結果、JFH-1

株 HCV の感染実験では、HuH-7 由来の RSc

細胞や Li23 由来の ORL8c や D7 細胞で持

続感染状態になることが確認された。し

かしながら、PH5CH8 細胞では HCV の感染

増殖は確認されなかった。さらに検討を

加えたところ、PH5CH8 細胞では、miR122

や Claudin 1(CLDN1)の発現レベルが低い

ことが分かった。そこで、これらの因子

を追加発現させた細胞を作成して HCV の

感染実験を行った。しかしながら、短期

間（２週間程度）の観察では、JFH-1 株

HCV、O株 HCV ともに、HCV の増殖を確認

するには至らなかった。今年度は、これ

らの感染培養実験のフォロー期間を長く

すること、並びに更なる工夫を加えて再

度実験を試みることにした。 

 本研究のもう１つの課題である HCV 阻

害剤の探索については、我々の開発した

抗 HCV 活性を評価する細胞アッセイ系

(OR6 や ORL8)を用いて抗 HCV 活性を有す

る新たな化合物を探索し、副作用が少な

く安価な経口阻害剤を見出すことを目標

とした。昨年度までに、抗マラリア薬と

して開発中の N-89 とその誘導体である

N-251 に強い抗 HCV 活性を見出し、その性

状解析を行った。その結果、この化合物

は安価で製造できることや数十nMで有効

性を示すことなどから臨床応用可能と判

断され、臨床研究中核拠点である岡山大

学病院における薬剤シーズに選定され、

安全性試験の評価が行われている。今年

度は、最近認可された HCV 特異的直接作

用型抗ウイルス剤(DAA)製剤との併用で

も有効であるかどうかや N-89 (N-251)の

抗 HCV 活性の分子機序解明に向けた研究

基盤として、これら化合物に耐性を示す

HCV-RNA 複製細胞株の樹立を試みた。今年

度の研究成果を以下に示す。 
 
Ｂ．研究方法 

（１）HCV 感染実験および長期継代培養実

験 

 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)や陽性コントロ

ールとして JFH-1 株 HCV（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（平

成 26 年度より検出限界は 1 fmol/L と従

来の 20 fmol/L より高感度となった）に

より行った。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、継代用にして

細胞培養をさらに続け、一定期間後（多

くは１週間後）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）の調製並びに細胞の継

代を行った。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。 

 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
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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。 

 

（２）細胞アッセイ系を用いた候補化合

物の抗 HCV 活性評価 

 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 N-89 或いは N-251

および各種 DAA 製剤（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 N-89 或いは N-251 および各

種 DAA 製剤（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。 

 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（詳細

は研究結果の項に記載した）。 

 

（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。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。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 感染実験および長期継代培養実

験 

 HCV 感染実験については、感染後 29 日

までの結果を昨年度報告した。ヒト不死

化肝 PH5CH8 細胞（miR122 や miR122/CLDN1

を追加発現させた細胞を含む）について

は、感染後 7 日目で JFH-1 株 HCV と O株

HCV が細胞内や培養上清に少量検出され

たが、感染後 17 日目や 29 日目では検出

されなかった。しかしながら、RSc、ORL8c

および D7 細胞において、JFH-1 株 HCV は

感染後、少なくとも 29 日目まで、細胞内
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や培養上清に持続的に検出された。ただ、

O 株 HCV ではやはり感染後 7 日目の細胞

でしか HCV を検出することが出来なかっ

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、今年度は、

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 RNA 複製が持続的に継続している

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

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
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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 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 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 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/mg total RNA)に、培養上清の

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 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 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
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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。 

 

（２）細胞アッセイ系を用いた候補化合

物の抗 HCV 活性評価 

 本研究により強い抗 HCV 活性を見出し

た N-89 と N-251（いずれも抗マラリア活

性を有する。これらの化合物は、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 first in man に向けて

の毒性安全性試験などが進行中）につい

ては、PMDA での対面助言（平成 25 年）を

受け検討課題となった実験（作用機序、

耐性ウイルスの選択性に関する検討、各

種 DAA 製剤との併用効果など）を引き続

き行った。 

 本年度は、N-251(N-89)に抵抗性を示す

ヒト細胞評価系の開発を試みた。これま

でに、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が、いずれも

治癒細胞となり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、遺伝的多様性を獲得した HCV-RNA

から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。

そこで、我々は、これまで試みていなか

った抗HCV活性の評価細胞系であるHuH-7

由来の OR6 細胞と Li23 由来の ORL8 細胞

から N-251 に抵抗性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 に耐性を示すと 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

胞からさらに N-251 耐性の細胞が得られ

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
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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。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 Isobole plot

解析を行った。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。このよ

うな方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 製剤は、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
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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

N-251 とほぼ同様の傾向が得られた。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。 

 

D.  考察 

（１）HCV 感染実験および長期継代培養実

験 

 今年度の研究より我々の 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

をほぼそろえたと思われる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。 
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（２）細胞アッセイ系を用いた候補化合

物の抗 HCV 活性評価 

 これまで、様々な方法により N-89 や

N-251に耐性を示す全長HCV-RNA細胞の作

出を試みて来たが、明らかな耐性細胞は

得られず、宿主のバリアーは高いと思わ

れた。作用機序が不明な化合物ではある

が、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り、優れた抗 HCV

剤であると考えられる。そのような状況

下で、今年度は、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、今年度初めて ORL8 細

胞から N-89 や N-251 に約 20 倍程度耐性

を示す細胞が得られた。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される。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。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。 

 今年度は、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 DAA 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。 

 

E．結論 

 今年度のまとめを以下に示す。 

(1) ヒト不死化肝細胞に HCV 複製に必要
な宿主因子を追加発現させたが 1b 型 HCV

の持続感染系の作出には至らなかった。

しかしながら、無血清培地 AEM の使用に

より感染性 HCV 粒子(2a 型 HCV)の産生が

数十倍高まることを見出した。 

(2)幾つかの HCV 特異的 DAA 剤に耐性を示

す HCV を作出した。それら耐性 HCV に対

しても抗 HCV 剤として開発中の N-89 や

N-251 は有効であり、各種 DAA との併用に

よる相加効果（一部相乗効果）を確認し

た。 

 

F．研究発表 

1. 論文発表 

1) Matsuda M, Suzuki R, Kataoka C, 

Watashi K, Aizaki H, Kato N, 

Matsuura Y, Suzuki T, Wakita T. 

Alternative endocytosis pathway for 

productive 1 entry of hepatitis C 

virus. J Gen Virol, 

95(12):2658-2667 (2014). 

2) Shimada H, Haraguchi K, Hotta K, 

Miyaike T, Kitagawa Y, Tanaka H, 

Kaneda R, Abe H, Shuto S, Mori K, 

Ueda Y, Kato N, Snoeck R, Andrei G, 

Balzarini J. Synthesis of 

3',4'-difluoro-3'-deoxyribonucleo
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biological activities: Discovery of 
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3',4'-difluorocordycepin. Bioorg 

Med Chem, 22(21):6174-6182 (2014). 

3) Hara Y, Yanatori I, Ikeda M, Kiyokage 
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protein suppr 1 esses mitophagy by 

interacting with Parkin in the 
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characterization of hepatitis C 
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essential for type III interferon 
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hepatitis C virus infection. J 
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Satoh S, Wakita T, Ikeda M, Kato N. 

Annexin A1 negatively regulates 

viral RNA replication of hepatitis 

C virus.Acta Medica Okayama, in 
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Establishment of hepatitis C virus 
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HCV 感染および肝がん発症におけるイムノフィリンの役割と 
それを標的にした化合物開発 

 
研究分担者：森石恆司 山梨大学医学部 教授 

 
研究要旨： C 型肝炎ウイルス(HCV) のウイルスゲノム複製は宿主因子の利用によっ
て成り立っている。我々は、NS5A に相互作用する宿主因子として FKBP6 を同定して
いる。今回、既存抗 HCV 剤と抗 FKBPFKBP6/8 阻害剤の併用効果と肝臓組織における
発現を解析した。FKBP6 ノックダウンによってウイルス量やレプリコン RNA 量は低
下し、FKBP8 に FKBP6 は結合する。感染患者の肝臓から低ウイルス量領域と高ウイ
ルス量領域で比較した場合、FKBP6 はウイルス量に依存して発現していた。HCV を
感染させると FKBP6 は上昇し、培養細胞レベルでも FKBP6 発現量は HCV 感染に依存
していた。FKBP8 阻害剤 DM-CHX は FKBP6 に対してダイマー形成を阻害することを昨
年報告した。既存薬剤との併用効果を解析すると、Daclatasvir と IFN との相乗あ
るいは相加作用がみられたが、Telaprevir とはアンタゴニスト作用が認められた。
以上の結果から、FKBP6 の発現は HCV 感染と相関していることが示唆され、低分子
化合物 DM-CHX が FKBP6 の機能を阻害し、Daclatasvir あるいは IFN と相乗・相加作
用があることがわかった。 
 

A. 研究目的 

 世界で二億人、国内で約150-200万人のC型肝

炎ウイルス（HCV）の感染者が推定され、血液など

を介して、HCVはヒトに感染し、高率に持続感染

に移行する。持続感染患者は、慢性肝炎から肝硬

変を経て、高い確率で肝細胞癌を発症する。日本

の肝癌の約7-8割は、HCV感染に起因する。新規

NS3プロテアーゼ抑制剤の登場により、より高い

著効率が期待できるようになった。しかしその一

方、副作用や耐性ウイルスの出現、ウイルス排除

後の肝がん発症などの問題が残されている。さら

に、既に肝線維化が進行している方や肝移植前後

の方に対するウイルス排除の有効性は議論がわか

れるところである。今後、ウイルス排除ばかりで

はなくC型肝疾患に対する予防治療方法や診断予

測法の開発が必要と思われる。 

 HCVの非構造蛋白質であるNS5Aはウイルスゲノ

ム複製、粒子形成に関与する蛋白質で、病原性に

も関与するとされる。我々は、以前、イムノフィ

リン蛋白質である宿主蛋白質FKBP8を報告してい

る。しかしながら、そのFKBP8に非依存的に複製

するレプリコン細胞が存在し、その細胞にFKBP8

と同じ蛋白質ファミリーであるFKBP6が高発現し

ていることを報告し、がん部で高発現しており、

ウイルス感染およびC型肝疾患に関与しているこ

とが示唆された。 

 今回、既存抗HCV剤と抗FKBPFKBP6/8阻害剤の

併用効果と肝臓組織における発現を解析した。 

 

B. 研究方法 

 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。 

 

（倫理面への配慮） 

 本研究にあたっては、試料提供者、その家族、



 

および同様の肝疾患患者の人権、尊厳、利益が保

護されるよう十分に配慮した。具体的には、厚生

労働省等で検討されている「ヒトゲノム解析研究

に関する共通指針」に則り各研究実施機関の医学

研究倫理審査委員会に申請し山梨大学医学部倫理

委員会規程に従って承認を得た。インフォームド

コンセントに係る手続きを実施し、また提供試料、

個人情報を厳格に管理、保存した。動物実験は、

山梨大学動物実験規程に従って、山梨大学学長の

承認を得て行った。遺伝子組み換え実験は、山梨

大学遺伝子組み換え実験安全管理規程に従って、

山梨大学学長の承認を得て行った。放射線及び放

射性同位元素を扱う実験は、山梨大学総合分析実

験センター放射線障害予防規程に従って、山梨大

学学長の承認を得て行った。 

 

C. 研究結果 

 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。 

 

D. 考察 

 昨年度の本研究で、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れた。今回、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。 

 

E. 結論 

 本研究によって、HCV感染によってFKBP6が誘

導され、感染が維持されているものと考えられた。

まさらに、本研究によって、FKBP6を標的とした

薬剤の既存抗HCV剤との併用効果が期待された。 

 

F. 健康危険情報 

  特になし。 
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ユビキチンおよびユビキチン様蛋白質による HCV 複製制御機構の研究 

 

研究分担者 勝二郁夫 神戸大学大学院医学研究科微生物学分野 准教授 

 

研究要旨： C 型肝炎ウイルス（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。従来、ウイルス増殖に対する意義は正と負の相反する報告があり、詳細は不

明である。そこで、NS5A の ISGylation のウイルス増殖における意義を明らかにするために ISGylation

部位を解析した。HCV Con1 株(genotype 1b)の NS5A の Lys 残基を Ala 残基に置換し、１カ所のみ Lys

残基を有するNS5A変異体を各種作製した。NS5Aの14カ所あるLys残基のうち5カ所のLys残基にISG15

が結合することがわかった。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、

機能に違いがある可能性が考えられた。ISG15 同士の di-ISGylation は否定的であった。 

 

A. 研究目的 

 C 型肝炎治療は NS3/4A セリンプロテアーゼ

阻害薬が承認され、Direct Acting Antivirals 

(DAA)の時代に突入したが、耐性ウイルスの出

現や重篤な副作用による治療の中断が懸念さ

れている。そのため、DAA とは異なる作用機序

をもつ新規抗ウイルス薬の開発が望まれてい

る。HCV 蛋白質が ISG15 で修飾され、ウイルス

増殖が調節されることが知られているが、未だ

ウイルス増殖における意義は不明である。そこ

でISG15系によるHCV増殖制御の分子機構を明

らかにし、新規抗 HCV 薬開発のための分子基盤

の構築を目指した。 

 

B. 研究方法 

1. 1. 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。 

2.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。 

3. 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

個あるすべての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。 

4.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。 

 

（倫理面の配慮） 

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。ヒトの遺伝子解析はおこなっておら

ず、倫理面に抵触する研究は行っていない。 

 

C. 研究結果 

1. HCV NS5A 蛋白質は E3 ligase Herc5 により

ISGylation されたが、TRIM25 では変化がなか

った。Con1 株の NS5A は IFN-β投与または E1, 

E2, E3 の強発現のいずれでも ISGylation され

た。また、Con1, O, JFH1 株いずれの NS5A も

ISGylation を受けることが示された。 

2. 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、いずれもウエスタンブロット法で発現

を確認した。 

3. 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。  

4. 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。 

 

D. 考察 

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

が促進された。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

であると考えられる。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、何らかの翻訳後修飾が存在し、機能

に違い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。NS5A が 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。 

 

E. 結論 

1. HCV NS5A 蛋白質は UBE1L, UbcH8, Herc5 により

ISGylationが促進される。 

2. 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。 

3. ISGylation 部位を解析したところ、HCV Con1 株の

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

所の ISGylation 部位が存在した。 

4. 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示された 

5. GFP-ISG15 を用いた解析から ISG15 同士の

di-ISGylation は否定的であった。  

 

F. 健康危険情報 

特になし 
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HCV 複製機構の解析 

 

研究分担者 有海 康雄  熊本大学エイズ学研究センター 准教授 

 

研究要旨：我々はこれまで、RNA ゲノムしか保持しない C型肝炎ウイルス(HCV)が DNA

損傷センサーである ATM と相互作用し、HCV の自己複製に必要な宿主因子であること、

そしてATM特異的阻害剤KU-55933に抗HCV効果があることを報告してきた(Ariumi et 

al. J. Virol.82:9639-9646, 2008)。そこで、本年度は ATM と同じ核内 PI3 キナーゼ

に属し、DNA 損傷センサーである DNA-dependent protein kinase (DNA-PK)と ATM の

下流で相同性組換え修復を担う Rad18 の HCV 複製における役割について検討を行い、

宿主因子を分子標的とした創薬開発を目指す研究を行った。その結果、（１）DNA 損

傷センサー DNA-PKcs が HCV 複製に必要であること、（２）DNA-PK 阻害剤は抗 HCV 活

性を有していること、（３）ユビキチン E3 リガーゼ Rad18 が HCV 複製に必要である

こと、そして、（４）Rad18 が HCV NS5B と結合し、Rad18 が形成するリング状の核内

構造体の外縁部において、NS5B と共局在していることを見出した。以上の結果より、

異なるDNA損傷応答経路がHCVと相互作用し、HCV複製に必要な宿主要因であること、

また DNA 損傷応答経路が新規抗 HCV 剤開発の標的となりうること、そして、HCV と DNA

損傷応答経路との相互作用が、肝発がんの原因として示唆された。 

 

 

A. 研究目的 

 C型肝炎ウイルス(HCV)は慢性肝炎、肝

硬変、そして肝がんの原因ウイルスであ

る。現在、我が国のHCV感染者は約200万

人いると推定されており、実に日本人の

肝がんの原因の約80%をHCV感染が占める

に至っているのが現状である。しかしな

がら、日本人の多くはインターフェロン

が効きにくい1b遺伝子型HCVに感染して

いるため、インターフェロンとリバビリ

ンの併用両方のみでの著効率は約50%程

度に留まっている。最近、HCVプロテアー

ゼ阻害剤の開発がなされ脚光を浴びてい

るが、HCVはRNAウイルスのため、変異し

やすく薬剤耐性株の出現が危惧される。

そこで、宿主因子を分子標的とした新規

抗HCV剤の開発が急務とされる。 

 我々はこれまで、RNAゲノムしか保持し

ないHCVがDNA損傷センサーであるAtaxia 

Telangiectasia Mutated (ATM)と相互作

用し、HCVの自己複製に必要な宿主因子で

あること、そしてATM特異的阻害剤である

2-morpholin-4-yl-6-thianthren-1-yl-p

yran-4-one (KU-55933)に抗HCV効果があ

ることを報告してきた(Ariumi et al. J. 
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Virol.82:9639-9646, 2008)。そこで、本

年度はATMと同じPI3キナーゼに属し、DNA

損 傷 センサーである DNA-dependent 

protein kinase (DNA-PK)とDNA複製時に

生じるDNA損傷修復をはじめ、ATMの下流

で相同性組換え修復を担うRad18のHCV複

製における役割について検討を行い、宿

主因子を分子標的とした創薬開発を目指

す研究を行った。また、HCVがこれらDNA

損傷応答経路と相互作用することが肝発

がんの要因になっているのか考察した。 

 

B. 研究方法 

（１）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、DNA-PKcs、そして Rad18

をノックダウンさせたヒト肝がん HuH7

細胞由来 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

HCV 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。同様に DNA-PKcs あ

るいは Rad18 をノックダウンした全長

HCV 株 RNA 複製 O 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。 

 

（２）細胞内局在の観察 

 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、核は DAPI で染色を行い、共焦

点レーザー顕微鏡（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、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。 

 

(3)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。 

 

(4)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

あり、本年度の研究には、ヒトの臨床材
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料や実験動物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、本研究は「研究開発等に係る遺伝

子組換え生物等の第二種使用等に当たっ

て執るべき核酸防止処置等を定める省

令」に基づき実施した。特に HCV ウイル

スを用いた感染実験の場合は BSL2(P2)

レベル実験室のバイオハザード対策用安

全キャビネットを使用し、実験終了後の

資料についても、UV 照射、次亜塩素酸ナ

トリウムなどの塩素系消毒薬処理および

オートクレーブを用い、適正に廃棄を行

った。 

 
 

C. 研究結果 

（１）DNA損傷センサー DNA-PKcs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 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。 

 

（２）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
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形成には影響を及ぼさないことが判明し

た。 

 

D．考察 

 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。 
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E．結論 

（１）DNA 損傷センサー DNA-PKcs が HCV

複製に必要であることが示唆された。 

（２）DNA-PK 阻害剤(DNA-PK inhibitor 

II/NU7026; Calbiochem)は抗 HCV 活性を

有していることを見いだした。 

（３）ユビキチン E3 リガーゼ Rad18 が

HCV 複製に必要であることが示唆された。 

（４）Rad18 が HCV NS5B と結合し、Rad18

が形成するリング状の核内構造体の外縁

部において、NS5B と共局在していること

が判明した。 

 

F. 知的所有権の取得状況   

特になし 

 

G. 研究発表 

1. 論文発表 
(1) Ariumi Y. Multiple functions of DDX3 RNA 
helicase in gene regulation, 
tumorigenesis, and viral infection.  
Frontiers Genet. 5:423, 2014 

 

 

２. 学会発表等 

(1) Yasuo Ariumi. Tumor suppressor 

proteins restrict LINE-1 

retrotransposition.     Cold 

Spring Harbor Retroviruses Meeting. 

Cold Spring Harbor, New York, USA, May 

19-24, 2014 

(2) Yasuo Ariumi. Hepatitis C virus 

hijacks P-body and stress granule 

components around lipid droplets. 1st 

International Symposium on 

Stress-Associated RNA Granules in 

Human Disease and Viral Infection (RNA 

Granules 2014). June 8-10, 2014, 

Halifax, Nova Scotia, Canada 

(3) Yasuo Ariumi. HIV-1 Vpr and p21Waf1/Cip1 

restrict the LINE-1 

retrotransposition.       15th 

Kumamoto AIDS Seminar. October 1-3, 

2014, Kumamoto, Japan 

(4)有海康雄.LINE-1の転移因子と宿主因子．

2014年度国立遺伝学研究所研究集会 

「転移因子と宿主の相互作用による生命

進化」2015年2月26日-27日,三島市,静岡.  
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厚生労働科学研究費補助金 

肝炎等克服実用化研究事業（肝炎等克服緊急対策研究事業） 

分担研究報告書（平成 26 年度） 

 

HCV における脱ユビキチン化酵素の役割 

 

研究分担者 岡本徹 大阪大学微生物病研究所 助教 

 

研究要旨： 脱ユビキチン化酵素(DUB)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種々のシグナル伝達に関与し、癌や免疫応答等の様々な生理現象に関わること

が報告されている。しかしながら、C型肝炎ウイルス(HCV)の感染における DUB の役割は不明な点

が多い。本研究ではDUBの発現を網羅的に抑制して、脂肪滴の形成や維持に関わるDUBの USP15が、

HCV の複製に関与することを明らかにした。 

 

A. 研究目的 
HCV に感染すると高率に慢性化し、肝硬変を
経て肝細胞癌を発症する。ペグ化 IFN とリバ
ビリンの併用により治療効果に改善が認めら
れているが、遺伝子型 1b 型の高ウイルス価の
難治性 C型肝炎患者に対する著効率は 50%程
度である。ウイルスのプロテアーゼやポリメ
ラーゼ阻害剤が有用であることが明らかとな
ってきているが、耐性ウイルスの出現は明白
であり、HCV の複製に必須の宿主因子を標的
とすることが抗ウイルス治療において、最も
有用な手段であると考えられる。脱ユビキチ
ン化酵素(DUB)は生体内で発癌、免疫、発生等、
さまざまな生理現象で重要性が認識されつつ
ある。中でも、癌研究において、いくつかの
DUB 阻害剤が抗癌作用を示す事から、近年
様々な DUB 阻害剤が開発されている。一方、
ウイルス感染における DUB の役割に対する知
見は乏しいことから、HCV 複製において重要
な DUB を同定し、その阻害剤の開発を提案す
ることを目的とした。 
 
B. 研究方法 
Huh7 細胞にレトロウイルスベクターを用い
てそれぞれの DUB のノックダウン細胞を作製
し、HCV を感染させることで網羅的なスクリ
ーニングを行った。HCV 複製への関与が認め
られた USP15 に関して、人工ヌクレアーゼを
用いて遺伝子欠損細胞を作製し、HCV 感染に

おける影響を詳細に調べた。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。 
（倫理面への配慮） 
本研究にあたっては、試料提供者、その家族、
および同様の肝疾患患者の人権、尊厳、利益
が保護されるよう十分に配慮する。具体的に
は、厚生労働省等で検討されている「ヒトゲ
ノム解析研究に関する共通指針」に則り各研
究実施機関の医学研究倫理審査委員会に申請
し、インフォームドコンセントに係る手続き
を実施し、また提供試料、個人情報を厳格に
管理、保存する。 
 
C. 研究結果 
RNAiスクリーニングにより新たなHCV複製に
関わる新規の宿主因子として、USP15, USP20
を同定した。これらの DUB 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。USP15 欠損 Huh7
細胞では、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
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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。 
 
D. 考察 
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。 
 
E. 結論 
USP15 を阻害できる化合物は、HCV 複製の抑制
だけでなく、広範囲の肝疾患に対しても効果
を示すことが示唆された。 
 
F. 健康危険情報 
  特になし。 
 
G. 研究発表 
1.論文発表 
1. Fukuhara T, Wada M, Nakamura S, Ono C, 
Shiokawa M, Yamamoto S, Motomura T, 
Okamoto T, Okuzaki D, Yamamoto M, Saito I, 
Wakita T, Koike K, and Matsuura Y. 
Amphipathic α-Helices in 
apolipoproteins are crucial to the 
formation of infectious hepatitis C virus 
particles. PLoS Pathogens 2014; DOI: 
10.1371/journal.ppat.1004534 
2. Shiokawa M, Fukuhara T, Ono C, Yamamoto S, 
Okamoto T, Watanabe N, Wakita T, and 
Matsuura Y. Novel permissive cell lines 
for a complete propagation of hepatitis C 
virus. J. Virol. 2014; 88: 5578-5594 
 

2. 学会発表 
1. Takasuke Fukuhara, Masami Wada, Shota 
Nakamura, Chikako Ono, Satomi Yamamoto, 
Mai Shiokawa, Toru Okamoto, Yoshiharu 
Matsuura, Exchageable apolipoproteins 
participate in the particle formation of 
hepatitis C virus. 33rd American Society 
for Virology, Annual Meeting, Colorado, 
2014 
2. Chikako Ono, Takasuke Fukuhara, Mai 
Shiokawa, Satomi Yamamoto, Masami Wada, 
Toru Okamoto, Daisuke Okuzaki, Yoshiharu 
Matsuura, Characterization of HCV 
Propagation in miR-122 Knockout Cells. 
33rd American Society for Virology, Annual 
Meeting, Colorado, 2014 
3. Chikako Ono, Takasuke Fukuhara, Satomi 
Yamamoto, Masami Wada, Toru Okamoto, 
Daisuke Okuzaki, Yoshiharu Matsuura, 
Characterization of HCV propagation in 
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