
はじめに

輸血ならびに血液製剤は近代医療に不可欠なものである

反面，患者は常に感染症や免疫反応等の問題に曝される事

になる．この様な感染症の典型がHCV感染であったが，

高感度なスクリーニング系の導入により，輸血や血液製剤

に起因するHCV感染はほぼ制圧された．しかしながら，

既に全世界で２億人，本邦だけでも２百万ものHCVキャ

リアーが存在している１）．HCV感染の最も深刻な問題点

は，惹起した肝炎が高率に慢性化し，さらに持続感染した

まま肝硬変，肝癌へと移行する点である．本邦の癌死の第

３位は肝癌であり，その８割以上がHCV感染に起因して

おり，年間約３万人が死亡している．現在，多くのC型

慢性肝炎患者に対してインターフェロン療法が施行されて

いるものの，治療後に肝機能が持続的に正常化する著効例

は３割程度である．この様にHCVは今や我が国の国民病

であり，キャリヤーの発症予防やウイルスの生体からの排

除を目的とした抗ウイルス剤や治療用ワクチンの開発が急

務である．しかしながら，現時点でHCVを効率よく増殖

できる培養細胞系や感受性を示す実験動物もチンパンジー

以外には見つかっておらず，ワクチンや治療薬の開発は困

難を極めている．

HCVの性状

HCVはプラスの極性をもつ約９．４kbの一本鎖RNAを

ゲノムとしてもち，約３０００アミノ酸からなる大きな前駆体

蛋白をコードできる一本の蛋白読枠を持っている２）．ゲノ

ムの両端に存在する非翻訳領域は二次構造に富み，５’末

端にはキャップ構造はなく，キャップ非依存的にリボゾー

ムが翻訳を開始できる IRES（Internal Ribosomal Entry

Site）が存在する．ウイルス蛋白は前駆体蛋白として翻訳

された後，宿主細胞由来のシグナラーゼにより構造蛋白で

あるコア蛋白と２つのエンベロープ蛋白（E１と E２蛋

白）に，また，非構造蛋白はNS２とNS３がコードする

プロテアーゼによってプロセスされる（図１）．HCVには

数種の遺伝子型があることが知られているが，コア蛋白を

コードする遺伝子領域の塩基配列はこれらの型間でよく保

存されている．さらに，コア蛋白に対する抗体が非構造蛋

白を含めた他のHCV蛋白よりも感染早期に誘導されるた

め，発現されたコア蛋白はHCV感染症に伴う抗体測定に

極めて有用であった３，４）．

HCV感染による宿主応答

HCVは血液や血液製剤を介して体内に侵入し，最終的

に肝細胞に感染し増殖すると考えられる．感染早期に惹起

される宿主応答はインターフェロン（IFN）αや βなどの
typeⅠIFNの誘導である．TypeⅠIFNは多くのウイルス

感染における自然免疫応答としてウイルスの増殖を阻害す

ることが知られており，HCVRNAが細胞内で複製する

RNAレプリコンの系でもその活性が証明されている５）．ま

た，HCVの生体からの排除におけるこれら自然免疫応答

の重要性は，実験感染させたチンパンジーの肝組織におけ

る各種遺伝子発現をDNAチップで調べた成績からも支持

されている６）．HCV研究の最大の障害は蛋白レベルで複製

を検出できる細胞培養系が未だに確立されていないことで

あり，誘導された抗体の中和活性を in vitro で評価できな

いことであったが，カイロン社のグループは哺乳動物細胞

で発現させたE２蛋白がヒト細胞表面に存在するCD８１に

結合することを見出し，この結合を阻止する抗体（NOB

抗体）を検出するアッセイ法を開発した７）．感染防御が認

められたチンパンジーだけでなく，実際に慢性C型肝炎

から自然治癒した症例では，NOB抗体が高率に検出され

ることから８），HCVの生体からの排除にこの抗体が重要な

役割を果たしているものと考えられる．感染個体における

中和抗体の誘導は，血清とウイルスを in vitro で反応後，

チンパンジーへ接種した実験から証明されている．また，

E２蛋白のN末側に存在する超可変領域（HVR―１）が主
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要な中和抗原であるとの報告もあるが９），HVR―１には物

理化学的性状や構造がよく保存されている領域も存在して

おり１０），さらに，HVR―１の変異は必ずしも持続感染の成

立に必要ないとの成績もあり１１），持続感染の成立における

HVRの役割に関してコンセンサスは得られていない．急

性期のウイルス排除には細胞性免疫の関与が報告されてい

る．CD４＋T細胞は貪食しプロセスした抗原をMHC class

Ⅱ分子に提示することが知られているが，急性C型肝炎

からの回復にはTh２よりTh１細胞の重要性が指摘され

ている．また，CD８＋細胞傷害性T細胞はウイルス抗原

を細胞表面の classⅠ分子上に提示している感染細胞を見

つけだし，増殖したウイルスが細胞外へ放出される前に排

除することから，HCVのような細胞変性を惹起しないウ

イルスに対する防御に重要な働きを演じている．スタンフ

ォード大のグループは６頭のチンパンジーにHCVを接種

したところ，２頭が急性肝炎を発症したものの寛解し，

HCVが血液中から排除された．慢性化した４頭は感染早

期に於ける肝組織中の細胞傷害性T細胞の活性がほとん

どみられないか，ごく一部のHCV蛋白に活性を示したの

みであった．一方，寛解した２頭では接種後早期より４―

５個のHCV蛋白に広く反応する細胞傷害性T細胞が肝組

織中に観察された．これら２頭のチンパンジーでは有意な

HCV抗体の上昇は認められなかったことから，HCV感染

の慢性化を妨げる機構として感染早期からの広範囲な抗原

と反応できる細胞傷害性T細胞の誘導が重要であると報

告している１２）．

持続感染に関与するウイルス因子

HCVに感染するとその約７割は持続感染し，残りの３

割は自然治癒する．HCVの自然免疫あるいは獲得免疫か

らの逃避機構は明らかではないが，免疫を誘導させない，

あるいは，積極的に回避する何らかの手段を講じていると

考えられる．HCVの様に細胞傷害活性が弱く持続感染が

容易に成立するウイルス感染症では，強い宿主の免疫応答

を惹起しにくいことが一般的に考えられる．また，重要な

要因の一つはウイルスポリメラーゼの不正確さに起因する

HCVの多様性（quasispecies）で，ウイルス抗原への持続

的な変異の導入は，宿主の免疫機構から逃避に重要な働き

を演じていると思われる．実際，細胞傷害性T細胞やTh

細胞に対するアンタゴニストの出現が報告されており１３），

HCV特異的なCD４＋/Th１＋T細胞が維持できるとウイル

スが排除され，維持できない症例では再燃あるいは慢性化

することが観察されている１４）．CD４＋T細胞は B細胞の分

化や中和抗体の産生，CTLの誘導・維持，さらにCD４０を

介した樹状細胞の刺激や活性化等の獲得免疫において中心

的な役割を演じていることから，CD４＋T細胞からのエス

ケープミュータントの出現は宿主の免疫機構からの逃避と

慢性持続感染の成立に関与しているものと思われる．

図１ HCVの遺伝子構造とウイルス蛋白
HCVは一本の大きな前駆体蛋白をコードするプラス鎖の一本鎖RNAを遺伝
子として持っている．遺伝子の５’末端にはキャップ構造はなく，キャップ非
依存的にリボゾームが翻訳を開始できる IRES が存在する．前駆体蛋白は細胞
のシグナラーゼ（▽）とウイルス由来のプロテアーゼによって各ウイルス蛋白
にプロセスされる．キャプシド（C）と二つのエンベロー蛋白（E１と E２）
はウイルス粒子を構成している．また残りの蛋白は粒子に取り込まれない非構
造蛋白で，ウイルスの複製に必須なものと考えられる．
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また，HCV蛋白が直接宿主の自然免疫の回避に働くこ

ともいくつか報告されている．HCVの粒子を構成するコ

ア蛋白がT細胞表面に発現している補体（gC１q）のリ

セプターに結合し，T細胞の増殖や IL２や IFN―γの産生
を阻害することが明らかにされている１５）．また，IFNで誘

導される蛋白リン酸化酵素（PKR）は翻訳開始因子の eIF

２αの α―subunit をリン酸化し蛋白合成を阻害することが
知られているが，Lai らはエンベロープ蛋白のE２蛋白に

PKRと eIF２αのリン酸化部位と相同なアミノ酸配列
（PePHD）が存在し，E２蛋白が PKRに PePHDを介し

て結合し，その活性を阻害することを証明した．さらに，

PePHDが IFNに耐性な genotype１ではよく保存されて

おり，感受性の genotype２や３では保存されていないこ

とから，IFNの感受性と PePHDの相関を提唱してい

る１６）．また，NS５A蛋白には IFNの感受性を規定する領

域（ISDR）が存在し，この領域が PKRのダイマー形成を

阻害することにより IFNの活性を抑制していると考えら

れている１７）．

HCVのワクチン開発の現状

上述の如くHCVはその多様性や可変性と巧妙な手段に

よって，宿主の免疫監視機構から逃避し持続感染を成立さ

せると考えられる．また，蛋白レベルでウイルスの複製を

検出できる細胞培養系や十分な感受性を示す小型な実験動

物もチンパンジー以外には見つかっておらず，仮にワクチ

ン候補ができたとしても，それを評価できるアッセイ系を

欠くことがワクチン開発をいっそう困難にしている．この

ような厳しい状況下で，米国カイロン社は組換え遺伝子技

術により産生したHCVのエンベロープ蛋白のワクチン効

果をチンパンジーで実験し，７頭中５頭に感染防御活性が

認められた．しかしながら，攻撃ウイルス量をあげると防

御活性は認められなくなり，さらに，同じ遺伝子型でも別

のウイルスで攻撃した場合には防御活性は低かった１８）．一

方，HCVの感染性RNAクローンを肝臓内に接種して感

染させたチンパンジーに，１年半後に同じ遺伝子型，ある

いは異なる遺伝子型のウイルスで攻撃するとウイルスは速

やかに排除され感染防御効果が観察された．この成績は完

全な感染防御は無理としても，慢性感染を阻止できるHCV

ワクチンの可能性を示唆するものである１９）．また，米国NIH

のグループはHCVの粒子を構成する蛋白を昆虫ウイルス

で大量に発現させて，ウイルス様の構造を持った粒子の産

生に成功した．このHCV様粒子をマウスに免疫したとこ

ろ，コア蛋白およびエンベロープ蛋白に対する抗体が誘導

された２０）．

HCVの感染機構の in vitro アッセイ系の開発

エンベロープを持ったウイルスの感染では，宿主細胞の

受容体にエンベロープ蛋白が結合後，ウイルス膜と細胞膜

が融合してウイルス遺伝子を細胞内に注入する．NOBア

ッセイはE２蛋白とCD８１との結合を解析するもので，そ

れ以降の感染に重要な細胞融合や細胞内の侵入プロセスを

解析することはできない．さらに，現時点でヒトCD８１が

HCVのリセプターであるとの確証は得られておらず，ヒ

トCD８１を発現するトランスジェニックマウスにHCV陽

図２ HCV感染機構の解析法
培養系のないウイルスの感染機構のアッセイ系として，�）精製エンベロープ蛋白と細
胞との結合アッセイ，�）エンベロープ蛋白を発現した細胞と受容細胞との細胞融合ア
ッセイ，�）調べたいウイルスのエンベロープを持ったシュードタイプウイルスなどが
考えられる．
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性血漿を接種しても感染は成立しない．そこで，未だ効率

のよい細胞培養系のないHCVの感染機構を解析するた

め，我々はHCVの細胞への侵入機構を解析できる二つの

アッセイ系を開発した（図２）．一つはエンベロープ蛋白

を発現している細胞と感受性細胞との細胞融合アッセイ

法２１），もう一つは水疱性口内炎ウイルス（VSV）のエンベ

ロープ蛋白を欠損させ，代わりにHCVのエンベロープを

持ったシュードタイプウイルスの感染性を調べる方法であ

る２２）．細胞融合にはE１と E２の両方の蛋白が必要であ

り，酸性処理によって融合活性の上昇が認められたことか

ら，HCVが宿主細胞に侵入するにはHCVの二つのエン

ベロープ蛋白が宿主細胞表面のリセプターと結合し，エン

ドサイトーシスによってエンドゾーム内に取り込まれ，そ

の酸性条件下でエンベロープ蛋白が構造変換をきたし，細

胞融合能を獲得して細胞内へ侵入することが示唆された．

また，シュードタイプウイルスの感染でも同様に，E１と

E２の両蛋白が感染に必須であった．さらに標的細胞をプ

ロナーゼ，ヘパリナーゼあるいはヘパリチナーゼで処理し

たところ，両アッセイともに阻害効果が認められたことか

ら，HCVの感染には何らかの蛋白分子ならびに硫酸多糖

の関与が示唆された．また，両アッセイ系で最も高い感受

性を示したHepG２細胞にはCD８１の発現は全く認められ

ないことから，HCVリセプターとしてはCD８１以外に他

の補助因子を必要とするのか，あるいは全く別のリセプタ

ーが存在することが示唆された．以上得られた成績を基に

して，推測されるHCVの感染様式を図３に示す．

ヒト型中和抗体の開発

HCVを生体から排除する方法としては，抗ウイルス剤

や治療用ワクチンの他に，HCVを中和できるヒト抗体が

考えられる．上述のNOB抗体の様な中和活性を持ったヒ

ト抗体を遺伝子組換え技術で大量に供給できれば，HCV

キャリヤーの肝癌進展阻止に有効な治療薬になる可能性が

考えられ，欧米を中心にヒト型NOB抗体の開発が進めら

れている．イタリアのグループは慢性C型肝炎患者の骨

髄リンパ球から抗体遺伝子のライブラリーを作成し，ファ

ージディスプレイ法を用いて高いNOB活性を示す５つの

抗E２ヒト型Fab 抗体を作製している２３）．また，米国のグ

図３ HCVの生活環のモデル
これまでに得られた成績を総合して，HCVの生活環を推測した．まず，HCVはエン
ベロープ蛋白を介して細胞表面の蛋白リセプターに結合し，エンドサイトーシスによ
ってエンドゾームに取り込まれる．エンドゾーム内の低 pH環境下でエンベロープ蛋
白の構造が変化し，エンベロープ蛋白に存在する細胞融合活性を持ったペプチドが露
出して細胞膜とウイルスが融合し，ウイルスのヌクレオキャプシドが細胞質へ放出さ
れる．リセプターへの吸着そして細胞内への侵入にはE１と E２の両方の蛋白が必要
である．脱核後，ウイルス遺伝子から前駆体蛋白が合成され，細胞のシグナラーゼ，
あるいはウイルス自身のプロテアーゼによって各ウイルス蛋白にプロセスされる．ウ
イルスの非構造蛋白はポリメラーゼ複合体を構成し，ウイルス遺伝子を鋳型にして複
製中間体が形成され，これを基にしてウイルスRNAの複製が開始する．複製された
ウイルスRNAはコア蛋白と結合してヌクレオカプシドを形成し，小胞体でエンベロ
ープ蛋白と集合して小胞体内腔へ出芽するものと考えられる．出芽したウイルスはゴ
ルジ装置を通り，各種の翻訳後修飾を受けた後，細胞膜に達して細胞外へ放出される
ものと考えられる．
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ループもC型肝炎患者の末梢Bリンパ球からハイブリド

ーマを作製し，１０個の抗E２ヒト型モノクローナル抗体を

作製した．これらの抗体は遺伝子型１a，１b，２a，そし

て２bの E２蛋白とも反応し，そのうちの６つはNOB活

性を有していた２４）．この様な慢性C型肝炎からの自然治癒

例からファージディスプレー法で抗HCVヒト抗体を分離

する方法とは別に，マウスの抗体遺伝子座をノックアウト

し，さらにヒト抗体遺伝子座を導入したトランスジェニッ

クマウス（ゼノマウス）を用いてヒト型抗体を産生するこ

とも可能である２５）．我々はこのゼノマウスを組換えHCV

エンベロープ蛋白で免疫し，ヒト型抗HCVエンベロープ

抗体を作製した．これらの抗体は上記のシュードタイプウ

イルスの感染を阻害しなかったが，HCVエンベロープの

細胞融合活性を阻害するクローンが得られた．これまでに

報告されているヒト抗体は全てE２蛋白とCD８１との結合

を阻害する活性，即ちNOB活性を指標にして作製された

ため，得られた抗体は全て抗E２抗体であった．一方，我々

が作製したヒト型モノクローナル抗体の中には細胞融合を

阻止できる抗E１抗体が４クローン含まれていた．また，

細胞融合阻止活性を示した抗E２抗体はNOB活性を全く

示さなかった．このことからもCD８１以外の感染に重要な

宿主因子の存在が強く示唆される．

おわりに

HCVの研究で最も重要なのは，信頼できる細胞培養系

の開発である．これまでに多くのグループからHCVに感

受性を示す細胞培養系が報告されているが，いずれも高感

度ではあるが信頼性を欠く遺伝子増幅法によりウイルスの

複製を証明したものばかりである．最近，ドイツのグルー

プはHCVの非構造蛋白遺伝子の上流に薬剤耐性遺伝子を

組み込んだキメラRNAが持続的に複製できる“RNA rep-

licon”の作製に成功し，HCVの複製機構の解明に新しい

糸口を見いだした２６）．さらに全HCV遺伝子が複製出来る

Replicon の作製にも成功したが，感染性のウイルス粒子

の産生には至っていない２７）．HCVの細胞培養系の確立に

は，ウイルスの吸着，侵入，脱核，翻訳，複製，アセンブ

リー，そして出芽の各ステップを詳細に解析し，それらを

丹念に再構築して行く地道な作業が必要と思われる．ま

た，これまでに報告されているヒト型抗体の中和活性を in

vivo で証明できれば，慢性C型肝炎に対する治療薬とし

ての可能性は十分に期待できると思われ，さらにこの様な

中和抗体と反応できる抗原をデザインすることにより，慢

性C型肝炎に対する治療用ワクチンの開発も可能と思わ

れる．
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