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はじめに

C型肝炎ウイルス（HCV）は一本鎖＋鎖 RNAをゲノム
に有するフラビウイルス属に分類されるウイルスである 1）．
9000ヌクレオチド以上からなるこの RNAゲノムは一つの
読み枠をコードしており，ここから前駆体ポリプロテイン
が翻訳される．さらにこれはウイルスあるいは宿主細胞の
プロテアーゼにより切断を受け，少なくとも 10種類のウイ
ルスタンパク質 core，E1，E2，p7，NS2，NS3，NS4A，
NS4B，NS5A，NS5Bへと成熟する（図 1A）．後述するよ
うに NS3はウイルス性プロテアーゼおよびヘリカーゼとし
て働き，一方 NS5Bは RNA依存性 RNAポリメラーゼ活性
を有し，ともにウイルス増殖には必須である．

HCVの肝臓における持続的感染は慢性肝炎，肝硬変，肝
細胞がんなどの慢性肝疾患の主な原因であることが知られ
ている 2）．本邦において約 150万人と推定されている HCV
感染者からのこれら慢性肝疾患の発症は，現在大きな公衆

衛生問題となっており，HCVを排除する抗ウイルス療法の
開発は急務を要する課題である．現行のインターフェロン
（IFN）を主体とする治療法を至適化する試みの他にも，新
たな抗 HCV剤の探索がこれまで多くの研究者や製薬企業
によってなされてきた．このような試みは新規抗 HCV療
法開発へ向けて望まれることは言うまでもないが，抗 HCV
剤を道具として，HCV複製に関与する未知の細胞機能が明
らかにできるという面でも重要である．そこで本稿では新
規抗HCV剤探索の現状に焦点を当てて，後半では最近我々
が研究を行っているシクロスポリンの抗 HCV効果および
その作用点の解析について概説する．

現在の抗 HCV療法

現在，HCV感染患者に対してはインターフェロン（IFN）
の単独投与あるいはこれとヌクレオシド類似体であるリバ
ビリンの併用投与が広く治療法として適用される 3）．IFN
とリバビリンの併用投与による著効率は平均すると 30%か
ら 60%である．この値は実際にはウイルスの genotypeに
よって大きく異なり，genotype 2および genotype 3では
70%から 80%と高率にウイルスが除去されるのに対し，
genotype 1での著効率は 20%から 50%にすぎない．特に
genotype 1b高ウイルス量の患者においてはその作用は非
常に限られたものとなる．なぜ HCVが IFN治療にある程
度抵抗性を示すかは不明であるが，その原因を示唆するい
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くつかの報告がある．まず genotype 1の NS5Aが，IFN
の下流遺伝子の一つであり抗ウイルス効果をもつ二本鎖
RNA依存性リン酸化酵素（PKR）と相互作用し，この働き
を抑制することが報告されている 4）．また E2も PKR活性
を抑制することが報告された 5）．このように IFNの作用か
ら回避するしくみが HCV自身に備わっていると考えられ
るので，IFNはウイルスの排除を確実に行えるほど完全で
はない可能性がある．また実際的な側面として IFN治療に
は多様な副作用が認められ十分な抗ウイルス療法が行えな
い場合も多いこと，経済的にも負担を強いられることなど
から，これらにかわる抗 HCV療法の確立が求められている．

抗 HCV剤探索の現状

このような背景を踏まえて，これまでに HCV複製を抑
制する化合物あるいは物質を同定するさまざまな試みがな

されてきた．ウイルス性プロテアーゼである NS3および
RNA依存性 RNAポリメラーゼである NS5Bはウイルスの
増殖に必須な酵素であり，格好の抗 HCV剤スクリーニン
グの標的となる 6）．阻害剤同定のハイスループットスクリ
ーニングは，主には大腸菌あるいは昆虫細胞から精製した
リコンビナントタンパク質を用いた in vitroにおける生化
学的解析により可能である 7）8）．また NS3および NS5Bの
三次元構造の情報は阻害剤の作用メカニズムの決定や活性
の至適化に有用である 9）-13）．このような解析により現在ま
でに開発されている阻害剤の代表的なものは，NS3阻害剤
として BILN2061が知られており，これは臨床試験におい
ても強い抗 HCV効果が報告されている 14）．また NS5B阻
害剤は大きくヌクレオシド類似体，非ヌクレオシド阻害剤，
ピロリン酸模倣体に分類され，JTK-003などの化合物につ
いて臨床試験が行われている 15）16）．以上のようなウイルス
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図１．（A）HCV ゲノム RNA（上段）および HCV サブゲノムレプリコン RNA（下段）の構造．HCV サブゲノムレプリコン RNA

は 5’側から HCV IRES,ネオマイシン耐性遺伝子のコード領域（Neor），EMCV IRES，NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B の各コ

ード領域，および HCV 3’-UTR から成る．このキメラ RNA を Huh-7 細胞にトランスフェクションし，ネオマイシン耐性遺

伝子をマーカーとして薬剤選択することにより，HCV サブゲノムレプリコン RNA が持続的に自律複製する細胞クローン（レ

プリコン細胞）を樹立することができる．（B）シクロスポリンによる HCV サブゲノム RNA 量の減少．IFNα, CsA, FK506

をさまざまな用量（単位は IFNα： x100 IU/ml, CsA, FK506 ：μg/ml）で処理したレプリコン細胞中の HCV サブゲノム

RNA 量を real time RT-PCR 法で定量した．（C）シクロスポリンによる HCV タンパク質量の減少．未処理（control），IFNα

（100 U/ml），CsA （1μg/ml），FK506 （1μg/ml）を処理したレプリコン細胞（MH-14 細胞）中の HCV NS5A, NS5B, β-

actin タンパク質量をイムノブロット法で検出した．
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性酵素阻害剤の他に，HCVゲノム RNA自体に annealし，
これを切断するようなものも抗 HCV剤として働きうる．
HCVゲノム RNAを標的とするリボザイム（hepatozyme）17），
アンチセンスオリゴデオキシヌクレオチド（ISIS-14803）18）

もそれぞれ臨床試験に入っているが，HCV患者における抗
HCV効果が充分なものであるかどうかはまだ結論が出てい
ない．HCVゲノム RNAに対する siRNAは少なくとも培養
細胞の系においてその効果が確認された段階である 19）-21）．
一方，これら以外にも近年開発された HCVサブゲノム

レプリコンシステムを用いることによって，さまざまなタ
イプの化合物が HCV複製抑制能をもつことが報告される
ようになった．HCVを培養細胞で効率良く複製増殖させる
実験系（HCVサブゲノムレプリコンシステム）は 1999年
にドイツのグループが初めて報告した 22）．これは肝がん細
胞株 Huh-7細胞内で HCVゲノム様 RNA（HCVサブゲノ
ム RNA）とともに，これにコードされる NS3から NS5B
の各ウイルスタンパク質が発現し，これらが HCVサブゲ
ノム RNAの新たな合成を持続的に行っている系である（図
1A）．現在の HCV複製解析に関する研究のほとんどはこの
系を用いて行われている．この細胞（レプリコン細胞）を
用いることにより，HCV複製を抑制する化合物をスクリー
ニングすることができる．このような手法によってHCV複
製を抑制するものとして，臨床で治療に用いられている
IFNα 23）の他にも，サイトカイン類として IFNγ 24），IL-
125），TGFβ 26），低分子化合物として三酸化ヒ素 27），ビン
ブラスチンなどの微小管重合阻害剤 28），ロバスタチンなど
のゲラニルゲラニル化阻害剤 29）などが報告されている．こ
れらの抗 HCV作用の中には比較的強力なものや IFNと比
較して非常に弱いものもあり，また細胞毒性を発揮するも
のも存在する．それぞれを抗 HCV療法へ応用することを
考えれば，さらなる化合物の至適化あるいは IFNとの併用
を考える必要があるかもしれない．これらについての今後
の研究が待たれる．
これとともに，上記サイトカインあるいは化合物がどの
ように HCV複製を抑制するかを解析することは，HCV複
製を制御する細胞機能を知る上で重要である．IL-125）はレ
プリコン細胞の HCV RNAを減少させるが，これは
ERK1/2阻害剤である PD98059の共処理によって回復した．
これより IL-1は ERK1/2経路を介して HCV複製を抑制す
ると考えられた．TGFβ 26）は細胞増殖の抑制と相関して
HCV複製を抑制する．これには TGFβ情報伝達系の中で
Smad2/3/4が重要な役割を担うことが明らかとなった．ま
たビンブラスチンや cytochalasin Dなどの微小管重合阻
害剤やアクチン重合阻害剤 28）は，レプリコン細胞の HCV
RNAの安定性を変化させることなく，その量を減少させた
ことから，微小管重合およびアクチン重合が HCV複製に
重要であると結論づけられた．ロバスタチンなどのゲラニ
ルゲラニル化阻害剤 29）をレプリコン細胞に処理すること

により，HCV複製が阻害された．これよりなんらかのゲラ
ニルゲラニル化をうける宿主タンパク質が HCV複製を制
御していることが示唆された．以上の研究に関して宿主の
どのような因子がどのように HCVゲノム複製を制御して
いるのかについてはいずれもまだ詳細が明らかではなく，
今後の解析が重要と思われる．

CsAの抗 HCV作用

我々も同様の手法により，HCV複製抑制作用をもついく
つかの化合物を同定することができた．その中で現在免疫
抑制剤として広く臨床で用いられているシクロスポリン
（CsA）は，我々が調べたものの中でもっとも強い HCV
RNA低下作用をもっていた 30）．CsAの HCV RNA量減少
作用は用量依存的なものであり，1μg/mlでほぼ最大効果
を示した（図 1B）．この時 1週間処理により HCV RNA量
が約 1/500にまで減少した．これは IFNαでの最大効果
（100 IU/ml 1週間処理により約 1/400）とほぼ同等であっ
た．同様にレプリコン細胞において CsAは NS5Aや NS5B
といった HCVタンパク質量も検出限界以下にまで強く減
少させた（図 1C）．またこの時 CsAは細胞傷害作用をほと
んど有していなかった．また肝細胞株である PH5CH8細胞
に HCV感染血漿を処理することにより行った in vitroウ
イルス感染実験においても，CsAを持続的に処理した細胞
群ではウイルスゲノム RNAの増殖が有意に抑えられてい
た．これにより少なくとも in vitroにおいて CsAは HCV
複製抑制作用をもつと考えられた．興味深いことに，
FK506（タクロリムス）やラパマイシンなどの別種類の免
疫抑制剤ではこのような抗 HCV効果は観察されなかった．
同様の結果は東京医科歯科大のグループによっても報告さ
れた 31）．CsAが in vivoにおいても強い抗 HCV作用をも
つかどうかはいまだ証明はされていないが，慢性 C型肝炎
患者に対する CsAの効果に関する臨床報告がある．昭和大
のグループは HCV患者において IFNα単独投与群に比べ
て，IFNα，CsA共投与群では HCV著効率が有意に上昇
することを報告している 32）．In vivoにおける CsAの作用
についてはこれからのさらなる解析が必要である．

CsAの抗 HCV効果に関わる細胞性因子の同定

CsAの in vivoにおける作用を明らかにすることととも
に重要なことは，CsAの抗 HCV作用メカニズムを明らか
にすることである．これによって新たな抗 HCV剤の創薬
の標的が明らかになることが期待される．では CsAはどの
ようにして抗 HCV作用を発揮するのか？これを解析する
ためにまず我々は CsAのさまざまな誘導体を用いて解析を
行った．一般的に CsAは細胞内に主な標的を 3つ有してい
る．異性化酵素であるシクロフィリン（CyP），免疫応答に
重要なカルシニューリン（CN）/NF-AT経路および細胞膜
トランスポーターである P-glycoprotein（P-gp）である（図
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2A）33）34）．CsAはこれらの標的の活性をいずれも阻害する
ことが知られている．そこでこれらの作用点に対する効果
の一部を欠失した CsA誘導体が HCV複製に影響を与える
かどうかをレプリコン細胞を用いて検討した（図 2B）．そ
の結果，CyPに対する阻害作用をもった誘導体は抗 HCV
効果を有していたが，CyPに対しての作用を欠失した誘導
体は HCV複製を抑制しなかった（図 2B）．一方 CN/NF-
AT経路や P-gpに対する作用と抗 HCV効果との間には相
関関係は見られなかった．CsAとは別の分子骨格をもった
CyP阻害剤であるサングリフェリンも同様に HCV複製抑
制能をもつことが判明した．このことから CyPが HCV複
製に関連している可能性が考えられた．CyPは peptidyl
prolyl cis-trans isomerase活性をもつ酵素であり，一般的
にタンパク質の立体構造変換を触媒する酵素である 34）．
CyPはファミリーを形成し，哺乳類において 10種類以上
のサブタイプからなることが知られている．これまでにウ
イルスとの関連に関しては，CyPサブタイプの一つである

CyPAが HIV-1の生活環に重要な役割を果たしていること
が知られている 35）．そこで HCV複製において CyPが重要
であるかどうかを調べるために，レプリコン細胞において，
RNAi法によって各 CyPファミリーをノックダウンした．
その結果，CyPA，CyPC，CyPEあるいは CyPHの発現量
をそれぞれ低下させた時，いずれの場合も HCV RNA量
に変化はなかったが，CyPBを特異的にノックダウンする
ことにより，HCV複製は抑制された．同様の結果は HCV
複製を一過性にモニターできる系 26）によっても得られた．
このことより CyPBが HCV複製に重要な役割を果たして
いると考えられた．

おわりに

細胞における HCVゲノム複製の機構は現在に至るまで
不明な点が数多く残されている．特に HCVゲノム複製に
関わる宿主因子はほとんどがわかっていないのが現状であ
る．今回我々は HCVサブゲノムレプリコンシステムを用
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図２．（A）CsA の細胞性標的因子としてのシクロフィリン（CyP），カルシニューリン（CN），P糖タンパク質（P-gp）．CyP は peptidyl-

prolyl cis-trans isomerase 活性を有する酵素，CN は転写因子 NF-AT の脱リン酸化を触媒する脱リン酸化酵素，P-gp は細胞

膜トランスポーターである．NF-AT は CN の働きにより転写活性化し，免疫応答に重要なサイトカイン類などを産生する．CsA

は CyP に直接結合し，その酵素活性を失わせる．CsA/CyP 複合体は CN と結合し，脱リン酸化酵素活性を阻害する．また CsA は

P-gp の機能をも阻害する．今回の研究により，HCV ゲノム複製には，CyP が重要な役割を果たしていることが示唆された．（B）

CsA（1）および 7 種類の CsA 誘導体 8’-OH-MeBmt1-Cs（2），MeAla6-Cs（3），D-lys8-Cs（4），MeVal4-Cs（5），cyclosporin H

（6），NIM811（7），PSC833（8）の抗 HCV 効果および CyP，CN，P-gp への阻害効果の有無．CyP 阻害作用と抗 HCV 効果に相関

関係が見られた．
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いることによって，抗 HCV剤の候補として CsAを同定し
た．またその抗 HCV作用を解析する過程で，HCVゲノム
複製に CyPBが重要な役割を果たしていることを見い出し
た．このように新たな抗HCV剤候補を探索することは，臨
床で使用可能な新規抗 HCV剤開発へ向けての意義はもと
より，これまで明らかでない HCV複製に関与する分子を
同定する一手法としても重要なものである．今後もこれら
の手法によって HCV複製の新たな側面が明らかになるこ
とが期待される．
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Currently, patients with hepatitis C virus (HCV) are mainly treated with interferon alone or in
combination with ribavirin. However, because the virus is not eliminated from approximately one half of
the patients by this treatment, alternative approaches to the treatment of HCV infection are needed.
Recently, an HCV subgenomic replicon system has been established in which an HCV subgenomic
replicon autonomously replicated in cultured cells. It enables us to screen for anti-HCV agents in cell
culture system. Taking advantage of this system, we examined the effects of various types of
compounds on the replication of HCV. Consequently, we found that a well-known immunosuppressant,
cyclosporin A (CsA), had a strong suppressive activity on HCV replication, at least in cell culture
system. This anti-HCV activity did not require the immunosuppressive feature of CsA. Through the
investigation into the mechanism of anti-HCV effect of CsA, it was suggested that cyclophilin B, one of
the cellular target molecules of CsA, played a significant role in HCV replication. Thus, searching for anti-
HCV agents may lead to the elucidation of one of the mechanisms of HCV replication.


