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1．はじめに

1989年，カイロン社のグループにより長らく不明であっ
た非 A非 B型ウイルス性肝炎の原因ウイルスとして C型
肝炎ウイルス（HCV）が同定された 1）．しかしその方法は
培養細胞や実験動物から直接ウイルスを分離するこれまで
のオーソドックスなウイルス学的手法ではなく，ウイルス
が存在すると思われるチンパンジー血漿からウイルスの遺
伝子断片をクローニングした，というものであった．この
遺伝子断片を手がかりにほぼ全長の遺伝子配列が明らかに
なり，その遺伝子構成の類似からフラビウイルス科に属す
るウイルスであることが判明した 2, 3）．その後 1994年に
金コロイドを用いた免疫電子顕微鏡法によりその形態が 4），
1995年の 3’末端の発見によりその全遺伝子配列が明らかと
なった 5）．そして 1997年には試験管内で合成された HCV

の全遺伝子の RNAがチンパンジーに感染可能であること
が示された 6）．しかし，このウイルス発見のエピソードに
象徴されるかのように HCVの培養細胞での感染増殖系の
確立は依然不可能のままであった．1999年の HCVレプリ
コンシステムの報告から 7），HCVの細胞内での複製機構の
解析が可能となり，HCV株による増殖能力の違い，また
HCVの増殖に影響を与える宿主側の因子が次々と明らかに
された．我々は HCVによる劇症肝炎患者の急性期血清よ
り HCV株を分離し，この株が他の HCV株とは異なり，培
養細胞中で適応変異を持たず強い増殖能を示すことをレプ
リコンシステムを用い明らかにした．そしてこの株を用い
ることで，長らく不可能であった HCVの感染増殖系の樹
立に成功した 8）．

2．チンパンジーでの HCV感染系

チンパンジーは HCV感染が認められる唯一の動物モデ
ルである．患者血清の接種により急性肝炎から持続感染化
し，慢性肝炎を発症する場合があることが知られている．
しかし，HCVの全遺伝子を持つ cDNAから試験管内で合
成した RNA を感染させることは成功していなかった．
Kolykhalovらは患者血清を接種したチンパンジーのプール
血清から RT-PCRにより得られた多くの HCV遺伝子の塩
基配列を決定し，そのコンセンサス配列をもつ cDNAをつ
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なぎ合わせ遺伝子型 1aの感染可能な HCV -cDNA配列を
合成した 6）．その合成された RNAをチンパンジーの肝臓
に直接接種することにより，HCVの増殖と肝障害を認めて
いる．その後，同様の手法を用い，遺伝子系 1b，2a の
HCV株でも感染性クローンが報告されている 9, 10）．しか
し，この方法の問題点はチンパンジーを使用するためには
莫大な費用とこの動物を維持するための施設が必要であり，
簡単には使用できないことである．チンパンジーで感染が
確認された感染性クローンを培養細胞に遺伝子導入し感染
性粒子を産生させる試みも行われているが，残念ながら
HCVの増殖，感染は報告されていない 11）．

3．HCV細胞培養系の試み

一方，培養細胞を用い患者血清を感染させることで HCV
の細胞培養系を構築する試みも多くなされている 12）．ヒト
の初代培養肝細胞や肝癌細胞 13 - 17），もしくはその両者を
融合させた細胞 18），チンパンジーやツパイの初代培養肝細
胞で HCVの感染，増殖が報告されているが 19, 20），いずれ
も複製レベルが低く，高感度な RT-PCRを用いなければウ
イルスゲノムの検出は困難であり，HCVの感染複製過程の
解析は難しいと考えられる．しかし，チンパンジーやヒト
では HCV感染が容易に成立することから，培養細胞での
感染が困難なのは培養過程で個体では認められた何らかの
ホスト側因子が失われている可能性が考えられた．Aizaki
らはラジアルフロー型バイオリアクターという肝細胞を三
次元的に培養できる装置を用い，ヒトの肝臓に近い状態で
HCVの感染増殖の観察を試みた 21）．その結果，HCVの感
染複製をしめす培養液中での HCV RNAの再上昇が確認
され，電子顕微鏡でウイルス粒子の放出も検出されたが，
やはり依然として HCVの増殖は高いレベルでは観察され
なかった．これらの結果から，HCVはむしろそれ自身が持
続感染を成立させるため増殖を抑え，低いレベルで複製す
るように調整しているのではないかと考えさせられた．そ
して，HCVは急性感染時に高ウイルス量を示すことがある
ため，この HCVの増殖を抑える性質はその分離される症
例や時期，分離された株によって違うのではないか，とい
う仮説を持つに至った．

4．HCVレプリコンシステムの確立

1997年，Khromykhらは HCVと同じフラビウイルス科
に属するKunjinウイルスのレプリコンシステムを報告した 22）．
このシステムは Kunjinウイルスの構造領域を取り除き，
3’utrを EMCVの IRESとネオマイシン耐性遺伝子に置き
換えたものであり，この遺伝子構築から作られた RNAを
培養細胞に導入しネオマイシンで選択培養することにより，
Kunjinウイルス RNAの持続的な複製と蛋白発現が観察さ
れるという実験系であった．そして，1999年，Lohmannらに
より HCVのレプリコンシステムが報告された 7）．このシ

ステムは HCVの構造領域と非構造領域の一部（NS2）を取
り除き，その部分に EMCVの IRESとネオマイシン耐性遺
伝子を挿入したもので，この構造物を鋳型として試験管内
で RNAを合成し，Huh7細胞内に導入した後にネオマイシ
ンで選択培養を行う．すると複製した HCV レプリコン
RNAからネオマイシン耐性遺伝子が発現され，その遺伝子
の働きでレプリコンが複製している細胞のみが生存可能と
なり増殖しコロニーを形成する．レプリコン複製細胞では
HCVレプリコン RNAが非常に高レベルで複製しており，
複製している RNAや発現している HCV蛋白が持続的に安
定して検出できる．このシステムを用いることで，HCVの
培養細胞内での増殖複製が簡便に観察可能であり，また特
殊な設備を必要としないことから，急速に世界中に普及し
利用されるようになった．
このレプリコンシステムは容易に培養細胞内でのHCVの
増殖を再現でき，HCVに対する薬剤感受性や，このウイル
スの複製に関与するウイルス側，ホスト側因子の同定に非
常に力を発揮したが，その一方でいくつかの制約があるこ
とが知られている．その制約の一つはレプリコンが増殖で
きる培養細胞の問題であり，当初 Huh7細胞でしか増殖は
認められなかった．その後いくつかの非肝細胞由来の細胞
やマウスの肝癌細胞でもその増殖が報告されたが 23, 24），
いずれもその増殖レベルは十分なものではなかった．また
もう一つの問題点は，レプリコンとして増殖が報告された
HCV株はすべて遺伝子型 1の株であった．さらにこれらの
株は培養細胞内での増殖時にその複製効率を増強する適応
変異を持ち，その適応変異の多くは患者血清から分離され
た HCV株では認められない変異であった 25）．またその適
応変異を感染性クローンに導入し，その RNAをチンパン
ジーの肝臓に接種したところ，感染性が失われていること
が明らかになった 26）．このようなことからレプリコンの培
養細胞内での増殖がどの程度生体でのウイルス感染を反映
しているかを疑問視する声もあった．

5．HCV劇症肝炎患者由来株

HCVレプリコンシステムが報告された当時，我々は効率
の良い HCV増殖系構築のために増殖能力の高い HCV株を
探していた．通常 HCVの研究に用いられている株やデー
タベースに登録されている株は圧倒的に慢性肝炎患者から
分離されたものであることが多く，それらの株を使用して
も増殖能力の高い HCV株は得られないのではないか，と
考えていた．その時期に慈恵会医大第三病院の肝臓研究グ
ループから HCVによる劇症肝炎症例の急性期血清が持ち
込まれ，この血清中に含まれる HCV株の検討を開始した．
この症例は 31才の男性で，強い肝障害とプロトロンビン値
の低下，脳症から劇症肝炎と診断された 27）．HAV，HBV，
GBV-Cの関連マーカーはすべて陰性であったが，HCV-
RNAが検出され HCVによる劇症肝炎と考えられた．感染



289pp.287-296，2005〕

経路は不明であった．急性期血清中の HCVウイルス量は
10の 5乗と非常に高値であった．この HCV遺伝子の一部
を RT-PCRで増幅し，塩基配列を決定し既報の配列と比較
した結果，この患者血清中の HCV株は遺伝子型 2aである
ことがわかった．そこで，遺伝子型 2aの HC-J6株の遺伝
子配列を参考に HCVの全長を 14のオーバラップするフラ
グメントにわけプライマーを設定し，RT-PCR法により全
長のカバーする cDNA断片をクローニングした．後に感染
性のクローンを構築することを考え，各フラグメントのそ
れぞれ 5クローンの塩基配列をシークエンスし，コンセン
サス配列を決定した．さらにこの株の特徴を明らかにする
ために，同じ遺伝子型 2aの HCV株に感染している 6人の
慢性肝炎患者から同様に HCV株を分離し全塩基配列を決
定した．分子系統樹による解析の結果，この劇症肝炎患者
から分離された HCV株（JFH-1株）は遺伝子型 2aに属す
るものの，他の慢性肝炎患者分離株や遺伝子型 2aのプロト
タイプ株である HC-J6株 28）のクラスターとやや離れたと
ころに位置することが判明した（図 1）．そこでさらに，こ
の JFH-1株のどの領域が他の株からの変異が強いかを，平
均遺伝子距離の比から推定した．その結果，塩基配列の検
討からは 5’utrが，アミノ酸配列の検討からはコア，NS3，
NS5aが最も変異の強い部分として同定された 27）．

6．JFH-1株のコア領域の検討

JFH-1株の変異の強い部分として同定された領域の中で，
我々はまず最初にコア領域に着目した．コア領域はウイル
スの RNAゲノムを包むキャプシドを形成する蛋白をコー
ドする領域である．このコア蛋白は翻訳されたポリプロテ
インから E1領域との接合部での切断により p23が生成さ
れ，さらに 179番目もしくは 182番目のアミノ酸でさらに
切断を受け p21生成されることが知られている 29 - 32）．そ
こでこの切断の効率を劇症肝炎由来の JFH-1株と慢性肝炎
由来株で比較してみた．コア領域から E1領域まで含む発
現ベクターとコア領域のみを含む発現ベクターを JFH-1株
と慢性肝炎由来株でそれぞれ作成し，p21の生成効率を検
討した 33）．その結果，JFH-1株では慢性肝炎由来株に比べ
効率的に p21が生成されることが判明した．さらに，JFH-
1株と慢性肝炎由来株のキメラ発現ベクターによる検討の
結果，JFH-1株コア領域の C末端の 4つのアミノ酸がこの
効率的な p21の生成に関与していることが明らかになった．
患者血清中の HCVに含まれるコア蛋白は主に p21である
ことが解っており 34），この p21の効率的な生成はウイルス
粒子生成に有利に働くと考えられる．従ってこれらの結果
から，劇症肝炎由来の JFH-1株は他の慢性肝炎患者由来株
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に比べ効率的なウイルス粒子生成が期待された．

7．遺伝子型 2aの HCVレプリコンシステムの開発

JFH-1株の変異の強い部分として同定された領域の中で，
残る部分は 5’utr，NS3，NS5aである．これらの領域はい
ずれもウイルスの増殖や薬剤感受性に関わる部分である．
そこで我々はレプリコンシステムを用い，この JFH-1株の
増殖能を検討してみた 35）．既に報告されていたレプリコン
の構造にならい JFH-1株の 5’utrの下流にネオマイシン耐
性遺伝子を，そして EMCVの IRESの下流に JFH-1株の非
構造領域を持つレプリコンを作成し，最初に報告された遺
伝子型 1b のレプリコンである Con1 株の野生型のもの
（Con1/wt），および Con1株が Huh7細胞の中でよく増え
るよう NS3-NS5a 領域に合計 3 つの適応変異を持った
NK5.1株（Con1/NK5.1）と比較し，その増殖能力について
検討してみた．遺伝子型 1bのレプリコンでは，1μgの
RNAを導入することで，Con1/wt株では約 100個のコロ
ニーを作り，適応変異を持つ Con1/NK5.1株ではその約 10
倍のコロニーを作る．ところが，驚くべきことに遺伝子型
2aの JFH-1株では，Con1/NK5.1株のさらに 50倍強いコ
ロニー生成効率を示した．さらに，この JFH-1株のレプリ
コンを持つ細胞をクローニングし，そのレプリコン細胞中
に含まれるレプリコンの塩基配列を解析したところ，6つ
のクローン中 5つでは，それぞれ HCV由来領域にいくつ
かの変異を認めたものそれらの変異の中に共通な変異は認
められなかった．また 1つのクローンは，アミノ酸の変異
が起こらないような変異を認めたのみであった．従ってこ
の JFH-1株は，Huh7細胞の中で，適応変異が無くても増
殖可能な株であると考えられた 35）．

Huh7細胞での解析の結果から JFH-1株のレプリコンは
強い増殖能を持つと考えられたため，他の細胞での増殖に
ついても検討してみた．肝細胞由来の HepG2細胞と IMY-
N9細胞（HepG2とヒト初代培養肝細胞とのフュージョン
細胞）36），非肝細胞由来の HeLa細胞（子宮頚癌由来）と
293細胞（胎児腎細胞由来）37）を用いて検討したところ，い
ずれの細胞でも Huh7細胞ほど効率は高くないもののコロ
ニー生成が認められた．Huh7細胞と同様に，これらのコ
ロニーから細胞を樹立し適応変異の有無を検討したところ，
HepG2細胞では NS5bに比較的多くの変異が集中していた
が，9つのクローン中 2つで変異を持たない株，あるいは
アミノ酸の変化しない変異を 1つ持つ株を認めた．IMY-N9
細胞では 9つ中 3つの株で，HeLa細胞では 2つの株で，
293細胞では驚くべきことにほとんどのクローンで変異を
持たないことが判明した．以上のように，劇症肝炎由来の
JFH-1株を用いることで，我々は遺伝子型 2aのレプリコン
を樹立すると同時に，これまで不可能であった Huh7細胞
以外の多くの細胞で増殖可能な，さらにそれらの培養細胞
に特異的な適応変異が無くても複製能の高いレプリコンを

手に入れたのである．
さらに詳しい解析により，この JFH-1株レプリコンの

様々な特徴が明らかとなった．臨床症例の検討では遺伝子
型 2aの HCV株は遺伝子型 1bの株に比しインターフェロ
ン感受性が高いことが知られている．しかし遺伝子型 2aの
JFH-1株レプリコンは遺伝子型 1bの Con1株レプリコンに
比べインターフェロン抵抗性であることがわかった 38）．こ
れはおそらく培養細胞内での増殖能力の差を反映している
と考えられる．さらにこの JFH-1株レプリコンの特徴とし
て，一過性の細胞内複製能が高いことが解った．レプリコ
ンのネオマイシン耐性遺伝子をルシフェラーゼの遺伝子に
置換したレプリコンを作成し，ルシフェラーゼ活性を測定
することで一過性のレプリコンの増殖を簡便に高感度に評
価する系を構築し，Huh7細胞内でのレプリコンの増殖を
遺伝子導入後経時的に観察した 39）．その結果，遺伝子導入
後 3日目までルシフェラーゼ活性の強い増殖を認め，この
JFH-1株レプリコンはネオマイシン選択に依存しない高い
複製能力を持つと考えられた．当時，既に遺伝子型 1bの
株でHCVの全遺伝子領域を持つレプリコンが報告され，こ
れらのレプリコンでは非構造領域のみのレプリコンに比べ
増殖能が低いこと，また感染性の粒子が形成されないこと
などが解っていたが，JFH-1株レプリコンで観察された強
い増殖能力は，全遺伝子領域を持つレプリコンもしくは感
染性クローンを用いることで自立的な増殖と感染性粒子の
産生する系の構築が可能なのではないかという期待を抱か
せるのに十分であった．

8．HCV複製の感受性が高い細胞

レプリコンを用いた研究の大きな成果の一つが HCV複
製の感受性が高い細胞が樹立されたことである．Blightら
はレプリコンを遺伝子導入した後に樹立されたレプリコン
細胞を，インターフェロン処理でレプリコンを排除するこ
とにより HCV複製の感受性が高い細胞が作製されること
を報告した（cured cell）40）．これらの細胞ではレプリコン
を遺伝子導入した後のコロニー生成効率が高くなり，Huh7
細胞に比し早期にレプリコン RNAの増殖や HCV蛋白の発
現が認められることが報告されている．またこれらの細胞
を使用することにより，それまで難しかった遺伝子型 1aの
H77株でレプリコンを作製することが可能となった 41）．こ
の cured cellで HCV複製の感受性が高くなる理由につい
ては，以下のように考えられている．そもそも Huh7細胞
は均一な細胞ではなく，HCV複製の感受性が低い細胞から
高い細胞まで様々な細胞が混在している．その細胞集団に
レプリコン RNAを遺伝子導入することにより樹立される
レプリコン細胞は，多くの細胞集団の中から HCV複製の
感受性が高い細胞が選択されている可能性がある．実際，
このようにして作製された cured cellの中で，HCV複製
の感受性が非常に高い細胞（Huh7.5細胞）の中で増殖して
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いた Con1株のレプリコンは適応変異を持っていなかった
ことが報告されている 40）．すなわち Con1株に適応変異が
無くても増殖可能な細胞が，Huh7細胞の細胞集団の中か
ら選択されてきたと考えられている．また最近，この
Huh7.5 細胞は細胞質内の二重鎖 RNA を検知して IRF
（interferon regulatory factor）-3とNF-kBを活性化し IFNを
誘導する RIG-I（retinoic acid inducible gene -I）に変異があ
り，そのため HCV複製の感受性が高くなっていることが
明らかにされている 42）．この HCVが非常に増殖しやすく
なっている細胞が，レプリコンを用いた研究により同定さ
れたことが，後の HCV感染培養系の樹立において重要な
意味を持ってくる．

9．HCV感染培養系の樹立

JFH-1株を用いた HCV感染培養系の樹立に向け，JFH-1
株の全長 cDNAクローンを準備した．その時に気をつけた
のは以下の二つである．一つ目は，患者血清中で増殖して
いた HCVのコンセンサス配列を用いることである．前述
のように，この JFH-1株の全塩基配列を決定したときに，
全体を 14のフラグメントにわけ RT-PCRを行い，各フラ
グメントそれぞれを 5クローンずつシークエンスし，コン
センサス配列を決定しているが，さらに正確を期すため異
なったプライマーセットを用い再度 RT-PCRを行い，ダイ
レクトシークエンスによりコンセンサス配列を確認してい
る．もう一つは遺伝子型 2aの HCV株は 1bと異なり 5’utr
の末端がグアニン（G）ではなくアデニン（A）から始まっ
ている．感染性クローンの RNAは T7 RNAポリメラーゼ

を用い合成するが，T7プロモータの下流が Gから始まる
方が RNAの収量が良いことが知られている．そこで JFH-
1株の 5’utr末端に余剰の Gを一塩基挿入した．準備した
JFH-1株の感染性クローンをコードする cDNAコンストラ
クトは，3’utr末端を制限酵素 XbaIで切断し Mung bean
ヌクレアーゼで平滑化した後，T7 RNAポリメラーゼで全
長 RNAを合成した 8）．HCV感染実験系の概略を図 2に示
す．
合成された JFH-1株の全長 RNAを Huh7細胞に導入し，

HCVの増殖を観察した．HCV RNAはノザンブロットと
リアルタイム RT-PCR法で，培養細胞内の HCV蛋白の発
現はサザンブロットと免疫蛍光染色法で，培養上清中への
HCVコア抗原の分泌を高感度コア ELISA法でそれぞれ確
認した．遺伝子導入後，培養細胞内では HCV RNAの増
加と HCV蛋白の持続的な発現を認め，免疫蛍光染色法で
は HCVのコア，NS3蛋白の細胞質への局在が認められた．
また，培養上清中には遺伝子導入後約 10日目をピークに
HCV RNA及びコア抗原の分泌が継続的に認められた．感
染性粒子の確認のため培養上清をショ糖密度勾配遠心法に
て分画し，それぞれの分画で HCV RNA量及びコア抗原
量を定量したところ，比重が 1.17 g/mLの分画に両者の一
致したピークを認め，これは過去に報告されている患者血
清中のウイルス粒子を含む分画の比重と一致していた．さ
らにこの HCV RNA及びコア抗原のピークは RNaseには
抵抗性であり，NP-40の様な界面活性剤で処理することに
より比重の重い方の分画（1.25 g/mL）にシフトした．こ
れはウイルスの外被を形成する軽いエンベロープが，界面

JFH-1株感染性クローン構築 

T7 C NS3

4A 4B NS5A NS5BE1 E2 NS2G

試験管内RNA合成 
JFH-1株感染性クローンRNA

NS3

4A 4B NS5A NS5BC NS3

4A 4B NS5A NS5BE1 E2 NS2

RNAトランスフェクション 

核 

� HCV RNAの複製 

� HCV蛋白の発現 

� HCVの組み立て 

細胞質 

HCVの分泌 
Huh7細胞 
など 

図 2 HCV 感染実験系の概略
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活性剤の働きで除去されたためと考えられる．また，界面
活性剤処理をしていない検体のピークの分画中では免疫電
子顕微鏡にてウイルス様粒子の存在が確認された 8）．
以上のように，JFH-1株の全長 RNAを Huh7細胞に導入
することで，培養上清中へのウイルス粒子の分泌が期待さ
れたため，この培養上清を用い新たな Huh7細胞への感染
実験を行った．JFH-1 株の全長 RNA を遺伝子導入した
Huh7細胞の培養上清を 0.45μmのフィルターで残渣を取
り除き，新たな Huh7細胞に接種した．遺伝子導入した
Huh7細胞の培養上清を UV処理したもの，また JFH-1株
の全長 RNA を混ぜたのみで遺伝子導入を行わなかった
Huh7細胞の培養上清を同様に準備し，感染実験を行った．
培養上清接種後三時間で培養液を交換し，さらに 48時間培
養後 anti-コア抗体，anti-NS5a抗体を用いた免疫蛍光染色
法で HCV感染細胞を検出した．その結果，JFH-1株の全長
RNAを遺伝子導入した Huh7細胞の培養上清を感染させた
Huh7細胞では感染細胞が検出され（394.0± 26.5/cover
slip），その感染細胞数は UV処理により著明に減少した
（13.3± 3.8/cover slip）．JFH-1株の全長 RNAを混ぜたの
みで遺伝子導入を行わなかった培養上清では感染細胞が検
出されなかった．また，JFH-1株の全長 RNAを 遺伝子導
入した Huh7細胞の培養上清の感染を，JFH-1株の複製が
レプリコンで確認されている HepG2細胞，IMY-N9，HeLa
細胞で試みた が，感染細胞は認めなかった．（表 1）．以上
のような結果から，JFH-1株の全長 RNAを Huh7細胞に遺
伝子導入することにより，感染性の HCV粒子 が生成され
ることが確認された．さらに HCVレセプター候補の一つ
である CD81に対する抗体や C型慢性肝炎患者の血清でこ
の感染がブロックされるかどうかを確認した．感染させる
Huh7細胞をあらかじめ anti-CD81抗体（JS81）もしくは
C型慢性肝炎患者血清で処理し，PBSで洗浄した後に感染
性 HCV粒子を含む培養上清を感染させてみたところ，感
染細胞数の低下が認められた．従って，anti-CD81抗体や
C型慢性肝炎患者血清は培養細胞中で作られた HCVの感
染をある程度阻止することが可能と考えられた．

これらの培養細胞中で観察される HCVの感染が，はた
してヒトでの感染と同じ事象を見ているのか？培養細胞中
で生成された感染性 HCV粒子ははたしてヒトにも感染可
能であるのか？これらの疑問に答えるべく，JFH-1株の感
染性 HCV粒子を含む培養上清を用いチンパンジーへの感
染実験を行った 8）．感染に用いた培養上清ストックは約 8
x 106 コピー/mLの RNA量であり，このストックを希釈
しチンパンジーに接種することとした．まず，培養細胞で
の感染実験と同様にコントロールとして，JFH-1株の全長
RNAを混ぜたのみで遺伝子導入を行わなかった Huh7細胞
の培養上清を接種したが，当然のごとく感染は認められな
かった．次に 104倍に希釈した培養上清ストックを接種し
たが，こちらも感染は認められなかった．さらに 103倍に
希釈したストックを接種したところ，接種二週間後にチン
パンジー血清中で HCV RNAが陽性となり接種後五週目
までウイルス血症が持続した．しかし血中の HCV RNA
量は 2 x 103コピー/mLとさほど高くなく，また肝障害も
認められなかった．JFH-1株の感染が起こっていることを
確認するため，血中の HCV RNAを RT-PCR法で分離し
5’utr，E2，NS5bの各領域で塩基配列を確認したが，得ら
れた配列は Huh7細胞への遺伝子導入に用いた JFH-1株と
全く同じ配列であった．レプリコンで得られた適応変異を
持つ感染性クローンがチンパンジーには感染できなかった
結果とは異なり，適応変異を持たずに強い増殖能力を示す
JFH-1株から生成された感染性 HCV粒子は，はたしてチン
パンジーにも感染可能であった 8）．

10．HCV複製の感受性が高い細胞を用いた感染系

この様に JFH-1株を用いることで培養細胞にも，またチ
ンパンジーにも感染可能な HCVの生成が可能になったの
であるが，この方法の大きな問題点は感染力価が著しく低
いことであった．しかし Lindenbachらはレプリコンを用
いた研究により同定された HCV複製の感受性が高い細胞，
Huh7.5細胞を用いることで高い感染力価を可能にした 43）．
彼らは遺伝子型 2aの J6株の構造領域と JFH-1株の非構造

表 1 JFH-1 株全長 RNA の遺伝子導入による感染性 HCV 粒子生成の確認 8）
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領域をもつキメラ感染性クローンを用い，Huh7.5細胞に遺
伝子導入することで，104～ 105感染力価を示す培養上清を
手に入れたのである．ほぼ同時期に Zhongらも，Huh7.5
細胞から作成されたレプリコン細胞をさらにインターフェ
ロンガンマで処理しレプリコンを排除することにより得ら
れた Huh7.5.1細胞を用い，効率の良いウイルス培養系を確
立した 44）．この細胞に JFH-1株の全長 RNAを導入するこ
とにより，培養 24日目にはほぼ 100%の細胞が HCV陽性
となり，その培養上清は 104～ 105の感染力価を示すこと
を見いだした．これらの効率の良いウイルス培養系の登場
により HCVの感染から増殖複製までのこのウイルスのラ
イフサイクルの観察がより容易になった．

11．おわりに

HCVのレプリコンシステムの確立は HCV研究にとって
画期的な出来事であった．このレプリコンシステムを足が
かりに，HCVの増殖に関与する多くのウイルス側の因子，
ホスト側の因子が明らかとなり，さらに JFH-1株を手に入
れたことで我々は HCVを解析し撲滅するための大きな武
器を得た．しかし，その一方で JFH株に関する大きな謎が
いくつか残されている．なぜ JFH-1株は適応変異も持たず
に強い増殖が可能なのか？他の HCV株とどこが違うのだ
ろうか？また劇症肝炎患者から分離された株がなぜチンパ
ンジーで強い肝障害を起こさないのか？これらの問題を明
らかにすることで，今のところ JFH-1株でしか観察されな
い培養細胞内での感染性ウイルス粒子の生成や感染過程の
観察が他の HCV株でも可能になると期待される．そして，
この感染増殖が可能なシステムを用いることで，増殖過程
のみでなくウイルスの感染から分泌までのすべてのステッ
プをターゲットとした抗ウイルス薬の探索が可能となり，
いずれ HCVを完全に排除しうる薬剤が開発されるかもし
れない．また，長い間謎であった HCVのレセプターが同
定されるのもそう遠い日の事ではないであろう
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Production of infectious hepatitis C virus in cell culture
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Hepatitis C virus (HCV) is a major public health problem, infecting an estimated 170 million people
worldwide.  Current therapy for HCV-related chronic hepatitis is based on the use of interferon.  How-
ever, virus clearance rates are insufficient.  Investigations to develop the anti-viral therapy or to
understand the life cycle of this virus have been hampered by the lack of viral culture systems.  We
isolated the JFH-1 strain from a patient with fulminant hepatitis, and the JFH-1 subgenomic replicon
could replicate efficiently in culture cell without adaptive mutation.  Recently, we developed the HCV
infection system in culture cells with this JFH-1 strain.  The full-length JFH-1 RNA was transfected
into Huh7 cells.  Subsequently, viral RNA efficiently replicated in transfected cells and viral particles
were secreted.  Furthermore, secreted virus displayed infectivity for naive Huh7 cells.  This system
provides a powerful tool for studying the viral life cycle and constructing anti-viral strategies.
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