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はじめに

これまでウイルスの生活環は主に生化学的，分子生物学
的，組織学的，遺伝学的手法等により解析され，これによ
りウイルスのふるまいに関してさまざまな発見がなされて
きた．人に深刻な病態を引き起こすウイルスに関しては，
それらの知見をもとにしてこれを排除する施策や治療薬を
開発することが望まれる．しかしながらこれまでこのよう
な病原ウイルスの複製増殖を阻害し，これが生み出すさま

ざまな病態発症を阻止する手段の開発は十分であっただろ
うか？ウイルス学の基礎研究がそのまま新しい抗ウイルス
戦略や抗ウイルス剤の開発につながる，そのような研究手
法が今まで以上に必要とされるように感じられる．私たち
の研究グループは，抗ウイルス剤開発を指向したウイルス
学の解析方法論を確立することを目的として，新たな手法
でウイルス複製の解析をおこなってきた．詳細は後述する
がバイオプローブと言われる低分子化合物をツールとして，
これがウイルスに引き起こす表現系を頼りに，ウイルス生
活環の分子メカニズムを明らかにするという方法である 19）．
より簡単に言うと「化合物を利用してウイルスを理解する」
のである．この手法の最大の利点としては，これによって
明らかになったメカニズムそのものが創薬の標的となるこ
と，そしてバイオプローブそのものが抗ウイルス剤のリー
ド化合物となり，ここから創薬研究が容易に展開できるこ
とが挙げられる．つまりここではウイルス生活環解明の基
礎研究と，抗ウイルス剤開発研究が相補し合ってそれぞれ
の研究を押し進めることができる．本当にそのようなこと
が可能なのだろうか？以下に詳述する．

C型肝炎ウイルス研究とケミカルバイオロジー

C型肝炎ウイルス（HCV）は肝臓への慢性持続感染によ

2. ケミカルバイオロジー的手法を用いた

C型肝炎ウイルス生活環の解析

渡 士　幸 一
National Institutes of Health・京都大学ウイルス研究所
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って高率に慢性肝炎，肝硬変，肝細胞がんを引き起こすこ
とが知られ，特に本邦においては肝がんの 70-80%が HCV
感染に起因すると考えられているため，HCV感染は大きな
社会的，公衆衛生上の問題である 14）15）．その効果的治療法
として現在主に用いられるのはインターフェロン（IFN）
あるいはペグ IFNの単独療法あるいはこれらとリバビリン
の併用療法であるが，これらの治療法によってもその著効
率は 30-60%にとどまり，特に本邦において最も多く流布
する遺伝子型 1b型 HCVに対しての効果は通常非常に低く，
数 %から 40%程度であると報告されている 9）11）15）．よっ
てこれらに替わる新たな抗 HCV剤の開発は喫緊の課題で
あると言える．
一方ウイルス学的観点から述べると，HCVは 1989年に

非 A非 B型肝炎の原因ウイルスとして報告された，フラビ

ウイルス属に属する 1本鎖 +鎖 RNAウイルスである 1）．
そのゲノムには約 9000塩基からなる長大な読み枠がコード
されており，ここからまず前駆体ポリタンパク質が翻訳さ
れ，さらに細胞およびウイルス自身がもつプロテアーゼに
よって解裂を受け，少なくとも 10の機能的ウイルスタンパ
ク質（Core, E1, E2, p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A,
NS5B）が産生される（図 1A上図）．このうち NS5Bは
RNA依存性 RNAポリメラーゼであり，ウイルス複製に中
心的な役割を果たす．1999年にはじめて培養細胞において
効率よく HCV複製を再現する実験系（HCVサブゲノムレ
プリコンシステム）が報告されて以降は，細胞における
HCV複製メカニズムの解析が盛んに行われるに至った 8）．
これにより，HCVは他の +鎖 RNAウイルスと同様に小胞
体近辺に独特の膜構造を形成し，細胞質と隔絶された環境
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図 1 (A) HCVゲノム RNA（上図）およびサブゲノムレプリコン RNA（下図）の構造　（上図）HCVゲノム RNAはその読み枠内

に，5’側から core, envelope (E)-1, E2, p7, nonstructural protein (NS)-2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5Bの各ウイルスタンパク

質をコードする．それぞれのタンパク質のウイルス生活環における機能を示した．（下図）HCVサブゲノムレプリコン RNAは

5’側から，HCV IRESを含む 5’-UTR,ネオマイシン耐性遺伝子コード領域 (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 RNAが持続的に自律複製する細胞株（HCVレプリコン細胞）

は，HCVゲノム複製を評価するモデル系（HCVサブゲノムレプリコンシステム）として有用である．(B) HCV複製複合体の

模式図． HCVのゲノム複製をおこなう複製複合体は，小胞体を含む細胞内膜に由来する膜構造に囲まれた構造体の中に存在

すると考えられる．細胞質から隔絶されたこの構造体の中に HCV NSタンパク質の一部が存在し，ゲノム複製をおこなう．
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の中で各ウイルスタンパク質およびウイルスゲノム RNA
が複製複合体を形成し，ここで NS5Bの働きによりウイル
ス複製がおこなわれることが明らかとなった（図 1B）2）10）．
しかしながら HCV複製の全貌はいまだに明らかではなく，
特にどのような細胞性因子がどのようにしてウイルス複製
に利用されているのかに関しては今もってまだまだ知見が
少なく，私たちが本研究を始めた当時に至ってはほとんど
報告が見られなかった．
私たちの研究グループは今回 HCV複製の分子メカニズ

ムを明らかにすること，ならびに新たな抗 HCV剤を開発
することを目的として，HCVをケミカルバイオロジーの視
点から解析してみた．ケミカルバイオロジーは近年急速に
発展してきた学問領域であり，化学的手法を持って生物学
を明らかにすることにその意義が存在する 12）．今回私たち
が取ったストラテジーは図 2に示すように，主に 3段階の
解析から成る 19）．1）まずウイルス複製（「表現系」）に影
響を与える化合物をスクリーニングする（図 2A）．ここで
得られる化合物はその後生物学（ここではウイルス学）を
解析するツールとして用いることができるのでバイオプロ
ーブと呼ばれる．2）次にバイオプローブがどのタンパク質
に作用することによりウイルス複製を変化させるのか（「標
的分子」）を同定する（図 2B）．3）さらに，この「表現系」
と「標的分子」との関連を分子生物学的に解析することに
より，宿主細胞性因子によるウイルス複製の制御メカニズ
ムを明らかにする（図 2C）．またさらに 1）で抗ウイルス
効果の高いバイオプローブが得られた場合，これをリード
化合物としてさらに至適な抗ウイルス剤を開発することも
可能である．このように，低分子化合物を利用してウイル

ス複製を明らかにしようと考えた．
結果的には，今回シクロスポリン（CsA）とタモキシフ

ェン（TAM）が HCV複製を抑制することを見いだし，こ
れらを用いた解析により HCV複製に関わる宿主細胞性因
子としてシクロフィリン（CyP）およびエストロゲン受容
体（ER）を同定した 4）6）16）17）18）19）．また CyP阻害剤が実際
に新たな抗 HCV剤候補となると考えられた 4）．以下その
詳細について述べる．

HCV複製を阻害する化合物の探索

―シクロスポリンの抗 HCV効果

まず，HCV複製を抑制する化合物のスクリーニングをお
こなった．用いた実験系は HCV複製を培養細胞で簡便に
評価できる HCVサブゲノムレプリコンシステムである 8）15）．
このシステムで用いる細胞（HCVレプリコン細胞）内で
は，ウイルス様 RNA（サブゲノムレプリコン RNA）から
NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5Bタンパク質が発現し，こ
れらの働きによりサブゲノムレプリコン RNAが持続的に
自律複製している（図 1A下図）．つまり実際の HCV RNA
複製を模倣した系であると考えられ，この細胞のHCV RNA
量，タンパク質量を定量することにより HCV複製活性を
評価することができる．このような HCVレプリコン細胞
にさまざまな化合物を処理した後に細胞内 HCV RNAを
定量することによって，各化合物が HCV複製活性に与え
る効果を評価した．ポジティブコントロールとした IFNα
を 100 IU/ml，1週間処理した場合，HCV RNA量は約
1/400に減少することが確認された（図 3A）．一方処理し

図 2 ケミカルバイオロジー的手法を用いたウイルス解析の概略図．A) ウイルス複製（表現系）を変化させる化合物のスクリーニ

ング，B) 化合物の細胞性標的因子の探索，C) 「標的因子」による「表現系」の制御機構の解析
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たほとんどの化合物は効果を示すことがなかったが，その
中でも免疫抑制剤として知られる CsAを 1 μg/ml，1週
間処理することによっては驚くべきことに HCV RNA量
が約 1/500にまで劇的に減少した（図 3A）16）．同様に CsA
は HCVタンパク質の発現を特異的に低下させ（図 3B），
HCV RNA合成活性も低下させた．これらの効果は細胞毒
性をほとんど示すことなく観察された．一方別の免疫抑制
剤であるタクロリムス（FK506）の処理によってはこのよ
うな効果は認められなかった（図 3A, B）．さらにレプリ
コン以外の別の系で確認するために HCV患者由来の血漿
を用いた in vitro感染実験をおこなったところ，やはり
CsA処理によってウイルス感染細胞内での HCVゲノムの
増幅は消失した．以上のことより CsAは培養細胞において
HCVゲノム複製を顕著に抑制することが示された 16）．

シクロフィリン Bによる HCV複製制御

ではどのようなしくみによって CsAは HCVを排除する
のであろうか？第二段階として，HCV複製に関連する CsA
の標的因子の同定をおこなった（図 2B）．CsAは主に 1）
CyP，2）カルシニューリン（CN）／ NF-AT経路，3）P-糖
タンパク質（P-gp），の 3つの標的を持つことが知られて
いる 18）．まず CsAはプロリン異性化酵素である CyPと直
接結合し，この酵素活性を失わせる．またこの CsA/CyP

複合体はさらに脱リン酸化酵素である CNに結合し，これ
を不活化させる．これは結果的に CNの脱リン酸化酵素活
性に依存して機能する転写因子 NF-ATを不活性状態にし，
下流遺伝子の発現を抑制する．CsAの免疫抑制作用はこの
2）の CN/ NF-AT経路阻害によるものである．さらに
CsAは細胞膜トランスポーターである P-gpの機能を阻害
する．ではこれらのどの標的因子への阻害を介してHCV複
製が抑制されるのか，が次の問題となる．これを解決する
ために，CsAに化学修飾を施したさまざまな誘導体を用い
た．ここで用いた誘導体は，化学修飾により上記 3標的へ
の作用が変化しており，その阻害作用の一部が欠失したも
のである．各誘導体が 3標的のうちどれを阻害してどれを
阻害できなくなっているのかはすでに明らかとなっている．
そしてこれら複数の誘導体の HCV複製に対する効果を調
べ，各標的分子阻害との相関性を調べた．その結果，抗
HCV効果は CyP阻害活性とほぼ完全に相関していること
が示された 18）．つまり CsAは CyPを阻害するために HCV
複製を抑制すると考えられた．さらに，CsAとは異なる系
統の CyP阻害剤サングリフェリンを処理することによって
も HCV複製は抑制された．以上より，CyPを阻害すれば
HCV複製が低下することが証明された．
これを言い換えれば，CyPは HCV複製に重要な役割を

果たしているということである．CyPはプロリン異性化酵
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図 3 シクロスポリン（CsA）による HCVゲノム複製の抑制．（A）インターフェロン（IFN）α（x 100 IU/ml），CsA（μg/ml），

タクロリムス（TAC）（μg/ml）をさまざまな用量で 1週間処理した細胞中の HCV RNA量をリアルタイム RT-PCR法により

定量した．（B）IFNα（100 IU/ml），CsA（1 μg/ml），TAC（1 μg/ml）を 1週間処理した，あるいは未処理（control）の

細胞中の HCV NS5Aタンパク質（緑色），細胞性 PDIタンパク質（赤色）を免疫蛍光法で検出した．CsAは HCV RNA，タ

ンパク質発現を強く抑制した．
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素活性をもつタンパク質であり，その酵素活性によりさま
ざまなタンパク質の立体構造変換を促進する．CyPはほ乳
類細胞においては CyPA, CyPB, CyPC以下少なくとも 15
種類のサブタイプからなるファミリータンパク質である．
各 CyPサブタイプを特異的に認識する siRNAを用いた我々
の RNAi解析の結果によると，これら CyPファミリー間に
は HCV複製への役割に対して特異性があり，少なくとも
CyPBは HCV複製に重要であることが示唆された 18）．

シクロフィリン Bによる NS5Bの機能制御

以上 CsAをバイオプローブに用いた解析によって，細胞
性因子 CyPBが HCV複製に関与していることが明らかと
なった．以下は最終段階として，CyPBがどうやって HCV
複製を制御しているか解析をおこなった（図 2C）．まず結
合実験によって，HCVタンパク質のうち，RNA 依存性
RNAポリメラーゼである NS5Bが特異的に CyPBと相互作
用していることが示された．この相互作用は CsA処理によ
って解離した．NS5Bおよび HCVゲノム RNAは主にウイ
ルス複製複合体を含む小胞体の細胞質側表面に局在するこ
とが知られるが（図 1B），CyPBの一部も小胞体の細胞質
側表面に局在し，NS5Bと相互作用していた．今回この相

互作用によって CyPBは NS5Bの RNA結合を促進させて
いることが明らかとなった．つまり NS5Bはもともと HCV
の RNAポリメラーゼであり HCVゲノム RNAと結合する
ことによって HCVゲノムを複製するが，細胞性 CyPBの
助けを借りて RNA結合活性を上昇させ，これによっては
じめて効率の良い HCVゲノム複製が可能になると考えら
れた（図 4A）．CsAはこの CyPBと NS5Bの相互作用を解
離させ，NS5Bが CyPBを利用できなくすることで HCVゲ
ノム複製を抑制することが示唆された（図 4B）18）．

創薬の標的としてのシクロフィリン

このように CyPBによる NS5Bの機能制御メカニズムが
明らかとなった．そこでわれわれはこのメカニズムが抗
HCV剤の新たな創薬の標的になり得るかどうかをさらに検
証した 4）．CsA自身は肝細胞株において確かに強い抗 HCV
効果を持っていたが，それととともに本来 T細胞への作用
を介する強力な免疫抑制効果をもつため，生体内における
HCV制御を考えた場合，諸刃の剣となる可能性がある．抗
ウイルス薬としては免疫抑制作用のない化合物が望ましく，
また肝細胞においては CsAよりもさらにできるだけ強く
HCV複製を阻害する化合物があれば理想的である．結果的

図 4 シクロフィリン B（CyPB）による HCVゲノム複製制御の模式図．（A） 細胞内において HCV RNAポリメラーゼである

NS5Bは，細胞性 CyPBと相互作用し，HCVゲノム RNAとの親和性を高める．これによって効率のよい HCVゲノム複製が可

能となる．（B） しかしながらシクロスポリン（CsA）存在下では，NS5Bと CyPBの結合が解離する．CyPBによる機能的補

助が失われた NS5Bは HCVゲノム RNAとの親和性が低下し，HCVゲノム複製効率が低下する．これによって HCVゲノム複

製が抑制されると考えられる．
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に，CsA誘導体のうち NIM811はこのような条件を満たす
化合物であると考えられた．これは CN/ NF-AT経路を阻
害できないため免疫抑制活性が欠失した CsA誘導体であ
り，さらに CsAよりも CyP阻害活性が強い 4）．レプリコ
ンシステムにより NIM811の抗 HCV効果を検討したとこ
ろ，特に低用量処理において CsAよりもさらに強い抗HCV
作用を発揮した（図 5A）4）．また IFNαと 1週間併用するこ
とによって，IFNα単独に比べてさらに 1/100以上細胞内
の HCV RNA量を減少させ，これは IFNαとリバビリンの
併用処理よりも効果が高いものであった（図 5B）．また
NIM811を 3週間単独処理することによって，レプリコン
細胞中の HCV RNAが検出限界以下にまで完全に除去さ
れた．このように NIM811をはじめとする CyP阻害剤は新
しいタイプの抗 HCV剤として有望である可能性が考えら
れた 4）．

シクロフィリン阻害剤の開発と臨床応用への意義

今回の基礎研究によって，CyP阻害剤が強力な抗 HCV
効果を持つことが判明したが，実際の HCV患者における
効果はどうであるのか，現在の状況を記述しておきたい．
現在，私たちが実験に用いた NIM811とさらにこれ以外に
も DEBIO-025, SCY-635と少なくとも 3つの CsA誘導体
がアメリカ合衆国やヨーロッパの製薬会社により臨床試験
中である．すべて免疫抑制活性を欠失させた CsA誘導体で
あり，HCVへの作用メカニズムは基本的に同様であると想
像される．ごく最近 DEBIO-025は慢性 HCV感染患者 14
日投与により血中ウイルス量を平均 3.6log減少させると報
告され 3），実際の HCV感染患者においても CyP阻害剤が

治療に有効である可能性が示唆されてきているのは注目に
値する．また，慢性 HCV感染患者において IFN単独療法
に比較して CsAを併用することによりその著効率が上昇す
るという臨床成績が従来より報告されている（55.3 % vs.
31.8 %）5）．一方 HCV持続感染患者における肝移植適応に
おいて，移植後早期に HCV再活性化，再感染がおこるこ
とが大きな問題となっている．ここで今回の知見を鑑みて，
移植後免疫抑制剤として CsAを用いることで，移植片拒絶
反応抑止だけでなく同時に HCV再感染を防ぐという二重
の効果を期待できるのかという問題が，最近この分野での
トピックの一つとなっている．この問題に関しては現在さ
まざまな施設から互いに controversialな結果があいついで
報告されており，多くは今後の課題として残されている 7）．
しかし肝移植後の IFN，リバビリン抵抗性 HCV感染患者
において， IFN，リバビリンとともに免疫抑制剤として
CsAを用い始めることにより， 8例中 5例でその血中ウ
イルス量が完全に陰性化するという報告も見られており 13），
今後さらなるトライアルが重要だと思われる．今回の結果
が，多くのウイルス性疾患患者に福音をもたらす治療法開
発の一助となることを願っている．

タモキシフェンの抗 HCV作用とそのメカニズム

さて，この研究のはじめの HCVサブゲノムレプリコン
システムを用いたスクリーニングでは，乳がんに対する抗
がん剤として知られるタモキシフェン（TAM）も抗 HCV
作用を持つことが明らかとなった 17）．こちらに関しては誌
面の都合上簡単に記載する．レプリコン細胞に TAM を 1
μM，1週間処理することによって，HCV RNA量は約
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図 5 シクロフィリン阻害剤 NIM811による HCV複製抑制．（A）CsAあるいは NIM811をさまざまな用量（μg/ml）で 1週間処理

した後の，細胞中の HCV複製活性を調べた．（B）IFNα 10 IU/ml，IFNα 10 IU/ml + 200μMリバビリン，IFNα 10 IU/ml +

NIM811 1 μg/mlを 3，5，7，10日間処理した後の細胞内 HCV RNA量を定量した．NIM811は CsAよりもより低用量で

HCV複製を抑制し，また IFNαとの併用処理により， IFNαとリバビリン併用処理よりも強く HCVを排除した．
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1/50にまで減少した．同様に TAMは HCVタンパク質量
を低下させ，HCV複製活性を抑制すると考えられた．TAM
も CsAと同様に細胞内に複数の標的分子を持つことが知ら
れているが，これらをそれぞれ阻害する化合物や siRNAを
用いた解析により，標的分子の一つであるエストロゲン受
容体（ER）が HCV複製に関与していることが示唆された．
ERには ERαと ERβの 2種類のサブタイプが存在し，女
性ホルモンであるエストロゲンの標的分子として働く．よ
く知られた機能としてはエストロゲン依存的に核内で下流
遺伝子の発現を直接上昇させる核内受容体としての働きで
あるが，それとは別に細胞膜などの膜成分にも局在し細胞
内情報伝達や脂質ラフトが関与するイベントにも役割を果
たす．RNAiおよび過剰発現解析により，少なくとも ERα
は HCV複製に重要な役割を果たすと考えられた．そこで
ERαと各 HCVタンパク質を用いて結合実験をおこなった
ところ，ERαと NS5Bとの特異的相互作用が認められた．
NS5Bとの親和性をほとんど欠失した ERα点変異体の過剰
発現では野生型 ERαに比べて，HCV複製活性の上昇が大
きく減弱したことから，ERαによる HCV複製制御には
NS5Bとの相互作用が重要であることが示唆された．さら
に，TAMあるいは ERαに対する siRNAを処理した細胞で
は，複製複合体中の NS5B量が有意に減少することが認め
られた．以上より，ERαは NS5Bの複製複合体への局在／
会合を制御していると考えられた 17）．

まとめ

HCV NS5Bは RNA依存性 RNAポリメラーゼ活性をも
ち，その性状や阻害剤に関しては in vitroでの酵素アッセ
イによって広く解析，スクリーニングがなされてきたが，
細胞内での実際の挙動に関しては決して報告が多くはなく，
特にどのような宿主因子に制御をうけて HCVゲノムを複
製するかについてはほとんど明らかでなかった．本研究に
より NS5Bは少なくとも複製複合体への局在／会合，RNA
との結合という少なくとも 2つのステップで宿主細胞性因
子により制御を受けていることが明らかとなった．ERαは
NS5Bと相互作用し NS5Bの複製複合体への局在／会合を
促進する，さらに CyPBは NS5Bと相互作用することによ
り NS5Bの RNAへの親和性を高める，という 2つのメカ
ニズムが存在すると考えられた．一般に多くのウイルス複
製メカニズムが明らかとなってもそれぞれが本当にすべて
抗ウイルス剤の標的となるわけではない．今回の研究で重
要なことは，これら 2つのメカニズムは抗 HCV剤を開発
するうえでの創薬の標的となりうる点である．TAMおよ
び CsAはそれぞれこれらのメカニズムを阻害するわけであ
るが，これら化合物は確かに HCV複製を阻害することが
わかった．そもそもはそれこそが本研究の発端であったわ
けである．前述したように，CyP阻害剤に関しては臨床試
験が進行中であり，また臨床での現行の治療法に関しても

ある一定の問題を提起するものとなった．
現在さまざまな研究者によってさまざまに魅力的なウイ

ルス研究が展開されているが，筆者はこのような低分子化
合物を用いてウイルスを解析し，また抗ウイルス剤開発ま
で視野に入れて研究をおこなうことは，また一つ重要でか
つ「おもしろい」方法であると考えている．今回私たちが
おこなった解析法はまだまだ改良の余地があり今後さらに
発展させていく必要があると感じているが，同時に多くの
可能性を秘めているのではないかと期待している．さまざ
まなウイルス分野内外の研究者の先生方と共同研究できる
機会や，また議論や批判いただく機会，さらに一緒になっ
て研究を楽しんでいただく機会があれば筆者としては大変
有り難いと考える次第である．
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Chemical biology for revealing a life cycle of hepatitis C virus
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It is one of the major subjects in the virology field to develop novel anti-viral strategies as well as
to reveal the mechanism of viral replication. We have developed a method of chemical compound-
directed analysis on viral replication. Until now, we rediscovered cyclosporin A and tamoxifen as anti-
hepatitis C virus (HCV) compounds. Through analysis using these compounds, it was revealed that
host cell factors cyclophilin (CyP) and estrogen receptor were important for HCV replication. CyP was
demonstrated to serve as a new target of the development for anti-HCV agents and CyP inhibitors are
now under clinical trials. Thus, an application of chemical biology to virology would provide not only
mechanistic aspects of viral life cycles but also new anti-viral strategies.


