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はじめに

C型肝炎ウイルス（HCV）の RNAゲノムの全容が解明
された当初は 17），培養細胞で HCVを増殖させて RNAゲ
ノムの複製機構を解明するのは時間の問題だと思われてい
た．しかしながら，ことはそう簡単ではなく，20年近く経
過した現在でも，完全解明に至っていない．その大きな原
因としては，培養細胞レベルでの効率のよい HCVゲノム
の複製系の開発が遅れたことが挙げられる．さらに，チン
パンジー以外の安価で再現性のとれる感染実験動物モデル
の開発も困難であったことも一因として挙げられる．本稿
では培養細胞を用いた HCV ゲノムの複製系の開発がどの
ように進展し現在に至っているのかを概説する．なお，
HCV JFH1株を用いた HCV増殖系の詳細については，本
特集の鈴木らの稿を参照していただきたい．

1 HCVレプリコンシステム

1992年頃から数年間，様々な種類の培養細胞に HCV陽
性血清を添加させ，HCV感染を許容する細胞のスクリーニ
ングが筆者らも含めて盛んに行われた．その結果，20種類
程の培養細胞株が HCV感染許容株として論文発表された
が，どれも細胞内での HCVゲノムの複製レベルは 1 μg
Total RNAあたり 101～ 104コピーという低レベルであ
り，感染性 HCV粒子の産生はごくわずかであった 20）．研
究者の間で落胆の声が聞こえる中，登場してきたのが，
HCVレプリコンである．細胞内で自律複製できるレプリコ
ンという概念は以前からあったが，1999 年ドイツの
Bartenschlagerらのグループが HCVレプリコンの開発に
成功した 27）．これにより HCVゲノムの高効率な複製を培
養細胞で再現させることが可能になり，HCVゲノムの複製
に関する研究が一気に進むこととなった．さらに，このレ
プリコンシステムは抗 HCV剤のスクリーニングも可能に
したことから，HCV研究は一層の活気を帯びることとなっ
た．図 1に示すように，HCVレプリコンは HCVゲノムの
複製に必要な非構造領域（NS）の NS3から NS5B領域と
ゲノムの両末端を有する HCVサブゲノムが細胞内で自己
複製することができる．この HCVレプリコンは HCVの構
造領域をネオマイシン耐性遺伝子（NeoR）と，その下流に
脳心筋炎ウイルス（EMCV）の internal ribosomal entry
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site （IRES）で置換した構造になっている．HCVレプリ
コン RNAを培養細胞にエレクトロポーレーション法によ
り強制導入して G418存在下に培養するとレプリコン RNA
が効率よく複製している細胞のみが増殖して 2－ 3週間後
には G418耐性のコロニーが形成される．しかしながら，ど
んな培養細胞でもうまくいくわけではなく，当初はヒト肝
癌細胞株である HuH-7 細胞のみでの成功であった 27）．
HuH-7は 1982年に岡山大学医学部において樹立された細
胞株であったが 36），現在でほとんどの論文では Huh7とい
う俗名で使用されている．その後，ヒト子宮頸癌細胞株
HeLa，ヒト肝癌細胞株 HepG2や HuH-6さらにはマウス肝
癌細胞株などでも HCVレプリコンの複製が可能であるこ
とが単発的に報告されたが 2,6,8,23,45,48,52），これらの細胞内に
おけるレプリコンの複製レベルは HuH-7細胞由来のものに
比べると桁違いに低くその後の研究にあまり使用されてい
ないようである．HCV株については，最初に報告された
Con1株（遺伝子型 1b）ばかりでなく，幾つか異なる HCV
株で作成されており，我々も今年度のウイルス学会学術集
会での発表も加え，これまでに 1b遺伝子型に属する 7種
類の HCV株由来のレプリコン複製細胞株の樹立を報告し
ている 21,25,29）．そのほとんどは，HuH-7細胞株を用いたも
のであるが，2005年に感染性 HCV粒子産生システムの開
発 46）に大役を果たした JFH-1株（2a遺伝子型）について

は，様々な細胞株においてレプリコン RNAの複製が比較
的容易に起こることが報告されている 6,45）．その原因を解
析したところ，JFH-1株の NS5B領域や NS3のヘリケース
領域が他の HCV株とは異なり，HCV RNAの複製能を著
しく高めていることが示された 31）．後述する全長 HCV
RNA複製細胞株に関する情報も含めて現在までに細胞株と
して樹立されたレプリコン複製細胞株についての情報を表
1にまとめた．

G418耐性として得られるコロニー細胞内で複製増殖して
いるレプリコンの遺伝子解析の結果，それぞれのコロニー
に特異的な遺伝的変異が生じていることが明らかとなった 26）．
細胞株として樹立されたものではほぼ全例で 1～数個のア
ミノ酸置換を伴う遺伝的変異が NS3 から NS5A 領域
（NS5B領域では C末端部にわずかに変異部位あり）に渡っ
て検出され，それらの大部分がレプリコンの複製効率を 2-
30倍上昇させる効果を有していることが示されている 26）．
このような遺伝的変異は適応変異（adaptive mutation）と
呼ばれている．しかし，適応変異の組み合わせによっては
RNA複製の効率が 200倍以上になったり，逆に 1/5以下に
抑制されてしまったりすることも示されており，適応変異
の数を単に増やせばよいというわけではなく複雑な様相を
呈している 26）．また，HCV株が違うと適応変異の効果も
異なってくることから，適応変異がどのような理由により

図 1 複製可能な HCV RNA の構造
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HCVゲノムの複製効率に影響を与えているかの詳細は分か
っていない．2a遺伝子型の JFH-1株レプリコンには適応変
異が生じていないことはその点で興味深く，1b遺伝子型の
ものと対比することによりその原因を探ることができるの
かもしれない．

C型肝炎患者の半数はインターフェロン（IFN）治療に
抵抗性を示すことから，レプリコン複製細胞も IFNに抵抗
性を示すものと当初予想されていたが，意外にもどの HCV
株由来のレプリコンの複製も IFN（α, β, およびγ）に
高感受性であった 9,10,11,21）．ただ，このようなレプリコン
複製細胞に対して IFN処理を繰り返し行うと次第に IFN抵
抗性を獲得したレプリコン複製細胞が生じてくることも明
らかになっている 37）．ただ，この場合の原因としてはレプ
リコンの遺伝的変異により IFN抵抗性になるというよりも
むしろ宿主細胞側の変化（IFN受容体の変異や IFN誘導遺
伝子のメチル化など）によるものであることが示されてい
る 33,35,38）．
レプリコンの複製が IFNに高感受性を示したことから，

高濃度（＞ 500 IU/ml）の IFN処理を数回連続して行う
ことにより細胞内のレプリコン RNAを完全に除くことが
できる．このようにして得られた細胞をレプリコン RNA
が薬剤により排除されたという意味合いで「Cured cell」
或は「治癒細胞」と呼んでいる．この治癒細胞に別の HCV
株由来のレプリコン RNAを導入すると比較的容易に G418
耐性のコロニーが得られることから，新たなレプリコン複
製細胞の樹立のためによく使われている 5,21）．従って，治
癒細胞は HCVゲノムの複製に必要な因子を豊富に有して
いると考えられ，HCVゲノムの複製環境が整っている細胞
と言える．
レプリコンの NeoR遺伝子をルシフェラーゼ遺伝子に置

き換えたレプリコンは一過性の RNA複製ではあるものの，
レポーターアッセイにより RNAの複製レベルを比較的容
易に定量できることから抗 HCV剤のスクリーニングには
威力を発揮した 32,50,51）．現在では，NeoR遺伝子とルシフェ
ラーゼ遺伝子を融合させたレプリコン複製細胞も樹立され
ており 12），抗 HCV剤の評価に使用されている．

2 全長 HCV RNA複製システム

レプリコン複製細胞の普及により，HCVゲノムの複製機
構についての研究が大いに進展したが，レプリコンには
HCVゲノムのコア～NS2領域が含まれていない．特に，コ
ア蛋白質は細胞に多彩な機能変化をもたらすことがこれ迄
に報告されている 16,47）ので，レプリコン複製細胞で観察さ
れる現象（特に細胞機能に与える影響）は HCVゲノム全
体が複製している場合とはかなり異なっている可能性があ
る．最初のレプリコン複製細胞が報告されてから 3年後の
2002 年，HCV ゲノム全体が効率よく複製している全長
HCV RNA複製細胞株（1b遺伝子型の N株と Con1株）

が米独の 2つの研究室から相次いで報告された 15,42）．図 1
に示すように，全長 HCV RNAは NeoR遺伝子や EMCV-
IRESを含むため，本来のゲノムサイズ（9.6 kb）より長
い 11 kbであるが，ノーザンブロットやウェスタンブロッ
ト解析により HCV RNAや HCV蛋白質が容易に検出され
細胞内での複製増殖レベルはレプリコンと同程度であるこ
とが示されている．ただ，このような細胞系においてはい
くらかのウイルス様粒子の産生はあるものの残念なことに
感染性 HCV粒子の産生は見られない 15,42）．
最初の報告から少し遅れをとったが，我々の研究室でも，

O株（ヘルシーキャリアー由来）と AH1株（急性肝炎患者
由来）の HCV ゲノムがそれぞれ効率良く複製している全
長 HCV RNA複製細胞株の樹立に成功し，O細胞と AH1
細胞と命名した 15,29）．これらの細胞では 1μgの Total RNA
当たり少なくとも 107 コピー以上の HCV RNAを含んでい
ることから RNA複製は高いレベルにあることが示唆され
る．これらの細胞における HCV RNAの複製レベルは年
単位の長期継代培養においても維持されることが分かって
いる．O細胞と AH1細胞を用いた比較実験から，O株と
AH1株の RNA複製が IFN-γやシクロスポリンに対して異
なる感受性を示すことを見い出し，その原因は細胞側因子
よりもむしろ HCV株の違いによることを示した 29）．表 1
に現在までに安定的な細胞株として樹立され報告されてい
る全長 HCV RNA複製細胞の情報をまとめて示した．複
製効率が高い JFH-1 株を除くとどの HCV 株についても
HuH-7細胞株以外の細胞株を用いて全長 HCV RNAの複
製を安定的に維持できるシステムの構築に成功していない．

3 レポーター遺伝子を発現する

全長 HCV RNA複製システム

全長 HCV RNA複製細胞株は HCVゲノムの複製増殖機
構についての解析には適していたが，抗ウイルス剤の定量
評価や薬剤のスクリーニングには操作の煩雑さやそれに要
する時間そして経費などの面であまり適していない．そこ
で，我々は全長 HCV RNAの複製系を改良し，HCV RNA
の複製レベルを細胞内で発現しているルシフェラーゼ活性
を測定するだけで正確かつ簡便に定量モニターできるアッ
セイ系の開発を行った．
ルシフェラーゼ遺伝子を全長 HCV RNAの NeoR遺伝子

部分に組み込んで NeoRとの融合蛋白質の形で発現させる
ようにしてルシフェラーゼ活性と HCV RNAの複製レベ
ルが直接リンクするように設計した（図 1参照）．当初は
ホタルルシフェラーゼ遺伝子を用いたが，それではまった
くうまく行かなかった．この場合，全長が 12.6 kbとなっ
てしまい RNAゲノムの安定性に欠けるのが原因ではない
かと考えられた．そこで，ウミシイタケ由来のルシフェラ
ーゼ遺伝子を用いて全長を 12 kbに抑えたところ功を奏
し，培養継代によっても 12 kbの RNAが欠落したり欠損
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したりすることなく安定的に複製維持されるクローン化細
胞株 OR6の樹立に成功した 12,34）．実際，RT-PCR法により
定量した 12 kbの RNA量とルシフェラーゼ活性の値は非
常に良い相関関係を示し，抗 HCV剤の活性を容易にかつ
定量的に測定出来るものであることを示した 34）．OR6細胞
をベースにしたアッセイ系（OR6アッセイ系）を用いること
により，抗 HCV活性を有することが分かっていた IFN-α,
β, γやシクロスポリン Aの抗 HCV活性の強さを EC50値
（HCV RNAレベルを 50%に低下させる濃度）として容易
に示すことが出来るようになった．リバビリンやその誘導
体であるミゾリビンにも弱いながらも抗 HCV活性が認め
られた 34）．また，高脂血症の治療薬として広く普及してい
るスタチン剤の抗 HCV活性についても定量化することが
でき，その中でも特にフルバスタチンが比較的強い抗 HCV
活性（EC50=0.9 μM）を有することを見出した 13）．フル
バスタチンは 1回の投与で血中濃度が 0.6μMまで上昇す
るというデータが出されているので 39），血中濃度があまり
上昇しない他のスタチン剤より臨床応用の可能性が高いと
考えられた．事実，今年に入って，IFNとリバビリンの併
用療法にフルバスタチンの有無を評価した臨床試験結果や
フルバスタチン投与による効果や安全性について日米のグ
ループより相次いで報告され 3,43），フルバスタチンは臨床
治療においても有効であることが示された．近頃の健康食
品ブームの中で肝炎患者も様々な栄養成分を摂取している

ことが予想されることから，OR6アッセイシステムを用い
て様々な栄養成分が HCV ゲノムの複製にどのような影響
を与えるかを詳細に検討した．その結果，HCVゲノムの複
製を阻害する活性を有する成分としてβ -カロテン
（EC50=6.3μM），ビタミン D2（EC50=3.8μM），リノール酸
（EC50=20μM）等を新たに見出した 49）．逆に HCVゲノム
の複製レベルを上昇させてしまう成分としてビタミン Eを
見出した 49）．日常の使用量でどこまで影響が出るかは分か
らないが，少なくとも IFNなどでの治療中においてはビタ
ミン Eの過剰摂取は控えた方がよいのではないかと思われ
る．OR6アッセイシステムは他の研究室においても使用さ
れ，幾つか成果も出始めている 24,41）．OR6アッセイシステ
ムは従来の RNA定量系に比べると格段に簡便化されたが，
多数の検体を一度に調べるには時間や労力の面でなお難点
がある．そこで，我々はルシフェラーゼ遺伝子の代わりに
緑色蛍光タンパク質（EGFP）遺伝子を導入した全長 HCV
RNAを作成し，これが細胞内で効率的に複製しているクロ
ーン化細胞株として OGF7の樹立に成功した 7）．OGF7細胞
をベースにしたアッセイ系（OGF7アッセイシステム）を用
いると，生きたままの細胞の蛍光強度を測定するだけで薬
剤の抗 HCV活性を簡便に定量評価でき，時間やコストの
面においても優れたアッセイ系となった．実際に幾つかの
抗 HCV剤の評価を行ったところ，OR6アッセイ系と遜色
ない結果が得られ今後有用なアセッイ系としての使用が期

HCV 株
宿主細胞 HCV レプリコン 全長 HCV RNA

(遺伝子型)

表 1 現在までに報告されている HCV レプリコン或は全長 HCV RNA を有する細胞株

Con-1 (1b) HuH-7 Lohmann V et al. (27) Pietshmann T et al. (42)
HEK293 Ali S et al. (2)
HuH-6 Windisch MP et al. (48) 
HeLa, Hepa1-6 Zhu Q et al. (52) 

N (1b) HuH-7 Guo JT et al. (11) Ikeda M et al. (15)
H77 (1a) HuH-7 Blight KJ et al. (4) Blight KJ et al. (5)
1B-1 (1b) HuH-7 Kishine H et al. (25)
O(1b) HuH-7 Kato N et al. (21) Ikeda M et al. (12)
HC-J4 (1b) HuH-7 Maekawa S et al. (28)
AH1 (1b) HuH-7 Mori K et al. (29) Mori K et al. (29)
1B-4 (1b) HuH-7 Nishimura G et al. (＊) Ikeda M et al. (＊)  
1B-5 (1b) HuH-7 Nishimura G et al. (＊ ) Ikeda M et al. (＊)
KAH4 (1b) HuH-7 Nishimura G et al. (＊ )     
KAH5 (1b) HuH-7 Nishimura G et al. (＊ ) Ikeda M et al. (＊) 
JFH-1 (2a) HuH-7 Kato T et al. (22)   

HeLa, 293 Kato T et al. (23)
HepG2, IMY-N9 Date T et al. (8)
HuH-6 Windisch MP et al. (48) 
MMH1-1 (mouse) Uprichard SL et al. (45) Uprichard SL et al. (45) 
MEFs (mouse) Chang KS et al. (6)

＊第 56回日本ウイルス学会学術集会



195pp.191-198，2008〕

待される．

4 RNA複製に伴い生じる HCVの遺伝的多様性

HCVが持続感染した状態では HCVは遺伝的多様性を獲
得しており，いわゆる Quasispecies（準種）の状態になっ
ていることが以前から明らかになっている．HCVの複製に
伴うエラーの蓄積と免疫監視機構からの逃避による結果が
合わさった状態とも言える．しかし，両者がどの程度の割
合なのかは分かっていない．その点において，HCVレプリ
コン複製細胞や全長 HCV RNA複製細胞は HCVの複製に
伴うエラーの蓄積速度をある程度把握できる実験系である
と考えられた．そこで，我々は，1b遺伝子型に属する 1B-
1株由来の 50-1レプリコン複製細胞と O株由来の sOレプ
リコン複製細胞を長期に継代培養してレプリコンの複製に
伴う変異速度の算出を試みた．それぞれ 1年以上の培養期
間において数ヶ月ごとに細胞内のレプリコン RNAの塩基
配列を決定し，培養開始前の配列との比較を行った．その
結果，両レプリコンとも培養時間に依存して 3.0 x 10-3 塩
基置換／ヌクレオチド／年の変異速度を示すことが分かっ
た．このような遺伝的変異に伴って，レプリコンの遺伝的
多様性も培養時間に依存して増大していくことが観察され
た 18）．両レプリコンにおける塩基置換の様式をみると Aか
ら Gと Uから Cへの置換頻度は Gから Aや Cから Uへの
置換頻度より 2倍以上多いことが分かった．さらに，我々
は O株由来の 5種類の全長 HCV RNA複製細胞（O, OA,
OB, ODおよび OE細胞）を 2年間長期培養し同様の解析
を行った．その結果，HCV RNAの変異速度として，3.5
~ 4.8 x 10-3 塩基置換／ヌクレオチド／年という数値を得
た．レプリコンの場合と比較すると若干高い値が得られた
が，これは，HCV RNAの複製に必須である NS3-NS5B
領域以外の領域の変異速度が NS3-NS5B領域の変異速度よ
り高いことによる．塩基置換の様式はレプリコンで得られ
た結果と同様，Aから Gと Uから Cへの置換が多いとい
う結果が得られた．ただ，興味深いことに，2年間の培養
により 5種類全例で HCV RNAの GC組成が培養時間に依
存した形でわずかながらではあるが，増していくことが観
察された．最初の 1年で平均 0.14%増加し，次の 1年で平
均 0.24%の増加が観察された．このような現象の意味する
ところは不明であるが，さらに GC組成が増加するかどう
かに興味が持たれる．他の研究室からの類似の解析結果の
報告が待たれるところである．HCV RNAの遺伝的多様性
も 2年の培養により平均 1.62 %となり，実際の HCV持続
感染者における状態に近づきつつあることから，薬剤感受
性の評価や薬剤抵抗性の出現などについての実験モデルと
しての使用も期待される．

5 RNA複製を亢進させる適応変異の組み合わせと

その利用により得た新しいヒト肝癌細胞株 Li23を

用いた HCV生活環再現システム

O株由来の HCVレプリコン複製細胞（sO）内で増殖し
ているレプリコンには RNAの複製効率を亢進させる適応
変異（S2200R）が検出されていたが 21），O株由来の全長
HCV RNA複製細胞を樹立して調べてみると，S2200Rの
他に，さらにもう 1個の適応変異が NS3領域に生じている
ことが分かった．この適応変異は得られた細胞クローンご
とに異なり，Q1112R，P1115L，E1202Gおよび K1609Eで
あった．このような事実から S2200Rの他にこれらの適応
変異を組み合わせると，HCV RNAの複製レベルをさらに
上げることができるのではないかと考えた．2200番目につ
いては Rから Sに戻すと HCV RNAの複製がまったくい
かなくなることから必須と考え，S2200Rをベースにして 3
種類の適応変異の組み合わせを有する全長 HCV RNAを
いくつか作成して，それらの複製効率を一過性の複製アッ
セイシステムにより測定した．その結果，O株については，
Q1112R，K1609Eおよび S2200Rを導入すると複製効率が
著しく高まることが分かった 1）．これら 3種類の適応変異
を有する HCV RNAを人工的に作成して細胞内に導入す
れば HCV RNAの複製レベルが亢進し HuH-7由来の細胞
とは異なる細胞株由来の全長 HCV RNA複製細胞株の樹
立も可能になるのではないかと考えた．また，HCV RNA
の複製環境の整った新しい細胞株を樹立できれば，感染性
HCV粒子の新規産生システムの開発にもつながるものと期
待された．O細胞などを樹立した際のこれまでの経験から
いきなり全長 HCV RNA複製細胞の樹立は難しいと予想
し，まず 3 種類の適応変異（Q1112R，K1609E および
S2200R）を有するレプリコン RNAを人工的に作成して，
様々なヒト肝細胞株に導入して G418耐性コロニーが得ら
れる細胞株の選択作業を行った．しかし，この作業は意外
と苦戦し，G418耐性の細胞コロニーがわずかながら得られ
そうな細胞株もあったが，細胞増殖の面でほとんどの場合
不安定であった．このような試行錯誤は 1年以上続いたが，
ついに Li23というヒト肝癌細胞株に行き着いた．この細胞
株は 1987年国立がんセンター研究所病理部の石川博士によ
り樹立されたもので，過去に HCVの感染実験に使用した
経緯があるが 19），細胞株樹立についての論文は出されてい
ない．患者血清を用いた HCVの感染実験では Li23細胞の
場合感染後 6 日（HuH-7 細胞の場合は 3 日）まで HCV
RNAが細胞内に検出されたという結果になっている．Li23
細胞からは多くの G418耐性のコロニーが得られ，ポリク
ローナルな細胞集団として sOL細胞と名付けた．sOL細胞
から IFN処理によりレプリコンを排除して治癒細胞（sOLc）
を作成した．この治癒細胞に全長 HCV RNA（3種類の適
応変異を有する）を導入したところ，G418耐性コロニーが
多数出現した．これらのコロニーから 14クローンを細胞株
化し（OL1～ OL14），細胞内の HCV RNA量の多い細胞
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株として OL8と OL11を選択した．さらにこれらの細胞か
ら作成した治癒細胞を用いて，先に述べた HuH-7細胞由来
の OR6アッセイシステムに相当する抗 HCV活性の評価シ
ステムとして ORL8と ORL11アッセイシステムの構築に
も成功し，既知の抗 HCV剤について OR6アッセイシステ
ムとの比較実験を行った．その結果，これらの新しいアッ
セイシステムは OR6と同等以上の感度を示したことから，
今後の抗 HCV剤の評価システムとしての活躍が期待され
る．さらに，ORL8や ORL11細胞から作成した治癒細胞
（ORL8cと ORL11c）に感染性 JFH-1株 HCVを感染させた
ところ，少なくとも ORL8c細胞から相当量の感染性 HCV
の産生が観察された（第 56回日本ウイルス学会学術集会シ
ンポジウム）．今後，産生された HCV粒子の性状解析をす
る必要があるが，Li23由来の細胞を用いた HCVの生活環
再現システムの構築に成功したものと思われる．

おわりに

HCVゲノムの複製システムが開発されてからほぼ 10年
を経過して，HCVの複製機構や抗 HCV剤の開発などにお
いて著しい進歩が認められた．今回は，ゲノム複製に必要
な宿主因子についてはほとんど触れなかったが，多くの因
子が発見されている 30,44）．そして，多くの抗 HCV剤候補
も発見され臨床試験が進められている 14,40）．これらの多く
は HuH-7細胞由来のシステムにより見いだされたものであ
ることから，最後の項目で述べた Li23細胞由来の HCVゲ
ノム複製系は HuH-7細胞系で得られた成果の検証の意味合
いも含めて，さらに新たな発見のため今後多いに活用され
るものと期待される．
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The studies on the mechanism of HCV replication proliferated after the development of cell cul-
ture based-subgenomic HCV replicon system and genome-length HCV RNA replication system. Fur-
thermore, these RNA replication systems have been improved to be suitable systems for the screening
of anti-HCV reagents by the introduction of reporter genes such as luciferase. Genetic analysis of
HCV RNAs obtained in long-term cell culture of HCV replicon or genome-length HCV RNA-harboring
cells revealed that genetic mutations in HCV RNAs accumulated in a time-dependent manner. The
genetic diversity of HCVs was also enlarged in a time-dependent manner. The appearance of adaptive
mutation in HCV replicon or genome-length HCV RNA is one of characteristic features of HCV RNA
replication system. Although human hepatoma-derived HuH-7 cell line was mainly used for HCV RNA
replication systems, a specific combination of adaptive mutations led to develop the HCV RNA repli-
cation systems using a new human hepatoma cell line other than HuH-7. 


