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はじめに

「レプリコンシステム」「シュードタイプウイルス」
「JFH-1株」これらはこの 10年間の HCV研究の進展に大き
く寄与した実験手法，研究材料である．HCVの生活環に関
する基礎研究は，効率のよい培養細胞系が確立されていな
かったため必ずしも順調には進んでいなかった．1999年に
はじめて HCV RNA複製実験系としてレプリコンシステ
ムが導入され，ゲノム複製機構に関する研究が大きな進展
をみせた．また，レトロウイルスまたは水疱性口内炎ウイ
ルスのエンベロープ蛋白質を欠損させ，代わりに HCVの
エンベロープ蛋白質を持ったシュードタイプウイルスは感
染モデルとして有用であることがわかった．そして 2005
年，HCV JFH-1株を用いた効率のよい感染増殖細胞系が
確立されるに至り，長らく困難を極めた感染から分泌まで

の全ステップの分子機構の研究が可能となった．

HCV培養細胞系の試みと感染増殖細胞系の樹立

C型肝炎患者血清中の HCVを培養細胞に感染させウイ
ルス増殖細胞系を作製する方法は HCVゲノム発見当初か
ら試みられてきた．生体内での標的細胞である肝細胞を由
来とする細胞株，またリンパ球系細胞で数多く感染，複製
が調べられたが，観察できるウイルス量は低いレベルであ
り，詳細なウイルス研究への応用は難しい状況であった．
我々は，三次元化細胞培養システムであるラジアルフロー
型バイオリアクター（RFB）及び温度感受性ハイドルゲル
（TGP）を利用して HCV培養細胞系の構築を行った．単層
培養系に比べより本来の肝組織に近い立体的な培養環境化
の方が肝炎ウイルスの感染増殖に適しているのではないか
という発想であった．実際に，これらの三次元培養系では
細胞あたりのアルブミン産生，分泌能や肝特異的薬物代謝
酵素の発現が亢進していること，極性細胞の特徴である細
胞間ジャンクション構造が形成されることが示されている
12, 17, 20, 24）．RFB培養肝細胞株に患者血清感染，また HCV
ゲノム cDNAをトランスフェクションし高密度培養を行う
ことでウイルスの複製増殖を確認した 1）．さらに，遺伝子
型 1bのダイシストロニックゲノム（全長レプリコン）を
保持した細胞株を TGP培養することで単層培養系では認め
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られなかったウイルス粒子の産生を観察した 24）．しかしな
がら，依然としてその HCV増殖レベルは必ずしも高いも
のではなく，よりウイルス産生効率にすぐれ，汎用性の高
い培養系の登場が待望されていた．

JFH-1株は，遺伝子型 2aの劇症患者の急性期血清から単
離された HCVクローンで，レプリコンシステムによる解
析から，他の多くのクローンで見られるような適応変異を
伴わずに高いゲノム複製効率を有することが示された 15, 16）．
次に，JFH-1株の全長 cDNAから合成された RNAをヒト
肝癌細胞株 Huh-7（通常の単層培養）へ導入することで，
感染性粒子の産生，分泌が観察され，この HCV粒子はチ
ンパンジーにも感染性を有することも示された 32）．さらに，
感染実験に HCV 複製感受性の高い Huh-7 由来細胞株
（Huh7.5, Huh-7.5.1）を用いることで，感染力価 104-105の
培養上清が得られること，感染後 2-3週間でほぼ 100%の

細胞が HCV陽性となること，が明らかとなった 18, 33）．

HCV粒子形成における非構造蛋白 NS5Aの役割

現在，このようにして確立された JFH-1株による HCV
感染増殖細胞系を用いて，HCV生活環の研究が活発に行わ
れている．粒子形成の分子機構に関するこれまでの研究成
果の中で最もインパクトを与えたものは，HCVの粒子形成に
は細胞内脂肪滴が重要な役割を果たすという発見である 22）．
かねてから，構造蛋白 Coreの一部が細胞の脂肪滴に存在
することが知られていたが，非構造蛋白の細胞内局在を詳
細に調べた結果，NS5A蛋白などが小胞体の他に脂肪滴近
傍にも存在すること，脂肪滴周辺で Core蛋白を取り巻く
ようにして非構造蛋白が存在することが見出された．さら
に，脂肪滴と会合できないような変異ゲノムを発現させた
ところ，感染性 HCV粒子は産生されなくなることが示さ

図 1 NS5A domain III 変異が HCV 産生，Core-NS5A 相互作用，Core-associated viral RNA へ及ぼす影響

(A) NS5A domain III cluster 3-Bのセリン/アラニン置換変異を持つ JFH-1ゲノム（CL3B/SA）または野生型ゲノムを導入し

た Huh-7細胞の細胞内ウイルス蛋白レベル（Intracellular Core）と細胞外分泌ウイルスレベル（Extracellular Core）を調べ

た（左図）．これらの HCV発現細胞ライセートを抗 NS5A抗体で免疫沈降し抗 Coreまたは抗 NS5A抗体でウエスタンブロッ

ティングを行った（右図）．(B) 免疫沈降-RT-PCR法による Core-associated HCV RNAの検出．
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れた．
一方，HCVゲノム複製を可視化する試みから，NS5A蛋
白の C末端領域（domain III；後述）に In-frameで GFP
を挿入することにより，ゲノム複製細胞が簡便にモニター
できることがレプリコンシステムで示された 4, 23）．同様の
解析は全長ゲノム発現系でも行われ，確かにこのような変
異体からウイルスの産生は観察されるものの，その産生効
率は野生型に比べ明らかに低下しているようであり 26），
我々もそれを確認した．そこでこれらの知見から，NS5A
蛋白，特にその C末端領域は HCV粒子形成になんらかの
役割を担っているのではないかと考えた．

NS5Aはリン酸化蛋白で，低リン酸化型（56 kDa）と高
リン酸化型（58 kDa）が存在し，HCVゲノム複製に必須
であることが示されている．3種類のドメイン構造を有し，
N末端側の domain Iは立体構造が解かれ RNA結合能を
有する．Domain IIにはインターフェロン感受性に関係す
る ISDR（Interferon sensitivity determining region）が含ま
れているが，domain II，IIIとも構造，機能について十分
に解析されていない．NS5A domain IIIには，リン酸化に関
与するセリン残基のクラスターが二ヶ所（cluster 3-A, 3-
B）存在し，これらは HCVクローン間でよく保存されてい
る．我々は domain IIIのリン酸化がウイルス産生に及ぼ
す影響を調べるため，種々の部分欠損または置換変異体を
構築し，ゲノム複製，粒子産生能を解析した．その結果，
cluster 3-Bの 3セリン残基のうち，任意の 2残基または 3
残基をアラニンへ置換することにより，ゲノム複製は野生
型と同等であるものの，産生されるウイルス量が顕著に低
下することを見出した．また，このような変異に伴って
NS5A蛋白のリン酸化レベルが低下することも確認した 19）．

NS5A domain IIIの変異が HCV生活環のどのステップ

に影響を及ぼすのかを調べることによって，粒子形成機構
における NS5A蛋白の機能解明につながるものと思われる．
前述のように，NS5A蛋白と Core蛋白は脂肪滴周辺領域で
の近接して存在することが観察されていることから，NS5A
蛋白は Core蛋白と結合しうるのではないかを考えた．そ
して実際に NS5Aは Core蛋白と相互作用すること，ウイ
ルス産生が低下する cluster 3-B変異体では Core蛋白と結
合できなくなること（図 1A），またこの変異によって NS5A
蛋白は脂肪滴周辺膜に局在できなくなること，を見出した 19）．

NS5A蛋白はゲノム複製複合体を構成し，RNA結合能を
有している 9, 29）．そこで，NS5A蛋白が粒子形成に関与す
る分子機構として，複製複合体で新生されたウイルスゲノ
ムが NS5A蛋白に捕捉され，さらに NS5A-Core蛋白相互
作用によってゲノム RNAがヌクレオキャプシドの場へリ
クルートされる，という作業仮説を考えた．これを検証す
るため，HCVゲノム発現細胞のライセートを抗 Core抗体
で免疫沈降しさらにこの沈降物中の HCV RNAを long
RT-PCR法で検出した．その結果，野生型ゲノムの場合
Core蛋白アソシエート HCV RNAが検出されたのに対し，
cluster 3-B変異ゲノムでは検出されなかった（図 1B）19）．
この結果は，NS5A蛋白の cluster 3-Bの変異によって
Core-HCV RNAの会合が影響を受けることを示しており，
NS5A-HCV RNA複合体が Core蛋白と会合することが
Core蛋白によるゲノムパッケージングの引き金になること
を示唆している（図 2）．

HCV NS5A蛋白の domain IIIが粒子形成にとって重要
であるという知見は，最近，米国とドイツのグループから
も報告された 5, 30）．粒子形成を左右するセリン残基（の一
つ）が casein kinase IIでリン酸化される可能性が示され
ているが，今後，NS5A蛋白のリン酸化制御とウイルス粒

図 2 HCV 粒子形成初期過程における NS5A 蛋白の役割のモデル

前駆体蛋白からプロセシングされた HCV蛋白のうち，非構造蛋白（NS3, 4A, 4B, 5A, 5B）は宿主因子とともに複製複合体を

形成しゲノム RNA複製を行う．新生された HCV RNAと NS5A蛋白との複合体が Core蛋白と会合することがヌクレオキャ

プシド形成の引き金になる．
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子形成との関連を明らかにしていくことが重要になると思
われる．また，NS5A-Core相互作用様式の詳細を解明する
ことによって，HCV粒子形成を選択的に阻害する新たな治
療薬の開発へ道が拓かれるものと期待される．

HCV粒子構造，感染性における粒子脂質成分の役割

エンベロープウイルスは小胞体，ゴルジ体，形質膜など
の細胞の生体膜を被って出芽するため，細胞の膜脂質はウ
イルス粒子形成に重要な役割を果たしているものと考えら
れる．さらに，ウイルス粒子の膜脂質が宿主細胞への感染
過程に関与する例も報告されている 7）．しかし，HCV粒子
に含まれる脂質成分については解析が進んでおらず，その
生理学的役割も不明であった．そこで我々は，培養細胞で
産生させた HCV JFH-1粒子を，培養上清から，限外濾過，
ショ糖密度勾配超遠心，ヘパリンアフィニティクロマトグ

ラフィを組み合わせて，濃縮，粗精製し，この HCV粒子
に含まれる脂質を生化学的に解析した．その結果，コレス
テロール／リン脂質モル比が細胞の膜分画に比べて有意に
高値を示したことから，コレステロールに富んだ生体膜か
らの出芽，または粒子形成，分泌過程でのコレステロール
との会合の可能性が考えられた 3）．
次にこの HCV粒子上の膜脂質がどのような役割を果た

しているかを調べるため，HCV 粒子表面を methyl-β-
cyclodextrin（B-CD）で処理してコレステロールを除去し
た後感染させたところ，B-CDの容量依存的に感染性が低
下し，B-CD処理した粒子にコレステロールを添加したと
ころその感染性は回復した（図 3A）3）．また，コレステロー
ルと親和性が高いスフィンゴ脂質の主要分子スフィンゴミ
エリンを加水分解する sphingomyelinase（SMase）で HCV
粒子を処理することにより感染性の低下を観察した 3）．こ

図 3 HCV粒子表面コレステロールが粒子構造，感染性へ及ぼす影響（A, B）及びスフィンゴ脂質合成阻害剤によるHCV産生阻害（C）

(A) 培養上清 HCVを 5 mg/ml B-CD処理した後，コレステロール（Chol）を添加した．超遠心操作により薬剤を除去し Huh-

7細胞に感染させ，3日後の細胞内 Core量を測定した．(B) 培養上清 HCVを B-CD未処理，処理，または処理後 Cholを添加

し，ショ糖密度勾配遠心分画した．各分画中の Core量を測定し（左図），また，各分画サンプルを Huh7細胞に感染させ 3日

後の細胞内 Core量を測定した（右側）．(C) HCV レプリコン細胞（JFH-1 replicon, N replicon），JFH-1感染細胞に myriocin

/ISP-1または(1R,3R)-N-(3-hydroxy-1-hydroxymethyl-3-phenylpropyl dodecanamide （HPA-12）を加え 3日間培養した．細胞

内の HCV RNAまたは Core量を測定した．
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れらのことは HCV genotype 1bのエンベロープを持つシ
ュードタイプウイルスやキメラウイルスでも確認できた．
以上から，ウイルス粒子表面のコレステロールとスフィン
ゴ脂質はウイルスの遺伝子型によらず感染に重要な役割を
果たしていることが示された．
次に，HCV粒子上のコレステロールが粒子の物性に与え
る影響を調べた（図 3B, C）．HCV産生細胞の培養上清を
ショ糖密度勾配遠心分画すると Core蛋白及び HCV RNA
のピークは 1.17 g/ml分画，感染性のピークは 1.13 g/ml
分画となる．このように，感染性のピークがウイルス遺伝
子のそれに比べ低密度側に存在することは培養細胞系で作
製した HCVの特徴の一つであるが，濃縮したこの培養上
清を B-CD処理しコレステロール除去後に同様に遠心分画
を行うと，Core蛋白のピークは 1.20 g/ml分画に移行し，
感染性はいずれの分画も検出限界以下であった．さらに，
B-CD 処理後の培養上清にコレステロールを添加すると
Core蛋白のピークは低密度側へシフトし感染性も回復した 3）．
このようなコレステロールの除去＆添加による loss- and
gain-of-functionは 5 mg/ml B-CD処理で観察されるが，
B-CD濃度を 10 mg/mlへ上げた場合はコレステロール添
加によって感染性の回復は見られない．これらのことから，
HCV粒子表面のコレステロールは粒子構造の維持に役立っ
ており，コレステロールを完全に除去してしまうと粒子構
造は致命的なダメージを受ける，これに対し，部分的に除
去した場合の構造変化は感染性を低下させるものの，その
変化は再生可能なレベルである，と考えられた．
次に，HCV粒子上のコレステロールまたスフィンゴ脂質
が感染過程のどのステップに関与するのかを解析した．あ
らかじめコレステロール除去または SMase処理を行った
HCV粒子の宿主細胞への吸着性は未処理ウイルスと同等で
あったのに対し，吸着後の細胞内への取り込みは，これら
の前処理を施した HCVで顕著な低下が認められた 3）．レ
セプター蛋白分子とともに標的細胞内へウイルスが侵入す
る過程に粒子コレステロール，スフィンゴ脂質が関与する
可能性が示された．

HCVゲノムは，脂質ラフトの特徴である界面活性剤不溶
性の膜分画で複製することが示され 2, 27），HCV genotype
1のゲノム複製細胞また HCVが増殖するヒト肝細胞キメラ
マウスに脂質ラフト構成成分であるスフィンゴミエリンの
合成阻害剤 myriocin/ISP-1を添加，投与することによっ
て，HCV複製効率は顕著に低下することが報告されている
25, 31）．この myriocin/ISP-1またはセラミド輸送阻害剤
HPA-12を HCV N株（genotype 1b）また JFH-1株のサブ
ゲノムレプリコン細胞に加えることによって，N株では
HCVゲノム複製は阻害されるものの，JFH-1株では予想に
反して複製の低下はほとんど認められなかった．しかしな
がら，興味深いことに，JFH-1のウイルス産生系では両薬
剤の容量依存的に HCV産生は抑制された（図 3C）3）．スフ

ィンゴ脂質合成阻害剤の抗 HCV 効果の作用機序として
HCVゲノム複製阻害だけでなく粒子形成あるいは感染過程
へも介入しうることが示唆された．

おわりに

「ウイルス非構造蛋白」「脂質」は HCVの粒子形成制御に
関する代表的なキーワードとなった．本稿では NS5A蛋白
が粒子形成過程にどのように働くかを紹介したが，最近，別の
非構造蛋白で前駆体蛋白のプロセシングを担っている NS2
がやはり粒子形成にも関与することが報告された 11, 13, 14, 28）．
しかしながらその分子機構は現在まったくと言ってよいほ
ど不明である．一方，脂質成分，脂質代謝と HCV生活環
の関連についての興味深い知見として，ウイルス産生にお
けるアポリポ蛋白，VLDL/LDLの重要性が示されている 6,

8, 10, 21）．脂肪滴周辺膜構造を起点とする HCVの粒子形成
過程に介在する宿主蛋白の輸送･分泌経路 ―おそらく脂質
関連分子が含まれる― を明らかにすることは，HCVのア
センブリー，出芽から細胞外への放出までの過程を制御す
る分子機構の解明に直結するものと思われる．
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A robust system for production of recombinant infectious hepatitis C virus (HCV) has been estab-
lished in 2005 and classical virological techniques are now able to be applied to the HCV research,
especially regarding molecular mechanisms on virion assembly and maturation. We recently demon-
strated that the C-terminal serine cluster of NS5A is a determinant of NS5A interaction with Core
and the subcellular localization of NS5A. Mutation of this cluster blocks the NS5A-Core interaction,
resulting in perturbation of association between Core and HCV RNA. It is thus tempting to consider
that NS5A plays a key role in transporting the viral genome RNA synthesized by the replication com-
plex to the surface of lipid droplets (LDs) or LD-associated membranes, where Core localizes, leading
to facilitation of nucleocapsid formation. We also demonstrated an important role of cholesterol and
sphingolipid in HCV infection and virion maturation. Specifically, mature HCV particles are rich in
cholesterol. Depletion of cholesterol from HCV or hydrolysis of virion-associated sphingomyelin
results in a loss of infectivity, and the addition of exogenous cholesterol restores infectivity. In addi-
tion, cholesterol and sphingolipid on the HCV membrane play a key role in virus internalization. Final-
ly, inhibitors of the sphingolipid biosynthetic pathway efficiently block virion production.



206 〔ウイルス　第 58巻　第 2号，pp.199-206，2008〕


