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はじめに

肝炎，肝硬変，肝がんの主要な原因因子である C型肝炎
ウイルス（HCV）は，約 9.6 kbの一本鎖のプラス鎖 RNA
をゲノムとし，フラビウイルス科（Flaviviridae）のヘパシ
ウイルス属（Hepacivirus）に分類されている．約 3010ア
ミノ酸からなる前駆体蛋白質が，小胞体に存在するシグナ
ルペプチダーゼとシグナルペプチドペプチダーゼ，及びウ
イルス自身がコードする 2種類のプロテアーゼによってプ
ロセシングをうけ，ウイルス粒子を形成する構造蛋白質
（Core，E1，E2）とウイルス粒子に含まれない非構造蛋白
質（NS2，NS3，NS4A，NS4B，NS5A，NS5B）が作られ
る．E2の C末端側には p7と呼ばれる小分子が存在するが，
ウイルス粒子に含まれるかは不明である 35）．

1999年，培養細胞で HCVサブゲノム RNAが自律複製
するレプリコンシステムが開発され，ゲノム複製機構の研
究は進展を見せ，さらに，2005年，劇症肝炎患者から単離

された JFH-1株のゲノム RNAから感染性粒子が効率よく
産生されることが見出され，HCVの生活環全般に関する分
子生物学的研究が可能となった．

HCVゲノム複製

この 10年の間にレプリコンシステムを使った解析から
HCVのゲノム複製機構について多くの知見が得られた．
HCV レプリコン RNA が複製する細胞の電顕観察から，
Membranous webと呼ばれる小胞様構造が HCVゲノム複
製の場と推定されている 11）．一方，生化学的解析から，
NP-40や Triton X-100などの非イオン性界面活性剤処理
で不溶性となる膜分画（DRM分画）に HCV複製活性が保
持されることが示され 1, 33），コレステロール合成阻害剤や
スフィンゴ脂質合成阻害剤を用いた解析などから，HCVの
ゲノム複製には脂質ラフト様膜構造が関与することを示唆
する知見が蓄積されている 1, 32, 39）．一般には，Membranous
webは小胞体由来と考えられ，脂質ラフトは小胞体に存在
しないとされることから，HCV複製の足場となる膜構造の
性状を明らかにするためには，更に詳細な解析が必要であ
る．いずれにしても，DRM分画にはウイルスゲノム RNA
が鋳型となってマイナス鎖が作られ，さらにそれからプラ
ス鎖 RNAが合成される活性が存在する．そしてこの膜分
画には，NS3～ NS5Bの 5種類の HCV非構造蛋白及び宿
主細胞由来因子からなる複製複合体が存在することが示さ
れている 3, 22, 28）（図 1）．

HCVゲノム複製に関与する宿主因子としては，これまで
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に VAP，FKBP3，Hsp90，hBind-1，FBL2，Cyclophilin Bなど
10数種類の蛋白が同定されている．VAP-A/B及び SNARE
様蛋白は NS5A, NS5Bと結合し，複製複合体形成に働く
と考えられる 9, 12）．最近，VAP-Bのスプライシングバリ
アントである VAP-Cが，VAP-A/Bと NS5Bとの結合を競
合的に阻害することによって HCV複製を抑制しうること
も報告された 21）．また，NS5Aと相互作用する FKBP8や
hBind-1などのコシャペロンが Hsp90を複製複合体へ運ぶ
ことが HCV複製に重要であることが示された 30, 31, 36, 37）．
Cyclophilin Bの関与については，免疫抑制剤シクロスポ
リンの持つ抗 HCV活性の作用機序解析を端緒として明ら
かとなった 41）．FBL2はゲラニルゲラニル化されて NS5A
と結合し複製複合体に取り込まれる 40）．しかしながら，
HCV複製複合体の形成過程，機能などについて未だ十分に
解明されているとは言えない．

CKB：新たに見出された HCV複製関連因子

そこで我々は，比較プロテオーム解析によって，HCV複
製複合体を構成し複製調節に働く新規宿主因子の探索を行
った．すなわち，前述のように HCVゲノムが複製する細
胞中の DRM分画では複製活性が保持されることから，サ

ブゲノムレプリコンを有する Huh-7細胞及び親株細胞から
それぞれ DRM分画を調製し，各蛋白レベルを両分画間で
比較し，レプリコン細胞の DRMで存在量が顕著に高かっ
た蛋白 27種類を同定した 13）．その中には，分子シャペロ
ンなど蛋白ホールディングに関わるもの，代謝，生合成系
の酵素，細胞骨格形成蛋白などが含まれていた．これらの
蛋白が実際に HCVの複製に関与するかどうかを調べるた
め，各分子に対する siRNAをレプリコン細胞へ導入し細胞
内 HCV RNAレベルの変化を解析した結果，HCVゲノム
複製を正に制御しうる因子として creatine kinase B
（CKB）などを同定した．CKBについては，遺伝子ノックダ
ウンの他，阻害剤 cyclocreatineの添加，ドミナントネガテ
ィブ体の強制発現によっても HCV複製，感染性ウイルス
産生が抑制されることを示した 13）．creatine kinaseは，
エネルギーを多く必要とする，あるいはエネルギーを急速
に必要とする組織での ATPの供給，ATPレベルの維持に
重要な酵素であり，高エネルギーリン酸結合を持つクレア
チンリン酸から ADPへリン酸基を転移し ATP生成に働く．
ATPのエネルギーを必要とする生化学反応系において，ク
レアチンリン酸と共に ATPの再生系として利用される．
CKBは creatine kinaseのアイソフォームの一種であり肝

図 1 HCV ゲノム複製複合体の形成

翻訳された前駆体蛋白は宿主細胞のシグナルペプチダーゼ，シグナルペプチドペプチダーゼ及び 2種類の HCVプロテアーゼ

によって切断される．NS3，NS4A，NS4B，NS5A，NS5B蛋白は相互に会合，また宿主蛋白を取り込んだ形で複製複合体を形

成する．複製複合体が膜上で高密度化すると，ウイルス蛋白間の相互作用等により膜構造の変化がおこり，小胞構造体が形成

される．その際，取り込まれたプラス鎖ゲノム RNAからマイナス鎖（点線で記載）が作られさらにプラス鎖 RNAが合成され

る．新生されたゲノム RNAと NS5A蛋白との複合体が Core蛋白と会合しヌクレオキャプシド形成が進む．
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臓を含む多様な組織で発現している．興味深いことに，
CKBは HCVの感染や複製によってその発現が亢進する訳
ではないが，HCVレプリコン細胞では DRM分画に enrich
されることが示された 13）．すなわち，HCVゲノムが複製
している細胞においては，CKBが特定の細胞内分画に集積
する現象が起こりうると考えられたため，次に，CKBが
HCV蛋白と相互作用し，それによって CKBが DRMへリ
クルートされるという作業仮説を立て検証を行った．免疫
沈降解析の結果，CKBは，HCV非構造蛋白のうち NS4A
と相互作用すること，その相互作用には CKBの C末端側
とNS4Aの中央領域が重要であることが明らかとなった 13）．
NS4Aは 54アミノ酸残基からなるポリペプチドで，その中
央部を介して NS3と結合し NS3セリンプロテアーゼ活性
の cofactorとして機能している．また，N末端側は膜貫通
領域 7），C末端側は NS5Aの高リン酸化に関わる領域 23）と
報告されている．CKBとの相互作用に重要な NS4A領域は
NS3との結合に関わる領域に近接すると考えられたが，免
疫沈降法の結果，CKBは NS3-4A結合を阻害する訳ではな
く，CKB-NS4A-NS3三者の複合体が形成されうることが示
された．また，NS4Aとの結合部位を欠損した CKBでは，
DRM分画局在性が低下し，HCV複製への関与がキャンセ
ルされた 13）．
さらに，複製複合体への CKBの介入が HCV replicase

活性に重要かどうかを明らかにするため，セミインタクト
レプリコン細胞を使った replicase assayを行った．これ

はMiyanariらによって開発された方法で，レプリコン細
胞をジギトニン処理したセミインタクト状態で HCV RNA
複製をモニターし，複製活性に対するプロテアーゼ，界面
活性剤処理などの影響を解析することができる 28）（図 2A）．
セミインタクトレプリコン細胞に ATPを加えると replicase
活性の上昇が認められるが，ここへさらに精製 CKB及び
クレアチンリン酸（pCr）を添加すると同活性が顕著に上
昇することがわかった（図 2B）．また，レプリコン細胞か
ら CKBをノックダウンしておいたセミインタクト細胞で
は replicase活性は低下するが，そこへ CKBを添加すると
活性の回復が観察された（図 2C）．replicase活性のうち，
NS3-4Aが関与する ATP依存的反応は RNA helicase活性
であるが，実際にこの活性が CKB，pCr添加によって亢進
することを in vitro helicase assayで確認した 13）．
以上の成績より，CKBを介した HCV複製分画への ATP
供給が同ウイルスのゲノム複製調節に寄与していると結論
づけた．CKBは NS4Aとの結合を通じて HCV複製複合体
へリクルートされ，HCVゲノム複製調節に役割を果たすと
考えられた．

HCV粒子形成機構に関する最近の知見

細胞内中性脂肪に蓄積に用いられる脂肪滴が HCVの感
染性粒子形成に重要な役割を果たすことが 2007年に報告 27）

されて以来，HCV粒子形成の分子機構に関する研究は，脂
肪滴のバイオロジー，リポ蛋白産生などの脂質代謝と関連

図 2 CKB は HCV replicase 活性を亢進させる 13)

(A) セミインタクトレプリコン細胞を用いた HCV replicase assay.（B）作製したセミインタクト細胞（Huh7または Replicon

cell）に精製 CKB，ATP，クレアチンリン酸（pCr）を図のように添加し複製活性を調べた．（C）レプリコン細胞に CKBに対

する siRNA または陰性コントロール siRNA（NC）を導入した後セミインタクト化した．それぞれに CKBを添加（または未

添加）し複製活性を解析した．
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づけながら進められている．脂肪滴は小胞体由来膜構造等
の小器官と相互作用しながら細胞質内で動的な振舞いを見
せる．HCV増殖細胞の中では，脂肪滴膜上に HCVヌクレ
オキャプシド形成を担う Core蛋白が局在しており，膜構
造に随伴した E1，E2蛋白また非構造蛋白も，膜間または
Core蛋白との相互作用によって脂肪滴周辺へ集合する．こ
のようにして感染性 HCV粒子の形成は脂肪滴周辺環境で
効率よく進行すると考えられる 27, 29）．筆者らは，非構造
蛋白 NS5Aが脂肪滴の周囲で粒子形成の初期過程に関与す
ることを報告した 26）．複製複合体で新生されたウイルスゲ
ノム RNAを NS5Aが捕捉した後，NS5Aの C末端領域と
Coreとの相互作用を介して，ゲノム RNA-NS5A-Core複合
体が作られる．これにより Coreによる RNAパッケージン
グが開始される，というモデルを提唱した（図 1）．HCV
粒子形成における NS5Aの役割は他の研究グループからも
報告されている 4, 38）．

HCV感染患者の血中ウイルスは多様な密度（約 1.05か
ら 1.25g/mL）を示すことが知られている．低密度域の
HCV粒子は，アポリポ蛋白を含みトリグリセリドに富んだ
超低比重リポ蛋白 VLDLが会合したかたちで存在するもの
と推定され，このような低密度粒子は高い感染性を有する
ことがチンパンジー，培養細胞での感染実験で示されてい
る 6, 14, 24）．また筆者らは HCV粒子表面のコレステロー
ル，スフィンゴ脂質が感染性に重要であることを示した 2）．
VLDLの構成因子であるアポリポ蛋白 B（apoB）及びアポ
リポ蛋白 E（apoE）が HCV粒子形成に関与すると報告さ
れており 5, 8, 10, 15, 18），HCVエンベロープ蛋白の細胞外へ
の分泌は apoB陽性リポ蛋白のアセンブリーに依存してい
る 16）．apoEについては遺伝子ノックダウンによって HCV
の細胞への侵入過程，ゲノム複製は影響をうけないものの
感染性 HCVの産生は顕著に低下すること 18），NS5Aと相
互作用することなどが見出されている 5）．また，VLDLの
産生を低下させるミクロソームトリグリセリド転移蛋白阻
害剤によって感染性 HCV産生は有意に抑制される 18）．
最近，HCV非構造蛋白について NS5A以外に NS3，NS2
も感染性粒子の形成に関与することが報告されている．
NS3の C末端側 helicase領域が粒子形成に係わっていると
されている 25）．NS2についてもmutagenesis解析から膜貫
通領域，C末端領域など粒子形成に重要な領域が見出され
ている 17, 19, 20, 34）（鈴木ら未発表）．

おわりに

インターフェロンを基軸とした化学療法の進歩により，
最近テレビで流れているように「C型肝炎は治る病気にな
りました」と言っても過言でないのかもしれない．しかし
ながら，現行の治療法に対する無効例，治療終了後に肝炎
が再燃するケースも依然として多い．化学療法の治療効果
をより高め，症状，体質などの異なる様々な症例に対応す

るためには，作用標的の異なる種々の抗 HCV剤の創薬化
が重要である．現在，HCVプロテアーゼ，ポリメラーゼ，
NS5Aをそれぞれ標的とした化合物あるいはシクロスポリ
ン誘導体などによる HCV複製阻害剤の開発が進んでいる．
本稿で紹介したように，HCVゲノム複製調節に働く種々の
宿主因子が同定され，感染性粒子形成の分子機構も明らか
にされつつある．これらは次世代抗 HCV薬開発のための
新たな標的になるものと期待される．
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Hepatitis C virus (HCV) establishes a persistent infection and is recognized as a major cause of
chronic liver diseases worldwide. Although much work remains to be done regarding the viral life
cycle, significant progress has been made with respect to the molecular biology of HCV, especially the viral
genome replication and virion formation. A variety of host cell factors, which play roles in replication of
the viral genome RNA, have been identified. Involvement of lipid droplet, lipid metabolism and the
viral nonstructural proteins in the production of the infectious particles has also been revealed. 


