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1．はじめに

　C型肝炎ウイルス（hepatitis C virus; HCV）感染に対す
る治療法が大きな転換期を迎えている．これまでペグイン
ターフェロンα＋リバビリン併用療法が 10年以上にわた
り行われ，日本で患者の多い遺伝子型 1bの高ウイルスタ
イプには効果が顕著ではなかったものの，一定の成果を上
げてきた．その後，ここ数年の間に，ウイルス因子を標的
とした薬剤（NS3プロテアーゼ阻害剤，NS5A阻害剤，
NS5B ポリメラーゼ阻害剤 ; いわゆる direct-acting 
antiviral agents; DAA剤）が次々と承認され，臨床できわ
め て 高 い ウ イ ル ス 学 的 著 効（sustained virological 
response; SVR）を示すことが明らかとなってきた 1）．そ
の延長として，副作用が問題であったインターフェロンを
用いない経口剤のみの治療（インターフェロンフリー療法）
も可能になってきている．しかし，ウイルス因子を標的と
するDAA剤では耐性ウイルスが生じる可能性があり，実際
に各薬剤に対する耐性ウイルスが多数分離されている 2-4）．

そのため，薬剤耐性が生じにくい次世代の抗 HCV薬，す
なわち HCVライフサイクルに必須の宿主因子を標的とし
た薬剤の開発 5, 6）も続けていくべきであろう．本稿ではこ
のような観点に立った，我々の取り組み 7）についてまず
紹介したい．

2．Claudin-1を標的とした抗 HCV戦略に向けて

2-1． HCVライフサイクルに必須の宿主因子の探索～
HCV非感染肝細胞変異株の分離

　HCVの感染・増殖サイクルには，HCVの肝細胞表面へ
の接着，特異的受容体を介したエンドサイトーシスによる
HCVの細胞内への取り込み，ウイルス粒子の脱殻，小胞
体におけるウイルスタンパク質の翻訳，脂肪滴近傍でのウ
イルスゲノム RNAの複製およびウイルス粒子形成，ゴル
ジ体を経由する小胞輸送（いわゆる分泌経路）を利用した
ウイルス粒子の放出，といった複雑で巧妙なステップが存
在し，各段階で宿主因子が大きな役割を果たしている 4-6）．
この HCVライフサイクルに必須の“宿主因子”を同定す
るために，我々は得意としている遺伝学的手法によるアプ
ローチを試みた．すなわち，HCVに全く感染しない（非
感染）ヒト肝細胞変異株を分離することを目指した．つま
り，HCVに非感染の肝細胞変異株は HCVライフサイクル
に必須の宿主因子が欠損しているはずであり，変異株の解
析からその欠損因子を明らかにできるだろうということで
ある．
　一般的に，特定の形質を示す変異株を効率的に分離する
ためには，簡便かつ特異性の高いスクリーニング系の構築
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がきわめて重要である．HCV非感染肝細胞変異株を分離
するためには，非常に感染効率のよい細胞培養系が必要と
考えた．つまり，HCVに高感受性の宿主細胞に感染能の
非常に高い HCV株を感染させられれば，感染細胞は細胞
変性効果により効率的に細胞死するため，生き残った細胞
をクローニングすれば HCVに非感染の肝細胞変異株が分
離できるだろうという戦略である．きわめて簡便なスク
リーニング系である．研究開始当時は，細胞培養系におけ
る HCVライフサイクルを効率よく再現できる系がようや
く普及し始めた頃であり，HCV複製能が非常に高いヒト
肝由来 Huh7.5.1細胞株 8）と，脇田らにより劇症肝炎患者
から分離された HCV-JFH1株 9）が利用可能であった．そ
こで，これらを用い感染実験を行ったが，感染は見られる
ものの，細胞変性効果（細胞死の誘導）は十分とはいえな
かった．そこで，HCV-JFH1野生株より高感染増殖能を示
す適応変異株の分離を試みた．HCV-JFH1野生株を
Huh7.5.1細胞に繰り返し感染させた結果，感染増殖能が
1,000倍近く高い適応変異株が分離できた（論文執筆中）．
この高感染性適応変異株は Huh7.5.1細胞に対し非常に強
い細胞変性効果を示したことから ,簡便かつ切れ味のよい
スクリーニングが可能となった．Huh7.5.1細胞を親株と
してスクリーニングを行った結果 ,約 20株の生き残る
（HCV耐性の）細胞クローンが分離できた 10）．その中には ,
懸念された持続感染細胞株は 1株のみであり ,その他はす
べて HCV非感染細胞株だった．詳細な解析の結果 ,これ
ら非感染細胞株はすべて CD81欠損株であることが判明し
た． これら非感染細胞株に CD81タンパク質を強制発現
すると HCV感受性が回復したことから , これら細胞株は
CD81欠損が原因で HCVに感染できないことがわかった．
CD81は 4回膜貫通型の細胞膜タンパク質（tetraspanin）
であり，HCVエンベロープ糖タンパク質（E2）と結合し，
HCV感染に必須の因子であることがすでに報告されてい
た 11, 12）．以上の変異株の結果からも CD81が HCV感染に
必須の宿主因子であることが再確認された．この結果は
我々のスクリーニング系によって，目的とする宿主因子の
欠損株が分離可能であることも示している．
　そこで，CD81欠損細胞株以外の変異株を分離するため
に，CD81を一過的に強制発現させた Huh7.5.1細胞を親
株として再度スクリーニングを行った．その結果，今回も
約 20株の HCV非感染株が分離された 10）．解析の結果，
CD81欠損株が依然として複数含まれていたが，それ以外
の変異株も多数存在していた．いくつかの変異株について
DNAチップによる遺伝発現解析を行ったところ，タイト
ジャンクションタンパク質である Claudin-1（CLDN1）の
欠損株が含まれることがわかった．分離したすべての
HCV非感染株を調べた結果，CLDN1欠損株が 3株含まれ
ることが判明した．これら細胞株に CLDN1タンパク質を
強制発現すると HCV感受性が回復したことから ,以上の

非感染株は CLDN1欠損が原因で HCVに感染できないこ
とも示された．CLDN1についても HCV感染の侵入過程
に重要なことがすでに報告されていた分子であったが 13），
以上の変異株を用いた解析からも CLDN1が肝細胞におけ
るHCV感染に必須の宿主因子であることが再確認された．
　我々の遺伝学的アプローチによって，CD81と CLDN1
という 2つの HCV侵入に関わる宿主細胞表面分子が HCV
感染に〝必須″であることが改めて浮き彫りとなった．そ
こで，両分子の抗 HCV薬標的としての有用性について，
変異株を用いさらに検討することにした．

2-2．創薬標的としての CLDN1の有用性
　CD81と CLDN1は創薬標的として本当にふさわしいだ
ろうか？ HCVの感染様式には，細胞外液からの感染（「セ
ルフリー感染」）と隣接する細胞同士の接触面でウイルス
が伝播する「細胞―細胞間感染」が知られている 14-16）．
生体内の持続感染状態では細胞―細胞間感染がより重要で
あるとも言われている．前項で述べたように，CD81およ
び CLDN1欠損細胞株は培養液中の HCVには非感受性で
あり，セルフリー感染には両分子は必須の因子である．そ
れでは，細胞―細胞間感染についてはどうであろうか．そ
こで，両分子の関与について，各欠損細胞株を用いて検討
した．
　細胞核を GFPで標識した Huh7.5.1細胞を予め HCVに
感染させておき，その感染細胞のごく少数を CD81欠損細
胞株あるいは CLDN1欠損細胞株と共培養した．この系に
おいて，核が標識された細胞に接している細胞（核が標識
されていない細胞）が感染していれば細胞―細胞間感染が
起こったと判断される． HCVコアタンパク質の細胞免疫
染色にて感染細胞を検出した結果，CD81欠損細胞株では
感染が（弱いながらも明らかに）見られたのに対して，
CLDN1欠損細胞株では感染が全く見られなかった 10）．
CD81についてはこれまで，細胞―細胞間感染に重要では
ないかもしれないとの報告 14, 16）があったが，我々の結果
からも細胞間感染の促進には関わっていると考えられるも
のの〝必須ではない″ことが示された．CLDN1については，
細胞―細胞間感染における重要性が指摘されていたが 14），
以上の結果から必須の因子であることがわかった．これら
の結果を総合すると，CLDN1はセルフリー感染・細胞―
細胞間感染双方に必須であり，有望な HCV侵入阻害薬標
的となることが考えられた．

2-3．HCV感染を阻止可能な CLDN1結合プローブの取得
　CLDN1は，細胞膜上のタイトジャンクション（tight 
junction; TJ）に局在し，TJのバリア機能の本体を担うタ
ンパク質として，1998年，月田らにより発見された 17）．
分子量約 2万 3千の 4回膜貫通タンパク質であり，27種
類が知られる CLDNファミリーに属する 18）．
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はヒト CLDN1を特異的に認識し，見かけの Kd値がすべ
て 1nM以下と， CLDN1に対して非常に高い親和性を有す
ることも明らかとなった．各抗体クローンについて，想定
される CLDN1認識部位と利用できるアプリケーションを
表 1にまとめた．4種の抗体のうち，3種（2C1, 3A2, 5F2）
はインタクトの CLDN1のみを認識する高次構造認識抗体
であり，1種（7A5） はイムノブロットにも使えることか
ら変性 CLDN1にも結合できる第 2細胞外ループ認識抗体
である．
　次に，培養細胞系を用いて HCV感染に対する各モノク
ローナル抗体の阻害効果を検討した．Huh7.5.1-8細胞 19）

を各抗体で前処理した後，HCV-JFH1株を感染させ，4日
後に培養上清中のウイルスコアタンパク質量を定量した．
図 2Aにはクローン 3A2と 7A5の結果を示したが，すべ
てのクローンで，HCV感染を容量依存的に阻害すること
がわかった（感染阻止の強さは，2C1＝ 3A2＞ 7A5＞
5F2）10）．特に 2種（2C1, 3A2）は極めて強い感染阻止能
を示し，HCV感染阻止能を示すことが最近報告された
CLDN1抗体 20, 21）よりも遙かに低濃度で有効だった．
HCV-JFH1株（遺伝子型 2a）以外の HCV侵入活性につい

　CLDN1の細胞外ドメインを認識する様々なプローブが
取得できれば，HCVの感染を阻止できるものも見つかる
だろうという考えのもとに， CLDN1細胞外領域に対する
モノクローナル抗体の作製を試みた．CLDN1タンパク質
は種間で相同性が高く，また，インタクトの複数膜貫通タ
ンパク質を認識できる機能性抗体の取得は大変難しいこと
が一般的に知られている．そこで我々は，1）免疫動物に
自己免疫疾患マウス（BXSBマウス）を用い，2）免疫法
には本来の高次構造をより反映した形で抗原発現可能な
DNA免疫法を用いることにした（図 1A）．目的の抗体を
効率的に分離するためにはスクリーニング系も非常に重要
であり，CLDN1欠損細胞株を有効に利用した以下の方法
を考案した．HCV感染感受性を有しインタクトの CLDN1
を発現するHuh7.5.1-8細胞とHCV非感染感受性で CLDN1
のみが特異的に欠損した Huh7.5.1由来の変異株（S7-A細
胞）を用い，フローサイトメーターにて親株のみに結合す
る抗体（産生ハイブリドーマ）を選択した（図 1B）．その
結果，インタクトの CLDN1細胞外領域を認識する 4種類
のマウスモノクローナル抗体（クローン 2C1, 3A2, 5F2, 
7A5）の樹立に成功した 10）．これらのモノクローナル抗体

図 1 機能的抗 Claudin-1（CLDN1）モノクローナル抗体の樹立法
（A）複数膜貫通タンパク質に対する機能的抗体作製に有用な DNA免疫法
（B）インタクト CLDN1細胞外ドメインを認識する抗体のスクリーニング法
（J.Virol. 89, 4866-4879, 2015より改変して引用） 
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ルブミン量には特に変化がなく，抗体の毒性は見られな
かった．培養細胞レベルでも，細胞毒性や TJ機能への影
響も見られていない 10）．以上の結果から，動物レベルで
も CLDN1が感染に必須であることが明らかとなり，
CLDN1が抗 HCV薬標的となることの Proof of Concept 
（POC）が確立されたものと考えている．本抗体は創薬に
向けた非常に有用なシーズになると思われる．
　さらに最近，我々の報告と同様にフランスのグループが，
ヒト肝キメラマウスを用いた in vivo での抗 CLDN1抗体
の効果を報告した 24）．彼らの抗体でも，毒性を示さずに
HCV感染を強く阻止できることが示された．ただし，彼
らの抗体では，感染細胞に細胞死を誘導できることから，
持続感染からの HCVの排除も可能だとしている．非常に
興味深い結果だが，CLDN1以外の分子に作用している可
能性や，（ヒト肝キメラマウスではない）免疫系を有する
個体に投与した場合には，強い炎症応答等の副作用が出な
いかが懸念される．メカニズムの詳細が明らかにされるこ

ては，HCVのエンベロープタンパク質を有する偽ウイル
ス（HCV pseudoparticles; HCVpp）を用いた系 22）で検討
した．その結果，遺伝子型 1bを含む他のウイルス株でも
用量依存的な阻害効果が見られ，広く HCV感染を阻止で
きることが強く示唆された．そこでさらに，in vivo での
抗 CLDN1抗体の効果を検討するために，ヒト肝キメラマ
ウス 23）を用いた感染阻止試験を行った 10）．抗 CLDN1抗
体はエピトープの異なる 2種類（3A2, 7A5）を用い，感染
は遺伝子型 1bのウイルス（104 HCV RNA copies/mouse）
で行った．抗体は感染の 8時間前，および 3, 7, 10日後に
30, 20, 10, 10 mg/kgで腹腔投与を行った．その結果，コン
トロール抗体に比べて，抗 CLDN1抗体では明らかに血中
ウイルス RNA量の上昇が遅れることがわかり，感染成立
が阻害されていることがわかった（図 2B）．特に，培養細
胞系で感染阻止能が強かったクローン 3A2では，4匹中 3
匹で感染が完全に阻止された（図 2B）．また，本試験にお
いて，動物には体重，肝機能（AST，ALT），血中ヒトア

図 2 抗 Claudin-1（CLDN1）モノクローナル抗体による HCV感染阻止
（A）in vitro 細胞培養感染系
（B）in vivo ヒト肝キメラマウス感染系
（J.Virol. 89, 4866-4879, 2015より改変して引用）
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第2ループ認識

FACS ○ ○ ○ ○
免疫細胞染色 ○ ○ ○ ○
Cell ELISA ○ ○ ○ ○
免疫沈降 ○ ○ ○ ○
イムノブロット × × × ○

表 1　樹立したマウス抗ヒト Claudin-1（CLDN1）モノクローナル抗体の性状，アプリケーションの一覧
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が示されている．また，リポタンパク質リパーゼ
（lipoprotein lipase; LPL）が HCV粒子と宿主細胞の橋渡し
役となりその接着を強め，その接着力ゆえに，逆に HCV
の細胞内への侵入を阻害してしまうとの報告もある 41）．超
低密度リポタンパク質（vey low-density lipoprotein; 
VLDL）が HCVの宿主細胞への接着を阻害することも最
近示されている 42）．
　細胞表面に接着した HCV粒子が肝細胞内へ取り込まれ
るためには，さらに他の宿主侵入因子（いわゆる HCV受
容体）と相互作用する必要があると言われている．すなわ
ち，初期接着にも重要とされている SRBI33）に加えて , 
CD8111）, CLDN113）, Occludin （OCLN）43）がウイルス粒子
上のエンベロープタンパク質（E1, E2）と直接・間接的に
相互作用するステップである．CD63が E2タンパク質と
直接結合して HCV受容体として働くとの報告もある 44）．
HCV受容体との相互作用からエンドサイトーシスに至るま
での過程には，コファクターとして働く宿主因子も多数報告
されている．上皮成長因子受容体（Epidermal Growth 
Factor Receptor; EGFR），Ephrin receptor A2（EphA2）な
どのリン酸化酵素群 45），Niemann-Pick C1-Like 1（NPC1L1）46），
トランスフェリン受容体１（transferrin receptor 1; TfR1）47）

等が，細胞内シグナル経路やエンドサイトーシス系への機

とも待たれる．我々の抗体は，持続感染に対する阻止効果
は見られないことから（未発表），HCV侵入過程のみを標
的にしているものと考えている．

3．他の宿主侵入因子阻害剤開発に向けた研究

　HCVの侵入にかかわる主要な宿主因子 25-27）について図
3に示した．まずは，セルフリー感染から見ていく．HCV
の侵入過程は，宿主肝細胞へのウイルス粒子の接着から始
まる．初期の接着に重要とされているのが，syndecan 128）

や syndecan 429）などのヘパラン硫酸プロテオグリカン
（heparan sulfate proteoglycans; HSPGs）30），低密度リポタ
ンパク質受容体（low-density lipoprotein receptor ; LDLR）
31, 32），スカベンジャー受容体クラス BタイプＩ（scavenger 
receptor class B type I; SRBI）33）である．HCVはリポタン
パク質様粒子と会合していると言われているが，ウイルス
粒子側に結合している宿主因子としては，アポリポタンパ
ク質 E（apolipoprotein E; ApoE）が宿主細胞への接着 29, 34）

および粒子の感染性 35, 36）に重要であることが知られてい
る．実際に，HSPGsに結合する合成ペプチド 37），抗
LDLR抗体 38）や可溶性 LDLR39），抗 SRBI抗体 38, 40），抗
ApoE抗体 34）や ApoE結合能を有するシイタケ菌糸由来
の低分子化リグニン 39） 等が HCVの感染を阻害すること

図 3　HCVの侵入過程に関わる主要な宿主因子（略号は本文中参照）
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剤を含めた侵入阻害剤は，肝移植時の移植片への感染阻止
や針刺しなどの医療事故の応急処置に有効と考えられる．
また，臨床で使用されている DAA剤とは標的が異なるこ
とから，DAA剤との併用で相乗的な効果が期待される 51）．
体内では，主に細胞―細胞間感染サイクルが回っているこ
とで持続感染が維持されていると考えられているが，侵入
阻害剤により細胞―細胞間感染が効率的に阻止されれば，
DAA剤との併用時に耐性ウイルスの発生頻度が大きく抑
えられることも期待される．宿主侵入因子阻害剤を含めた
宿主因子を標的とした抗 HCV戦略は，今後さらに問題と
なるかもしれない耐性ウイルスに対抗し，C型肝炎治療の
選択肢を広げられるはずである 5, 6）．HCVライフサイクル
に必須の宿主因子の解明，そして宿主因子を標的とした薬
剤の安全性の検討について，今後も地道な研究を続けてい
くべきであろう．
　最後に一つ触れておきたい．CLDN1はデングウイルス
の侵入過程を促進することも報告されている 70, 71）．他の
ウイルス感染時における CLDNsや OCLNの関与も示唆
されており 72-76），TJタンパク質とウイルス感染について
今後の研究の進展も大いに期待される．
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 Chronic hepatitis C virus (HCV) infection is a major threat to global public health, because it is 
significantly correlated with the development of severe liver diseases including cirrhosis and 
hepatocellular carcinomas. Host molecules as well as viral factors are promising targets for anti-HCV 
preventive and therapeutic strategies. Multiple host factors such as CD81, SRBI, claudin-1, and 
occludin are involved in HCV entry into hepatocytes. In this paper, I first introduce our anti-HCV 
strategy targeting for host tight junction protein claudin-1. And this review also summarizes 
developments of other entry inhibitors to prevent initiation of HCV infection and spread. Entry 
inhibitors might be useful in blocking primary infections, such those as after liver transplantation, and 
in combination therapies with other anti-HCV agents such as direct-acting antivirals.


