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様式3 

論  文  内  容  の  要  旨  

  〔   題     名   〕  

Novel permissive cell lines for a complete propagation of hepatitis C virus 
(C型肝炎ウイルスに感受性を示す新規細胞株の同定) 

学位申請者    塩川舞    

C型肝炎ウイルス(HCV)は、肝細胞癌の主要な原因ウイルスである。HCVは血液を介して感染し、感染
すると高率に慢性化し、炎症と繊維化を繰り返すことによって肝硬変に至り、肝癌を合併する。全世界に
は約2億人、我が国だけでも200万人ものHCV感染者が存在すると推測されている。我が国における新規感
染者数は大幅に減少しているが、諸外国では、薬物の乱用等によりHCV感染者は増え続けている。現在、
HCV患者に対しては、インターフェロンとリバビリンの併用療法が施行されているが、その著効率は約
40-50%程度にとどまり、治療による副作用や高額な治療費等の様々な問題がある。多様な遺伝子型を有す
るHCVの全ての遺伝子型に効果を示し、しかも副作用の少ない治療薬やワクチンの開発が望まれている。

HCVに感受性を示す小型実験動物がいないことや、患者血清中のHCVを増殖できる細胞培養系がない
ことが、HCV研究の大きな障害となっている。これまで、劇症C型肝炎患者から分離された実験室株のJFH-1
ウイルス (cell- culture-derived HCV : HCVcc)とヒト肝癌由来のHuh7細胞株がHCVの感染系として用いられ
てきた。また、肝臓特異的に発現しているmicroRNA-122 (miR-122)を発現させると、HCVccに対して感受性
を示すようになる肝癌由来の細胞株が存在することが明らかになってきた。さらに、miR-122の導入によっ
て非肝臓由来の細胞株でもHCVゲノムが複製できることが明らかになってきた。しかしながら、miR-122
の発現によって非肝臓由来の細胞株でウイルスゲノムは複製するものの、感染性粒子は産生されなかった。
これらの成績から、HCVの完全な生活環には、何らかの肝臓特異的因子が必要であることが示唆された。
  そこで、肝臓特異的な因子を発現する細胞株であれば、HCVの完全な生活環が成立するのではないか
と考え、新規HCV感受性細胞株の同定を目的として、α-fetoprotein (AFP)を指標に癌細胞株をスクリーニン
グした。AFPは高分化型肝細胞癌で発現が高く、腫瘍マーカーであるため、ほとんどの癌細胞株で発現レ
ベルが調べられており、肝機能を保持した癌細胞株のスクリーニングには最適なマーカーであると考えら
れた。cDNA array databaseを用いて、AFPの発現レベルを指標に癌細胞株をスクリーニングし、肝癌由来の
HepG2細胞とHep3B細胞、胃癌由来のTakigawa細胞とFU97細胞、結腸癌由来のCaco-2細胞、卵巣癌由来の
OV-90細胞を同定した。過去にHCVが感染することが報告されている細胞株や、HCVの細胞への侵入を評
価するシュードタイプウイルスが感染しない細胞株は候補から除外し、FU97細胞を新規HCV感受性細胞株
候補としてさらに解析を進めた。また、AFPを高発現している肝癌由来のJHH-4細胞も検討に加えることに
した。まず、これらAFP高発現細胞株の肝機能を評価するために、肝臓特異因子［Albumin、Apolipoprotein 
B, E (ApoB, ApoE)、Microsomal Trigryceride Transfer Protein、miR-122］のmRNAの発現を定量した結果、こ
れらが高く発現していることが示された。次に、これらの細胞株のHCV感受性を評価するため、HCVcc接
種後の細胞内のウイルスRNAと、培養上清中の感染価を定量した。両細胞株とも、細胞内のHCV RNAの経
時的な上昇が認められ、上清中の感染価も高い値を示したことから、HCVの完全な生活環を許容できるこ
とが明らかになった。また、両細胞株のHCV感受性は、ApoBやApoEの発現抑制で顕著に低下した。HCV
阻害剤によって誘導される抗ウイルス作用は、FU97細胞とHuh7細胞では異なっており、さらに、新しいHCV
の実験室株であるJFH-2ウイルスに対する感受性は、FU97細胞がHuh7細胞よりも高いことが明らかになっ
た。

AFPの発現を指標にして癌細胞株をスクリーニングして、2種類の新規HCV感受性細胞株、JHH-4細胞
とFU97細胞を同定した。これら細胞株は何も手を加えずにHCVの完全な生活環を許容できるため、これま
でHuh7細胞だけであった、HCV感受性細胞株の選択肢を広げることが可能となった。また、これら新規感
受性細胞株においても、ApoBやApoEの発現抑制によってHCVの感受性が有意に低下したことから、肝臓
特異因子がHCVの増殖に重要な役割を演じていることが示された。特に、FU97細胞は胃癌由来であるにも
関わらずHCVに対して高い感受性を示し、HCV阻害剤によって誘導される抗ウイルス作用や、JFH-2ウイル
スに対する感受性がHuh7細胞とは異なることから、これまでにない特性を保持したHCV感受性細胞株であ
ると考えられる。本研究で同定したHCV感受性細胞株は、HCVの基礎研究はもとより、新規抗HCV薬の探
索に有用なツールになると考えられる。




