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内容の要旨及び審査の結果の要旨

Ｃ型肝炎ウイルス(以下HCV)非構造蛋白ＮＳ５ＢはRNA依存性RNAポリメラーゼ(以下RdRp)活性を有

し、ウイルス複製の中心酵素であるが、非構造蛋白ＮＳ５Ａのウイルス複製における役割は不明であっ

た。

HCV-JK1株においてＮＳ５ＡとＮＳ５Ｂとが相互作用し、ＮＳ５Ａ上の２領域がこの相互作用に必須であり、

NS5Bとの結合を示すＮＳ５Ａは、大腸菌精製NS5BのＲｄＲｐ活性を低モル比では促進し、高モル比では濃

度依存性に抑制することが報告されている。この結果よりＮＳ５ＡがＮＳ５Ｂとの結合を介しHCV複製を修

飾することが示唆されたが、その生物学的意義に関しては不明であった。

本研究では、HCV-M1LE株由来のＨＣＶレプリコンを用い、この相互作用のＨＣＶ複製に与える影響を

検討し、以下の結果を得た。

GST~pullｄｏｗｎ法にて、Ｍ１ＬＥ株においてもＮＳ５ＡとＮＳ５Ｂが相互作用し、JK1株で同定された領

域と同じNS5Aの２領域がこの相互作用に重要であった。

NS5AのＮＳ５Ｂ結合領域を内部欠損させた２種のレプリーンはヒト肝癌細胞株(Huh-7)での複製

を認めなかったが、ＮＳ５Ｂ結合に関与しない領域を内部欠損させたレプリコンでは複製を認め

た。

NS5Aの２つのＮＳ５Ｂ結合領域全てを５～８アミノ酸残基をアラニンに集約置換したＮＳ５Ａを含む

合計１９種の置換変異体を作製し、Huh-7細胞に導入した。その結果、５種の置換変異体でのみ

複製を認めた。

培養細胞中で、ＨＣＶ複製の増強が既に報告されているＮＳ５Ａの順応点変異を導入した変異体レ

プリコンを作製した。またＨＣＶレプリコン複製細胞をインターフェロン処理によりレプリコン

を除去したcuredcellを作製した。両者の組み合わせによりＨＣＶ複製の効率は最大約３００倍

増加した。

この高効率の系においても同様に５種の置換変異体でのみ複製を認めた。
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これらの結果は、NS5A上のNS5Bとの相互作用領域が、HCVの複製に重要であることを示した。ＮＳ５Ａ

がNS5Bとの相互作用によりHCV複製を制御することを示唆する今回の結果は、NS5AのNS5Bとの相互作

用の局面が新たなHCV複製阻害剤の有力な分子標的であることを示唆する新しい知見であり、学位に

値する労作と評価された。
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