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はしがき

研究代表者本多政夫

(金沢大学院医学研究科感染症病態学講座助教授）

現在、世界でおよそ1億7千万人以上の人々がC型肝炎ウイ

ルス（以下HCV)に感染していとされる。我が国においてはC型|曼性

肝炎・肝硬変から高率に発癌し、肝細胞癌による年間死亡数は増加

の一途をたどっている。肝細胞癌の発生を押さえるためには、C型

慢性肝炎の治療が急務である。現在最も効果的な治療法としてイン

ターフェロン療法が挙げられる。しかしながら、HCVゲノタイプlb

で高ウイルス量の症例では極めて著効率が低く、我が国では、皮肉

なことに､ゲノタイプlb、高ウイルス量の症例が多くを占めている。

これまでに、多方面よりHCVの臨床的、基礎的研究が積み上げられ

てきたが、HCVのウイルス量を規定する因子について十分な検討は

なされて来なかった。本研究ではHCV複製の第一段階である蛋白翻

訳に注目し、それを制御する宿主因子を同定し解析することを目的

とした。

これまでに､HCV蛋白翻訳機能を細胞内で解析できるシステム

を構築した。(HCV-IRES発現培養細胞RCF-26:Gastroenterology.

2000Jan;118(1):152-62)。この細胞を用いてHCV-IRES活性に及ぼ

す各翻訳関連因子の役割を検討した。HCV-IRESに関連するとされる

宿主因子La,PTB,elF3-pllO,elF3-pl70,PCBP1,PCBP2,RNPL,

eIF2gama,elF2beta,PMSA7、及びキャップ依存性蛋白翻訳機構に

関与するelF2,elF4A,elF4E,elF4Gに対するアンチセンスオリゴを

作成し、各翻訳関連因子を発現抑制した状態でのHCV-IRES活性を検

討した。また、各翻訳関連因子の発現ベクターを細胞内で過剰発現

させ、HCV-IRES活性を検討した。これらの翻訳関連因子のうち

HCV-IRES活性に影響した宿主因子はLa,PTB,elF3,elF2gamma,PSMA7

であった。一方、脳心筋炎ウイルス(Encephalomyocarditis

virus;EMCV)のIRES発現細胞を樹立しHCV-IRES活性との比較を行っ
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たところ、HCV-IRES活性に影響を与えたこれらの宿主因子は

EMCV-IRES活性に影響を与えなかった。したがってHCV-IRES活性は

宿主因子により依存していることが明らかとなった。

これらの知見をHCVレプリコンを用いて検証した｡現行のHCV

レプリコンシステムはHCV-IRES、ネオマイシン耐性遺伝子、

EMCV-IRES、非構造蛋白NS3-NS5を結合したsubgenomicRNAが恒常

的に複製するシステムであり、非構造蛋白の蛋白翻訳はEMCV-IRES

によって行われる。翻訳関連因子とHCV複製効率を検討するには

EMCV-IRESの代わりにHCV-IRESを入れ込んだレプリコンの使用が必

要である。本研究では、従来型レプリコン(Meowt)に加えHCV-IRES

のみを有する新しいレプリコン(MH14C)を用いて検討した｡La,PTB,

elF3PCBP2,elF2gama,PMSA7に対するsiRNAを作成しレプリコン

細胞にランスフェクションしHCV-RNAの増減をRTD-PCR法にて検証

した。従来型レプリコン(Meowt)ではLa,PTB,elF3PCBP2,

eIF2gama,PMSA7の発現は10-20%に抑制されたが、HCV複製には変

化は認められなかった。HCV-IRESのみを有するレプリコン(MH14C)

ではLa,PTB,elF2gamma,PMSA7の発現抑制によりHCV複製抑制が、

発現抑制依存性に認められた。以上より、HCV複製はHCV-IRES活性

に強く依存していること、これらの翻訳関連因子がHCV複製に極め

て重要な働きをしていることが明らかとなった。

実際のc型|曼性肝炎組織におけるこれらの宿主因子の発現と

HCV複製との関連を検討すると、La,elF2gama,PSMA7、PCBP2の

発現が、肝組織内のHCV-冊Aと有意に相関することが明らかになっ

た。マイクロアレイを用いた正常肝18例、C型慢性肝炎組織37例の

肝組織遺伝子発現プロファイル解析では、これらの宿主因子はc型

'|曼性肝炎肝組織で誘導される一群の遺伝子クラスターに群別された。

興味深いことにLaの発現制御の検討から､LaはHCVタンパク自身の

発現によって誘導されることが明らかとなった。Laプロモーター領

域をクローニングし、ルシフェラーゼ。レポーターアッセイにて検

討すると、HCVタンパクの一つが、Laプロモーターを活性化してい

ることが明らかとなった。以上より、LaはHCV感染そのものによっ

ても誘導されていることが明らかとなった。
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この研究によって、HCVの蛋白翻訳。複製制御には宿主翻訳

関連因子が極めて重要な働きを有していることが明らかになった。

今後、宿主翻訳因子の発現を制御しHCVの複製を抑制するストラテ

ジーを検討する必要があると考えられた。
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