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研究成果の概要（和文）：慢性C型肝炎におけるインターフェロン(IFN)治療応答・不応答を規定する宿主因子の同定と
その機能的役割の解明を目的とした研究を行った。肝線維化進行症例におけるIFN治療抵抗性の機序を解明し、分岐ア
ミノ酸BCAAが肝線維化の抑制及びIFN治療抵抗性の改善に寄与することを解明した。
更に、IL28Bの機能的役割の解明から、IL28Bにより特異的に誘導される分泌タンパク質LECT2を同定した。LECT2は肝細
胞における自然免疫応答を正に制御するという新規機能的役割を解明した。

研究成果の概要（英文）：The response of chronic hepatitis C (CHC) to IFN treatment is hampered in 
patients with advanced liver fibrosis. TGF-β plays an important role in fibrosis development, but its 
role in IFN signaling is unclear. I investigated the role of TGF-β on IFN signaling in HCV replication. 
TGF-β impaired IFN signaling by activating Socs3-mediated IFN inhibitory signaling via Foxo3a promoter 
activation by c-Jun binding. BCAAs could be a new therapeutic candidate to augment IFN signaling in HCV 
replication in patients with advanced CHC.
I also investigated the functional relevance of IL28B on the innate antiviral system and HCV replication. 
Gene expression profiling of primary hepatocytes treated with IFNα, IL28B, or both in combination 
revealed that LECT2, which enhances the innate immune response and suppresses HCV replication, was 
specifically induced by IL28B. LECT2 might participate in prolonged ISG induction by IL28B and in the 
unique innate antiviral immune system of IL28B.
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１．研究開始当初の背景 
(1) C 型肝炎ウイルス（HCV）感染症は放置す
ると肝硬変、肝癌に進行する重大な感染症で
ある。近年、インターフェロン（IFN）に加
え Direct Acting Antivirals (DAA) により
ウイルス排除率を大幅に高めることが期待
されている。しかしながら、耐性ウイルスの
出現や副作用による治療困難症例、更に、ウ
イルス学的な著効が認められた場合におい
てもその後の発癌は重大な問題となる。その
ため、HCV 感染による病態形成機序を解明し、
新規治療法に繋がるための基礎研究が重要
である。 
 
(2) IFN 治療応答・不応答を規定する因子と
してインターロイキン 28B(IL28B)の遺伝子
多型(メジャー型/マイナー型)が同定された。
マイナー型を持つHCV患者群ではメジャー型
患者群に比較して危険率 30 倍以上の確率で
治療が無効になる。IL28B は IFNα同様、イ
ンターフェロン誘導遺伝子群(Interferon 
Stimulated Genes:ISGs)を誘導し、抗ウイル
ス作用を持つことが報告されている。そこで
申請者らは、IL28B の遺伝子多型と ISGs 発現
の関連性を解析し、報告した。IL28B マイナ
ー群では肝内 ISGs 発現が治療前でむしろ高
値であり、肝と末梢血では ISGs の発現レベ
ルが異なることを明らかにした。しかし、肝
内 ISGs の発現が治療前で高値にも関わらず
ウイルスを排除できない機構、IFN 不応答を
引き起こす機構については不明である。 
 
２．研究の目的 
(1) IFN 治療応答・不応答を規定する宿主因
子を同定し、その機能的役割を解明すること
を目的とした。 
 
(2) IFN 治療応答・不応答を制御する機構に
IL28B がどのような作用を持って関わるのか、
IL28B の分子機構の解明から IFN 不応答の原
因を解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト初代肝細胞を用いた検討において
IFNαでは変動しないが、IL28B により特異的
に発現変動する遺伝子群を同定した。IL28B
特異的に発現変動する遺伝子群の中でIFN応
答・不応答と密接に関わる因子の同定は、こ
れら遺伝子の過剰発現(cDNA)、発現抑制系
(shRNA)をレンチウイルスベクターを用いて
ヒト肝細胞株(Huh7, Huh7.5, HepG2 など)に
導入し、IFN や IL28B による ISGs 発現、IFN
刺激応答配列(ISRE)プロモーターアッセイ
を行い、IFN 応答性を評価した。また、肝細
胞の自然免疫系による IFN 産生能、IFN 応答
抑制系と関連性についての評価も行った。 
 
(2) IL28B 特異的に発現変動する因子の IFN
応答、HCV 複製制御機構の解析を行った。具
体的には、HCV クローンの permissive cell 

line である Huh7 及び Huh7.5 細胞由来 IL28B
特異的発現変動遺伝子過剰発現及び発現抑
制細胞を作成した。これら細胞株に、分泌型
ガ ウ シ ア ル シ フ ェ ラ ー ゼ (Gaussia 
Luciferase:GLuc)産生ゲノタイプ 1a 型
(H77-GLuc)、ゲノタイプ 1a2a 型キメラ
(HJ3-5)、ゲノタイプ 2a 型(JFH-1)など種々
のHCVクローンを感染させた。GLucアッセイ、
リアルタイム PCR法による HCV-RNA 量の定量、
ウエスタンブロット法によるHCV蛋白発現測
定、感染性粒子の力価測定を行い HCV 複製能
を解析した。 
 
(3) IL28B 特異的に発現変動する遺伝子のノ
ックアウトマウス(KO)、トランスジェニック
マウス(Tg)の作成、解析を試みた。KO マウス、
Tg マウスの通常状態及び PolyIC、マウス IFN
投与後における免疫動態、肝内遺伝子発現解
析を行った。同時に IFN 応答性についても評
価した。 
 
４．研究成果 
肝線維化を伴う慢性 C 型肝炎患者では、IFN
に対する抗ウイルス効果が減弱することが
知られている。しかしながら IFN が効かなく
なる作用機序は不明であった。そこで申請者
は線維化促進因子である TGF-β に着目し、
TGF-βと肝細胞におけるIFN応答の関連性に
ついて検討し、以下のことを明らかにした。 
 
(1) IFN 治療抵抗性を示す IL28B マイナー型
患者群及び線維化の進行した患者群におい
て肝細胞における TGF-βや TGF-βレセプタ
ーの発現が有意に増加していた。更に、TGF-
βシグナルの伝達因子である SMAD と IFN 応
答抑制因子である FoxO3 及び SOCS3 の発現に
正相関が認められた。 
 
(2) 培養細胞を用いた検討から、TGF-βを処
置した肝細胞では JNK-cJun シグナルを介し
て、FoxO3 の発現が有意に増強することを明
らかにした。その結果、FoxO3 により発現が
促された SOCS3 は IFN 応答を強く抑制した。
更に、TGF-βは栄養センサー及び IFN 応答に
関わる mTOR シグナルの活性を減弱させた。
これらTGF-βによるIFN応答抑制はHCVの複
製を有意に増強させた。 
 
(3) TGF-βレセプターインヒビターを用いて
TGF-βシグナルを遮断させることにより、
IFN 応答性は改善し、更に DAA（ボセプレビ
ル）による抗 HCV 効果も増強させた。興味深
いことに、肝線維化に伴う肝低栄養状態の改
善に用いられる分岐アミノ酸(BCAA)は TGF-
βシグナル及び JNK-cJun シグナルを減弱さ
せた。その結果、TGF-βによる FoxO3, SOCS3
の発現増強機構は解除されIFN応答性が増強
した。BCAA においても、DAA による抗 HCV 効
果を有意に増強させた。 
 



本研究において、TGF-βが肝線維化に伴う
IFN 治療抵抗性を引き起こすメカニズムを解
明することができた。BCAA は栄養不良状態に
おける IFN 治療抵抗性の改善のみならず、
TGF-βによる治療抵抗性の改善においても
有用である。 
 
IFN応答・不応答を規定する因子としてIL28B
の遺伝子多型が同定されたが、IL28B が IFN
応答を制御する機序は十分に解明されてい
ない。そこで申請者は、HCV 感染培養細胞や
モデルマウス、臨床サンプルを用いて IL28B
の分子機構を解明することを目的とした研
究を行い、以下のことを明らかにした。 
 
(4) ヒト初代肝細胞に IFNα, IL28B, IFNα
+IL28Bを処置しDNAマイクロアレイ法を用い
て網羅的遺伝子発現解析、パスウェイ解析を
行った。興味深いことに、IL28B でのみ発現
が誘導される IL28B 特異的誘導遺伝子が 41
個存在した。更にパスウェイ解析から、IL28B
は Wnt/β-catenin, Notch, VEGF, Integrin
シグナルを特異的に抑制していた。IL28B は
抗ウイルスに働く IFNαと共通の機能がある
一方、IL28B 独自の機能的役割が存在するこ
とを明らかとした。 
 
(5) IL28B 特異的誘導遺伝子の中で最も顕著
に発現誘導された遺伝子が LECT2 であった。
LECT2 は主に肝細胞から産生される分泌タン
パク質である。LECT2 は好中球遊走能、細胞
増殖・分化などの機能的役割を有することが
報告されているが、抗ウイルス効果や IFN 応
答に対する役割は不明であった。HCV 感染培
養細胞を用いた検討から、LECT2 は抗ウイル
ス活性を示し、更に、興味深いことに LECT2
は ISGs を誘導するタンパク質であった。
LECT2 ノックダウン細胞では IFNαや IL28B
処置による ISGs の誘導が抑制される一方、
LECT2 過剰発現細胞では IFNαや IL28B によ
る IFN 応答性や抗ウイルス効果が増強した。 
 
(6) LECT2 の詳細な機能的役割の解明のため
LECT2 トランスジェニック（LECT2 Tg）マウ
ス及び LECT2 ノックアウト（LECT2 KO）マウ
スを作成した。これら Tg マウス、KO マウス
に Poly(I:C)を処置し免疫応答を解析した。
その結果、LECT2 Tg マウスは Poly(I:C)によ
る肝細胞での自然免疫応答を増強させた一
方、KO マウスにおいてはその応答性を減弱さ
せた。更に、LECT2 KO マウスに IFN を処置し
た結果、肝細胞における IFN 応答性が減弱し
た。LECT2 は肝細胞において自然免疫応答を
増強させる機能を有する分泌タンパク質で
あることを明らかとした。 
 
(7) 臨床サンプルを用いた検討より、慢性 C
型肝炎患者で肝細胞内の ISGs が高い症例で
はLECT2の発現が高いことが明らかとなった。
培養細胞やマウスにおける研究成果を裏付

ける結果である。 
 
本研究はIL28Bの機能的役割の解明を目的と
した。IL28B 特異的誘導分泌タンパク質であ
る LECT2 を同定した。HCV 感染培養細胞や
LECT2 Tg マウス、KO マウスを用いた検討か
ら、LECT2 は肝細胞の自然免疫応答を制御す
る因子であり、抗ウイルス活性を有すること
を解明した。自然免疫応答を抑制する宿主因
子は多数存在するが、自然免疫応答を増強さ
せる宿主因子の報告は少ない。本研究は HCV
感染症のみならず、他の感染症や免疫分野に
も発展性が広がる可能性があり学術的に意
義のある研究である。 
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