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研 究 成 果 の 概 要

H C V ( g e n ot y p e l b) 全長遺伝子 の c D N A をT 7 R N A ポ リ メ ラ
ー ゼ プ ロ モ ー タ ー の 下流 に結合 し

た発現 ベ ク タ ー をリ ボ フ ェ ク シ ョ ン法で H C V 高感受性 の ヒ ト肝細胞由来I M Y - N 9 細胞に遺伝子導

入 し, さ ら にT 7 R N A ポリ メ ラ
ー ゼ発現組み換えア デ ノ ウイ ル ス を感染させ る こ と により, 細胞培

養上 宿中に高濃度のⅢC V R N A が産生され る こ とをr e al ti m e R T - P C R 法で確認し, 細胞内で の H C V

の 構造蛋白質と非構造蛋白質の 発現を特異的な m o n o cl o n al 抗体を用 い た W e st e r n bl o t 法によ っ て確

認 した . 更 に, こ の 培養上清か らシ ョ 糖密度勾配遠心法で H C V 粒子の 分離 ･ 精製を行 い , H C V R N A

と H C V c o r e 抗原の 定量測定と免疫電子顕微鏡的検討に よ るH C V 粒子の 超微形態観察を行うこ とに

よ っ て , C 型肝炎ウイル ス 粒子の 産生を証明 した .

こ の H C V 含有培養上清を感染材料と して, I M Y
-

N 9 細胞, 肝癌細胞株H u h 7 .5 細胞とⅢC V 非感受

性の サル 腎由来細胞株C O S 7 細胞な どの培養細胞に添加 し, 試験管内感染実験を行 っ た . 細胞内の

ⅢC V R N A は す べ ての 細胞で感染材料添加後24 時間で 陰性化 して い て, 各細胞内で のⅢC V の増殖を

確認す る こ とはで きなか っ た が, 培養上清の 経時的検討で は , I M Y - N 9 細胞は感染材料添加後48 時

間まで , H u h 7 .5 細胞は添加後24 時間までⅢC V R N A が 陽性で ある の に対 し, H C V 非感受性の 陰性コ

ン トロ
ー ル であるC O S 7 細胞 で は24 時間後にⅢC V R N A はすで に陰性化 して い て , 異なる推移を示 し

た .

今回報告 したI M Y - N 9 細胞を用 い た H C V 産生細胞シス テ ム は成熟した H C V 粒子を産生
･ 放出 して

い て , ヒ ト肝細胞由来培養細胞は こ の 系で 産生され たⅢC V に対してある程度の 感受性を有して い る

ように思われた が, ⅢC V の ライ フサイク ル を解明す るた め に は, H C V に対 してよ り感受性の高 い 細

胞株を開発 して , さらに効率の 良い 試験管内感染 ･ 増殖系を樹立する こ とが必要である と考えられ

た .
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研 究 目 的

ヒ ト肝細胞とH e p G 2 細胞の ハ イブ リ ド
ー

マ で あるI M Y - N 9 細胞を用 い て , T 7 R N A ポリ メ ラ ー

ゼ プ ロ モ ー タ ー の 下流 に全長H C V c D N A を結合 した発現 ベ ク タ ー をト ラ ンス フ ェ ク シ ョ ン し, さら

に こ の 細胞にT 7 R N A ポ リ メ ラ ー ゼ発現組み換えア デノ ウイ ル ス を感染させ ると, こ の 細胞内で効

率よ くⅢC V が増殖す る こ とが確認され て い る .

本研究で は, こ の トラ ンス フ ェ ク シ ョ ン
･ イ ン フ ェ ク シ ョ ン法によ っ て得た H C V 粒子を含むこ の

I M Y
-

N 9 細胞上清を用 い て , I M Y- N 9 細胞, 肝癌細胞株H u h 7 .5 細胞, サ ル 腎由来細胞株C O S 7 細胞

など - の 試験管内感染性に つ い て検討 した .

研 究 方 法

H C V ( g e n ot y p e l b) 全長遺伝子の c D N A を T 7 R N A ポ リメ ラ
ー ゼ プ ロ モ ー タ ー の 下滝 に結合し

た発現 ベ ク タ ー をリ ボ フ ェ ク シ ョ ン法に より, H C V に高感受性を示 す ヒ ト肝細胞 由来I M Y
-

N 9 細

胞 (東京都神経科学総合研究所
･ 保井孝太郎博士よ り供与) に遺伝子導入し, さらに こ の 細胞に

T 7 R N A ポリ メ ラ
ー ゼ 発現組み換えア デ ノ ウイ ル ス を感染さ せ る こ とによ っ て, 高濃度の ⅢC V R N A

を含有する細胞培養上宿を得た .

細胞内の H C V の 構造蛋白質お よ び非構造蛋白質の 発現 の 有無 に つ い ては , ⅢC V 関連蛋白に特異的

な m o n o cl o n al 抗体を用 い た W e s t e r n bl o t 法により検討 し, 培養上清中の H C V R N A に つ い て は, r e al

ti m e R T - P C R 法に よる 定量測定を行 っ た .

こ れ らの 検討によ っ て , I M Y - N 9 細胞内の H C V 関連蛋白質の 発現 と細胞培養上暗中 へ の 高濃度

の H C V R N A の放 出を確認し, こ の 培養上清か ら シ ョ 糖密度勾配遠心 法に よりⅢC V 粒子の 分離 ･ 精

製を行っ た .

シ ョ 糖密度勾配遠心 は 6 m l の 1 0 % - 60 % ( w / w ) 連続 シ ョ 糖密度勾配溶液上 に培養上 清を重層 し,

1 5 0
,
000 g で2 0 時間遠心 した . 管底か ら50 0 〟1ず つ 試料を採取 し, こ れ らの 分 画をH C V R N A とⅢC V

c o r e 抗原の 定量測定と電子顕微鏡 的検討の ため の 試料 とした .

電子顕微鏡 的検討 は通常 の 透過電子顕微鏡法と小原道法博士 ( 東京都臨床医学総合研 究所) より

供与された抗H C V 抗体を用 い た金 コ ロ イ ド免疫電子顕微鏡法に よ っ て行 っ た .

こ の H C V 含有培養上清を感染材料 と して , I M Y - N 9 細胞, 肝癌細胞株Ⅲu h 7 .5 細胞, H C V 非感受

性 の サ ル 腎由来細胞株C O S 7 細胞などの 培養細胞に添加 して試験管内感染実験を行 い , 培養細胞内

お よ び培養上 清中の ⅢC V R N A 量を測定し, ⅢC V の 感染状況に つ い て評価を行 っ た .
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成 績

( 1 ) H C V c D N A を トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン したIM Y - N 9 細胞 内のH C V 構造蛋白質および非構造蛋白

質の 発現と培養上清中の H C V R N A 量

全長H C V c D N A をト ラ ンス フ ェ ク シ ョ ン し, さ ら にT 7 R N A ポ リ メ ラ
ー ゼ発現組み換 えア デ ノ ウ

イ ル ス を感染させ たI M Y - N 9 細胞に つ い て , 抗 H C V - C o r e , E l , E 2 , N S 3 , N S 4 a
'
b
,
N S 4 b

,

N S 5 a . N S 5 b の 各抗体を用 い た W e s t e r n bl ot 法 によ る解析を行 い , I M Y - N 9 細胞内 に. 予測 され

たサイ ズ に切 断さ れ たH C V 構造蛋白質およ び非構 造蛋白質の 発現を確認する こ と がで きた ( 固 1 ) .

各レ ー

ン 横の 矢印は予測 され る各H C V 蛋白の バ ン ドの 位置を示 して い る .

R e al ti m e R T - P C R 法によ り測定し たI M Y - N 9 細胞培養上 宿 中の H C V R N A 量 は1 .1 x l O8 c o pi e s
ノ

m l であ っ た .

図1 : トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
･ イ ン フ ェ ク シ ョ ン法による M Y-N 9 細胞内での H C V 構造

蛋白質および非構造蛋白質の発現 ( W e s t e r n bl ot 解析)

( 2 ) シ ョ 精密度勾配遠心 法に よ るH C V 粒子 の精製

E C V 陽性I M Y - N 9 細胞培養上 宿 ( H C V R 6 - R z) か らシ ョ 精密度勾配超遠心法で分画 した試料 の

H C V c o r e 抗原は比重1 .04 , 1 .12 , 1 .2 3 g
∫

/

mi の 3 つ 分画に ピ ー ク が認められ, H C V R N A は1 .1 2 g
'

m l

の 分画 に ピ ー ク を認め た ( 国 2 A ) .

H C V R 6 - R z を l 0/a N P 4 0 で処理した培養上 清 ( H C V R 6 - R z + N P 4 0) をシ ョ 糖密度勾配超遠心法

で 分画 した試料で は, H C V c o r e 抗原と H C V R N A の ピ
ー

ク は1 .12 g
'

m l か ら1 . 23 g . mi に移動 した ( 図

2 B) .
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図 2 : H C V 粒 子 の 精製 ; ( A) H C V 陽性IM Y- N 9 細胞培養上着 (H C V R 6 - R z) と (B)

H C V R 6- R z の N P 4 0 処理 検体(H C V-R 6 + N P 4 0) の シ ョ 糎密度勾配遠心分画

( 3 ) 細胞内および培養上清中のH C V 粒子の電子 顕微鏡的検討

l･IC V 陽性I M Y - N 9 細胞 の 透過電 子顕微鏡 観察で は小胞体 の 内部 に直径5 5 - 6 5 n m の ウ イ ル ス 様

粒了一が観察され ( 国 3 a) , 金 コ ロ イ ド免疫電子顕微鏡 では抗E l ,
E 2 抗体と特異 的に反応する直径

5 5 - 6 5 Il n 1 の ウイ ル ス 粒子を確認する こ とが できた ( 図 3 b) .

細胞培葦上括の 免疫 電子顕微鏡で は ,
1 .12 g / m ト 1 .1 6 ど/ mi の シ ョ 糖密度勾配分画で抗 E l 抗体 ( 図

3 c) と抗E 2 抗体 ( 図 3 d) に特異的に反応 し. 5 rl m の 金 コ ロ イ ド粒子が結合 した5 5-6 5 n m の ウイ ル

ス 粒子が観察され た .
これ らの 分画試料をネ ガテ ィ プ染色 して観察する と微細 なス パ イ クを有する

55-65 n m の ウイ ル ス 様粒 子が確認さ れた ( 図 3 e) .

培養上宿 の 遠心分画試料の 凍結融解を 2 回線り返した 後の 検体で は , 3 5 n m の ウイ ル ス粒子の 内

部 コ ア 様構造が視覚化され た ( 図 3 f) . また, 培養上清をN P 40 処理 した検体 の シ ョ 糖密 度勾配遠心

分画の うち, 比重1 .23 ど/ mi の 分画で は30 -3 5 n m の 粒子が 抗H C V c o r e ポ リク ロ
ー

ナ ル 抗体 で凝集 し,

金 コ ロ イ ド粒子の 特異的な結合像を認め る こ と がで きた ( 図 3 g) .

` ㌔ ′ ■ . I

㍗ / _
_ 滋野

図 3 : ‡M Y- N 9 細胞内および培養上着中の H C V 粒子 の 電子顕微鏡像



( 4 ) H C V 陽他 M Y
- N 9 細胞培養上溝のI M Y

- N 9 細胞, 肝癌細胞株H u h 7 .5 細胞, C O S 7 細胞 へ の試

験管内感染性の検討

H C V 陽性培養上浦を感染材料と して 各細胞培地 に添加 し, 試験管内感染成立とウイル ス 増殖の 評

価を行うた め , 細胞培養上清中お よび細胞内のⅢC V R N A 量を経時的に定量 した .

培養上 清を経時的に採取 して検討すると, I M Y - N 9 細胞で は感染材料添加後48 時間まで , H u h 7 .5

細胞で は添加後24 時間までⅢC V R N A が 陽性で あ っ た が , それ以後は陰性化した . ⅢC V 非感受性の

陰性 コ ン ト ロ ー ル で あるC O S 7 細胞で は感染材料添加後24 時間にH C V R N A はすで に陰性化 して い た

( 図 4) .

細胞の ホ モ ジ ュ ネ - トを用 い た細胞内H C V R N A 測定で は , 検討対象と したす べ て の 細胞にお い て

感染材料添加後24 時間に はⅢC V R N A は陰性化 して い て, 細胞内で の ⅢC V の増殖を確認できる レ ベ

ル の H C V R N A は検出する こ とがで きなか っ た .

I M Y - N 9 H u h 7 .5 C O S 7

I
=

-

:
_

-

: _ _ = _ =_ _i: =

=_ _ =

,
= _ =_

=

=

:

_

;

_ =

_

_ = _ =_

図 4 : H C V 添加後の各種細胞培養上清中の H C V R N A 量(c o pie s/ m l) の 経時的推移

考 察

C 型肝炎ウイル ス ( H C V) は ヒ トで の 持続感染によ り, 慢性肝炎, 肝硬変, さらに肝細胞癌を起

こすこ とが 明らか とな っ て い る が, 感染機序や病態に つ い て は依然不明なこ と が多い . H C V が 同定

され た 後, 効率的なH C V 増殖細胞系とH C V 感染動物モ デ ル の 開発 が試み られ , ⅢC V r e pli c o n 細胞

( 1 , 2 ) や キ メ ラ マ ウス , キ メ ラ ラ ッ トな どを用 い た H C V モ デ ル( 3 .
4 ) が報告され て い る が, H C V

の細胞へ の 吸着, 侵入, 増殖, 放出の段階を評価するた め に は完全な実験系と は言えな い .

I M Y - N 9 細胞 はⅢC V の感染性が証明された ヒ ト肝細胞由来の細胞株で あり( 5 ) , 今回, こ のI M Y -

N 9 細胞 に強制的 にH C V c D N A を遺伝子導入 し, さ らに組み換 えアデ ノ ウイ ル ス を感染させ る こ と

によ っ て, 試験管内で効率よ くⅢC V 粒子 を産生さ せ る こ と が可能で あ っ た . こうして産生され た

H C V 粒子を各種培養細胞 に試験管内で添加す ると, I M Y
-

N 9 細胞や H u h 7 .5 細胞な どの 肝細胞由来

細胞 の培養上清中で は , それ ぞれ48 時間後, 2 4 時間後まで H C V R N A が 陽性 で あ っ た が, H C V 非感

受性の C O S 7 細胞で は2 4 時間後にⅢC V R N A がすで に陰性化 してお り, 異なる推移を示 した . しか し

な が ら, I M Y - N 9 細 胞やⅢu h 7 .5 細 胞な ど の 肝 細 胞由 来細 胞 株 の 培養細 胞 ホ モ ジ ュ ネ -

ト の
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H C V R N A の 解析で は, 細胞内 へ の H C V の 感染と増殖を証明する こ と はで きなか っ た .

こ の 原因と して 2 つ の 可能性が考え られ る . すなわち, 産生さ れた H C V 粒子が 完全なもの で なく,

細胞 へ の 侵入を担う エ ン ベ ロ ー プ上 の要素が不完全 である可能性 と, 使用 した感染実験用の 細胞株

が産生され たH C V 粒子に対する レ セ プタ ー 保有 して い ない 可能性 である . 今研究の W e st e r n bl o t 法

によ る H C V の構造蛋白質と非構造蛋白の 発現の 確認や培養上 暗中 へ のⅢC V R N A 放出, H C V R N A 含

有培養上清の シ ョ 糖密度勾配分画法によ る ウイ ル ス 粒子の 浮遊密度の 確認, H C V 粒子 の免疫電子顕

微鏡 的形態観察な どの 検討結果 は, C 型慢性肝炎患者血清か ら分離 ･ 同定され た H C V 粒子 ( 6) の

所見と
一 致するもで あり, 完全なH C V 粒子を産生 して い る と考えられた こ とか ら, 前者の 可能性は

否定的で ある . 後者に つ い て は, こ れ まで の 報告か らI M Y - N 9 細胞と H u h7 .5 細胞 はある程度の ⅢC V

感受性を有して い る と思われ る が, これ らの 細胞にお けるH C V レ セ プ タ ー の 候補 として推測され て

い るC D 8 1 ( 7 ) やS R B l ( 8 ) な どの 発現 につ い てさらに解析を行う必要 があるで あろう.

今回報告したI M Y - N 9 細胞を用 い たH C V 産生細胞シス テム は成熟した H C V 粒子を産坐, 放 出して

い て, ヒ ト肝細胞由来培養細胞は こ の系で産生された H C V に対 して ある程度の 感受性を有して い る

ように思わ れ たが, H C V の ライ フ サイク ル を解明す るため に は, H C V に対 して より感受性 の 高い 細

胞株を開発 して , さ らに効率の 良い 試験管内感染 ･ 増殖系を樹立す る こ とが必要で あると考えら れ

た .
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