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「肝炎ウイルスによるシャペロン介在性オートファジーのハイジャックと分子病態」 

 神戸大学大学院医学研究科附属感染症センター感染制御学分野     勝二 郁夫 

 

１ 研究の背景と目的 

 C型肝炎ウイルス(HCV) 感染は高率に持続感染し、慢性肝炎、肝硬変、やがて肝細胞

癌を引き起こす。HCV 感染が糖代謝異常を引き起こし、肝線維化の促進、肝発癌のリス

クを高める。私共はHCVによる糖代謝異常の研究から、HCV感染がGLUT2 遺伝子転

写を抑制する(Kasai D, et al., J Hepatol, 2009)1, HCV NS5A蛋白質がHNF-1α蛋白質と相互

作用し、HNF-1αをリソソーム依存性に分解し、GLUT2転写抑制につながる (Matsui C et 

al., J Virol, 2012) 2, NS5A蛋白質のVal121がHNF-1αとの相互作用に重要である (Matsui C 

et al., J Gen Virol, 2015) 3ことを報告してきた。本研究では、HCV によるシャペロン介在

性オートファジー(Chaperone-mediated autophagy, CMA)の詳細な分子機構を明らかにし、

さらに新規標的因子を同定し、HCVによる新しい病原性発現機構の解明を目的とする。                                                                          

 

 

２ 研究方法・研究内容 

 HCV NS5A蛋白質の病原性における役割は以前より多くの研究者により解析されており、

130以上のNS5A結合因子が報告されている。データベース上のアミノ酸配列を基にCMA-

targeting配列のアルゴリズム解析から、40種類以上のNS5A結合因子がCMA-targeting 配列

を有していることを見つけている。そこで、本研究では約 40種類の標的候補因子からシャ

ペロン介在性オートファジーで分解される新規標的因子を同定し、ウイルスの病原性また

はウイルス増殖における役割を明らかにする。まず、HCV J6/JFH1感染培養系を用い、HCV

感染に伴う宿主因子の蛋白量変化をウエスタンブロット法で解析する。HCV 感染で著減す

図 1. HCV感染によるHNF-1αの

シャペロン依存性オートファジー                      

 

HCV NS5A蛋白質が細胞内の転写

因子 HNF-1α と相互作用し、

HSC70 と HNF-1α 上の CMA-

targeting motif の結合を促進し、 

HNF-1α のリソソームへの輸送を

促進し、リソソーム酵素で分解す

る。 
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る因子に対して、CMA-targeting配列への遺伝子変異を導入して、安定性やHSC70との相互

作用の変化を解析し、新規標的因子を同定する。次にそれらの因子のHCVの病原性やウイ

ルス増殖における役割を解析する。 

 

「研究方法」 

a) 標的候補因子の解析 

HCV感染細胞において 70種類あるNS5A結合因子の蛋白質量への影響をウエスタ

ンブロット法で解析し、候補因子をスクリーニングする。 

b) 阻害剤による解析 

リソソーム酵素阻害剤（Pepstatin A）やオートファジー阻害剤（NH4Cl, Bafilomycin 

A1）の候補蛋白質の分解への影響を解析する。 

c) 変異体による解析 

候補蛋白質上のCMA-targeting配列にアミノ酸変異を導入し、HSC70 との相互作用

および、リソソーム依存性蛋白質分解への影響を解析する。 

d) NS5A要求性の解析 

HCV NS5A存在下、非存在下における候補蛋白質とHSC70の相互作用およびHNF-

1α蛋白質分解へ及ぼす影響、細胞内局在を解析する。 

e) 病態生理学的意義の解析 

RNAi で候補因子をノックダウンし、細胞増殖、HCV 増殖への影響を解析する。 

 

３ 研究成果 

HCV 感染による HNF-1α 分解の詳細な

機構を解析し、HNF-1α の POUs ドメイン

に存在する、QREVVがCMA-targeting motif

であることを明らかにした。NS5AがHNF-

1αとHSC70の相互作用を増強し、HNF-1α

のリソソームへの移行を促進させ、リソソ

ーム依存性分解が促進されることを解明

した（Matsui C et al., J Virol, 2018）4 （図

1）。次にCMA依存性分解の新規基質の候

図 2. HNF-α と HNF-1β の POUs ドメインの

アミノ酸相同性 
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補因子をスクリーニングした結果、新規基

質としてHNF-1β を同定した。アミノ酸配

列を比較したところ、HNF-1α と HNF-1β

の POUs ドメインは 75%のアミノ酸相同

性を有した（図 2）。また、HNF-1β には

CMA-targeting motifの規則に合致する配列

が 4箇所認められた。候補配列のグルタミ

ン残基をアラニン残基に置換し、変異体

HNF-1β 発現プラスミドを作成した。それ

ぞれの Q→A 変異体を作製した。Huh-7.5

細胞にトランスフェクトし、anti-HSC70抗体で内在性HSC70を免疫沈降したところ、FLAG-

HNF-1β は共沈し、他の三つの変異体は共沈したが、FLAG-HNF-1β Q136Aのみ共沈しなか

った。さらにHCV感染細胞でHSC70と FLAG-HNF-1β の相互作用を解析したところ、HCV

感染により両者の相互作用が増強した。一方、FLAG-HNF-1β Q136Aは共沈しなかった。ま

た、HCV 感染細胞において HNF-1β の蛋白質量は著明に減少した (図 3)。リソソーム酵素

阻害剤のNH4Clにより、HNF-1β の蛋白質量は増加した。また、LAMP-2Aを siRNAでノッ

クダウンしたところ、HNF-1β の蛋白質量は回復した。以上より、HNF-1β はHCV 感染によ

るCMA依存性蛋白質分解の新規基質であると結論した。HCV 感染に伴うHNF-1β のCMA

依存性分解の生理的意義については現在、解析中である。 
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４ 生活や産業への貢献および波及効果 

  HCV感染によるシャペロン依存性オートファジーの活性化により、HNF-1αとHNF-1β が

選択的にリソソームで分解されることを明らかにした。この分解機構にはHCV NS5Aと相

互作用し、HSC70と結合する宿主因子で、CMA-targeting motif を有することが重要であるこ

とが明らかとなった。そして、これはHCVによる新規病原性発現機構として機能すること

が考えられた。今後はさらに新規標的因子を同定すると共に、この分解機構を抑制するよう

な小分子を開発することで HCV の病原性の抑制法の開発へとつなげることが期待できる。

HCV に対するDAA 治療法の奏功率が 90%以上と目覚ましい治療の進歩があるが、SVR 後

肝癌という新たな問題が注目されており、宿主因子を標的にした新規HCV治療法の開発は

将来のC型肝癌の新規治療法の端緒となることが期待される。 

 

 


