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論　文　内　容　の　要　　旨

　Ｃ型肝炎ウイルス（ＨＣＶ）が感染すると，その感染者は高率にＣ型陽性肝炎を発症する。感染後年月を経るに従いこれ

ら患者の多くが，肝硬変，および肝臓がんを発症する。我が国ではＨＣＶ感染者が約150万人と推定されているが, WHO

は人類の約３％がＨＣＶに感染していると推定している。Ｃ型慢匪肝炎患者に対して，主にインターフェロンを中心にした

治療がなされているが，この治療を受けてもその約半数からはウイルスを排除することができない。そのために新たな治療

方法の開発が期待されている。しかし，ＨＣＶを効率よく感染増殖させる培養細胞系の開発が遅れているために抗ＨＣＶ剤

の研究開発にも支障をきたしている。近年，特定の培養細胞に対して，ある種のＨＣＶゲノムのみが特異的に複製して，感

染性ウイルス粒子を放出することが明らかにされたが，本来の宿主である肝臓由来の樹立細胞に対する感染は極めて効率が

悪いために，抗ＨＣＶ剤開発のみならず，ＨＣＶの複製機構の解析の障害になっている。

　このような問題点を克服してＨＣＶの複製を解析することが可能な細胞を樹立する目的で，ヒト肝臓初代細胞を不死化す

ることで継代可能な培養細胞を樹立し，得られた細胞を用いてＨＣＶ感染実験を行った。さらにＨＣＶの増殖を制御してい

る種々の細胞側因子の中で，自然免疫に関与する因子のＨＣＶ複製に対する役割についても解析した。

　まず，生体肝移植時のドナーの肝臓組織から肝細胞を調製してSV40 LargeT抗原プラスtelomerase catalyticsubunit

（ＴＥＲＴ）あるいはhuman papilloma virus（ＨＰＶ）E6/E7プラスＴＥＲＴで不死化した。この操作により，効率よく不死化

細胞を樹立できたが, SV40 Large ＴプラスＴＥＲＴで不死化しか細胞は強い増殖性を示し，培養器材上で重なり合うよう

に増えたのに対して, E6/E7プラスＴＥＲＴで不死化した細胞は，増殖に対して接触阻害を示した。また肝臓細胞に特異的

な遺伝子の発現パターンの解析等により，後者は前者に比較して初代肝細胞の性質を長期にわたる培養の後にも良く保存し

ていることを明らかにした。

　次に　これらの不死化細胞を用いて，感染者血清あるいは感染性ゲノムに由来するＨＣＶの感染性を解析した。その結果，

感染効率に違いがあるものの，いずれのウイルスも感染性を示すことが示された。また, E6/E7で不死化した細胞のほう

が感染・複製効率が高かった。従って, E6/E7で不死化した細胞を用いて，以下に自然免疫とＨＣＶ感染との関係を調べ

た。

　インターフェロンによりＨＣＶ複製は抑制されることが知られている。そこで，インターフェロン産生のシグナルに関与

するインターフェロン制御因子３および7 (IRF-3, IRF-7)の中でＨＣＶ複製に関与する因子を解析した。上記細胞に

ＩＲＦ-3あるいはIRF-7のドミナントネガティブ変異体を産生させ，細胞内のこれらタンパク質の機能を抑制させた状態時

のＨＣＶ感染複製能を調べた。その結果, IRF-3の機能を抑制しても，ウイルス複製は影響を受けず, IRF-7の機能を抑

制させた細胞においてウイルス複製が高くなった。また，それぞれのタンパク質の発現を抑制するsiRNAでこの細胞を処

理した時にも同様の結果が得られた。以上ことから，本細胞においては，ＨＣＶ複製を抑制するインターフェロンシグナル

の活性化にはIRF-7を含む経路が重要であると考えられた。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－661 －



　以上の結果から，今回樹立したヒト肝臓由来の不死化細胞は，ＨＣＶの複製の分子機構の解析，およびウイルス複製を制

御する自然免疫機構の解析などに加え，抗ＨＣＶ剤開発の目的にも適していると考えられた。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　論文審査の結果の要旨

　感染者の血清に由来するＣ型肝炎ウイルス（ＨＣＶ）を効率よく感染増殖させる培養細胞系が存在しないためにHCV

のウイルス学的な研究や感染増殖を阻止するための新たな治療方法の開発研究が遅れている。学位申請者はＨＣＶが感染増

殖可能な新たな培養細胞を樹立し，この問題点を克服すること，また得られた細胞を用いてＨＣＶの感染増殖機構を明らか

にすることを目的とした研究を行った。高シュウ酸血症患者に対する生体肝移植手術時に摘出した患者肝臓組織から肝細胞

を調製して，これにhuman papilloma virus（ＨＰＶ）E6/E7およびテロメラーゼ等を導入して，初代肝細胞の性質を良く保

存した不死化細胞を樹立した。得られた細胞は，感染者血清あるいは感染性ゲノムを導入した細胞から産生されるＨＣＶに

感受欧を示した。次に，ＨＣＶ感染複製と自然免疫との関連を調べるために，本樹立細胞をインターフェロンシグナルに関

与するインターフェロン制御因子３および7 (IRF-3, IRF-7)のドミナントネガティブ変異体あるいはsiRNAを用いて，

これらタンパク質の機能を抑制させてＨＣＶ感染複製能を調べた。その結果, IRF-7の機能を抑制したときのみＨＣＶ複製

増加がみられた。以上から，本細胞においては, IRF-7を含む経路がＨＣＶ複製の抑制に重要であることが示唆された。

　以上の研究はＨＣＶの感染増殖機構の解明に貢献し，抗ＨＣＶ薬開発に寄与するところが多い。したがって，本論文は博

士（医学）の学位論文として価値のあるものとみとめる。

　なお，本学位授与申請者は平成19年１月15日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け，合格と認められたものである。
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