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アブストラクト 

 

本論文第 1章では，HCV複製と HCV 複製を制御する宿主因子について記述した． 

 近年，日本における死亡率の第一位となっているがんは，2人にひとりは罹患するとされ，約

3 人にひとりは何らかのがんにより死に至る疾患である．このうち肝臓がんは，常に上位 6 番目

以内に位置しており年間約 2.5 万人が肝臓がんで死亡しているが，原因の 70～80%が C型肝炎ウ

イルスの感染によるものである．C 型肝炎ウイルスの治療は，当初大変副作用の大きいインター

フェロン治療を 1 年間続けても，ウイルスを排除できる可能性は 5%未満であった．これには，

HCV の遺伝子タイプ（genotype）が７種類存在し， 変異しやすいということが大きくかかわっ

ている．2014 年から開始されたインターフェロンフリー経口剤治療は，血液中の RNAが長期に

わたり陰性化となる率が 95%以上という画期的な治療である．しかし，この治療法は慢性肝炎と

初期の肝硬変（代償性肝硬変）の患者に限られており，肝機能に負担がかかることがあるため，

肝機能の良くない人では使用できず，また HCV 遺伝子に変異があると治療効果が低下すること

がわかっている．これらのことから，耐性株出現の問題や genotype の違いに起因する効果の減弱

など，さまざまな問題が克服できることが期待される宿主因子を標的にする治療法や治療薬剤が

注目されている．そこで本研究では，HCV 複製に関与する宿主因子及び宿主の生存シグナリン

グを標的にした生理活性物質の利用と，その作用機序の解析を目的とした． 

 本論文第 2 章では，宿主内因子及びプロスタグラジン A1 （PGA1）による抗 HCV 活性と作用

機序の解明について検討した． 

 PGA1は生体内に存在する生理活性物質であり，その作用は多岐にわたっている．宿主となる

ヒト細胞の膜リン脂質は細胞壁を健全に保ち，炎症，痛み，腫れの調整やアレルギー反応，各種

ホルモンの産生などに関係しており，近年では，APOBEC3G（apolipoprotein B mRNA editing 

enzyme, catalytic polypeptide-like 3G； アポリポプロテイン B mRNA 編集酵素）という，一本鎖

DNAに作用してシチジンをウリジンに変換（脱アミノ化）する反応を触媒する酵素が活性化す

るにより，HIV の複製を酵素活性依存的に抑制することが報告されている．これらのことから，

PGA1が HCVの翻訳制御にかかわる機能を有するかを検討した．その結果，PGA1は細胞毒性を
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伴うことなく HCV 株の JFH1感染細胞で抗 HCV 活性を示し，その抗 HCV 活性は翻訳開始とな

る HCV-IRES 依存的な翻訳制御をすることを見出した．さらに，HCV翻訳に関わる翻訳開始因

子への影響を検討したところ，PGA1は HCV の翻訳開始に重要な宿主因子，eIF3s，r40S と結合

することを見出した．この結合は HCV-IRES RNA上において PGA1/eIF3s-r40S/HCV-IRES RNA 複

合体を形成することで，HCV-IRES 依存的な翻訳阻害が起切ることを本章で明らかとした． 

本論文第 3章では，天然色素であるビオラセインによる抗 HCV 及び抗腫瘍活性とその作用機序

の解明について検討した． 

 天然色素であるビオラセインは，微生物が産生する鮮やかな青紫の色素として知られ，天然の

青色素では数少ない染料として繊維に吸着する性質を有している．この青紫色素は 通常 2 つの

物質の混合物として存在し，主成分がビオラセイン，少量含まれる物質がデオキシビオラセイン

と名付けられて化学構造が決定されている．デオキシビオラセインは生物活性や生理的活性は確

認されていないが，ビオラセインは抗菌活性などの幅広い生理的活性を持っており機能性色素と

して注目されている物質である．2013 年に当研究室は，茨城県の土壌から青紫色のコロニーを

形成する細菌 C． violaceum VP2 株を分離することに成功した．その C． violaceum VP2 株から抽

出した青紫色素を，溶出時間や分子量の違いから数種類のサンプル分離を行って得られた分画に

ついて構造決定を行った結果，デオキシビオラセインとビオラセインであることを報告してい

る． 

 そこで本章では，細菌 C． violaceum VP2 株の産生するビオラセインの抗 HCV ならびに抗腫瘍

活性とその作用機序の解析を試みた． 

 はじめに，ビオラセインの HCVに対しする抗ウイルス作用の有無について検討を行った．そ

の結果，ビオラセインは HCV-IRES と HCV タンパク質の NS5A タンパク質の増殖を抑制した．

ビオラセインが HCV-IRES と NS5A タンパク質を抑制したことからその作用機序の解析を行うこ

ととした． 

 ビオラセインの細胞毒性について，培養標的細胞である Huh7 細胞（ヒト肝癌由来細胞株）と

NNC#2 細胞（HCV RNA持続感染 Huh7 細胞）を用いて行ったところ，両細胞で細胞死を誘導す
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ることを見出した．すなわち，ビオラセインは Huh7 細胞に対して抗腫瘍効果，一方，NNC#2細

胞に対しては抗 HCV 効果を示した． 

 細胞死には，大きくアポトーシスとネクローシスの 2 種があり，システインプロテアーゼであ

るカスパーゼが関与している．ビオラセインによって誘導される細胞死がこの 2 種類のどちらか

を検証するため，細胞染色と細胞内での活性化カスパーゼの出現について解析した．ビオラセイ

ン処理細胞を生細胞染色色素，及び死細胞染色色素を同時に用いることにより蛍光顕微鏡下での

観察を行った結果，細胞死はビオラセイン濃度依存的なアポトーシスの誘導によって起こること

を明らかにした．さらに，活性化カスパーゼの検出では，TNFR ファミリーが誘導するカスパー

ゼ 3 によるアポトーシスであることを証明した．以上のことから細菌 C． violaceum VP2 株の産

生するビオラセインは，抗 HCV 活性と抗腫瘍活性を有することを明らかにした． 

 以上本研究において，PGA1は HCV の翻訳開始に重要な宿主因子である eIF3s，r40S と結合す

ることを見出した．この結合は HCV-IRES RNA 上で PGA1/eIF3s-r40S/HCV-IRES RNA複合体を

形成し，この複合体は HCV-IRES 依存的な翻訳阻害であることを明らかにした．さらに，細菌

C． violaceum VP2 株が産生するビオラセインは Huh7 細胞に対して抗腫瘍効果を， NNC#2 細胞

においては抗 HCV効果を示すことを見出した．その作用機序は TNFR ファミリーに誘導される

カスパーゼ 3 によりアポトーシスを誘導して，その機能を発揮することを明らかにした． 

 これらの知見は，宿主因子及び宿主細胞の生存シグナリングを標的とするような，新たな肝炎

ウイルス治療の開発につながると期待される． 
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第 1 章 HCV 複製と宿主因子の関係 

第 1 節 Hepatitis C virus (HCV)について 

1-1 HCVの研究 

 C 型肝炎ウイルス (Hepatitis C Virus: HCV) は，発見が比較的新しい病原ウイルスで，1989 年

に Houghuton ら米国カイロン社の研究グループによって，非 A 非 B 型ウイルス性肝炎の原

因として分子生物学的手法から同定された [1] 一本鎖 RNA ウイルスである．今日，一般的と

される HCV ゲノムの RNA 構造を図 1-1 に示した．ウイルス由来の RNA dependent RNA 

polymerases が，複製時の変異修復機構を持っていないことから，HIV などと同様に遺伝子塩

基配列の変異が蓄積していくウイルスである．HCV は，従来知られていた A 型肝炎ウイルス 

(HAV) [2] や，B 型肝炎ウイルス (HBV) [3] のように，免疫血清学的手法や免疫電子顕微鏡によ

り確認さたウイルスではなく，ウイルスの RNA ゲノムの断片をクローニングするという技

術の進歩と共に発見されることとなった． 現在確認されている A，B，C，D，E の 5 種類の

肝炎ウイルスの中で，血液感染が主な伝播経路であるのは HBV，HDV，HCV である． これら

は往々にして慢性肝炎に移行して肝硬変から肝細胞がんを発生させる． 特に HCV は種特異

性が高く，感染宿主はチンパンジーとヒトにのみであるとされ，ウイルスが発見されて 10

年後の 1999 年にようやく，HCV サブレプリコンシステムが報告され，培養細胞を用いたウ

イルスゲノム複製機構の解析が可能となって以降，HCV の研究は飛躍的に進歩した[4]． 

2005 年には感染性ウイルスである JFH-1 株の RNA を肝がん細胞由来の Huh-7 細胞に導入す

る手法が確立された [5] ．れら培養細胞系による技術の進歩から HCV の複製増殖に関わる宿

主側の因子が次々と明らかにされてきているが，いまだすべてが解明されてはいない．  
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1-2 HCV genotype と増殖 

 HCV は長らく，6 種類の genotype であると報告されていたが[6]，2016 年頃より 7 つの

genotype が特定され [7]，現在は国際ウイルス分類委員会（International Committee on 

Taxonomy of Viruses; ICTV)より，2019 年に分子系統解析によって 7 つの genotype と 90 の

subtype に分類されている．しかし現在も割り当てられていない genotype も存在すると言わ

れている． HCV は地域によって異なっており，世界の主な地域における HCV genotype は，1

型および，2 型は世界中に分布する最も主要なタイプで，3 型は主に静脈注射による麻薬使

用者（IDU）の注射針を共有する行為によって感染拡大が示唆されており，欧米（南米含

む），オーストラリアやタイで多く報告されている．また，特定の地域のみで見出される地

域限局型とされるのは，4 型のエジプトや中近東，5 型の南アフリカ，6 型は香港，ベトナ

ム，タイ，カンボジア，ミャンマーなどの南アジアで広く報告され，最も多くの subtype が

存在すると言われている．こうした地理的分布の異なる遺伝子型により予後や治療効果に相

違がみられ，現在では遺伝子型分類は臨床的にも必須と考えられている． 

 宿主内における HCV は，肝臓において吸着，侵入・脱殻，翻訳・切断，複製，粒子形成，

分泌というサイクルで，ヒト体内の因子を利用し，かつ，ヒトの免疫機構をすり抜けて増殖

している．細胞吸着においては，CD81,Claudin 1,などのレセプター因子を介して細胞内に侵

入する． 脱殻後，ゲノム RNA から 5’末端の配列内リボソーム進入部位(Internal Ribosome 

Entry Site: IRES)依存的に，約 3000 アミノ酸からなるウイルス前駆体タンパク質が翻訳され

る． 図 1-2 に示すように HCV IRES 依存的な翻訳には，mRNA の遺伝情報からタンパク質へ変

換する機構の翻訳が行われる場である 40S リボソームと，翻訳開始因子である eIF3 が IRES 

に結合する．この時，eIF3c は Hsp90 と相互作用してより安定した複合体を形成する．その

後 tRNA，eIF2 を含む ternaly complex (TC)や eIF4，PTP，La タンパク質などの因子が複雑な複

合体を形成しウイルスタンパク質の翻訳を開始させる．つぎに宿主細胞およびウイルス自身

のプロテアーゼにより前駆体タンパク質が切断され，図 1-1 に示すように構造タンパク質
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(Core，E1，E2)と非構造タンパク質(NS2，NS3，NS4A，NS4B，NS5A，NS5B)の機能的な 10 種

類のタンパク質が産生される[8，9] ．ウイルス RNA の 5’末端，3’末端にはそれぞれ約 340 塩

基，約 50 塩基よりなる非翻訳領域が存在し，5’末端の IRES は，HCV の前駆体タンパク質の

翻訳に関与する． 3’末端にはその翻訳の終止コドンがある． 構造タンパク質 E2 と非構造タ

ンパク質 NS2 の間には p7 タンパク質が存在しているが，このたんぱく質は構造タンパク質

と非構造タンパク質のどちらに属するタンパク質か明らかになっていない．  

 複製においては，phosphatidylinositol-4 kinase-Ⅲβ(PI4KⅢβ) が IP をリン酸化して PI4-

phosphate (PI4P)の産生を行い，膜の湾曲や安定性に関与し ，さらに NS5A と結合して活性化

し RNA 複製複合体を形成している．また，粒子形成においては，脂肪滴上に局在する core

タンパク質は diacylglycerol O-acyltransferase 1(DGAT1)が関与しており，NS5A を介した複製複

合体の脂肪滴への移行には DGART1 と Rab18 の２つの宿主内因子が関与しているとの報告が

ある[10] ．  

 HCV の機能に関して最も重要なのは両末端の非翻訳領域で，その 5’UTR 側の約 341 塩基の

配列は HCV 株間でよく保存されている．この領域は多くのステムループ構造を持った 4 つ

の主なドメイン (domain I-IV) 及び pseudoknot と呼ばれる特徴的な二次構造からなり，5’末端

キャップ構造非依存的な翻訳に関わる IRES を有する．また，5’UTR の IRES 上流遺伝子配列は

ウイルス複製に，IRES 領域の配列は複製の効率に関与し，特に IRES のステムループ II が複

製に必須ということが判明している[11] ．ウイルスの 5’UTR には肝臓特異的マイクロ RNA 

(miR-122)が結合し，HCV RNA 複製調節に関与している[12]． 3’UTR は短い可変領域，約 80 塩

基長の poly(U/UC) stretch，及び 98 塩基長の 3’X 領域から構成され，その長さは 200-235 塩基

とウイルス株により大きく異なっている[13]が，レプリコンシステムを用いた実験から

poly(U/UC) stretch 及び 3’X 領域がゲノム複製に必須であることが示されている[14]．細胞内

に放出されたウイルスゲノムは，タンパク質翻訳の鋳型となるとともにウイルスゲノム複製
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の鋳型となることから，翻訳と複製は適切に調節されていると考えられているが，詳細には

明らかになっていないのが現状である．  

 

1-3 ウイルスの構造タンパク質と非構造タンパク質 

(1) Core 

 HCV-IRES から続く前駆体タンパク質の N 末端に位置するコアタンパク質(Core)は，その遺伝

子配列の異なる 7 つの遺伝子型のウイルス間で高く保存されている．コアタンパク質は宿主細胞

の小胞体 (endoplasmic reticulum: ER) ，脂肪滴，ミトコンドリアに結合して細胞質に局在しおり，

ウイルス粒子形成だけでなく，アポトーシス，脂質代謝，細胞内情報伝達系，細胞やウイルス遺

伝子発現，細胞のトランスフォーメーションなどにも影響を与えていることが知られている

[15]．  

(2) E1，E2 

 ウイルスが細胞膜への吸着おいて重要な役割を果たす E1と E2 は，糖鎖タンパク質であり宿主

細胞の脂質膜とともにウイルス粒子の外被 (エンベロープ) を構成する． E1 と E2の C 末端膜貫

通領域にはヘアピン構造が形成されており，宿主の ER 膜を二度貫通していることから ER内腔

に存在するシグナルペプチダーゼで切断される．膜貫通領域はウイルス内にある ER 貯留シグナ

ルによって，ER と複合体を形成する[16，17]．  

(3) p7 

 膜の透過性に関与する 63残基の小さいタンパク質の p7 タンパクは，2 回膜を貫通し，感染性

を有するウイルス粒子産生に重要な分子である．また, イオンチャンネルとしての機能も有して

いる[18-20]．  

(4) NS2 

 N 末端の膜貫通性のヘリカーゼ構造を持つ NS2 タンパク質は，ER 膜へと侵入している． NS2

タンパクの C末端側は NS3 の N 末端領域とともに細胞質側に存在し，金属要求性プロテアーゼ
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活性を有している． NS2 は，二量体のシステインプロテアーゼを形成する部分を含んでおり，

ウイルスタンパク質をプロセシングする機構であると考えられている[21-23]．  

(5) NS3-4A結合体 

 NS3 はやや疎水性のタンパク質で，N 末端 3 分の 1 がセリンプロテアーゼ活性を持っており，

プロセシングに重要とされる分子である．補因子として NS4Aと結合して，HCV タンパク質の

プロセシングと RNA 複製に働いている[24]． また，NS4A の N 末端は膜貫通性へリックス構造

を取っていることから，NS3-4A 複合体はこの NS4A の N 末端で宿主の膜に固定されていると考

えられている[25]．     

 NS3 の C 末端から 442 残基のアミノ酸はヘリカーゼ，NTPase (nucleoside triphosphatase) 活性を

有する部位であり，二本鎖の RNAを 3’末端から 5’末端へ解く作用がある． RNA 複製時には，

NS3ヘリカーゼは NTP の加水分解によりタンパク質の形を変えながら，核酸に沿って移動して

いるものと思われ，そのヘリカーゼ活性は，NS3 プロテアーゼおよび NS4A タンパク質によって

亢進させられている[26-28]．   

(6) NS4B 

 NS4B は 4 つの膜貫通部位を持ち，N 末端へリックス構造が膜との固定に重要な役割を果たし

ていると考えられている． また，NS4B は，ゲノム複製複合体が細胞膜上で形成されるための特

殊な膜構造で，membranous webと呼ばれる膜構造を作る可能性が考えられている[29-31]．  

(7) NS5A 

 宿主細胞の膜に結合するリン酸タンパクである NS5Aは，56 kDa の基礎リン酸化型と 58 kDa

の超リン酸化型の 2つ形態をとっている．この形態の１つは，膜に固定するための α-へリックス

構造であり，膜や RNA だけでなく，ウイルスや宿主タンパク質と結合しているものと思われ

る． 一方，NS5A 領域に集中してみられる細胞培養上の適応性変異は RNA 複製に寄与してお

り，また他の非構造タンパク質や宿主細胞由来のタンパク質と結合することから，複製複合体の

形成に重要でウイルス複製を制御しているものと考えられている[32-35]．  
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(8) NS5B 

 NS5B は，ゲノム RNA の複製に必須な RNA依存性 RNA ポリメラーゼ (RNA-dependent RNA 

polymerase: RdRp) として機能している．これは翻訳後の NS5B タンパク質が，ER の細胞質側へ

結合するのに重要であることがわかっており，RNA合成が始まるように RNAテンプレートの 3’

末端の伸長反応を開始させてテンプレート自身の伸長反応を抑えるはたらきがある [36-38] ． 
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第 2 節 HCV複製に関与する宿主因子のはたらき 

2-1 eukaryotic initiation factor (eIFs) 

 RNA の翻訳には，原核生物と真核生物における開始因子である eukaryotic initiation factor (eIFs) 

が働く． 真核生物の生物学的過程である翻訳は，開始，伸長，終結と再生の 4つの段階から構

成され，メッセンジャーRNA (mRNA) からタンパク質が合成される．翻訳開始には，eIFs が関与

し，組織化され律速段階によって行われている[39]． これには，キャップ依存的な翻訳開始とキ

ャップ非依存的な翻訳開始の２つが知られており，HCV における翻訳は． キャップ非依存的翻

訳，つまり IRES 依存的翻訳であり，ゲノム 1本鎖 RNA がそのまま mRNA として機能する． 翻

訳開始因子には eIF1，eIF2，eIF3，eIF4，eIF5，eIF6 の大きく 6 種類の因子が知られ，その中の

数種類はサブユニットを有して，複合体の形成と繊細な機構によってリボソームによる厳密な開

始コドンを選択制御している[40-41]． 

 主な eIFs の機能を表 1-1 に示した[42]． 翻訳開始にかかわる 80S リボソームは，40S と 60S の

2 個のサブユニットから構成されており，40S は 18S rRNAと 30 個のリボソームタンパク質，60S

は 3 種類の rRNA と 50 個のタンパク質から構成されている． 翻訳機能にかかわる RNA領域は完

全に保存されており，mRNAの特異構造と関係して翻訳開始因子と開始反応は著しく複雑になっ

ている[41-44]． 過剰発現，ダウンレギュレーション，やリン酸化の形態における翻訳開始因子

の調節不全は，癌細胞の生存，転移，および腫瘍血管新生及び老化関連機能に関連している

[45，46 ]．   

 

2-2 プロスダグランジン A1 (Prostaglandun A1: PGA1) 

PGA1は，生理活性を有する Prostanoid family のひとつで (図 1-3)，炎症，腎機能と流動調節や

血液凝固と血小板凝集等，生体内のいたるところに存在して生理活性を有する脂質である． 生

体外においての PGA1自身は，エンドクリンホルモンであることから標的受容体に速やかに結合

して作用する比較的不安定な物質である．治療薬としては投与後速やかに PGA1と変化する前駆
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体の PGE1製剤が用いられており，慢性動脈閉塞症 (バージャー病，閉塞性動脈硬化症) における

四肢潰瘍ならびに安静時疼痛の改善，進行性全身性硬化症・全身性エリテマトーデス・糖尿病に

おける皮膚潰瘍の改善，振動病における末梢血行障害の改善などに使用されている[47]． 

 PGE1製剤はウイルスに対する効果として，ヘルペスウイルスなどの感染時は宿主内因子に作

用して翻訳を抑制し，同時に二重鎖 RNA の合成の阻害や，NF-κB のリン酸化を阻害すること

で，RNAウイルスである HIV-1の転写を抑制することが知られている．また，PGA1で誘導され

る宿主因子の熱ショックタンパク質 (heat shock protein: Hsp) 70は，APOBEC3G分解を抑制して

HIV-1 複製を抑制することが報告されているが[48]，ウイルス感染における治療薬としては使用

されていない．  

 

2-3 カスパーゼ（Cysteine Aspartate-specific Proteases: Caspase） 

 カスパーゼは細胞死に関連する宿主因子として知られているが，基質を限定的に切断し，タン

パク質の成熟，活性化，不活性化を引きおこす細胞内システインプロテアーゼである[49]．その

生体内での作用は器官形成や臓器形成といった発生過程や，生体防御，恒常性の維持，さらに老

化などに関与する．このシステムの異常により，免疫不全，自己免疫疾患やがんなどの重篤な疾

患が起こるが，生物において必須の生命現象であり，厳密な制御機構が存在する． 

 カスパーゼは哺乳類では 18 種が知られており[50]，ヒトではカスパーゼ 1〜10，12 と 14 の 12

種類がクローニング分離されている．これらカスパーゼにはアポトーシス関連カスパーゼとし

て，アポトーシス実行型のカスパーゼ-3，-6，-7，アポトーシス誘導型としてのカスパーゼ-2，-

8，-9，-10，-12 が知られ，炎症関連カスパーゼとしてのカスパーゼ-1，-4，さらにまだ機能の解

明されていないカスパーゼ-5， -14 の構造が知られる．  

 アポトーシス関連カスパーゼは，発生過程で過剰に作られた細胞やストレスを受けて傷害され

た細胞を生体から取り除くためのアポトーシスを誘導し，その一方で，死につつある細胞から周

りの細胞に増殖シグナルを発する代償性増殖の過程にも関わっている [51]．また，カスパーゼの
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細胞内での局所的な活性化や，一過性の活性化によってアポトーシス実行から回避されること

で，細胞分化，移動，増殖，細胞形態形成，シナプス機能調節といった様々な生命現象に関わる

非細胞死機能を有している[52]．   

 炎症関連型カスパーゼ 1は IL-1β や IL-18 といった直接基質となるサイトカインの成熟・分泌

に関わるだけではなく，線維芽細胞や血管内皮細胞の増殖を促す塩基性線維芽細胞増殖因子

（bFGF: basic fibroblast growth factor）のようなシグナル配列を持たないシグナル因子の分泌にも

関わっている[53]．また，哺乳類において神経細胞間の情報伝達を長期抑制（LTD）をしたり，

記憶や学習に大きく関与する AMPA 型グルタミン酸受容体の内在化にカスパーゼ 3 活性が使わ

れている[52]．  

 カスパーゼ活性化の機構は，外因性の細菌やウイルスなどの種々の因子により炎症や感染症へ

の応答としてカスパーゼ 8が活性化され，細胞死シグナルを受けた細胞のミトコンドリアからシ

トクロム c が細胞質に放出される内因性と，Fasや TNF 受容体に代表される細胞死誘導リガンド

とされるシトクロム c と APAF1（アポトーシス プロテアーゼ活性化因子）の結合によりカスパ

ーゼ 9 が誘導される細胞死受容体が関わる外因性の 2 つに分類されている[54]．この２つの経路

から，カスパーゼ 3が活性化される[55-58]． 図 1-4に TNF ファミリーに誘導されるアポトーシ

ス経路として，カスパーゼ 3 活性化の模式図を示した． 

 リンパ球やリンパ球系の培養細胞では，外因性の経路が使われ[59]， 肝細胞や HeLa 細胞株で

はミトコンドリアが関わる内因性の経路が活性化すると云われている[60]．  

 

第 3 節 HCV治療の現状と課題 

3-1 HCV治療の世界の現状 

C 型肝炎は，HCV によって引き起こされる肝疾患で，急性および慢性の両方の肝炎を引き起こ

す可能性があり，10 年～20 年という長いタームで肝硬変へ移行し肝臓癌を発症する． 

 WHO による 2017 年の Global hepatitis report（Global hepatitis report，2017，ISBN: 978-92-4-
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156545-5）によると，2015 年の世界の死亡原因は，ウイルス性肝炎に続発する急性肝不全，肝硬

変，肝細胞癌が，ヒト免疫不全ウイルス（HIV），結核（TB），マラリアよりも多く，HCV 感

染による肝炎での死亡率が 29.7％であったと報告している．この時点で，推定 7,100 万人が HCV

による慢性肝炎と診断されており，ヨーロッパ地域は最も多く 430 万人，アフリカ地域は最も少

なく 582,000 人であったと報告している [61]．2016年 5 月，世界保健総会は最初の「ウイルス性

肝炎に関するグローバルヘルスセクター戦略，2016-2021」を採択し，国民皆保険の重要な役割

を強調し，持続可能な開発目標として，2030年までに新たなウイルス性肝炎感染を 90％削減

し，ウイルス性肝炎による死亡を 65％削減するということを設定した．WHO の 2018 年ガイド

ラインでは，12 歳以上の慢性 HCV 感染者すべてを直接作用型抗ウイルス薬（Direct acting 

antivirals ; DAA）での 12～24週間の治療が推奨されているが，多くの低中所得国では，治療にか

かる費用は高額であり，さらに，早期かつ適切な医療管理と慢性肝疾患の早期診断のための定期

的なモニタリングが必要とされる．  

 

3-2  HCV治療の日本の現状   

 HCV は 1989 年に発見され，それまで非 A 非 B 型肝炎やアルコール性肝障害と診断されてい

た症例の大部分が HCV による肝障害であることが明らかとなった．HCV 感染者は現在，全世界

に 1 億 7,000 万人，日本では約 150 万人存在すると推定されている．HCV 感染が成立すると，高

率に感染が持続して慢性肝炎へと移行し，HCV 感染による炎症の持続により肝線維化が惹起さ

れて，肝硬変や肝細胞がんへと進展する．このことから，HCV は，公衆衛生上極めて問題のあ

る病原ウイルスの 1つとして位置づけられている． 

 日本における抗ウイルス療法は，HCV の増殖を阻害する宿主因子のインターフェロン 

(Interferon ; IFN) 製剤を用いた治療法 と，HCVを駆除し完全に治癒することを目的としたペグイ

ンターフェロン/リバビリン(pegylated: PEG) -IFN + Ribavirin 併用投与する治療法に加え，抗ウイ

ルス薬として最初に FDA により認可されたテラプレビルなど，ウイルスの有するプロテアーゼ
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の活性を抑制する薬剤の開発により，それまでのペグインターフェロン＋リバビリンによる治癒

率を一気に 80％以上に上昇させた．その後もシメプレビル（Simeprevir），バニプレビル

（vaniprevir）などのプロテアーゼ阻害剤の開発が相次いだが，プロテアーゼ阻害剤は耐性のウイ

ルスが生じやすいことからインターフェロンやリバビリン併用が必須である．その後 2014 年よ

り，ウイルスタンパクを直接標的とした IFN–free の経口治療薬である DAA が使用可能となっ

た．この IFN–free の経口治療薬である DAAs は，患者 QOL を考えた治療法であり HCV の

genotype 1b に対して，高い確率で 2 剤の経口併用により血液検査の結果において HCV陰性

（－）（Sustained Virological Response; SVR）を達成できるようになってきた．しかし，IFN 関連

療法の時代には問題とならなかった抗ウイルス剤に対する耐性変異が散見されるようになった．

第一世代テラプレビル（telaprevir）などの使用後に DAAsを使用するとウイルス量の再上昇が起

こり HCV RNA がいったん消失していても肝炎の再燃が確認され，RNA が再上昇してくること

が判明している．さらに DAAsのみの併用治療にあっても耐性ウイルスの有無によりその治療効

果が大きく異なることが明らかとなっている[62-64] ．  

 現在 DAAsは 3 種類に分類され，NS3/NS4A セリンプロテアーゼ阻害薬，NS5A 阻害薬，NS5B 

RNA 依存性 RNA ポリメラーゼ (ポリメラーゼ阻害薬) がある．DAAs 単剤治療では早期に耐性変

異が出現することが多いことがわかり，DAAs を組み合わせることで耐性の獲得に必要な変異が

起きにくくなりその結果，HCV 駆除が可能とされている．これら 3 剤の組み合わせ方によって

は耐性変異の獲得率が高くなることから，genotypeに応じて，最適な組み合わせを選択して耐性

リスクを最小限にすることが重要と考えられている．抗ウイルス療法で効果をなさなかった場合

や治療法が適応できない場合は，ウイルス自体に対する作用はないが C 型肝炎の進行を食い止

め，肝細胞癌を予防する肝庇護法として，内服薬のウルソデオキシコール酸，小柴胡湯や注射薬

のグリチルリチン製剤を使用することがある． 

 これら治療の指針については，日本肝臓学会が 2012 年より『C 型肝炎治療ガイドライン』が

公表されているが，毎年のように改訂を余儀なくされている．このことは，HCV が RNA ウイル
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スであること，合併する慢性疾患により治療効果が一定でないことから，現在の治療法では完治

できない感染があることを示唆している．  

 

3-3  HCV治療の課題 

 1-1 で述べた通り，C 型肝炎ウイルスは血液媒介性ウイルスであり，注射薬の使用，安全でな

い注射の慣行，安全でないヘルスケア，血液および血液製剤の輸血，および血液への曝露につな

がる性行為によって発生する可能性がある．治療薬はまだまだ高価であり，世界的に見ると治療

率は非常に低い状況となっている．HCV 感染症は初期感染では無症状であり，個々人の状態に

より HCV治療薬の選択には多くの懸念事項がある．予防法としてはワクチンの開発が一番であ

るが，現在においても C 型肝炎に対する効果的なワクチンは開発されていない．また治療におい

ては，誰でも入手できるような，安価で，治療期間の短い，より効果的な治療薬の開発が望まれ

る．  

 

3-4 HCVと宿主因子の相互作用解析の意義 

RNA ウイルスは，ウイルス RNAの複製時には，DNA 複製時にある複製エラーをチェックす

る機構が働かないため，突然変異を起こしやすい特徴を持っており，ヒトに加えコウモリ，ブ

タ，トリなどに存在するウイルスが，異種間あるいは同種間で他の宿主に伝搬する際にも突然変

異のリスクが高まることが知られている．また，ウイルスタンパク質を直接的に標的とした従来

の抗ウイルス薬では，投与により一定の確率で突然変異が起こり，その抗ウイルス薬に対する薬

剤耐性ウイルス発生のリスクが伴うことも知られている．RNA ウイルスである HCVの複製過程

においては，いまだ全てが解明されているわけではない．このことから，ウイルス増殖に必要な

メカニズムを担う宿主因子とこれらの宿主因子を標的とすることで，成熟ウイルス粒子を生産さ

せないようにウイルス複製や翻訳の場を阻害する抗ウイルス剤や，RNA ウイルスに対してウイ

ルスの突然変異による薬剤耐性が起こりにくい新規治療薬を開発することが望まれる． 
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 本研究で着目した PGA1は新しいアルドケト還元酵素（aldo-keto reductase; AKR）阻害剤であり

[64]，癌の化学療法抵抗性を潜在的に打ち消す化合物の開発のための応用研究を提供できること

を示唆されており[65]， キムらの研究では HCV-IRES の翻訳は 15-デオキシ-D12,14-プロスタグ

ランジン J2（15d-PGJ2）によって阻害されなかったと報告されている[66]．いまだ HCV 複製の

PGA1を介した阻害は現在わかっていないことから，HCV-IRES を介した翻訳を阻害する PGA1の

新しい役割をこの研究で特定した．  

 また，近年，合成薬剤製造や薬剤そのものに対しての安全性や環境中での残留が問題視されて

きており，昔から利用されていた天然物質が注目されている．特に微生物が生産する色素は，生

理的活性を持つ物質として期待されている．然物は長い間医薬品開発の基礎となっており注目す

べき例としては，抗生物質のペニシリン Gとストレプトマイシン，抗がん剤のパクリタキセル 8

などがある．近年，天然物のシキミ酸は，オセルタミビル（タミフルのブランド名で販売）など

のインフルエンザノイラミニダーゼ阻害剤の製造に使用されおり，また，放線菌が産生するアベ

ルメクチン誘導体であるイベルメクチンは，駆虫薬として使用されている．  

 今回，当研究室で発見した茨城県の土壌から採取した青紫色のコロニーを形成する細菌 C． 

violaceum VP2 株から分離発見したビオラセインは，抗菌活性などの幅広い生理的活性を持って

おり機能性色素として注目されている物質である．ビオラセインの生物学的生産には，周囲反応

条件，低コスト，大量生産の容易さ，複雑で多様な天然産物の合成のための生体触媒の位置選択

性および立体選択性など多くの利点が知られており，その独特の色と幅広い抗菌および抗ウイル

ス活性は興味深い研究対象となっている[67, 68]．  

 しかしビオラセインの抗ウイルス薬としての検討は進んでおらず，HCV に対する効果につい

ては報告されていない．このような背景から，第 3章では細菌 C． violaceum VP2 株の産生する

ビオラセインの抗 HCV ならびに抗腫瘍活性とその作用機序の解明について検討した． 
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第 4 節 本研究の目的および本論の構成 

 本研究は，1992年から C 型肝炎治療に使われている治療薬の IFN が，ウイルスの排除を目的

とした体内合成タンパク質であることから，生体内の生理活性物質である PGA1と，アポトーシ

スを誘導する天然色素 Violacein (ビオラセイン) に着目し，その抗 HCV活性と作用機序の解明を

目的とした．  

 本論文は，第 1 章において HCVと宿主因子の関係性について，ならびに本研究を行うに至っ

た経緯や既往研究について記した．実際の研究内容は，2 章構成となっており，第 2 章は，プロ

スタグラジン A1 （PGA1）の抗 HCV 活性とその作用機序の解明として，PGA1が HIV-1 に対する

効果と同様に，HCV 増殖抑制能を有するかを検討するとともに，その作用機序の解明を目的と

した． 第 3 章は，ビオラセインの抗 HCV 及び抗腫瘍活性とその作用機序の解明であり，近年注

目されている自然界に存在する生理的活性を持つ機能性色素であるビオラセインに着目し，その

抗 HCV 及び抗腫瘍活性とその作用機序についての解明について研究を行った．最後に，第 4 章

では，本研究の結果の総括について論じた．  
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図 1-1 HCV 遺伝子構造（HCV RNA と HCV タンパク質）  
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図 1-2 HCV 遺伝子構造と翻訳機構  
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図 1-3 プロスタノイドファミリーと prostaglandinA1 
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表 1-1  eukaryotic initiation factor (eIFs)の主な機能 [42] 

種類 eIF の機能 

eIF1 mRNAのスクリーニングと tRNAの送達． 

eIF2 開始コドンの認識と次の翻訳開始を指示する． 

eIF3 翻訳開始因子と 40Ｓリボソームサブユニットを mRNAに動員する， 

eIF4 CAP結合活性を持ち複合体として機能する律速因子． 

ATP依存のヘリカーゼ活性で複合体形成時の mRNAの二次構造をほどく． 

eIF5 翻訳の進展と結合体の形成を行う． 

eIF6 mRNAがない場合，40Ｓサブユニットとの 60Ｓサブユニットの会合防御を行う． 
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図 1-4 TNF ファミリーに誘導されるアポトーシス経路[57] 

  

FADD 
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第 2 章 プロスタグランジン A1の抗 HCV 活性と作用機序の解明 

第 1 節 PGA1の抗ウイルス効果の解析 

1-1 はじめに 

 本章第 1節では，まず PGA1は宿主内因子ではあるが，高濃度になった場合，どの程度の細胞

毒性があるかについて，培養肝がん細胞系である Huh7，Huh7.5 細胞と，NNC＃2，＃50-1細胞

を用いて検討した．図 2-1 に HCV が自立複製した細胞株の概略図を示した． NNC#2 細胞は

HCV フルゲノムレプリコン細胞であり，下遠野忠邦氏によって構築された Huh-7 細胞由来のレ

プリコンシステムであり[69]，HCV-IRES によりネオマイシン耐性遺伝子と全長 HCVタンパク質

を発現する細胞である．また，＃50-1 細胞は，Huh-7 由来の HCV-IRES の下流にルシフェラーゼ

発現遺伝子と NS3～NS5Bまでを含んだ HCV サブゲノムレプリコン細胞であり，加藤宣之氏に

よって構築された，特徴的なレプリコンシステムである[70]．  

 

1-2 方法 

1-2-1 細胞毒性試験 

細胞毒性試験は，テトラゾリウムベースの MTS アッセイ[71]を用いた MTT 〔3 - ( 4，5 - 

Dimethylthial - 2 - yl ) - 2，5-Diphenyltetrazalium Bromide〕は淡黄色の基質で，生細胞のミトコン

ドリアにより開裂して晴青色のホルマザン（Formazan）を生成する．このホルマザンの生成量は

生細胞数と相関することから，PGA1または DMSOで処理 72時間後に比色定量により細胞増殖

能・生存率・毒性評価を行った．データは，独立した実験からの平均±SDとして表し，各実験は

3 回行った． 
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1-2-2  HCV コアタンパク質の測定 

 コアタンパク質レベルの測定は，2種類の細胞を用いて，CLEIA法である FUJIREBIO 社の

Lumipulse f 機器[72]，専用試薬である HCVコアタンパク質抗原測定試薬を用いて測定した． 3

回の独立した実験からの平均±SD 各実験は 3 回実施した． 

 1 種類の細胞種は NNC＃2 細胞（24well プレートで 2×105細胞/well）で，PGA1または DMSO

で処理後，48 時間作用後にライセート液として回収してコアタンパク質抗原を測定した． さら

に Huh7.5 細胞（48well プレート，1×105細胞/well）に JFH-1（MOI 0.1）（ 国立感染研究所所

長，脇田博士から提供された）を感染させ，37℃で 4 時間インキュベートした後，細胞を PBS で

3 回洗浄し， PGA1または DMSOで処理した． 72 時間後，上清中の HCV コアタンパク質レベル

を，完全に自動化された HCV コアタンパク質抗原 CLEIA を使用して測定した．データは，独立

した実験からの平均±SD として表し，各実験は 3 回行った． 

 

1-3 結果 

 MTS アッセイによる細胞毒性試験では，80〜100％の細胞生存率で判定し，NNC＃2，＃50-1

（HCV サブゲノムレプリコン（NN / 1b / SG）），Huh7 および Huh7.5 細胞において，PGA1処理

3 日間のインキュベーション後の濃度 2〜8 µg/mLにおいて，濃度依存的な細胞毒性は観察されな

かった（図 2-2）．次に，NNC＃2 細胞における HCV コアタンパク質抗原検査の結果では，濃度

依存的に HCV コアタンパク質が減少し 6 µg/mLの PGA1で処理した NNC＃2 細胞では 93％，

HCV コアタンパク質の発現が 抑制された（図 2-3）． 

 さらに，図 2-4 に示すように JFH1 感染 Huh7.5細胞においても同様に PGA1の用量依存的な

HCV コアタンパク質抗原の減少が確認できた．  
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1-4 考察 

 PGA1は，MTS アッセイによる細胞毒性試験の結果から培養肝細胞系の Huh7，Huh7.5，NNC

＃2，＃50-1 細胞において 2〜8 µg/mL濃度では細胞毒性を示さず，濃度依存的な HCVコアタン

パク質抗原の減少が認められた．これらの結果から，PGA1は細胞毒性を伴うことなく，有効な

抗 HCV 剤となることが示唆された． 

 

第 2 節 PGA1の長期抗 HCV 活性の評価 

2-1 はじめに 

 PGA1は HCV replicon細胞を用いた実験により抗 HCV 効果を示した．そこで，実際に抗 HCV

剤としての有効性を実証するには薬剤の長期的抗ウイルス活性の持続性試験が要求される． そ

こで，本研究でも PGA1の長期的抗 HCV活性の持続性試験の評価を試みるため，15 日間の細胞

障害性ならびに HCV 増殖阻害効果についての評価を行った． 

 

2-2 方法 

2-2-1  MTS アッセイによる長期細胞毒性試験 

15 日間の細胞毒性試験は，MTT 法を用いた．NNC#2 細胞に 4 µg/mL 作用させた後 3 日間培養

し，その後継代培養したサンプルと，15 日間 3 日置きに PGA1を 4 µg/mL再添加し PGA1存在下

で培養したサンプル用いて 15 日後 MTT アッセイで細胞増殖能，生存率と毒性評価を行った．デ

ータは，独立した実験からの平均±SD として表し，各実験は 3回行った． 
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2-2-3 長期培養細胞における HCV コアタンパク質測定 

 コアタンパク質レベルの測定は，CLEIA 法の HCV コアタンパク質抗原測定試薬を用いて

NNC#2 細胞に 4 µg/mL作用させた後 3日間培養し，その後継代培養したサンプルと，15日間 3

日置きに PGA1を 4 µg/mL 再添加し PGA1存在下で培養したサンプル用いて 15 日後に測定した．

3 回の独立した実験からの平均±SD として表し，各実験は 3 回実施した．  

 

2-3 結果 

結果を図 2-5 に示す．PGA1を 4 µg/mL 15 日間，単一および反復処理した NNC＃2 細胞のコア

タンパク質抗原は PGA1を 3 日目のみ 4 µg / mL PGA1で作用させて培養した場合はグレーの棒グ

ラフ，3 日置きに PGA1を 4 µg/mL 再添加し PGA1存在下で 15日間培養した場合は黒の棒グラフ

で示し，対照として PGA1無添加の NNC#2 細胞を白の棒グラフで示した． PGA1を 3日目のみ単

一で作用させて培養した場合，HCVコアタンパク質レベルは 3日目で 72％減少したが，9 日目

までにリバウンドし上昇傾向を示した（図 2-5，グレーの棒グラフ）． 対照的に，PGA1を反復

処理した細胞では細胞毒性を伴うことなく，HCV コアタンパク質は 6 日目から 97％以上減少し

15 日目まで持続した． 

 

2-4 考察  

PGA1を 15 日間，単一および反復処理した NNC＃2細胞のコアタンパク質抗原について，3 日

目のみ単一で作用させた場合は，9 日目からリバウンドし上昇傾向を示した（図 2-5，灰色の棒

グラフ）．このことは PGA1の単一の効果は 5 日までの HCV抑制効果であったことを示してお

り，対照的に，PGA1を反復作用させた細胞では HCV コアタンパク質は 6 日目から 97％以上減

少し 15 日目まで持続した．さらに，PGA1の反復作用では，細胞毒性を誘発しなかった．PGA1

を治療薬剤として使用した場合は，継続して投薬する必要がある結果となった． PGA1の反復治
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療において，長期に HCV増殖を抑制できる可能性が示されたことから，PGA1が有効な抗 HCV

薬剤となることが期待される． 

  

第 3 節 HCV-IRES を介した翻訳阻害効果の解析 

3-1 はじめに 

前節の結果から，PGA1は細胞毒性を伴うことなく，濃度依存的に抗 HCV 活性を示したことか

ら，PGA1が有効な抗 HCV 薬剤となることが明らかとなった．しかし，PGA1による HCV の複製

阻害に対する詳細な作用機序は不明である．そこで，本節では HCV 複製阻害が翻訳開始に関与

する HCV-IRES RNA について検討した．  

 

3-2 方法 

3-2-1   HCV-IRES 発現プラスミドを用いたルシフェラーゼ活性の測定 

 Huh7細胞（24 wellプレートで 2×105細胞/well）に導入したプラスミドの概略図を図 2-6 に示し

た．これらは，pSV40 / HCV-IRES-ホタルルシフェラーゼ（pHCV-IRES / Fluc），pSV40 / EMCV 

IRES-ホタルルシフェラーゼ（pEMCV-IRES / F-luc），pSV40-レニラルシフェラーゼ（pSV40 / R-

luc）および pSV40-ホタル（pSV40 / L-luc）である． 

 100 ng のホタルルシフェラーゼ（Firefly luciferase）を標識した pHCV-IRES / F-luc または 100 

ng の pEMCV-IRES / F-luc と 100 ngのウミシイタケルシフェラーゼ（Renilla luciferase）を標識し

た pSV40 / L-lucで Lipofectamine 2000（Life Technologies）を使用してコトランスフェクトした

[73]． 対照として pSV40-ホタルルシフェラーゼ（pSV40 / L-luc）を 100 ngトランスフェクトし

た．その後 37℃で 4 時間インキュベートした後，細胞を PBS で洗浄し，2 µg / mL，4 µg / mLの

PGA1と DMSO で処理した．その後，遺伝子を導入した細胞の培養液を除き各 well に 1×PBS(-)を

加え培養プレートを軽く揺らして細胞を洗浄した後，1×PBS(-)を取り除いた．この操作を 2 回行
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った．1×PBS(-)を除去後，細胞へ 100 µL の Passive lysis buffer (Promega)を加え，培養プレートを

ゆすり室温で 15 分間静置し，細胞を溶解した．細胞溶解液を 1.5 ml チューブに移して，12,000 

rpm，3 分，室温にて遠心分離することで細胞膜等の不純物を分離し，上清を別の 1.5 ml チュー

ブに移した．これを細胞内タンパク質精製溶液とした．その上清のうち 10 µL と Luciferase 

Assay Systems kit (Promega)のルシフェラーゼ発光基質を 100 µL混和して Luminometer (LUMAT 

LB9507;BERTHOLD) により，ルシフェラーゼ活性を測定した． 

  ルシフェラーゼ活性は，デュアルルシフェラーゼレポーターアッセイシステム（Promega）を

使用して測定した．この時のサンプルの体積は 110 µL，測定時間は 5 秒とした． 

 データは，独立した実験からの平均±SD として表した．また，各実験は 3 回行い，スチューデ

ント t 検定により p <0.05 で有意差を求めた． 

 

3-2-2 ウエスタンブロット法 

NNC#2 細胞（6well プレートで 8×105細胞/well）を播種後 24時間培養した後，PGA1 を 2 µg / 

mL，4 µg / mL と DMSOで処理した．48時間後に細胞を 1×PBS(-)で 2 回洗浄した後，ライセート

液として回収してウエスタンブロット法を行い，HCV  タンパク質である Core，E1，E2，NS3，

NS4A，NS4B，NS5A と NS5Bの検出を行った．  

  HCVタンパク質一次抗体※：core 抗体，E1 抗体，E2 抗体，NS3抗体，NS4A 抗体，  

        NS4B 抗体，NS5A抗体，NS5B 抗体，anti-βactin (SIGMA)， 

  二次抗体：Anti-biotin HRP-linked Ab ( Cell Signaling Technology，Inc.) ， 

        Anti-mouse IgG 抗体，Anti-rabbit IgG 抗体．   

※ウイルスタンパク質の検出で用いたウイルスタンパク質抗体は，東京都臨床医学総合研究

所：小原先生，大阪大学微生物病研究所：松浦教授，本学研究所：下遠野教授から分与され

た．  
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3-2-3 Protein assay 

 3-2-2 でウエスタンブロット法を行う場合のサンプルは，すべて BCA 法によりタンパク濃度を

10 μg/mLに調整して行った．BCA タンパク質アッセイキット（Thermo Fisher Scientific）により 

10 μLの細胞溶解液と 200 μL の BCA試薬を混和し 37℃で 30分インキュベートを行った． 540 

nm の吸光度をマイクロプレートリーダー（LabSystems）で測定し，検量線はキット内のウシ血

清アルブミン標準液を使用した．  

 

3-3 結果 

 ルシフェラーゼ活性の結果は，図 2-7 に示した．4 µg / mL PGA1で処理された細胞では，HCV-

IRES 依存性，pHCV-IRES / F-luc のルシフェラーゼ活性が低下した．pSV40 /L-luc のキャップ依

存性ルシフェラーゼ活性に対して 90％R-luc は維持された．HCV の代わりに EMCV-IRES / F-luc

でトランスフェクトした細胞では，4 µg / mL PGA1，においてホタルルシフェラーゼ活性は約

63％減少し，レニラルシフェラーゼ活性はほぼ変化は見られなかった．さらに，キャップ依存性

ホタルルシフェラーゼの阻害活性（pSV40 / F-luc）は PGA1の影響を受けなかった．したがっ

て，PGA1はキャップ依存の翻訳にはほとんど作用せず IRES を介した開始において何らかの影響

を与え，抑制効果を示している可能性が見出された． 

 次に，NNC＃2細胞のライセート液をウエスタンブロッティングにより HCV タンパク質の発

現コア，E1，E2，NS3，NS4A，NS4B，NS5A および NS5B で分析した結果は，図 2-8 である．

PGA1の濃度を徐々に増加させて作用させると，HCV の各タンパク質は減少した．  

 

3-4 考察 

 図 2-6 に示した pHCV- PGA1 / Fluc,，pEMCV-IRES / F-luc と pSV40 / L-luc を導入した Huh7細

胞に PGA1を作用させた結果から，細胞の CAP 依存的な翻訳には干渉することなく，HCV-IRES
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を介した翻訳を阻害することで，HCV タンパク質の core，E1，E2，NS3，NS4A，NS4B，NS5A

および NS5B が減少した．これらのことから PGA1は，HCV-IRES Luc の評価系において Luc の

発現を抑制すると共に，HCV タンパク質の発現においても濃度依存的な抑制が確認されたこと

から HCV-IRES RNA を介した翻訳に関わる宿主因子に影響を与えている可能性があると考えら

れた． 

   

第 4 節 HCV 翻訳に関わる翻訳開始因子への影響 

4-1 はじめに 

 前節で PGA1の抗 HCV活性は HCV-IRES RNA を介した翻訳抑制が明らかとなった． そこで本

節では PGA1は HCV-IRES に関わる宿主因子に影響を与えている可能性があると考え，PGA1に

よる HCV-IRES 翻訳に関与する宿主側の翻訳因子への影響について検討した． HCVは

IRES に ribosome と宿主因子 eIF3 の結合により翻訳を開始する．特にこの eIF3 にはいくつかのフ

ァミリーが存在し，a，b，c，h，i，j，kの 7 種類の subtype が HCV-IRES RNA に直接結合する

（図 2-9）． 

 

4-2 方法 

4-2-1 ウエスタンブロット法による HCV-IRES 結合宿主因子の解析 

Huh7 および NNC＃2 細胞（12well プレートで 5 ×105細胞/well）を播種し，24 時間後に PGA1

（2 および 4 µg / mL）で処理した．さらに 48 時間後，細胞抽出物を溶解緩衝液で 300µL に調製

した． 10 µgの総タンパク質を含む細胞溶解物を SDS-PAGE で分離し，ニトロセルロース膜に転

写し，5％スキムでブロッキング操作を 1 時間行った後，各タンパク質を検出するために 1,000 

倍希釈した抗体を作用させ，その後対応する二次抗体で 1 時間作用させて検出を行った．  

  使用した一次抗体は，eIF3a，eIF3b，eIF3c，eIF3i，eIF3j（Santa Cruz Biotechnology），
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eIF3h，eIF3k，rpS3，および rpS6（Cell Signaling Technologies）であり，二次抗体として西洋ワサ

ビペルオキシダーゼ標識抗ウサギまたは抗マウス IgG抗体（Sigma-AldrichChemical）を使用し

た．  

 

4-2-2 eIF3および 40S ノックダウンした NNC#2細胞におけるコアタンパク質の発現 

 NNC#2細胞の eIF3 ファミリーである eIF3-a，-c，-h，-k，または rpS3 および rpS6の 40S をそ

れぞれの 50 nM 容量 siRNA で処理し，24 時間後に細胞上清を回収して HCVコアタンパク質の発

現をウエスタンブロット法により測定した． NNC#2 細胞と対照として用いた Huh7細胞に対す

る siRNA の導入には Lipofectamine RNAiMAX Transfection Reagent (invitrogen ) を使用し，50 nM

のコントロール siRNA（siControl）を用いた．  

 また，ウエスタンブロットにおけるコントロールは β アクチンタンパク質とした． 

 

4-2-3 免疫沈降法による HCV-IRES に作用する宿主内因子と PGA1の結合に関する解析 

 Huh7および NNC＃2細胞（6 wellプレートで 1 ×106細胞/well）を播種し，24 時間後に 500 µL

の NP-40リシス緩衝液で細胞を溶解した．その後． 4℃，10,000 g で 10 分の遠心分離により細胞

上清を回収した． 400 µL 細胞上清を 37℃で 30 分間，60 µM のビオチン標識 PGA1（フナコシ）

で処理した[76]．インキュベーション後，反応液を 5,000 g，4℃で 5分間遠心分離した後，50 μL

の DynabeadsM-280 ストレプトアビジン（Life Technologies）標識ビーズにて室温で 30 分間作用

させ，ビオチン標識 PGA1–ストレプトアビジン結合物を生じさせた．次に PBS-T 緩衝液で 3 回

洗浄したものをサンプルとして，SDS-PAGE により分離してからニトロセルロース（Roche）に

転写した．転写後，5％スキムミルクでブロッキング処理を行い，目的とする eIF3-a，-c，-h，-

k，rpS3 および rpS6の抗体を用いて分析を行った．  

  使用した一次抗体は，eIF3a，eIF3b，eIF3c，eIF3i，eIF3j（Santa Cruz Biotechnology），

eIF3h，eIF3k，rpS3，および rpS6（Cell Signaling Technologies）であり，二次抗体として西洋ワサ
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ビペルオキシダーゼ標識抗ウサギまたは抗マウス IgG抗体（Sigma-AldrichChemical）を使用し

た． 

 

4-2-4 HCV-IRES / 宿主内因子/ PGA1の複合体形成状況の解析 

PGA1の効果について，HCV-IRES 上において起こる作用によるものかどうかを確認するた

め，Huh7 細胞に pHCV-IRES/F-luc を Lipofectamine 2000 を用いてトランスフェクションし，24 時

間後に PGA1を作用させて 48 時間後に細胞溶解し，細胞上清を回収してウエスタンブロット法を

行い，eIF3cと rpS6抗体による 40S タンパク質の検出を行った． 

 さらに，RNaseA酵素を作用させてリボ核酸を分解しこの複合体が形成されるかどうかについ

て解析するため，10 cm ディッシュで培養した NNC#2 細胞を回収して 400 μL の細胞溶解液とし

RNase A で 1 時間処理した．その後，細胞溶解液をビオチン標識 PGA1とストレプトアビジンで

処理して免疫沈降法を用いて PGA1に結合しているタンパク質を分離しウエスタンブロット法を

行い，eIF3cと rpS6のタンパク量を測定した．  

 

4-2-4 HCV-IRES 導入による HCV-IRES / 宿主内因子/ PGA1の複合体形成状況の解析 

PGA1の効果について，HCV-IRES 上において起こる作用によるものかどうかを確認するため，

Huh7 細胞に pHCV-IRES/F-luc をトランスフェクションした Huh7 細胞で， eIF3c と rpS6 抗体によ

る 40S タンパク質の検出を行った．  

 Huh7細胞（24 wellプレートで 2×105細胞/well）を播種し，24 時間後に 3-2 で使用した pHCV-

IRES/F-luc を Lipofectamine 2000（Life Technologies）を使用してトランスフェクションし， 24 時

間後に細胞を洗浄した．次に 4 µg / mL の PGA1または DMSO で処理し 48 時間，37℃でインキュ

ベートを行い 細胞上清を回収した． 対照として pHCV-IRES/F-luc の導入をしていない Huh7 細胞

に PGA1または DMSO を同様に処理して，細胞上清を得た． 次にウエスタンブロット法を行

い，eIF3c と rpS6 抗体による 40S タンパク質の検出を行った． 
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4-2-5 リボ核酸分解酵素による HCV-IRES / 宿主内因子/ PGA1の複合体形成状況の解析 

 次に RNaseA 酵素を作用させてリボ核酸を分解しこの複合体が形成されるかどうかについて解

析を行った． 

 10 cmディッシュで培養した NNC#2 細胞を回収して 400 μL の細胞溶解液とし，5 µL の RNase 

A を作用させ 1時間，37℃でインキュベートを行った．その後細胞上清を 37℃で 30 分間，60 µM

のビオチン標識 PGA1（フナコシ）で処理した[74]．インキュベーション後，反応液を 5,000 g，

4℃で 5分間遠心分離した後，50 μLの DynabeadsM-280 ストレプトアビジン（Life Technologies）

標識ビーズにて室温で 30 分間作用させ，ビオチン標識 PGA1–ストレプトアビジン結合物を生じ

させた．次に PBS-T 緩衝液で 3 回洗浄し，サンプルとして SDS-PAGE により分離してからニト

ロセルロース（Roche）に転写した．転写後，5％スキムミルクでブロッキング処理を行い，目的

とする eIF3-c と rpS6 の抗体を用いて分析を行った． 

 

4-2-6 Protein assay 

 4-2-1，4-2-2および 4-2-4 でウエスタンブロット法を行う場合のサンプルは，すべて BCA 法に

よりタンパク濃度を 10 μg/mL に調整して行った．BCA タンパク質アッセイキット（Thermo 

Fisher Scientific）により 10 μL の細胞溶解液と 200 μL の BCA 試薬を混和し，37℃で 30分インキ

ュベートを行った．540 nm の吸光度をマイクロプレートリーダー（LabSystems）で測定し，検量

線はキット内のウシ血清アルブミン標準液を使用した．  

 

4-3 結果 

 図 2-10 に HCV-IRES に直接結合する宿主因子である eIF3 ファミリーの a，b，c，h，i，j，k な

らびに ribosome が PGA1処理によってどのように変化するかについて NNC＃2細胞を用いて測定

した結果を示した．この結果，eIF3-a，-c，-h，-k，rpS3 および rpS6 の 6種類のタンパク質減少
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が確認された．また，対照として同時に測定した Huh7 細胞においては，宿主因子のタンパク質

への影響はみられなかった．これらの結果から次に siRNA で処理した eIF3 および 40S のノック

ダウンを行った（図 2-11）． 

 図 2-11 の（i）には，NNC＃2細胞内の標的タンパク質が siRNA 処理により影響を受けて減少

しているかの確認データを示した．図 2-11の（ii）に siRNA 処理による HCVコアタンパク質を

示した． この結果は， eIF3 ファミリーの a， c，h，k，rpS3 および rpS6 のどのタンパク質をノ

ックダウンしても，HCV コアタンパク質は減少することが確認された． この時の β-アクチンタ

ンパク質の発現には影響は見られなかった． 

 免疫沈降法による HCV-IRES に作用する宿主内因子と PGA1の結合確認を図 2-12 に示した． 

HCV-IRES を介した PGA1の作用についてさらに解析するために行ったこのビオチンストレプト

アビジン免疫沈降法では，eIF3a，eIF3c，eIF3h，eIF3k，rpS3 および rpS6 サブユニットにおいて

ウエスタンブロット法によるタンパク質が検出された． また，PGA1に対して，eIF3b，eIF3i，お

よび eIF3j は結合せず，タンパク質は検出されなかった． 

 さらに PGA1が HCV-IRES 上で作用しているかについて確認した結果を，図 2-13 に示した．こ

の結果，Huh7 にトランスフェクッションにより HCV-IRES 導入した細胞に PGA1を作用させる

と，eIF3c と rpS6 タンパク質の減少がみられた．ことより，IRES と PGA1が直接結合することに

よるものと示唆された．さらに，図 2-14 に示したように RNaseA 酵素を作用させて形成された複

合体が分解されるかどうかを免疫沈降法で確認した結果，RNaseA 酵素を作用しなかった NNC#2

細胞においては HCV-IRES / 宿主内因子/ PGA1の複合体が形成されたまま分解することなく，

eIF3c と rpS6タンパク質のバンドが検出された．RNaseA を作用させたことによって分解された

eIF3c ならびに rpS6のタンパク質の検出はされなかった．  
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4-4 考察 

 PGA1の効果は，図 2-10 で HCV-IRES に直接結合する宿主因子である eIF3 ファミリーの eIF3-

a，-c，-h，-k，rpS3および rpS6 の 6種類のタンパク質の減少が確認されたことより，これらの

宿主因子に作用していることがわかった．さらに eIF3 および 40S を siRNA でノックダウンを行

い非特異的な結果かどうかを検証した結果（図 2-11）， HCVコアタンパク質の減少が確認で

き，PGA1の効果は，HCV-IRES に直接結合する宿主因子である eIF3 ファミリーの eIF3-a，-c，-

h，-k，rpS3 および rpS6の 6 種類のタンパク質に作用することで，HCV の翻訳に影響を及ぼすこ

とが確認された．  

 これら 6種類のタンパク質にのみ作用する理由として，一つは，eIF3b，eIF3i，および eIF3j に

存在する PGA1が結合しうる認識部位が複合体形成時の接合部位と同じであり，結合力が PGA1

よりも eIF3 ファミリーと HCV-IRES の方が大きい可能性，２つ目は複合体形成時の立体構造に

より，PGA1が結合しうる認識部位が表在しないもしくは結合できない可能性，３つ目は，

eIF3b，eIF3i，および eIF3j には結合部位が存在しないという３つが考えられる． 

 PGA1の宿主因子に対する作用は，HCV-IRES RNA 上で直接起こっていることを初めて解明し

た． このことから eIF3 および 40S サブユニットは，HCV-IRES を介した翻訳に非常に重要な働

きをしていることが示唆された． 

 

第 5 節 まとめ 

 HCV-IRES RNAは，タンパク質合成を開始するために eIF3 を必要とし，IRES によるウイルス

の翻訳は，重複感染時に，そして非相同的組換えによって，発生する可能性が示されていた

[75,76]．また，HCV-IRES を介した翻訳阻害は，Hsp90 阻害剤によって引き起こされる eIF3c 発

現の減少でも起こることが示されていた[71] .  

 本論文では，PGA1と eIF3 または 40S サブユニット間の相互作用が HCV-IRESRNA結合に依存

することを示唆している．つまり，つまり図 2-15に示すように PGA1 / eIF3-40S サブユニット/ 
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HCV-IRES RNA 複合体は，HCV-IRES を介した翻訳阻害することを見出した． 

 PGA1 の HCV-IRES を介した翻訳の阻害は，PGA1 / eIF3-40S サブユニット/ HCV-IRESRNA 複合

体の形成により起きる新しい阻害メカニズムで，PGA1は新規抗 HCV 薬となる可能性が示唆され

た．  
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図 2-1  HCV レプリコン RNA の概略図 

※概略図は，名称(レプリコンコンストラクトの株/ 遺伝子型/ 長さ）で表記される．  

 長さ; SG; subgenome replicons． FL;  full genome replicons. 
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図 2-2 PGA1の細胞毒性効果 
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図 2-3  PGA1による NNC＃2 細胞内 HCV コアタンパク質抗原の発現 
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図 2-4  PGA1による JFH1 感染 Huh7.5 細胞内 HCV コアタンパク質抗原の発現 
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図 2-5 HCV 翻訳に対する単一および反復 PGA1治療の効果の比較 

※ 折れ線グラフ；Cell viability，棒グラフ；HCV Core antigen 

  ； PGA1未処理（対照），   ； 4µg/mLの PGA1を開始日のみ単一処理， 

  ； 4 µg/mL の PGA1 を 3 日ごとに反復処理 
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図 2-6 ルシフェラーゼ活性をもったプラスミドの概略図 
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図 2-7 ルシフェラーゼによる IRES 発現の確認 
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図 2-8 HCV タンパク質の発現確認 
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図 2-9  HCV-IRES に結合する ribosome と宿主因子 eIF3s の関係 
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図 2-10 HCV-IRES 翻訳に関わる宿主内因子の発現抑制 
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図 2-11 標的宿主因子を抑制後の HCV コアタンパク質の発現 
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図 2-12 宿主内因子と PGA1の結合確認 
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図 2-13  PGA1 における複合体形成 
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図 2-14  RNaseA による複合体への影響 
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図 2-15  PGA1 における翻訳阻害 
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第 3 章  ビオラセインの抗 HCV 及び抗腫瘍活性と作用機序の解明 

第 1 節 C.  violaceum VP2 株産生ビオラセインによる抗 HCV活性 

1-1 はじめに 

天然色素のビオラセインは，抗菌活性を有することや，白血病細胞[79]や MCF-7 乳癌細胞に抗

腫瘍効果[78, 79]があることが知られているが，HCV に対する効果はいまだ報告されてない．そ

こで， 当研究室が茨城県の土壌より発見した C.  violaceum VP2 株の産生するビオラセインにつ

いて，初めて HCVに対する増殖阻害効果について検討した． 

 

1-2 薬剤の調整 

 本研究では使用したビオラセインは，茨城県の土壌から分離したグラム陰性桿菌の C.  

violaceumのビオラセイン産生細菌（VP）2 から単離精製したものを使用した．凍結乾燥した

100％ビオラセインと 100％デオキシビオラセインの粉末をジメチルスルホキシド（DMSO; 

FUJIFILM Wako Pure Chemical Co.）に溶解し，試験するまで暗所に 4 ℃で保存した[80]． DMSO

の最終濃度は 0.1％として使用した．  

 

1-3 方法 

1-3-1 細胞培養と試薬 

用いた培養系肝細胞の Huh7 は，10％ウシ胎児血清（FBS），100 μg/ mLペニシリン Gおよび

10,000 μg/ mL ストレプトマイシンを添加したダルベッコ改変イーグル培地（DMEM; FUJIFILM 

Wako Pure Chemical Co.）必須アミノ酸（FUJIFILM Wako Pure Chemical Co.）で培養した．NNC＃

2 細胞は，800 μmol/ L の L-グルタミン，10％FBS，100 U / mL の非必須アミノ酸，100 μg/ mL の

ペニシリン G，10,000 μg/ mL のストレプトマイシン，および 300 μg/ mL の G418 (Nacalai 
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Tesque，Inc.，Kyoto，Japan) を添加した DMEM 培地で培養した．これらの細胞の培養温度は

37°C，5％CO2とした． 

 

1-3-2 ルシフェラーゼ活性による HCV抑制効果の確認 

Huh7 細胞（96well プレートで 1×104細胞/well）に播種し 24 時間培養後，それぞれ 30 ng の

pHCV-IRES / Fluc と pSV40 / R-luc を Lipofectamine 3000（Life Technologies）を使用してコトラン

スフェクトした．その後 37℃で 24時間インキュベートした後細胞を PBS で洗浄し，ビオラセイ

ン濃度，0.156 µM，0.312 µM，0.625 µM，1.25 µMと DMSO を作用させ，48 時間培養を行った．

次に培養液を除き各 wellに 1×PBS(-)を加え培養プレートを軽く揺らして細胞を 2 回洗浄した． 

1×PBS(-)を除去後，50 µL の Passive lysis buffer (Promega)を加え，培養プレートをゆすり室温で

15 分間静置し細胞を溶解した．細胞溶解液を 1.5 mlチューブに移し，12,000 rpm，3 min，室温に

て遠心分離することで細胞膜等の不純物を分離し，上清を別の 1.5 ml チューブに移した．これを

細胞内タンパク質精製溶液とした.その上清のうち 10 µL と Luciferase Assay Systems kit (Promega)

のルシフェラーゼ発光基質を 100 µL 混和して Luminometer (LUMAT LB9507; BERTHOLD) によ

り，ルシフェラーゼ活性を測定した. 

  ルシフェラーゼ活性は，デュアルルシフェラーゼレポーターアッセイシステム（Promega）を

使用して測定した．この時のサンプルの体積は 110 µL，測定時間は 5 秒とした．データは，独

立した実験からの平均±SD として表した．また，各実験は 3 回行い，スチューデント t 検定によ

り p <0.05 で有意差を求めた． 

 

1-3-3 HCVタンパク質の抑制効果の確認 

 NNC#2細胞（6well プレートで 8×105細胞/well）を播種後 24 時間培養し，ビオラセイン濃度，

0.156 µM，0.312 µM，0.625 µM，1.25 µM と DMSOを作用させ，48 時間培養を行った．次に細胞
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を 1×PBS(-)で 2 回洗浄した後，細胞溶解液で処理したものをライセート液とした．そのライセー

ト液を用いてウエスタンブロット法を行った．検出には HCV RNA の複製に必要な HCV 非構造 

タンパク質である NS5A ，ならびに対照として βアクチンの検出を行った．  

 

1-4 結果 

 Huh7細胞に導入した HCV-IRES に対するビオラセインの作用についてルシフェラーゼ測定の

結果を図 3-1 に示した．このルシフェラーゼの活性結果から，ビオラセインはビオラセイン濃

度，0.156 µM，0.312 µM，0.625 µM，1.25 µM において HCV-IRES を濃度依存的に抑制すること

が確認できた．また，図 3-2 に示すように HCVタンパク質である非構造タンパク NS5Aにたい

して抑制効果を示した．  

 

1-5 考察 

 ビオラセインは，ルシフェラーゼ測定の結果から，ビオラセイン濃度依存的に HCV-IRES に作

用して減少させ，ウエスタンブロット法により HCV RNA の複製に必須である HCV NS5A タン

パク質の発現抑制を確認した．これらの結果は，今後ビオラセインが新たな HCV 抑制剤となり

うる可能性を示唆しており，継続して検討するに値する物質と判断して解析を進めることとし

た．  

 

第 2 節 ビオラセインとデオキシビオラセイン の細胞毒性 

2-1 はじめに 

 図 3-1，図 3-2 に示したように，低濃度のビオラセインが HCV-IRES RNA の活性ならびに非構

造タンパク質の NS5A の抑制効果を示したことから，ビオラセインの細胞毒性[81]について検討
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を行った．また，ビオラセインは，C． violaceum VP2 株内では，デオキシビオラセインとの混

合色素として産生されることから，このデオキシビオラセインについても一緒に解析を行った．  

 

2-2 方法 

細胞毒性を示す MTS 測定は，Huh7 細胞ならびに NNC#2 細胞は well あたり 4×104個を 96well

プレートに播種し，24 時間後にビオラセイン濃度およびデオキシビオラセイン濃度，0.156 µM，

0.312 µM，0.625 µM，1.25 µM，2.50 µM，5.00 µM，10.0 µM，20.0 µMの各濃度と DMSOを作用

させ，4 時間または 24 時間培養を行った．次に培養薬剤液を除き各 well に 1×PBS(-)を加え細胞

を洗浄した後，MTS 測定により生細胞数の確認を行った． これらのデータは，3 回の独立した

実験からの平均±標準偏差として表され，各実験は 3 回実施しての細胞生存率をえた．  

 

2-3 結果 

 ビオラセイン濃度およびデオキシビオラセインの MTS 測定による，Huh7 細胞ならびに

NNC#2 細胞の細胞毒性試験の結果を図 3-3 に示した． 図 3-3 A はビオラセインおよびデオキシビ

オラセインを 4 時間作用させ，B は 24 時間作用させたときの細胞毒性を示している．ビオラセ

インは 4 時間の作用では，Huh7細胞において 0.312 µmol / L 濃度で 11.1％抑制し，NNC＃2 細胞

では 0.625 µmol / L濃度で 9.7％抑制することが明らかになった．24 時間後における，Huh7 細胞

の増殖は 0.31 µmol / L で 32.2％抑制され，NNC＃2細胞の増殖は 0.63 µmol / Lで 14.3％抑制され

た． また，デオキシビオラセインは，調べた濃度では，Huh7 細胞および NNC＃2 細胞に対して

毒性は有していなかった． 

   プロビット分析[82]によって計算された Huh7 細胞のビオラセインの EC50 は，4 時間で 1.53 

µmol / L，24 時間で 0.47 µmol / Lであり，NNC＃2細胞での EC50 は 4時間の作用で 6.11 µmol / 

L，24 時間の曝露においては，2.48 µmol / L を示した． 
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2-4 考察 

 図  3-3 の 4 時間ならびに 24 時間ビオラセインを作用させた細胞毒性試験結果で，MTS 測定に

よるビオラセインの Huh7および NNC＃2 細胞の増殖に対する効果は，用量依存的な阻害効果で

あることが確認できたことより，肝がん細胞と HCV 感染細胞の治療という観点では，細胞を死

滅させるという手法により治療が成立すると考えられた．また,その効果は Huh7 細胞よりも

NNC＃2細胞で弱い作用であると確認されたことから，HCVの感染により誘導される宿主因子も

しくは，HCV そのものの RNA およびタンパク質が何らかの作用をしているものと示唆された．  

 また，デオキシビオラセインについては，細胞毒性が確認できなかったことから，以降の解析

においては除外することとした．  

 

第 3 節 Hoechst と PI によるビオラセイン処理細胞の染色と細胞死の解析 

3-1 はじめに 

 これまでの解析により，ビオラセインは濃度依存的に培養系肝がん細胞に細胞毒性を示すこと

が示されたことから，プロビット分析によって計算された NNC＃2 細胞での EC50 が 4時間の作

用で 6.11 µmol / Lだったことから，NNC＃2 細胞の EC50 に近い濃度までの細胞の形態学的変化

を観察することとした． 

 

3-2 方法 

   Huh7 および NNC＃2細胞（4×104 細胞/well）を 96well プレートに播種し，24 時間のインキュ

ベーション後，0.625 µmol / L，1.25 µmol / L，2.50 µmol / L，5.00 µmol / L の各濃度のビオラセイ

ンまたは DMSO を 4 時間作用させた． 次に培養液を取り除き最終濃度 10,000倍に希釈したヨウ

化プロピジウム（PI; Dojindo Laboratories）および 1,000 倍に希釈した Hoechst 33258（Hoechst）

（Merck KGaA，Darmstadt，Germany）で，37℃で 30 分作用させた．この 96well プレートを BZ-
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X800 蛍光顕微鏡（Keyence Corporation，Osaka，Japan）を使用して細胞膜を透過して核酸に結合

し，PI染色された死細胞[83]と膜透過性の Hoechstに染色された細胞の観察を行った． 

 

3-3 結果 

 ビオラセイン処理による細胞死の解析を，細胞膜透過性を利用した生細胞と死細胞染色を実施

して蛍光顕微鏡で確認した結果を図 3-4 の Huh7細胞，図 3-5 に NNC#2 細胞を示した．PIは一般

に生細胞の細胞膜は透過せず，死細胞にのみ入り込み核内の DNA に結合してし赤色蛍光を発す

る． Hoechst は細胞に取り込まれ，DNAの AT 配列の副溝に結合する蛍光色素明るい青色を呈す

る． 観察の結果は，ビオラセイン濃度依存的に細胞数が減少し死細胞を示す PIでの染色が多く

見受けられた．また，ビオラセイン濃度が高くなるにつれ，細胞膜の変化によりプレートへの接

着状態を保持できず浮遊する細胞が多くみられ，これは NNC#2 細胞よりも Huh7 細胞でより顕

著であった． Huh7 細胞と NNC#2 細胞ともに，アポトーシスと判断できる細胞質の膨張がみら

れるものが観察されたが，ビオラセインが細胞に取り込まれ明らかにビオラセイン色素と判断で

きる細胞も存在した． さらに細胞が壊れたと考えられる細胞膜残渣と判断できる浮遊物が観察

された．  

 

3-4 考察 

 図 3-4 の Huh7 細胞と図 3-5 NNC#2 細胞の細胞膜透過性を利用した． PIと Hoechst による生細

胞と死細胞染色により，ビオラセインは濃度依存的に Huh7細胞と NNC#2細胞に対して細胞死

を誘導することが確認された．また，この傾向は，NNC#2 細胞よりも Huh7 細胞でより顕著であ

り，がん細胞に対しての効果が大きいと考えられた．NNC#2細胞は，HCVが持続感染している

細胞株のため，HCV 感染による宿主内因子の変化やウイルスタンパク質が何らかの影響をして
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いるものと考えられる． 以上の結果から，Huh7 細胞と NNC#2 細胞の死がどのような死である

のか解析することとした． 

 

第 4 節 ビオラセインに誘導された細胞死の解析 

4-1 はじめに 

 Huh7細胞と NNC#2細胞に対しビオラセインは，細胞膜透過性を利用した生細胞と死細胞染色

によりアポトーシスもしくはネクローシスによる細胞死を誘導していることが確認できた．この

ことより，ビオラセインが誘導する細胞死のタイプについて細胞膜のリン脂質変化を利用した細

胞死の解析により分析することとした．  

 

4-2 方法 

 Huh7および NNC＃2細胞（4×104細胞/well）を 96well プレートに播種し，24 時間のインキュ

ベーション後，0.625 µmol / L，1.25 µmol / L，2.50 µmol / L，5.00 µmol / L の各濃度のビオラセイ

ンまたは DMSO を 4 時間作用させた．次に培養液を取り除き apoptotic/necrotic/healthy cell 

detection kit (Promoter Cell Inc.，Heidelberg，Germany) を用いて製造元のプロトコルに従って蛍光

顕微鏡でアポトーシス細胞と壊死細胞を検出した．このキットは 3 種類の試薬から構成されてお

り，アネキシン V（フルオレセインイソチオシアネート（FITC;λabs/λem= 492/514 nm）で標識）

は，アポトーシス細胞の外小葉に露出したホスファチジルセリン(PS) に特異的に結合し，明るい

緑色に染色する．エチジウムホモ二量体 III（EthD-III）は，生細胞やアポトーシス細胞に浸透せ

ず，ネクローシス細胞(後期アポトーシスを含む)にのみ浸透して，赤い蛍光を発する（λabs/λem= 

528 / 617nm）． 膜透過性 Hoechst33342（Hoechst-k）は，DNA に結合すると明るい青色に蛍光を

発し，アポトーシス細胞とネクローシス細胞の両方の核を染色する（λabs/λem= 350/461 nm）実

験は 3 回行った． 



58 
 

4-3 結果 

 図 3-6，図 3-7 に apoptotic/necrotic/healthy cell detection kit による細胞膜のリン脂質変化を利用し

た細胞死の解析結果を示した． 図 3-6 の Huh7細胞および図 3-7の NNC＃2 細胞ともに，ビオ

ラセイン濃度が低濃度の 0.625 µmol / L，1.25 µmol / L から初期アポトーシス細胞が観察され，ビ

オラセイン濃度が高濃度になるにつれ細胞の剥離と EthD-Ⅲによる染色細胞が増加しており，後

期アポトーシスもしくはネクローシス細胞が増加していた． また,ビオラセイン濃度が高くなる

につれ，細胞膜の変化によりプレートへの接着状態を保持できず浮遊する細胞が多くみられる傾

向あり，さらに細胞が壊れたと考えられる細胞膜残渣と判断できる浮遊物が観察された．これは

NNC#2 細胞よりも Huh7 細胞でより顕著であった．  

 

4-4 考察 

 Huh7細胞と NNC#2細胞ともに，アポトーシスによる細胞死が誘導された． その後ビオラセ

インの濃度依存的に二次アポトーシスならびにネクローシスが誘導されること確認できた．ま

た，ビオラセイン濃度が高くなるにつれ，細胞膜のリン脂質変化が急激に起こることで細胞破解

が起こり，観察時には細胞数が減少した．この事実は，ビオラセインの濃度を適切にコントロー

ルできれば抗がん剤として有効な生理活性物質になる事を示唆している． 

 

第 5 節 TNFRファミリーにより誘導されるアポトーシス細胞死 

5-1 はじめに 

 ビオラセインは Huh7 細胞と NNC#2 細胞に対してアポトーシスによる細胞死を誘導すること

が図 3-6 および図 3-7 で細胞形態学的に観察されたことから，アポトーシス細胞におけるカスパ

ーゼ-3活性を確認する事とした． 
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5-2 方法 

 Huh7および NNC＃2細胞（2×104細胞/well）を 96well プレートに播種し，37℃，24 時間培養

後，ビオラセインを作用させて 4 時間のインキュベーションした．ビオラセイン濃度は 0.625 

µmol / L，1.25 µmol / L，2.50 µmol / L，またはコントロール DMSO とした．その後細胞を

1×PBS(-)を加え洗浄した後，カスパーゼ-3阻害剤 DEVD-FMK（Cleaved Caspase-3 Staining Kit 

(FITC)，Abcam，Tokyo，Japan）で反応させた． FITC によるカスパーゼ 3 は，フローサイトメト

リー（FACS Calibur TM Flow Cytometer; BD Biosciences）を用いて検出した．データは，3 回の独

立した実験からの平均±標準偏差として表され，各実験は 3 回行った． 統計分析は，スチューデ

ントの t 検定を使用した． 

 

5-3 結果 

 ビオラセインが誘導するアポトーシスにより調節因子であるカスパーゼ 3 活性の変化を図 3-7

に示した． 図 3-8 A はフローサイトメトリー測定による解析の結果である．カスパーゼ 3 活性を

有するアポトーシス細胞は，0μmol/ L濃度のビオラセインと比較して Huh7 細胞で 4.90±2.04 ％，

13.34±134 ％，12.02±1.79 ％，16.36±3.60 ％であり， NNC＃2細胞においては 3.10±0.05 ％，

21.62±2.08 ％，19.86±1.36 ％および 30.17±4.34％であった．このようにビオラセインの濃度が高

くなるにつれカスパーゼ 3活性を有する細胞が右側にシフトしてカスパーゼ 3活性が高くなって

いることが確認できた．    

図 3-8 B はこのカスパーゼ 3 活性を数値化して解析したグラフである．アポトーシス細胞の割

合は，0 μmol/ L 濃度のビオラセインと比較して，HuH7 細胞で約 2.45〜3.3倍，NNC＃2 細胞で約

6.4〜9.7 倍高かった． t 検定による統計学的解析により，p <0.05 で統計的に有意であることをが

示された．  
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5-4 考察 

 これらの解析の結果，ビオラセインは濃度依存的に Huh7および NNC＃2細胞においてカス

パーゼ 3 の活性化が誘導され，この経路を介してアポトーシスを誘導されることを確認した．ま

た，NNC#2 細胞における形態学的な結果は，Huh7細胞と比較すると HCV の存在がアポトーシ

スを抑制しているようにも観察された．以前の報告では，HCV コアと E1 および E2 構造タンパ

ク質がアポトーシスを促進し，NS3，NS4A，NS5A，および NS5B非構造タンパク質がアポトー

シスを抑制することが示されている[83-86]． 

 細胞死は，以前はアポトーシス，オートファジー，角質化，壊死に分類されていた[85, 86]が現

在は 13 種類に分類され[87, 89]，関与する分子シグナルが解明されてきている．また，癌細胞の

増殖は，細胞死を防ぐアポトーシスに関連する遺伝子の突然変異から生じるという報告がある

[87]．  

 本研究では，ビオラセインが Huh7 と NNC＃2細胞において濃度依存的にポトーシスを引き起

こし，さらに高濃度のビオラセインは，アポトーシス以外のメカニズムを介して細胞死が起こる

可能性があることを示した．これらのことはビオラセインが， HCV に感染した肝細胞癌細胞の

有望な治療薬になりうること，さらに細胞死のタイプを調査するための有用な化合物である可能

性が示唆された． 

 

第 6 節 まとめ  

今回の解析により，ビオラセインは，Huh7および NNC＃2 細胞において TNFR ファミリーに

誘導されるカスパーゼ 3 の活性化によりアポトーシスを誘導することで，抗 HCV 活性ならびに

抗腫瘍活性を示すことを明らかにした．さらに，形態学的観察から，アポトーシス以外の種類の

細胞死を引き起こしている可能性が示唆され，細胞死のタイプを調査するための有用な化合物で

ある可能性が示唆された．  
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図 3-1 HCV-IRES の抑制効果の確認 
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図 3-2 HCV NS5A タンパク質の発現確認 
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図 3-3 ビオラセインとデオキシビオラセインの細胞毒性 
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図 3-4 Huh7 細胞の細胞膜透過性を利用した生細胞 と死細胞染色 
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図 3-5 NNC#2 細胞の細胞膜透過性を利用した生細胞 と死細胞染色 
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図 3-6 Huh7 細胞の細胞膜リン脂質変化を利用した細胞死の解析 
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図 3-7 NNC#2 細胞の細胞膜リン脂質変化を利用した細胞死の解析 
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図 3-8 アポトーシス調節因子カスパーゼ 3 の解析 

蛍光強度  
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第 4 章 総括 

第 1 節 本研究により得られた知見 

 HCV 感染による慢性肝炎とその予後はけして良好とは言えず，20 年，30 年といつの間にか進

行して肝癌を発症してしまう状況がある．海外に先行して充実した治療が行われている日本にお

いて，近年採用されている治療法は，インターフェロンフリー経口剤治療でほぼ 100 %以上のウ

イルスを消失させることのできる治療となっている．しかしこの治療法は，直接作用型抗ウイル

ス薬のため，健常者に比べて発がんリスクが高いこと，治療不成功だった場合に高度耐性変異株

の出現すること，血中の HCV 抗原が陰性になった後でふたたび陽性となる事等が問題となって

いる．これらのことから，耐性株出現の問題や genotype の違いに起因する効果の減弱など，様々

な問題を克服できることが期待される宿主因子を標的とする治療法は，非常に注目されている．

そこで本研究では，HCV 複製に関与する宿主因子を明らかにし，これらの知見を基に新たな

HCV 治療薬の研究開発を目的とした． 

 第 2 章では，PGA1による抗 HCV 活性と作用機序の解明をおこない．PGA1が宿主因子に影響

を与えることで HCV の増殖を制御することを発見した．PGA1 の HCV-IRES を介した翻訳の阻

害は，PGA1 / eIF3-40S サブユニット/ HCV-IRES RNA 複合体の形成により起きる新しい阻害メカ

ニズムであり，新規抗 HCV 薬となりうる可能性が示唆された． 

 第 3 章は，ビオラセインの抗 HCV 及び抗腫瘍活性と作用機序の解明について研究を行い，茨

城県から発見した C． violaceum VP2 株が産生するビオラセインは，Huh7 細胞と NNC#2 細胞に

対して細胞死を誘導することを見出した．このことは，ビオラセインが生存シグナルに影響を与

えることで，抗 HCV 活性と抗腫瘍活性を誘導することを示している．また今回の解析の副産物

として，高濃度のビオラセインが，  細胞死のタイプを調査するための有用な化合物になりうる

ことが示唆された． これらの研究から，宿主因子に作用する PGA1 と生存シグナルに作用するビ

オラセインは副作用の少ない新たな HCV の治療薬の開発につながると期待できる．  
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ルス第二部の杉山隆一博士, また博士課程の学生生活を共にした齋藤るみ子さん, 山崎大樹さん,  

枝勝太郎さん, 佐藤勇佐さん, 星雅典さん, 君塚圭亮さん, 小倉久直さん,  多くの仲間たちに深く感

謝いたします． 

 最後に, 千葉工業大学に入学してからの約 8年間, 経済面や健康を気遣ってくれ, 温かい目で見

守っていてくれた家族,  博士の学位取得までに出会った全ての方々に心より深く感謝いたしま

す． 


