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C型肝炎ウイルス非構造獲白NS4Aの

翻訳抑制作用

永康裕

神岡大学医学部微生物学講座

(指導:堀田博教授)

干650-0017 神戸市中央区楠町7 5 -1 
TEL: 078-382-5502 
FAX: 078-382-5519 

(平成13年2月8日受付)

(要 約)

C型肝炎ウイルス (HCV) の NS4AはNS3セリ

ンプロテアーゼ活性増強作用や NS5Aの高リン酸化

等にも関与している議自であるが，その他の機能につ

いてはほとんど知られていなL、。今回の我々の CAT

アッセイを用いた研究により， NS4Aは遺伝子産物

(蛋白)の発現を抑制することが明らかとなった。

NS4Aによる遺伝子産物発現の抑制のメカニズムを

解析するために，まず RT-PCRを用いて転写レベル

で解析したが NS4Aによる抑制は認められず， それ

以降の段階が重要であることが強く示唆された。そこ

で，拭験管内翻訳反応系で NS4Aの翻訳機構に及ぼ

す影響を解析したところ，遺伝子産物発現麗はコント

ロールに比べて抑制された。以上より NS4Aが翻訳

抑制作用告有することが示された。さらに今回，

NS4A欠失変異体を用いて翻訳機構抑制に関与する

NS4Aの責任領域を解析したところ， N末端 18アミ

ノ酸が翻訳機構抑制に必要な領域であることが分かっ

た。また， NS4AはNS3のN末端部と結合し櫨合体

を形成することが報告されているため，その複合体の

翻訳抑制に及ぼす影響についても検討した。それぞれ

に抑制作用があったが，その効巣にはばらつきを認め

た。いずれにしても， NS4A自身が翻訳抑制作用を

ることは明らかであり. HCV においてNS4Aが

宿主細胞内で翻訳を抑制することにより，その持続感

染に有利な働きを行っている可能性が示唆された。

(諸 言)

C型肝炎ウイルス (HCV)はフラピウイルス科に

し，輸血後肝炎，慢性肝炎，肝硬変，肝細胞踏の主

要な原困ウイルスとして広く知られている(1)0 HCV 

感染の約 70から 90%は慢性化し(川川いへ 10から 20

年後少なくとも 20%が肝硬変へと滋んでいく。そし

てまた肝細胞癌とも関係している (2，5)。ウイルスゲノ

ムはプラス鎖の一本鎖 RNAで，全長約9，600塩慕か

らなる。塩基配列にかなりの変化があり，最近少なく

とも 6個の主なゲノタイプと 60個のサブタイプに分

類されている (9，10，川。また，約 3，010-3，033アミノ酸

残基からなる前駆体ポリプロテインをコードしていて，

産生されたポリプロテインは，借主細胞のシグナルベ

プチダーゼとウイルスがコードする 2つのプロテアー

ゼによって少なくとも 10倒のウイルス蛋白 (Core，

日1，E2， p7， NS2， NS3， NS4A， NS5A， NS5B)に

切断される(12，13，ヘ

NS4AはNS3プロテア…ゼと安定した襖合体を形

成していて 3/4Aと4B/5A部位での切断に補助因

子として働いたり， 4A/4Bと5A/5B部位でのプロ

セッシングを増強したりする(15，16，17)。また NS5Aの

高リン酸化にも関連している(18，ヘしかしながら，そ

の機能はほとんど分かつていない。

今回の研究では，転写または翻訳に及ぼす NS4A

の影響を調べるとともに，その貿任領域を明らかにす

ることを目的とした。

(方 法)

プラスミドの構築

HCV-1bj株(20)のN84A全領域をプライマー J4 A“1-8 

(sense， 5'心GAGGAATTCGTCATGAGCACCTGGGTGCT-

3' 下線部， EcoRI認識部位;太字，翻訳開始コドン)

とJ4A-54-AS(antisense. 5¥心GCTGAATTCCTACAGG

キ…ワード :C型肝炎ウイルス，非構造蛋白NS4A，翻訳抑制
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CAGTACGCGGCCA-3' ;下線部， EcoRI認識部位;太字，

停止コドンの相補的配列)を使用して PCR法を用い

て増幅した。 EcoRIで処理後，増幅フラグメントを

pSG5 (Stratagene)に組み込み，発現プラスミド

pSGns4A/1658-1711を作製した。 また， NS4A 

(全長54アミノ酸)の種々の欠失変異蛋白(1から 40

アミノ酸， 18から 54アミノ酸， 18から 40アミノ酸)

を発現するプラスミド(それぞれ pSGns4A/1658時

1697， pSGns4A/1676-1711， pSGns4A/1676-1697) 

もプライマー J4A-1-S，J4A-40-AS (antisense， 5'-

GGAGGAATTCCTACCAGAGCCGCAAGGACT-3'下線部，

EcoRI認識部位;太字，停止コドンの相補的配列)，

J4A-18-S (sense， 5'ーGCACGAATTCGCTATGAGGCGGA

GTCCTTG-3'下線部， EcoRI認識部位;太字，翻訳開始

コドン)と J4A-54-ASの適当な組み合わせによって，

同様に作製した。 NS3ムC(aa1027-1459)(21)をコード

する cDNAフラグメントは， HCV-BK146 cDNA 

を鋳型としてプライマ-NS3-Eco-1 (sence， 5'-

GGG立主主TTCGCCATGGCGCCCATCACGGCCT ACTC-3' 下

線部， EcoRI認識部位-太字，翻訳開始コドン)と

NS3-Eco-3 (antisense. 5' -GTCGAATTCCTAGGTGACA 

CATGTGTTACA-3' ;下線部， EcoRI認、識部位;太字，

停止コドンの相補的配列)を用いて， PCRにより作

製した。 NS3/NS4A全領域は，プライマ-NS3-

Eco-1とNS4A-2(antisense， 5¥GAGGATTCCTAACA 

CTCTTCCA TCTCA TC-3' ;下線部， EcoRI認識部位;太

字，停止コドンの相補的配列)を用いて pM094AJか

ら増幅された NS3/NS4A部位で切断される NS3/

NS4A( +)と， NS3-Eco-1と J4A-54-ASを用いた

NS3/NS4A部位で切断不能な HCV-lbJ株の変異

体 NS3/NS4A(一)の 2種類のフラグメントを増幅し

た。これらのフラグメントを pSG5にサブクローンし，

発現プラスミド pSGns3/1027-1459，pSGns3/4A/ 

1027-1711 (M094AJ)， pSGns3/4A/1027-1711 (HCV-

1bJ)を作製した。 HCVゲノム構造の略図と発現プ

ラスミドの構成に使用した cDNAフラグメントを図

1に示す。

クロラムフェニコー jレアセチノレトランスフエラーゼ

(CAT)遺伝子の上流にそれぞれ waf-l， p53， SV40， 

RSV， c-fosプロモーターを持つ CATレポータープ

ラスミドは， これまでに報告されたものを使用した。

つまり pWWP-CAT(p21WAFl promoter)(22) ， 

O. 7p53-CA T (mouse p53 promoter)C2ヘpSV2-cat

(SV 40 early promoter )(24) ， pRSV -cat (Rous 

sarcoma virus long terminal repeat) (25) ， pBL-

fos-CA T (human c-fos promoter)(紛を使用し

fこ。

1027 

γ 2  
5' |C |E1|E2 NS5A NS5B 3' 

、

"." NS4A、、
" 

、、
/ 、、

" 
、、

" 
、、

NS4A-F pSGns4A/1658・1711 1658 IIIIII ¥1711 

pSGns4A/1658・1697 1658 1697 NS4A(1・40)

pSGns4A/1676・1711 1676 1711 NS4A(l8・54)

pSGns4A/1676・1697 1676 1697 
NS4A(18・40)

pSGns311 027・1459 1027一一一一一一一一 1459 NS36C 

pSGns3/4A/I027・1711(M094AJ) 1027 1711 NS3/4A(+) 

pSGns3/4A/I027・1711(HCV-lbJ) 1027 1711 NS3/4A(ー)

図 1 HCVゲノム構造と発現プラスミドに用いられた cDNAフラグメントの略図。発現プラスミドと組換え蛋

白の名前を記す。番号はアミノ酸の位置。
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細胞培養

Ltk~細胞は 10%ウシ胎児血清を加えたダルベッコ

培地中で培養した。

CATアッセイ

約1X 106個の細胞を砲径 lOcmの組織培養プレ

トにまき，一晩培養した。それぞれの NS4A発現プ

ラスミドと CATレポ…タープラスミドを種々の比率

で混合し， リン酸カルシウム法(27)1こで細胞にトランス

フェクトしたo pSG5プラスミド奇コントロールベク

ターとして使用した。細胞を 48時間後に回収し，

250mMトリス塩酸 (pH7.8)緩衝液中でソニケーショ

ン040W，2分)により破砕した。細胞抽出液は遠心

分離 OO，OOOrpm，5分)により回収し，その CAT

活性を測定した(28)。すなわち. 20μlの細胞抽出物を

0.05μCiの14C幽標識クロラムフェニコ…ル. 0.5mM 

アセチル CoA， 250mMトリス塩酸(pH7.8)と混合

し. 370Cで5時間反応させた。反応混合液は酢酸エチ

ルにより抽出し，薄)欝クロマトグラフィーによりシリ

カゲル上に展開した。アセチル化された，あるいはア

セチル化されていないクロラムフェニコールをオート

ラジオグラフィ…により識別し， その放射活性を

BAS2000イメージアナライザー(フジフィルム)を用

いて測定した。

RT♂CRによる転写レベルの半定量

CATアッセイの時と同様に，培養細胞に NS4A発

現プラスミドと CATレポ…タ…プラスミドをトラン

スフェクトし， 48時間後に細胞を回収した。その細

胞から. TRlzol格液を用いて RNAを抽出し， RT側

PCRを行ったoRT-PCR反応は，まず CATcDNA 

Iこ対するプライマ… (sense，5'-TGTACCTATAA 

CCAGACCGT-3'， antisense， 5'-GCGGCATCAGCACCTTGTー

のあるい はG3PDHcDNA 1こ対するプライマー (F，

5'-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3'， R. 5'-TCCACCACCCTGTT 

GCTGTA-3')奇用いて 600C30分逆転容を行い，続いて

940Cで変性， 500Cでアニーリング， 720Cで伸長反応、を

行った。定量評価のために，まず一定の回数 (20，25， 

30， 35， 40サイクル)で PCR反応を行い， 25-35サ

イクルが増幅の対数期内であることを確認した。

G3PDHは定盤的 RT同 PCR解析における内部コント

ロールとして用いた。

試験管内翻訳反応における NS4Aの効果

試験管内翻訳反応は既報の方法に従い行った(紛。ま

ず. pSGns4A/1658ω1711を XbaIで線状 DNAと

し， RiboMAX RNA Production System-T7 

(181) 

99 

(Promega)を用いた NS4A-FRNA転写の鋳型と

して用いた。転写反応、は cappedRNAを合成する

ために 3mM7mGpppG (New England Biolabs) 

の存在下で行った。その後，反応混合械を DNA分

解酵素で消化して鋳型 DNAを取り除き， Rneasy 

Mini Kit(Qiagen)を用いて合成された mRNAを

精製した。 p21WAF1の発現プラスミド pSGp21も

XbaIで線状 DNAとし， 上記と同様にして

p21WAF1のmRNAを精製した。試験管内翻訳反

応にはFlexiRabbit Reticulocyte Lysate (Promega)を用

い， 5 : 1の比率で浪合した pSGns4A/1658叩 1711

mRNAとpSGp21mRNAの翻訳反応をプロトコー

ルに従って行った。その後， p21WAF1蛋白の発現を

抗 p21モノクロ…ナル抗体を用いたウエスタンブ、ロッ

ト法により解析し定議した。また NS5Bの発現プラ

スミド pSGns5Bを Xbalで線状 DNAとし，同様

にして mRNAを作製して， NS4A 1こ対するコント

ロールとして使用した。

(粕 果)

NS4Aによる p21WAF1CATレポ…タ

発現に及ぼす影響

p21WAF1プロモーターを持つ CATレポータ…遺

伝子~(pWWP-CAT) 発現に及ぼす NS4A の効果を

CATアッセイにより解析した。 pWWPωCAT1 μg 

対して pSGns4A/1658-1711をo(対照)， 1. 5， 

10. 15μgと増麗していくと，それにしたがって対照

000%)に比べて CAT活性は抑制された(図 2)。

つまり NS4Aはp21WAF1CATレポ…タ…遺伝子

発現を最依存性に抑制した。この実験において，

pSGns4A/1658倫 1711を0， 1. 5， 10. 15μgと

増量した時，瀧合するコントロールベクタ-pSG5 

は15.14， 10. 5， 0μgと減量し， DNAの総量が

変化しないようにして遺伝子導入効率が一定になるよ

う工夫した。

NS4Aによる種々の CATレポーター遺伝子発現の

抑制

p21WAFlプロモーター以外に. p53， SV2， RSV， 

c-fosプロモーターを持っそれぞれの CATレポーター

遺伝子発現に及ぼす NS4Aの影響についても解析し

た。抑制度が顕著になるように，関 2の結果を考癒し

て，各種 CATレポ…タ…遺伝子 1μgに対してそれ

ぞれ 15μgのpSGns4A/1658-1711を混合し， CAT 

活性を測定した。 NS4Aは， これらのプロモ…タ

を持つ CATレポーター遺伝子発現をすべて抑制した



NS4Aによる翻訳機構抑制における NS3との複合

翻訳抑制に関与する NS4Aの責任領域の解析

NS4A欠失変異体を用いて翻訳抑制に関与する

NS4Aの責任領域を解析した。 NS4A欠失変異体は

図 1に示したように， N末端領域 1-40アミノ酸，

末端領域 18-54アミノ酸，あるいは中央領域 18-40ア

ミノ酸から成っている。 CATアッセイには pWWP-

CATを試験 CATレ京一タープラスミドとして使用

した。 N末端領域 1-40アミノ酸は NS4A全領域とほ

ぼ同程度に CAT活性を抑制したが， C末端領域

18-54アミノ酸と中央領域 18-40アミノ酸は抑制活性

を示さなかった(図 6)0p53プロモーターを持つ

0.7p53-CATを CATレポータープラスミドとして使

用した場合にも，上記と同様の結果が得られた(未発

表成績)。

セイによる解析で CATレポーター遺伝子発現の抑制

効果が認められなかったことから(未発表成績)， こ

こでは発現蛋白コントロールとして使用した。試験管

内翻訳反応系で， NS4A mRNAと p21WAF1

mRNAを 5: 1の比率で混合し， p21WAF1発現量

を測定したところ，その発現量は， NS5Bを用いた対

照に比べて， 65.6::t 12.8%に抑制された(図 5)。
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1711 15μgを混合し，細胞にトランスフェク

ションした後. CAT活性を測定した。コント

ロールはコントロールベクタ-pSG5のみの時

の CAT活性値で， これを 100%とした。 3回

の独立した実験結果の平均値と標準偏差を示す。
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NS4Aによる CATレポーター遺伝子の転写に及ぼ

す影響

CATレポーター遺伝子に対する NS4Aの効果を転

写レベルで解析するために， CATアッセイの時と同

様に， pSGns4A/1658-1711とpWWP-CATを一過

性に発現させた細胞から RNAを抽出し，それを用

いて CATmRNA量を RT-PCRで半定量した。

G3PDH mRNAは内部コントロールで，対照群と

NS4A群とで RNA総量がほぼ一致していることを

示している。サイクル数が増すと， G3PDH mRNA 

量は各群とも同じように増加した。 CATmRNA量

も同様にサイクル数にしたがって増加したが，各群間

で CATアッセイ時のような差異を認めなかった(図

4)。

NS4Aによる試験管内翻訳反応の抑制

Flexi Rabbit Reticulocyte Lysate(promega) 

を用いた試験管内翻訳反応系を用いて， NS4Aによ

る翻訳機構の抑制が解析された。 NS5BはCATアッ

p21WAF1 CATレポーター遺伝子発現に及ぼ

す NS4Aの効果。 pWWP-CAT1μg対して

PSGns4A/1658-1711をそれぞれ 0， 1， 5， 

10， 15μgの比率で Ltk-細胞にトランスフェ

クションした。 48時間後に細胞を回収し，

CATアッセイに供した。 pSGns4A/1658-
1711がOμg，コントロールベクタ-pSG5が

15μg時の CAT活性を 100%とした。 3回の

独立した実験結果の平均値と標準偏差を示す。

(図 3)。各プロモータ一間で NS4Aの抑制度に違い

があるか分散分析法で検定したが，有意差を認めなかっ

た。したがって， NS4Aの各プロモーターに対する

遺伝子発現抑制に特異性はないことが示唆された。
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RT-PCRによる CATレポ…タ…遺伝子転写レベルの半定量。 pSGns4A/1658ω17日または pSG5と

pWWP-CATをそれぞれ一過性に発現させた細胞から抽出した RNAを用いて， CATmRNA量を

日T側 PCRで半定量した。 G3PDHは内部コントロールとして用いた。
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NS4Aの責任領域の同定。 NS4Aの欠失変異

(NS4A(1-40)， NS4A(18-54)， NS4A(18-

40))を発現するプラスミド CpSGns4A/1658-

1697， pSGns4A/1676-1711， pSGns4A/1676網

1697) 15μgとpWWP-CAT1μgをそれぞれ混

合し，細胞にトランスフェクションした後，

CAT 活性を測定した。コントロ…ルベクタ

pSG5のみの時の CAT活性値を 100%とした。 3

回の独立した実験結果の平均値と標準偏蓋を示す。
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図6試験管内翻訳反応における:.JS4Aの効巣o

Flexi Rabbit (Promega) 

を用いた試験管内翻訳反応系で， NS4A 

mRNAとp21WAFlmRNAを5:の比率

で混合し， プロトコールに従って翻訳反応を行っ

た。 p21WAF1蛋白の発現を抗 p21モノクロー

ナル抗体を用いて，ウエスタンプロット法によ

り解析し定量した。また、 NS4Aに対するコン

トロ…ルとして ~S5B を用い， この時の

p21W九Fl蛋白の発現E誌を 100とした。

NS4A酬 FNS5B 

図5

について検討した。それぞれに抑制作用があったが，

その効果にはばらつきがあり，各 CAT活性聞に有意

を認めた(図 7)。すなわち， NS3と NS4Aを

trαmに共発現させると， CAT活性は抑制されたが，

NS4A-F単独lこよる抑制に比べると，その根度は弱

かった。また， NS3と NS4Aが CLS に発現し

NS3/NS4A部位で切断される NS3/NS4A(十)を

(183) 

体形成の効果

NS3とNS4Aをかαmに共発現させたり， NS3と

NS4Aが CLSに発現後 NS3/NS4A部位で切断を受

けるプラスミド pSGns3/4A/I027-1711(M094AJ) 

や. NS3/NS4A部位で切断不能な変異体を発現す

るpSGns3/4A/I027-1711(HCV -lbJ)を用いて，

翻訳抑制に及ぼす NS3とNS4Aの機合体形成の影響
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図 7 NS4AとNS3の複合体形成の効果。 NS3と

NS4Aを trαmに共発現させたり (NS3ムC十

NS4A-F)， NS3とNS4Aがcis(NS3/4A (十))

に発現するプラスミド pSGns3/4A/1027-

1711 (M094AJ)，あるいは NS3/NS4A部位

で切断不能な変異体 (NS3/4A(一))を発現す

るpSGns3/4A/1027 -1711 (H CV -1 bJ)を用

いて，翻訳抑制に及ぼす NS3とNS4Aの複合

体形成の影響を CATアッセイにて解析した。

pWWP-CAT 1μgに対して上記のプラスミド

をそれぞれ 15μgず、つ混合し細胞にトランス

フェクションした後， CAT活性を測定した。

コントロールベクタ-pSG5のみの時の CAT

活性値を 100%とした。 3回の独立した実験結

果の平均値と標準偏差を示す。

用いた場合にも，その抑制の程度は弱かった。一方，

NS3/NS4A部位で切断不能な変異体NS3/NS4A(一)

では，上記 2つの複合体よりも CAT活性は強く抑制

されたが，これも NS4A-F単独の場合よりは弱かっ

た。なお， 0.7p53-CATをCATレポータープラスミ

ドとして用いた場合にも，同様の結果が得られた(未

発表成績)。

(考 察)

NS4Aは NS3セリンプロテアーゼ活性増強作

用05.16，17)や， NS5Aの高リン酸化等にも関与している

蛋白(18，19)であるが，その他の機能についてはほとん

ど知られていなし」今回の我々の CATアッセイを用

いた研究により， NS4Aは， プロモーターの種類に

拘わらず，遺伝子産物(蛋白)の発現を抑制すること

が明らかとなった(図 2，3)0 NS4Aによる遺伝子

産物発現の抑制のメカニズムを解析するために， RT-

PCRを用いて CATmRNA量を半定量した。 RNA

総量がほぼ一致するように整えられたコントロール群

とNS4A群間で， CAT mRNA量に差は認められな

かった(図 4)。この結果から， NS4Aが遺伝子発現

を抑制するのは転写レベルではなく，それ以降の段階

であることが強く示唆された。そこで，試験管内翻訳

反応系で NS4Aの翻訳機構に及ぼす影響を解析した

ところ，遺伝子産物発現量はコントロールに比べて抑

制された(図 5)。この時， NS4A mRNAとp21WAF

1mRNAは5: 1の比率で混合したが， この抑制の

程度は， CATアッセイにおける同比率での共発現時

のNS4Aによる抑制と比較すると小さいものであっ

た。試験管内(無細胞)反応系と培養細胞内での反応

という実験系の違いによるものか，あるいはその他の

理由に基づくものかについては，現時点では明らかに

することはできなかった。しかし，いずれにしても，

NS4Aが翻訳抑制作用を有することが，本研究によ

り初めて示された。

さらに今回， NS4A欠失変異体を用いて翻訳機構

抑制に関与する NS4Aの責任領域を解析した D

NS4A欠失変異体として，疎水性に富む N末端領域

1-40アミノ酸，親水性に富む C末端領域 18-54アミ

ノ酸，そして NS3との結合に重要な部位である中央

部領域の 18-40アミノ酸が作製された。 C末端領域

18-54アミノ酸や中央領域 18-40アミノ酸に比べて，

N末端領域 1-40アミノ酸は NS4A全領域とほぼ同程

度に CAT活性を抑制した(図 6)。この結果より， N

末端 18アミノ酸が翻訳機構抑制に必要な領域である

ことが示された。

NS4AはNS3のN末端部と結合し，複合体を形成

することが報告されている〔叩， 31)。そこでNS3とNS4A

をかαηsに共発現させたところ， CAT活性は抑制さ

れたが NS4A-F単独による抑制に比べると， その程

度は弱かった。また， NS3とNS4Aが ClSに発現し

NS3/NS4A部位で切断される NS3/NS4A( + )で

はさらに抑制が弱かった。一方， NS3/NS4A部位

で切断不能な変異体 NS3/NS4A(一)では，上記 2

つの複合体よりも CAT活性は強く抑制されたが， こ

れも NS4A-F単独の場合よりは弱かった(図 7)。こ

れらの結果より，以下のことが考えられる。まず，翻

訳機構が細胞質リポゾーム上にあることを考えると，

複合体の局在と翻訳抑制の程度とが相関する。また，

NS4Aは種々の蛋白と容易に結合するが， NS3/ 

NS4A部位で切断不能な変異体 NS3/NS4A(一)は，

他の蛋白との結合を免れることによって， NS3/NS 

4A(+)に比べて強い抑制活性を有する可能性が考え

られる。一方， NS3ムCはHCV-BK株， NS3/NS4 

A(+)は M094AJ株， NS3/NS4A ( -)は HCV-

(184) 



1bJ株由来とそれぞれ異なる株由来のため， NS3の

N末端部の構造の違いにより， NS3とNS4Aとの相

互作用が異なることも考慮に入れる必要がある。いず

れにしても， NS4A自身が翻訳抑制作用を有するこ

とは明らかであるが，その詳細な機序についてはさら

なる解析が必要である。

ポリオウイルスやアデノウイルスではさまざまなウ

イルス蛋白が宿主細胞の蛋白発現を抑制し，その感染

に有利に働くことが報告されている (32，3334)。同様に，

HCVにおいても NS4Aが宿主細胞内で翻訳を抑制

することにより，その持続感染に有利な働きを行って

いる可能性が示唆された。
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ABSTRACT 

NS4A， which is a non-structural protein of hepatitis C virus， forms a stable complex with the 

NS3 proteinase and is required as a cofactor for cleavage at the 3/4A and 4B/5A sites， enhancing 

the processing at the 4A/4B and 5A/5B sites. NS4A is also invo1ved in the hyperphosphorylation 

of NS5A. However， the other functions of NS4A are hardly understood. In this study， we 

demonstrated that NS4A suppressed the gene expression using CAT assay. To analyze the 

underlying mechanism， we perfomed semi-quantitative RT -PCR to determine transcription levels. 

Our results showed that NS4A did not suppress transcription， suggesting that the suppression of 

the gene expression was mediated post-transcriptionally by NS4A. The effect of NS4A on i丸山tro

translation was then analyzed. The results obtained revealed that NS4A suppressed in vitro 

translation. In addition， the responsible region of NS4A to suppress translation was ana1yzed with 

deletion mutants of NS4A. Our results suggested that the amino-terminal 18 residues of NS4A 

p1ayed an important ro1e in the translational suppression. Since NS3 is known to form a stable 

complex with NS4A， effects of NS3 on NS4Aωmediated translationa1 suppression were ana1yzed. 

NS4Aωmediated translational suppression was partial1y negated by NS3 when NS3 was co-

expressed in ei ther tnαns or cis if， in the 1atter case， the junction between NS3 and NS4A cou1d be 

cleaved. However， a mutant NS3/NS4A protein that was unable to c1eave the junction stil1 

possessed the ability to suppress translation. It has been reported that the proteins of viruses such 

as poliovirus and adenovirus suppress protein expression of the host cell resulting in an ideal 

environment for infection， Similarly， it appears likely that HCV NS4A suppresses translation of 

the host cell to work favorably for the establishment of HCV infection. 

(188) 


