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学位論文の内容要旨

Unconjugated interferon・stimulatedgene 15 specifically interacts 
with the hepatitis C virus NS5A protein via domain I 

非修飾型インターフェロン誘尊性逍伝子15はC型肝炎ウイルス NS5A蛍白質ドメイン Iと

特異的に相互作用する
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【背景）

C型肝炎ウイルス(HCV)はフラビウイルス科ヘパシウイルス屈に分類され、一本鎖RNAを

ゲノムに持つ。 RNAにコードされるポリプロテインは宿主およびウイルスのプロテアーゼに

よって切断を受け、 3つの構造蚕白質(Core、El、E2)、p7ポリペプチド、および非構造蛋白

質(NS2、NS3、NS4A、NS4B、NS5A、NS5B)が産生される。他の非構造蛋白質と異なり、

NS5Aは酵素活性を持たないが、様々な宿主因子との相互作用を介してウイルス複製に重要

な役割を果たしていると考えられている。

インターフェロン誘羽性迫伝子15(ISG15)は、 I型インターフェロンによって誘導される

インターフェロン話羽性蚕白質であると同時に、 2つのユピキチン様ドメインを持つユピキ

チン様分子としても知られている。ユピキチンと同様、El(UBElL)、E2(UbcH8)、E3(Herc5)

を介して、基質斑白質を修飾する (ISGylation)。また、 ISG15はISGylationとは別に単体

でも細胞内に存在し、細胞外へも分泌されることが知られている。近年、この非修飾型ISG15

もウイルス感染において何らかの役割を果たしているという報告が散見されるようになって

きた。

ISG15は多くのウイルスに対して抗ウイルス囚子として働くことが報告されているが、

HCVに対してはウイルスの複製を促進する因子として働くことが報告されている。一方で、

ISG15はHCV感染に対し抑制的に働くとの報告もあり、 HCV感染における ISG15の役割

はいまだ未解明である。

今回、我々はISGylationとは異なる非修飾型ISG15の機能に注目し、 HCV感染における

非修飾型ISG15の役割について検討した。

【結果】

1. ISG15とHCVNS5Aとの相互作用

Huh-7細胞における ISG15と各HCV鋲白質との相互作用を免疫沈降法にて解析したとこ

ろ、 NS5AがISG15と共沈した。 NS3もISG15と共沈したが、 NS3とNS4Aを共発現させ

ると NS3は共沈しなかった。 NS4AはNS3-NS4A複合体の膜への固定に重要であることが

以前より知られており、 NS3が本来の細胞内局在にある場合は、 NS3はISG15と相互作用

しないと考えられた。 NS4B、NS5B、p7、CoreはISG15と共沈しなかった。さらに、 HCV

レプリコン細胞を用いて、IFNによって誘尊された内在性ISG15とNS5Aとの相互作用を免

疫沈降法にて解析したが、同様にNS5Aと内在性ISG15の相互作用が示された。以上の結果

より、 ISG15はNS5Aと特異的に相互作用する事が示唆された。

2. ISG15変異体と HCVNS5Aとの相互作用および共局在

ISG15と NS5Aとの相互作用が ISGylation非依存性であるか否かを検討するため、

ISGylationに必須である ISG15のC末端配列 (LRLRGG)を欠失もしくは変異(LRLRAA)

させた変異体を作成した。これら二つのISG15変異体と NS5Aとの相互作用を免疫沈降法に



て検討したが、 NS5Aはいずれの ISG15変異体とも共沈し、 ISG15とNS5Aの相互作用は

ISGylation非依存性であることが示唆された。また免疫蛍光染色およびProximityligation 

assay (PLA)法にて、これらのISG15変異体と HCVレプリコン細胞内の NS5Aが核周囲で

共局在することが示された。

3 . NS5A domain IとISG15の相互作用

NS5AのISG15結合領域を NS5Aの各種欠失変異体を用いて免疫沈降法にて解析した。

NS5AのdomainIを含む変異体のみがISG15と共沈し、その中でも NS5Adomain Iのaa

1-126がISG15との相互作用に重要であることが示唆された。

【考察】

本研究では、非修飾型ISG15とHCV蚕白質との相互作用について解折し、 NS5Aと非修

飾型 ISG15が特異的に相互作用することが示された。また免疫蛍光染色およびPLA法にて

非修飾型 ISG15とNS5Aとの共局在が示された。 NS5Aと非修飾型ISG15との相互作用に

は、 NS5Aドメイン Iのaa1-126が重要であると考えられた。

ISG15の発見以来、 ISG15の研究は主に ISGylationに焦点が当てられていたが、近年非

修飾型ISG15の重要性を示す報告が散見されるようになってきた。チクングニアウイルスに

関する研究では、 ISG15ノックアウトマウスではウイルス感染に対する感受性が上がったの

に対し、 UBElLノックアウトマウスでは野生型と同等の表現型を示したことが報告され、チ

クングニアウイルス感染における非修飾型ISG15の重要性が示唆された。また、別の研究で

は非修飾型ISG15がE3ユピキチンリガーゼである Nedd4と結合してNedd4によるエボラ

ウイルス VP40のユピキチン化を阻害し、ウイルス粒子放出を抑制すると報告されている。

これらの報告は、ウイルス感染における非修飾型ISG15の重要性を示唆しており、本研究の

結果からも非修飾型 ISG15がHCVの生活環および病原性に何らかの影愕を及ぼしている可

能性が示唆された。

今後、本研究で示されたNS5Aドメイン Iと非修飾型ISG15との相互作用がウイルス複製

や粒子形成、もしくはHCVの免疫回避機構に影愕を及ぽしているか否かを検討することが必

要である。これらの研究は、 HCV生活棗および病原性における新たな分子機序の解明につな

がると考えられた。
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要旨

C型肝炎ウイルス(HCV)はフラビウイルス科ヘパシウイルス属に分類され、一本鎖RNAをゲノ

ムに持つ。 RNAにコードされるボリプロテインは宿主およびウイルスのプロテアーゼによって切

断を受け、 3つの構造蛋白質(Core、El、E2)、p7ポリペプチド、および非構造蛋白質(NS2、NS3、

NS4A、NS4B、NS5A、NS5B)が産生される。他の非構造蛋白質と異なり、 NS5Aは酵素活性を持

たないが、様々な宿主因子との相互作用を介してウイルス複製に重要な役割を果たしていると考え

られている。

インターフェロン誘埓性迫伝子 15(ISG15)は、 I型インターフェロンによって誘導されるイン

ターフェロン誘苺性蛋白質であると同時に、 2つのユビキチン様ドメインを持つユビキチン様分子

としても知られている。ユピキチンと同様、 El(UBElL)、E2(UbcH8)、E3(Herc5)を介し

て、基質蛋白質を修飾する (ISGylation)。また、 ISG15は ISGylationとは別に単体でも細胞内

に存在し、細胞外へも分泌されることが知られている。近年、この非修飾型 ISG15もウイルス感

染において何らかの役割を果たしているという報告が散見されるようになってきた。

ISG15は多くのウイルスに対して抗ウイルス因子として働くことが報告されているが、 HCVに

対してはウイルスの複製を促進する因子として働くことが報告されている。一方で、ISG15はHCV

感染に対し抑制的に働くとの報告もあり、HCV感染におけるISG15の役割はいまだ未解明である。

本研究においてはISGylationとは異なる非修飾型ISG15の機能に注目し、 HCV感染における

非修飾型ISG15の役割について検討された。

1. ISG15とHCVNS5Aとの相互作用

Huh-7細胞における ISG15と各HCV蛋白質との相互作用を免疫沈降法にて解析したところ、

NS5AがISG15と共沈した。 NS3もISG15と共沈したが、 NS3とNS4Aを共発現させると NS3

は共沈しなかった。NS4AはNS3-NS4A複合体の膜への固定に重要であることが以前より知られ

ており、 NS3が本来の細胞内局在にある場合は、 NS3はISG15と相互作用しないと考えられた。

NS4B、NS5B、p7、CoreはISG15と共沈しなかった。さらに、 HCVレプリコン紐胞を用いて、

IFNによって誘導された内在性ISG15とNS5Aとの相互作用を免疫沈降法にて解折したが、同様

にNS5Aと内在性ISG15の相互作用が示された。以上の結果より、 ISG15はNS5Aと特異的に相

互作用する事が示唆された。

2. ISG15変異体と HCVNS5Aとの相互作用および共局在

ISG15とNS5Aとの相互作用が ISGylation非依存性であるか否かを検討するため、 ISGylation

に必須である ISG15のC末端配列 (LRLRGG)を欠失もしくは変異 (LRLRAA)させた変異体を

作成した。これら二つのISG15変異体と NS5Aとの相互作用を免疫沈降法にて検討したが、NS5A

はいずれの ISG15変異体とも共沈し、 ISG15とNS5Aの相互作用はISGylation非依存性である

ことが示唆された。また免疫蛍光染色およぴ Proximityligation assay (PLA)法にて、これらの

ISG15変異体と HCVレプリコン細胞内のNS5Aが核周囲で共局在することが示された。



3 . NS5A domain IとISG15の相互作用

NS5AのISG15結合領域を NS5Aの各種欠失変異体を用いて免疫沈降法にて解析した。 NS5A

の domainIを含む変異体のみが ISG15と共沈し、その中でも NS5Adomain Iの aa1・126が

ISG15との相互作用に重要であることが示唆された。

本研究では、非修飾型 ISG15とHCV蛋白質との相互作用について解折し、 NS5Aと非修飾型

ISG15が特異的に相互作用することが示された。また免疫蛍光染色および PLA法にて非修飾型

ISG15とNS5Aとの共局在が示された。 NS5Aと非修飾型ISG15との相互作用には、 NS5Aドメ

イン Iのaa1・126が重要であると考えられた。

ISG15の発見以来、 ISG15の研究は主にISGylationに焦点が当てられていたが、近年非修飾型

ISG15の重要性を示す報告が散見されるようになってきた。チクングニアウイルスに関する研究で

は、 ISG15ノックアウトマウスではウイルス感染に対する感受性が上がったのに対し、 UBElLノ

ックアウトマウスでは野生型と同等の表現型を示したことが報告され、チクングニアウイルス感染

における非修飾型 ISG15の重要性が示唆された。また、別の研究では非修飾型ISG15がE3ユビ

キチンリガーゼである Nedd4と結合してNedd4によるエボラウイルスVP40のユビキチン化を阻

害し、ウイルス粒子放出を抑制すると報告されている。これらの報告は、ウイルス感染における非

修飾型ISG15の重要性を示唆しており、本研究の結果からも非修飾型ISG15がHCVの生活探お

よび病原性に何らかの影響を及ぼしている可能性が示唆された。

今後、本研究で示された NS5Aドメイン Iと非修飾型ISG15との相互作用がウイルス複製や粒

子形成、もしくはHCVの免疫回避機惜に影響を及ぽしているか否かを検討することが必要である。

これらの研究は、 HCV生活環および病原性における新たな分子機序の解明につながると考えられ

た。

本研究は、 HCV感染における非修飾型ISG15の役割について、そのHCV蛋白質との相互作用を

研究したものであるが、従来ほとんど行われなかった非修飾型ISG15による NS5Aとの特異的な相

互作用と PLA法にて非修飾型ISG15とNS5Aとの共局在が確認された。ウイルス感染、特にHCV

感染における非修飾型 ISG15の役割について重要な知見を得たものとして価位ある集秋であると認

める。よって、本研究者は、博士（医学）の学位をえる賓格があると認める。




