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ゴ、ナドトロヒ。ン低下が主たる要因であることが実証された。

TCDDによるゴナドトロビン合成障害が、脳下垂体に

対する直接作用に起因するか否かを検証するため、培養

脳下垂体実験系を構築し、 TCDDがゴ、ナドトロヒ。ン遺伝子

発現に及ぼす影響を検討した。その結果、 TCDDはゴナ

ドトロビン合成の制御因子である gonadotropin-releasing

hormone (GnRH)存在下でのゴナドトロビン刺激合成を、

胎児特異的かっ pサブユニット特異的に抑制した。この

結果は、 invivoでの結果と一致し (Fig.1)、TCDDは胎

児脳下垂体に対して直接作用し、 GnRHの下流で働く

LHs/FSHs特異的な制御因子の発現/活性を修飾し、ゴ

ナドトロビン発現低下を招くことが強く示唆された。次に、

TCDD標的因子の更なる探索のため、胎児脳下垂体およ

究はこれらの問題解決を目的とした。

GD15の妊娠ラットに 1陀 /kgTCDD 

を経口投与し、 GD18~ 生後 7 日目

(PND7)の児を解析した結果、性ステロイド

合成の律速過程に関わる steroidogenic

acute-regulatory protein (StAR)が出生前

後に一過性に低下した (Fig.lA)。さらに、

脳下垂体ゴナドトロビン [LH および

follicle-stimulating hormone (FSH)]も出生

前後に Pサブユニット特異的に低下した

(Fig. 1 B)o StARとLH/FSHの低下時期が一致するこ

と、ならびに低下するゴナドトロビンを equinechorionic 

gonadotropin (eCG)として児に補給することで StAR

等の合成系低下が完全に回復することから、 TCDDは

出生前後に特異的にゴナドトロビンを低下させ、これを

起点、として生殖腺ステロイド合成障害を惹起することが

強く示唆された。周産期児の性ステロイド刺激は脳の性

分化に必須であるため、 TCDDによる上記の障害は、

脳の性特異的形質形成に深刻な影響を及ぼすと推定さ

れる。これの検証のため、低下するゴ、ナドトロヒ。ンを eCG

として胎児期に補充し、成長後の性特異的行動能力を

調べた結果、 TCDD依存的性行動障害および甘味料

噌好性低下がほぼ正常水準にまで回復した (Fig.2)。

さらに、 eCG補給は、 TCDDによって誘発される生殖系の形態変化に対しても一部改善作用を示した。

これらの成果から、 TCDDによる性行動障害等の性特異的形質の未成熟は、周産期における脳下垂体

NQOl 
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Fig. 3. Microarray analysis of pituitary and hypothalamic 
mRNAs in the male fetus foUowing maternal exposure to 
TCDD. 
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論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨
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とから、 TCDDは出生前後に特異的にゴナドトロビンを低下させ、これを起点として生殖腺ステロイド合成障

害を惹起することが強く示唆されている。周産期児の性ステロイド刺激は脳の性分化に必須であるため、TCDD

による上記の障害は、脳の性特異的形質形成に深刻な影響を及ぼすと推定される。これの検証のため、低下す

るゴナドトロビンをeCG として胎児期に補充し、成長後の性特異的行動能力が調べられた結果、予想、通りに

TCDD依存的性行動障害および甘味料噌好性低下がほぼ正常水準にまで回復することが石鼠忍されている。さら

に、eCG補給は、 TCDDによって誘発される生殖系の形態変化に対しても一部改善作用を示すとしづ。これ

らの成果は、 TCDDによる性行動障害等の性特異的形質の未成熟が、周産期における脳下垂体ゴナドトロピン

低下を主たる要因として生起することをよく支持する口

TCDDによるゴナドトロビン合成障害が、脳下垂体に対する直接作用に起因するか否かを検証するため、培

養脳下垂体実験系を構築し、TCDDがゴナドトロビン遺伝子発現に及ぼす影響が検討された。その結果、TCDD

はゴナドトロビン合成の制御因子である gonado甘opin-releasinghonnone (G武 H)存在下でのゴナドトロビン刺

激合成を、胎児期特異的かつPサブユ

ニット特異的に抑制することが見い出

された。この結果は、的vivoでの結果

と一致し、 TCDDは胎児脳下垂体に対

して直接作用し、 GnRHの下流で働く

LHsIFSHs特異的な制御因子の発現/

活性を修飾し、ゴナドトロビン発現低

下を招くことが強く示唆されている。

次に、 TCDD標的因子の更なる探索の

ため、胎児脳下垂体およひ守見床下部を

用いて DNAマイクロアレイ解析が

実行された。その結果、 TCDD依存的

に変動する遺伝子数は、脳下垂体では

641遺伝子、視床下部では 220 遺伝

子存在し、脳下垂体の方が遺伝子数、
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図1.TCDD母体曝露が周産期児のStARと CYP17mRNA発
現に及ぼす影響
* P<0.05，寧*P< 0.01，紳申P<O.OOI

変動度ともに大きいことが砺忍された。特記すべき点として、胎児脳下垂体では主要な転写抑制因子であるヒ

ストン脱アセチル化酵素 (HDAC)の誘導が見出された。 HDACは、 LHsIFSHsの発現制御に重要であること

が知られており、これの誘導はヒストン脱アセチル化(転写抑制シグナル)の充進を介して LHsIFSHs発現を

低下させる有力候補と考えられた。引き続き、クロマチン免疫沈降法を用いて、胎児脳下垂体ゴナドトロビン

遺伝子フ。ロモーターに会合するヒストンのアセチル化状況が検討され、 LHs遺伝子会合性ヒストンが脱アセチ

ル化の充進を受けることが明らかにされた。一方、他の脳下垂体ホルモン遺伝子においては同様の変動は観察

されず、 HDACは LHs特異的にヒストン脱アセチル化を充進し、同遺伝子の発現を抑制する機構が推定され

ている(図2)。このことは、胎児移行性の高い HDAC阻害剤で、あるパルプpロ酸ナトリウムれ1PA)を用い

て更なる検証も行われている。その結果、 TCDD依存的な LHsの発現低下は、 VPAの併用により正常レベル

にまで回復し、 TCDDは脳下垂体内で HDAC誘導を介して胎児 LHs遺伝子会合性のヒストン脱アセチル化
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胞由来の HCV感染性粒子 (cell-culturedHCV: HCVcc) を用いて、感染に関与する宿主因子の

同定、並びに HCVccの感染性粒子としての性状解析を目的として検討を行い、以下の結果を得

た。

1.HCVの感染に関与する宿主因子の同定

Huh7は HCVccの感染許容性を示す細胞であるが、高ウイルス価の HCVccを感染させても

感染が拡大しなかった。これには、被感染細胞の不均一性に原因があると考え、クローン化し

た細胞を調製し、 HCV擬似粒子 (HCVpp) を用いた感染能、 HCVサブゲノムレプリコンを用

いた複製効率、更には受容体候補である CD81、ScavengerReceptor Class B Type 1 (SR-BOお

よび LDLreceptorの細胞表面における発現をそれぞれフローサイトメトリーで解析した口細胞

クローンによって HCVの感染許容性が異なり、感染許容性を全く示さないクローンも認めら

れた。細胞クローン間で HCV複製能も異なっていたが、複製能は HCVcc感染許容性とは相関

しなかった。受容体候補の発現解析の結果、感染許容性を示さない細胞クローンでは、細胞表

面の CD81発現が認められなかった。 CD81陰性細胞に CD81を発現させた場合、 CD81陽性細

胞の CD81発現を RNAiで抑制した場合のいずれも、 CD81の発現に応じて感染許容性が相関し

た。従って、CD81の発現の有無によって感染許容性が規定されていることが示唆された。 SR・B1

およびLDL receptorの発現は、 CD81のような被感染性との関連性は見い出されなかった。

2. Huh7細胞以外の培養細胞を用いた感染性 HCV粒子の作製および粒子性状解析

HCVccが作製可能な培養細胞は Huh7とその類縁細胞株に限られており、HCVccの一連の生

活環は限定された条件でしか再現できていない。そこで、 Huh7以外の培養細胞を用いて HCVcc

を作製することを試みた。ヒト肝がん由来である HepG2および IMY-N9細胞に HCVJFH・1株

の全長ゲノムの上流に、ネオマイシン耐性遺伝子を挿入した全長レプリコン RNAを導入し、

ネオマイシン耐f生を指標として HCV複製性細胞を選択したところ、感染性 HCVccの分泌能を

有する細胞を得ることに成功した。 Huh7とHepG2から分泌された HCVccは感染性が同等であ

ったのに対し、 1MY・N9から分泌された HCVccは感染性が高かった。また、 IMY・N9由来の

HCVccを密度勾配超遠心で分画すると、低比重領域に感染性を示さない HCV成分が多く認め

られ、性状が異なることも明らかとなった。 HCVの低比重化には細胞の脂質が寄与するものと

考えられた。

3.無血清培養による感染性 HCV粒子の作製と性状解析

HCVは表面抗原としてエンベロープタンパク質を有する o HCVccはこの表面抗原の立体構

造を良く再現していると考えられ、これをワクチンや抗体作製のための抗原として利用できる

ことが期待される。ワクチンとして利用する場合、血清存在下の培養で調製したものを用いる

と、製剤へ混入する血清タンパク質が抗原として非意図的有害反応を惹起する可能性が否定で

きない。従って、ワクチンとして利用するためには、安全性確保の観点から無血清培養化が必

要となる。そこで本研究では、無血清培養の検討と、それにより作製された HCVccの性状解析
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Tablel H凶7細胞クローンにおけるHCV複製、感染およひ受容体候補の発現

cell Replication C081 SR-BI LOLR 
HCVpp JFH-1 

infectivity infectivity 

Huh7(parental) +++ ++ ++ + + + 

clone 1 ++ + ++ + + +++ 

clone 2 + + + 土

clone4 + + 土

clone 11 +++ ++ + 

clone 25 +++ ++ + 士

clone 28 土 +++ ++ ++ + 土

clone 31 土 + ++ + + ++ 

clone 35 +++ ++ ++ 士

clone 49 土 ++ + ++ + ++ 

clone 50 ++ + + + 士

clone 54 + + ++ ++ ++ ++ 

clone 70 ± ++ ++ + ++ ++ 

Huh7-25・C081 +++ +++ ++ + +++ +++ 

2.Huh7細胞以外の培養細胞を用いた感染性HCV粒子の作製およて胞子性状解析

HCVccが作製可能な培養細胞は Huh7とその類縁細胞株に限られており、 HCVccの一連の生活環は限定さ

れた条件でしか再現できていなし、。そこで本研究では、 H凶7以外の培養細胞を用いてHCVccを作製すること

が試みられている。すなわち、ヒト肝がん由来であるHepG2および、IMY-N9細胞にHCVJFH-l株の全長ゲノ

ムの上流にネオマイシン耐性遺伝子を挿入した全長レプリコン恥~A を導入し、ネオマイシン耐性を指標とし

て HCV複製性細胞が選択され、感染性 HCVccの分泌能を有する細胞を得ることに成功している。 H山?と

HepG2から分泌されたHCVccは感染性が同等で、あったのに対し、臥，fY-N9から分泌されたHCVccは感染性が

高いと言う。また、 IMY判9由来の HCVccを密度勾配超遠心で分画すると、低比重領域に感染性を示さない

HCV成分が多く認められ、性状が異なることも明らかにされている口 HCVの低比重化には細胞の脂質が寄与

するものと考察されている。

3.無血清培養による感染性HCV粒子の作製と性状解析

HCVは表面抗原としてエンベロープタンパク質を有する。 HCVccはこの表面抗原の立体構造を良く再現し

ていると考えられ、これをワクチンや抗体作製のための抗原として利用できることが期待される。ワクチンと

して利用する場合、血清存在下の培養で調製したものを用いると、製剤fイ昆入する血清タンパク質が抗原とし

て非意図的有害反応を惹起する可能性が否定できない。従って、ワクチンとして利用するためには、安全性確

保の観点から無血清培養化が必要となる。そこで本研究では、無血清培養の検討と、それにより作製された

HCVccの性状解析が行われた。Insulin!fransfe凶nlSele凶m を添加した無血清培養液にH凶7を馴化することで、

培養上清に効率良く HCVccが分泌されることが見い出された。この無血清培養で得られたHCVccは、密度勾

配超遠心で分画すると感染性が低下すること、並びに抗CD8lや抗SR-BIおよひ執HCVエンベロープ。抗体に

よる感染阻害を受けやすい点で、血清存在下での培養で作製した HCVccと異なっていた。無血清培養で作製

した HCVccに対する脂質タンパク質の影響の解析から、 ApoBおよびApoEとの相互作用に違いが認められ、

これらの脂質タンパク質に非依存的な感染経路が存在すると推定されている。

以上の研究結果より、 HCV感染においては宿主の CD81発現の有無が重要な役割を果たすこと、および作

製する細胞種や無血清培養によって HCVccの性状が異なり、それには脂質タンパク質が寄与することが解明
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された。 HCVccはワクチンや感染阻害抗体作製のための抗原としての利用が期待できる。本研究での成果を基

盤として、 HCVccの精製方法を確立し、精製HCVccの免疫原性を確認することによって、新規抗HCV薬の創

出が期待される。このように、本研究ではHCVの感染機構の一端が解明されたのに加え、 HCV培養技術の改

善も実現されており、博士論文として十分に価値がある研究内容であると評価された。




