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II. 成果の概要（総括研究報告） 
本研究は、C型肝炎ウイルス感染受容体(claudin-1、occludin)に対する独自の抗体作製技術に基づ

き、優れた genetic barrier と安全性を兼ね備えた宿主感染受容体を標的とする創薬の有用性を提示

し、低分子 HCV 侵入阻害剤スクリーニング系の確立・実行を通じて、最終的に阻害剤候補の取得を目

指すものである。 

本計画は、 

平成 27 年度：安全かつ有効な創薬標的分子(感染受容体)として claudin-1/occludin の有用性を検証 

平成 28 年度(当該年度)：創薬シーズ（感染受容体に対する結合低分子）の探索 

平成 29 年度：創薬シーズの感染防御活性および安全性情報の解析･権利化 

としている。 

低分子薬剤候補の開発においては、薬学･タンパク質科学･構造生物学･有機化学の専門家の力を結集

した創薬プラットフォームを構築し、臨床的解析も取り込んだ形で推進している。 

初年度（H27 年度）には、感染受容体（claudin-1、occludin）に対するモノクローナル抗体が、HCV

感染防御できることを動物実験レベルでも示すことに成功し、安全性にも問題ないとの結果が得られ

たことから、当初の予定通り、claudin-1、occludin が有効性と安全性を兼ね備えた抗 HCV 薬標的と

なる Proof of Concept(POC)を確立できたものと考えている。 
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本結果を受けて、次年度である当該年度（H28 年度）は、計画通りに「感染受容体に対する低分子

Binder のスクリーニング」を大規模に行い、陽性化合物を得ることを主な目標とした。 

まず、効率的な薬剤スクリーニング系として、αスクリーン系を利用したハイスループット 1次スク

リーニング系、Cell ELISA による 2次スクリーニング系、感染阻害アッセイによる 3次スクリーニン

グ系を班内で協力し、改良・確立した。1次、2次スクリーニングは感染受容体に対する結合分子スク

リーニングであり、樹立した感染受容体抗体を有効に利用している。3次スクリーニングは機能的ス

クリーニングである。以上のスクリーニング系により、計 2万以上の低分子化合物を段階的にスクリ

ーニングし、3次スクリーニングレベルで、容量依存的に HCV 感染を阻害する薬剤を計 4化合物まで

絞り込んだ。このうち 1化合物については、班内の協力の下、類縁化合物を用いた解析を進め、より

感染阻害能の高い化合物も得られてきている。したがって、当初の計画以上の進展が得られたと考え

ている。ただし、抗体に比べて感染阻害能は必ずしも十分とは言えず、今後も構造展開を進めるとと

もに、さらに中分子を含めた薬剤スクリーニングも継続する予定である。スクリーニング系について

は班内の協力にてさらなる改良も進めている。 

抗 HCV 創薬標的分子としての感染受容体の有用性の検証をさらに進めるため、複数のウイルス株を

利用した検討も行った。また、claudin-1、occludin 抗体による HCV 感染阻害メカニズムの解析も進

めた。これらの検討から、claudin-1 に比べ occludin がより優れた創薬標的であることが明らかにな

ってきている。さらに、より詳細な HCV 侵入阻害様式の解明を目的に、感染受容体と感染阻害抗体と

の複合体の結晶構造解析を目指し、無細胞膜タンパク質発現系により感染阻害抗体と感染受容体の大

量発現・精製、および、両者の安定な複合体の調製条件を検討し、複合体の共結晶化条件スクリーニ

ングを行った。同時に、電子顕微鏡による構造解析も視野に入れ、クライオ電子顕微鏡観察に適した

試料調製条件の検討を行った。 

 
 

Hepatitis C virus (HCV) infection is a major leading cause of chronic severe liver diseases 

such as cirrhosis and hepatocellular carcinoma. The recent direct-acting antivirals (DAAs) for 

HCV infection offer very high cure rates, but the DAAs are vulnerable to drug resistance because 

HCV is an RNA virus, which generally has very high mutation rates. DAA resistance associated 

variants (RAVs) of HCV could reduce the effectiveness of DAAs in the future. Thus, continuous 

development of new anti-HCV drugs against different target molecules would be needed. Our 

overall goal of this project is to obtain novel candidates of host-targeting anti-HCV entry 

inhibitors that can be used together with the DAAs. 

In the first fiscal year, we established proof of concept for tight junction proteins claudin-1 

and occludin as anti-HCV drug targets, using the monoclonal antibodies against them that we 

have developed. In this second fiscal year, based on this concept, we performed drug screenings 

for HCV entry inhibitors targeting claudin-1 or occludin. First, we have developed the efficient 

screening methods. The first screening is a high-throughput assay, based on AlphaScreen 

technology, using 384-well plates to detect binding activities between recombinant 

claudin-1/occludin and anti-claudin-1/anti-occludin antibodies. The second screening is a cell 

ELISA-based assay using 96-wel plates to detect binding activities between 

claudin-1/occludin-expressed cells and HRP-labeled anti-claudin-1/anti-occludin antibodies. 

The third screening is an inhibition assay of HCV infection using cell culture infection system.   

Using these assay platforms, we screened >20,000 small chemical compounds, provided from Drug 

Discovery Initiative, University of Tokyo and commercial vendors, and finally obtained 4 hit 

compounds targeting occludin at the third screening level, which prevented HCV infection in 
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a dose-dependent manner without cytotoxicity. Regarding one of the hit compounds, we collected 

its structural analogs, assayed their inhibition activities of HCV infection, and obtained a 

more effective compound. These hits might be potential anti-HCV lead compounds. We are going 

to continue drug screening and structural modifications to get more effective inhibitors. 

To solve the 3D crystal structure of the multi-transmembrane proteins claudin-1 and occludin, 

we first established the purification protocol for stable sample preparation of each 

claudin-1/occludin (receptors) and their neutralizing antibody fragment. We then determined 

the conditions of stable complex formation for crystallization condition screening. In addition, 

we also aimed structure determination of claudin-1/occludin by cryo-EM. We screened 

cryo-conditions of receptor/antibody complex samples suitable for cryo-EM single particle 

analysis. 

Furthermore, we investigated the entry mechanism of HCV via claudin-1/occludin, using our 

original tools such as claudin-1-knockout/occludin-knockout cells and 

anti-claudin-1/anti-occludin monoclonal antibodies. From these studies, we now conclude that 

occludin is a better drug target than claudin-1. 
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I. 基本情報 

事  業  名 ： （日本語）感染症実用化研究事業 肝炎等克服実用化研究事業 

      （英 語）Program for Basic and Clinical Research on Hepatitis 
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対する薬剤耐性ウイルスの実態と新規 C型肝炎ウイルス阻害剤への展望） 

      （英 語）Studies on tight junction proteins as novel targets for hepatitis C 

virus entry inhibitors and screening for inhibitors of hepatitis C virus entry (The clinical survey 
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研究開発担当者  （日本語）国際医療福祉大学医学部消化器内科 主任教授 海老沼 浩利   

所属 役職 氏名： （英 語）Department of Gastroenterology & Hepatology, School of Medicine, 

International University of Health and Welfare, Professor and Chairman, Hirotoshi Ebinuma 

      

実 施 期 間： 平成 ２８ 年 ４ 月 １ 日 ～ 平成 ２９ 年 ３ 月 ３１ 日 
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II. 成果の概要（総括研究報告） 
研究開発代表者： 国立感染症研究所 細胞化学部 深澤征義  総括研究報告を参照。 

 
III. 成果の外部への発表 
（１）学会誌・雑誌等における論文一覧（国内誌 0 件、国際誌 0 件） 

 

（２）学会・シンポジウム等における口頭・ポスター発表 
1. HCV 治療耐性関連アミノ酸変異からみたウイルス性肝炎における DAA 時代での免疫治療. 口

頭 楮柏松・海老沼浩利・金井隆典. 第 102 回日本消化器病学会総会 パネルディスカッショ

ン 2 「ウイルス性肝炎研究の新戦略」 2016/4/23・国内 
2. 当院における肝移植後 C 型肝炎再燃に対する取り組みとその成果. 口頭 海老沼浩利・褚柏松・

中本伸宏・篠田昌宏・尾城啓輔・谷木信仁・山口晃弘・志波俊輔・三宅麗・宇賀村文・板野理・

尾原秀明・北郷実・日比泰造・阿部雄太・八木洋・北川雄光・金井隆典. 第 34 回日本肝移植研

究会 シンポジウム 4「肝移植後、C 型肝炎再発予防に対する取り組み」 2016/7/8・国内 
 

（３）「国民との科学・技術対話社会」に対する取り組み 
  なし 
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II. 成果の概要（総括研究報告） 
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（３）「国民との科学・技術対話社会」に対する取り組み 
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