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研究成果の概要（和文）：HBV、HCVゲノムのquasispecies状態を新規シークエンス技術で解析した。HCVではDAA
に対する薬剤耐性変異は、治療前のminor clone であるresistant associated variants: RAVがdominantとな
り、HBVではHBV-PreS2領域のdeletion mutantやPre S1/S2開始コドン変異が混在するquasispecies状態が、抗ウ
イルス治療の有無にかかわらず持続感染により形成され、ｍutantの比率１％以上が病態と関連し、肝癌症例で
はPreS2領域の変異cloneの存在比率が増すことで肝発癌と関連することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：The quasispecies state of HBV, HCV genome was analyzed by new sequencing 
technology. 
In HCV, the drug resistance mutation against DAA is minor clone so called drug resistant associated 
variants: RAV becomes dominant after treatment. In HBV, quasispecies state in which deletion mutant 
of HBV-PreS2 region and Pre S1 / S2 initiation codon mutation are existed. It is formed by 
persistent infection with or without antiviral treatment and existent ratio 1% or more is associated
 with the disease state. Further In HCC cases, an increase in the existent ratio of mutated clone in
 PreS2 region is closely related to liver carcinogenesis.

研究分野：消化器内科学
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１．研究開始当初の背景 
 
 
 わが国では年間 3万人余りが肝細胞癌で死
亡しているが、その多くは HBV や HCV 感
染に由来しており、肝癌抑止のためにはウイ
ルスを排除することが重要であり、HCV は
新規 DAA（Direct antiviral agents）製剤の
開発により、近い将来これが可能となると考
えられる。一方 HBV は増殖過程で cccDNA
が核内に形成されることから完全な排除は
困難で、HBV 抑制を図りつつ肝癌抑止を目
指すことが必要である。一方 HCV に対して
は、従来のインターフェロン（Interferon: 
IFN）、リバビリン（Ribavirin: RBV）を用
いることである一定のウイルス排除が得ら
れることが明らかになっているが、この治療
成績はHCVゲノムのNS5A領域の遺伝子変
異が関連していることを研究代表者がこれ
まで明らかにしてきた。（New Engl J Med 
1996, Hepatology 2012）。現在は IFNを用い
な い 、 NS3-4 protease 阻 害 剤
Asunaprevir(ASV) と NS5A 阻 害 剤
Daclatasvir (DCV)の組み合わせ治療が実用
化され、NS5A阻害剤 Sofosbuvir（SOF）に
代表される NS5B polymerase阻害剤とを組
み合わせた IFN freeの DAAsのみの治療が
主流となっている。しかし、IFN を用いない
DAA治療では、DAAs阻害剤未治療患者でも、
これら薬剤に対する自然獲得例が存在し、治
療効果を減弱させるのみならず、高度耐性変
異が誘導ないしは選択され今後の治療にも
悪影響を及ぼすことが懸念されている
（Hepatol int 2011）。このような薬剤耐性
変異ウイルスは、自然獲得例が存在するのみ
ならず、薬剤使用によっても誘導ないしは選
択出現するが、この機序については現在まで
明らかではない。しかも単一個体内では、ウ
イルスは均一ではなく、多数の変異体の集合
状態（quasispecies）であること研究代表者
がこれまで明らかにしてきている（Virology 
1996）。しかし、この quasispecies 状態が、
薬剤耐性変異獲得にどのように影響を及ぼ
すかは依然不明であり、とくに少数のminor 
clone の影響についてはこれまで検討されて
いなかった。この理由は、従来の遺伝子クロ
ーニング技術や、direct sequencing技術では
限界があったからである。一方近年開発され
た新規シークエンス技術では、単一個体から
得られた検体から、数千から数万リードとい
う単位での詳細な遺伝子変異の解析が短時
間で可能となり、quasispeciesや単一個体内
での耐性ウイルス変異頻度や薬剤耐性変異
出現の解析が可能となった。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究は、研究代表者のこれまでの臨床的
知見の集積・基礎的検討を踏まえ、新規経口
DAA剤治療におけるHCVの治療反応性、薬

剤耐性機序、HBV の発癌メカニズムについ
て次世代シークエンス技術を用いて、とくに
単一個体内でのウイルス変異の集合体
（quasispecies）から明らかにすることを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
 
 C 型肝炎に対する新規 DAA 製剤投与例の
HCV quasispecies の状態を Ion Torrent 
Sequencer （ライフテクノロジー社）により
解析し、単一個体内でのウイルス変異集合体
の頻度・分布につき、網羅的かつ詳細に解析
し、耐性ウイルス獲得状況と臨床成績を検討
する。過去の DAA 治療例は保存血清を用い
た継時的な検討を行い、薬剤耐性ウイルス獲
得しやすいウイルス変異を同定し分子機構
の解明をおこなう。B型肝炎症例は核酸アナ
ログ（DAA）治療例からの発癌例を中心に
HBV quasispecies の状態を同様に検討し、
発癌に関連する遺伝子部位の同定と単一個
体内での頻度・意義を検討する。このために、 
（1）HCVの遺伝子変異の網羅的 quasispecies
解析と分子機構の解明 
 HCVの DAA耐性変異は、薬剤により誘導
されるほか、宿主中で自然に獲得ないしは存
在されることが知られている。そこで、新規
シークエンサーIon Torrent Sequencer （ライフ
テクノロジー社）を用いて、NS3、NS5A、
NS5B領域に新たな primerを設定し新規DAA
に耐性変異の出現頻度を明らかにする。とく
に、単一個体内で出現頻度および quasispecies
の状態を検討するためには、点変異の解析で
はなく、同一クローン内での複数部位の変異
を測定する必要があるため、primerの設計や
解析塩基範囲および解析長の設定が本研究
の鍵を握る。これは各シークエンサーで異な
るため長塩基配列の解析が可能な Ion Torrent 
Sequencer の特徴を生かした解析を行うとと
もにRoche Genome Sequencer (GS) Juniorでも
検討し、解析結果の相関についても明らかと
し、今後の研究方法に資するものとする。ま
た新規治療例では、治療開始前の quasispecies
の状態を明らかにするとともに、治療中の変
化、また治療不成功例では、HCV再出現時の
quasispecies の状態と単一個体内での薬剤耐
性変異の出現頻度および分布につき明らか
にする。また、過去の IFNないしは IFN+RBV
治療例では治療前・治療中・治療終了後（治
療不成功例）の耐性変異頻度および出現様
式・分布と、治療効果との関連を明らかにす
る。とくに、NS5A領域には HCV増殖に関連
する adaptive mutationと言われる特殊な変異
が重要であることを、研究代表者らが HCV
レプリコンから明らかにしており、ISDR や
この下流に位置する IRRDR とともに臨床的
な抗ウイルス療法の治療成績と関連するこ
とが示唆されている。また、NS5A 阻害剤の
DCVは例え耐性変異を生じても、臨床試験の
成績からは約半数での治療効果が認められ、



かならずしも薬剤耐性変異獲得が治療失敗
とはならない。これは薬剤耐性変異とは直接
関係なくとも、ウイルス増殖能と密接に関連
する変異が想定され、HCVと関連する領域に
も標的領域を設定し、NS5A 阻害剤の薬剤耐
性変異とともにウイルス増殖能と関連する
遺伝子領域について網羅的かつ詳細な検討
を個々の症例の quasispecies とともに検討す
る。 
また、NS3 蛋白は HCV 感染細胞内で Cardif
分子を不活化して interferon伝達系を抑止し、
さらには interferon-stimulated response element
の活性化も抑制することが知られており、
NS3変異は NS3 protease阻害剤に対する耐性
変異をもたらすのみならず、C型慢性肝炎の
予後に関連することも推測されていること
から、NS3 領域の quasispecies の状態を解析
し病態との関連を明らかにする。 
（2）HBV遺伝子変異の quasispecies解析と発
癌機構の解明 
 HBV の遺伝子変異は核酸アナログ治療例
の経年的解析により行う。すなわち、ETV治
療例でも HBVDNA が検出感度以下に抑制さ
れていながら発癌する症例が存在する。これ
らの多くは、高齢、線維化進展例であること
が知られている。一方ウイルス学的には HBs
抗原が低値であるにも関わらず HBコア関連
抗原（HBCrAg）が高値である症例が多いこ
とを研究代表者らが報告してきた。HBs抗原
は、HBVの S領域および pre S領域から産
生されることから、この領域の遺伝子変異が
HB抗原量にも関連する。また HBV pre S2変
異は肝発癌と関連することから、この領域の
遺伝子変異と quasispecies の状態を中心に解
析し発癌機能の解明を行う。また、遺伝子変
異の検討は多くは direct sequencing 法で行っ
てきた。しかし quasispecies の状態を正確に
表現することはできなかった。しかし、特定
の DNA chip やインベーダー法で半定量す
ることが可能となり、本研究では、遺伝子変
異の頻度、すなわち quasispecies の状態を定
量・可視化する方法を開発する。 
 
４．研究成果 
 
 HCVのゲノムは、quasispeciesの状態である
ことを新規シークエンス技術を用いて網羅
的かつ詳細に解析することにより改めて再
確認した。すなわち HCV の薬剤耐性変異ウ
イルスは、抗ウイルス治療未治療時から存在
し、とくに、インターフェロンを用いない
DAA（Direct anti-HCV agents）による治療不
成功例では、治療前から存在している minor 
clone が治療不成功時に dominant となること
を明らかにした。またこのクローンは遺伝子
の分子系統樹解析ににより、治療によって
immune pressure により出現したものではく、
治療前の quasispeciesの状態で存在するminor 
cloneであり、resistant associated variants: RAV
であることを示すことができた。さらに遺伝

的変異距離の解析では、治療前に存在したわ
ずかな clone が、治療不成功時の主体と極め
て近い距離に位置することが判明した。した
がって IFNの使用の有無により薬剤耐性獲得
の機序が異なることが示された。 
 また HBV では HBV-PreS2 領域の deletion 
mutant や Pre S1/S2 開始コドンの変異が存在
する quasispecies の状態であることが明らか
になった。さらに混在状態を定量的に解析す
るためにmutantの存在割合を deep sequencing
法により解析すると、変異率１％以上が病態
と大きく関連することを明らかにした。しか
しこの状態は HBV の場合は抗ウイルス治療
とは関連せず、HBVの polemerase阻害剤（核
酸アナログ製剤）を用いても変化しない。こ
の変化は年余にわたる HBV の持続感染の結
果形成されており、HBV増殖を完全に抑制で
きない各アナログ治療では、容易に変化しな
いことが明らかになった。さらに肝癌症例で
は PreS2 領域の変異 clone の存在比率が増し
ており、PreS2 変異が肝発癌と密接に関連す
ることを明らかにした。 
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