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研究成果の概要（和文）：　我々は、分子動力学解析法により、DAAの標的蛋白との結合モデルを構築し、ウイ
ルス薬剤耐性変異が標的結合性、複合体安定性に与える影響を解析し、HCV replicon細胞を用いたデータとの関
連解析をおこなった。シミュレーションにより、NS5A2量体が安定して小胞体膜上に局在するための最適構造を
確定した。分子動力学シミュレーションで得られた仮説(モデル)を検証するためにNS5A阻害薬に対する耐性変異
を有するHCV repliconおよびHCV genotype 1b培養系を構築し、増殖能および薬剤感受性を解析し、シミュレー
ションでの結合安定性と薬剤感受性が逆相関することが確認した。

研究成果の概要（英文）：We conducted molecular dynamics simulation assay to construct docking models
 of direct acting antivirals and the target viral protein and studied effects of 
resistance-associated mutations of the viral protein on the drug-protein binding affinity and the 
drug resistance. We further conducted in-vitro HCV replicon cell culture system and confirmed 
significant association of the calculated binding affinity and the phenotypic drug resistance. We 
confirmed that NS5A-P32del resistance mutation acquires strong resistance to all clinically 
available NS5A inhibitors in vitro.

研究分野： 消化器内科学

キーワード： ウイルス肝炎
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１．研究開始当初の背景 
 
 近年 C 型肝炎ウイルス感染に対し、ウイル
ス蛋白を直接標的とした DAA(Direct Acting 
Antivirals)が開発され、ウイルス駆除率は約
90%まで向上した。しかしウイルス駆除不成
功例での薬剤耐性ウイルスの出現が新たな
治療抵抗因子となり、個々の症例における
DAA の効果、耐性ウイルス出現を精緻に予
測することが至急の課題である。NS5A 阻害
薬 Daclatasvir とプロテアーゼ阻害薬
Asunaprevir の併用療法では、85%でウイル
ス駆除が得られる一方、治療前 NS5A 蛋白に
L31V または Y93H のどちらかの耐性変異が
存在するとウイルス駆除率が 50%以下に低
下する(Karino, J Hepatol 2013)。しかし
NS5A阻害薬とNS5A分子との正確な結合構
造および耐性変異の影響が十分に解析され
ていないことから、耐性出現を予測すること
はきわめて困難である。 
 近年スーパーコンピュータなど計算能の
飛躍的な進歩に伴い、蛋白・核酸など高分子
の挙動と小分子薬剤との結合動態を精緻に
解析する分子動力学シミュレーションが可
能となった。申請者らは同手法を用いて
NS5A 蛋白、小胞体膜、Daclatasvir をモデ
ル化したシミュレーションを施行し,NS5A
が予測された立体構造を保ちつつ安定な二
量体を形成し小胞体膜状に局在することを
確認した。  
 
 
２．研究の目的 
 
 申請者らは本研究において、高速コンピュ
ータを用いた分子動力学シミュレーション
により(1)NS5A 阻害薬、NS3 プロテアーゼ阻
害薬とそれぞれの標的蛋白との高精度の動
的結合モデルを構築し、(2)薬剤耐性変異が標
的結合性、複合体安定性に与える影響を解析、
さらに(3)得られた結果を、標的蛋白(NS3, 
NS5A)に変異を導入した HCV replicon 細胞
を用いた増殖・薬剤耐性レベルの解析で確認
する。以上の研究で得られた知見より、個々
の DAA 治療症例における治療効果、耐性変
異出現を精緻に予測できる仮想アッセイシ
ステムを構築する。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) NS5A, NS3 蛋白、核酸、DAA 分子のモデ
リングと分子動力学シミュレーション 
 HCV-NS5A 蛋白は小胞体局在蛋白であり細
胞内では二量体として存在する。NS5A 阻害薬
(Daclatasvir)は、複数の HCV ゲノタイプに
対し強い抑制効果を有する。NS5A 蛋白二量体
およびNS5A蛋白-NS5A阻害薬複合体の細胞内
における動態、相互の分子間相互作用、およ
びアミノ酸変異存在時の変化を予測するた

め、分子動力学シミュレーションを施行する。 
(2) HCV replicon細胞を用いた変異NS5A,NS3
蛋白の増殖、抗ウイルス効果に与える影響の
解析 
 分子動力学シミュレーションで得られた
仮説(モデル)を検証するためにHCV replicon
系で確認実験を行う。i.HCV プラスミド(JFH1, 
TPF1)への耐性変異の導入、ii.変異 HCV クロ
ーンの細胞内増殖、ウイルス分泌レベルの比
較解析、iii.変異 HCV クローンのインターフ
ェロン感受性の解析、iv.インターフェロン
シグナル抑制分子(SOCS1, SOCS2, UPF1, IL-6, 
TNFα)の定量解析 
 
 
４．研究成果 
 
 分子動力学解析法により、HCV を標的とし
た Direct acting antivirals とそれぞれの
標的蛋白との動的結合モデルを構築し、ウイ
ルス薬剤耐性変異が標的結合性、複合体安定
性に与える影響を解析、さらに得られた結果
を、標的蛋白に変異を導入した HCV replicon
細胞を用いた増殖・薬剤耐性レベルの解析で
確認することを目的として研究を遂行し以
下の結果を得た。 
 (1) HCV-NS5A 蛋白は小胞体局在蛋白であり
細胞内では二量体として存在する。NS5A 蛋白
と NS5A 阻害薬分子、小胞体核酸、DAA 分子の
モデリングと分子動力学シミュレーション
を実施し、NS5A2 量体が安定して小胞体膜上
に局在するための最適構造を確定した。(2) 
未だ正確な結合構造があきらかにされてい
ない NS5A 阻害薬 Daclatasvir と NS5A2 量体
の結合構造をシミュレーションしたところ、
薬剤耐性変異 L31, Y93 アミノ酸残基の近傍
に結合が安定化することを確認した。(3) 分
子動力学シミュレーションで得られた仮説
(モデル)を検証するために NS5A 阻害薬に対
する耐性変異を有する HCV replicon および
HCV genotype 1b 培養系を構築し、増殖能お
よび薬剤感受性を解析し、シミュレーション
での結合安定性と薬剤感受性が逆相関する
ことが確認された。(4) NS5A 阻害薬に高度耐
性となる P32 欠損変異を導入した HCV 
replicon および HCV 培養系を用いて、現在臨
床使用可能な薬剤全てが強度耐性となるこ
とを確認した。 
 本研究の成果により、今後数多く導入され
るDAAプロトコルの症例に応じた適切な選択
と適用決定のためのエビデンスを構築でき
た。 
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