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研究成果の概要（和文）：HCV の NS5b 領域の分子系統樹による遺伝子解析が母子感染の証明に

有用であった。児における HCV NS5b 塩基置換速度は母と比較して遅い傾向がみられた。児の低

い immune pressure が HCV の進化に影響を与えている可能性が示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）：The phylogenetic analysis of the NS5b region of the HCV genome was 

useful for proving mother-to-infant transmission of HCV. The evolution of NS5b did not 

increase in infants infected through mother-to-infant transmission in childhood. The lower 

immunological pressure generated by the infant host may affect viral evolution. 
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１．研究開始当初の背景 

（1）最近では、輸血用血液のスクリーニン

グ法が進み HCVの感染経路として輸血による

ものはほとんど無くなり、新たな患者の発生

は減少している。しかし、残念ながら、現時

点では HCVについては確立された母子感染予

防法はなく、母親の血清中 HCV RNA が陽性の

場合、その約 10%に母子感染が成立するとさ
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れ、現在でも全国では数百人規模の新規感染

例が存在すると推定される。感染例の約 2/3

は HCV キャリアの状態となり、大部分は小児

期から成人に至るどこかで慢性肝炎を発症

する。今後、これら母子感染例の予後を予測

し、治療を進めていく上で、HCV 母子感染の

病態を解明することは、重要な課題の一つと

考えられる。 

（2）HCV 母子感染例を対象に、それぞれ母子

から検出したウイルスの遺伝子解析を実施

することにより、病態の一部を解明できると

考えた。 

２．研究の目的 

（1）HCV 遺伝子の NS5B 領域は、HCV RNA ゲ

ノムの複製において重要な役割を担ってい

る RNA-dependent RNA polymerase（RdRp）を

コードし、その領域の変異は HCV RNA の複製

に重要な影響を与えることが、明らかとなっ

ており、インターフェロン治療との関連性も

指摘されている。しかしながら、HCV 母子感

染例の小児期における HCV NS5B 領域の多様

化（進化）について母子間で比較した研究は

少なく、詳細は不明である。そこで、HCV NS5B

領域を主要な解析対象とした。 

 

３．研究の方法 

（1）文書により同意の得られたHCV母子感染

例の患児と母親を対象に、血液を採取。採取

した血液は凝固後、直ちに遠心し、RNA抽出時

まで凍結保存した。 

（2）保存血清50μlよりSepaGene-RVR（三光

純薬）を用い、添付のマニュアルに従いRNA

を抽出した。抽出したRNA、random primer及

び逆転写酵素SuperScript IIを用い、cDNAを

作成後、NS5B領域に設定したprimer及び、

FastTaqを用い、nested PCR法で増幅した。用

いたプライマー配列は

NS5B_8278S(8258-8278): 

TGATACCCGCTGYTTTGACTCと

NS5B_8618AS(8618-8639): 

GTACCTGGTCATAGCCTCCGTGである。 

増幅産物は、3%アガロースゲルで泳動後、陽

性バンドからDNAを切り出した。切り出した

DNA、2nd PCRで用いたprimer、BigDye Kit

（Applied BioSystems）にて、Sequence反応

を実施し、ABI 3100 DNAシークエンサーで 

NS5B領域の336塩基配列の塩基配列を決定

（Direct Sequence法）し、アミノ酸配列を推

定した。 

(3)母子間のHCV株の塩基相同性、アミノ酸相

同性を求めた（母子ともに最も年齢の若い時

期でHCV株の塩基配列を比較）。7例のHCV株の

塩基配列をもとに参照株を加えて分子系統樹

を作成し、ウイルスの由来を推定した。 

(4)ウイルスの塩基配列の変化を解析し、塩

基置換速度を計算し比較検討した。 

 

４．研究成果 

(1)対象は0.5―17歳の児でfollow-up期間は

0.2-12年間。対象母子のHCV subtype は母子

内で同一のsubtypeで、以下の通りであった：

subtype 1b, 3 組; subtype 2a, 3 組; subtype 



 

 

2b, 1 組。Peak HCV RNA levelは42-2500KIU/ml。

ALTの持続高値がみられ、PEG-IFN単独療法を

施行されたのが2例（case 3、6） （Table.1）。 

 

また、母親でALTの持続高値を認め、IFN療

法を施行されたのは1例（case2の母）であっ

た。 

(2)分子系統樹から、母子由来の HCV 株は近

縁に存在することが示された。母子間の HCV

株の塩基配列は平均 98.9％、アミノ酸配列は

平均99.8％と高い相同性を示した(Table 2)。 

 

(3)児における塩基置換速度は case2 が 0.74

×10-3(substitution/base/year)。その他は

全て 0.00×10-3(substitution/base/year)だ

った。case1、2、3、5、6、7 の母の塩基置換

速度はそれぞれ、0.52、0.99、0.00、8.93、

0.00、2.10(substitution/base/year)だった。

Case4 の母は１ポイントのみのサンプリング

のため塩基置換速度が求められなかった

（Table 3、4）。 

 

 

 

(4)塩基相同性、アミノ酸相同性のみでは母

子感染を評価することが難しい場合があり、

塩基相同性、アミノ酸相同性は比較的高いが、

分子系統樹上は二つの配列の位置が離れて

いるため、家族内感染が否定的と考えられる

症例も報告されている。今回、NS5B 領域を用

いた分子系統樹作成により、母子の塩基配列

が互いに近くに存在することが示され、母子

感染の確定に有用であった。 

一般に、ウイルスの進化はホストに最も適

応したクローンの選択の結果として成され

ると推定される。この選択の圧力には複数の

因子が関係すると考えられるが、ホストの

immune pressrure が主要な要因と考えられ、

Common variable immunodeficiency (CVID)

を合併する慢性 C 型肝炎患者においては HCV



 

 

の E2/NS1 領域の HVR の塩基置換速度が遅い

こと、骨髄移植患者で免疫抑制状態の期間で

は HCV の HVR の塩基置換速度が遅くなること

が報告されている。従って、HCV 母子感染例

において、母由来の HCV クローンは新しい免

疫力の異なる児のもとでは進化速度が母の

もととは異なる可能性がある。今回、児の方

が塩基置換速度が遅かったのは児の immune 

pressure が母よりも少ないためである可能

性が考えられた。 

今回の解析は Direct Sequencing 法により

ウイルス塩基配列を決定している。この方法

では majorなクローンの塩基配列のみを反映

している。従って、この方法で塩基置換を認

めた場合には、同一クローン内での塩基置換

なのか、minor だったクローンが major にな

ったのかが問題となる。この点を解決するた

め、今後、サブクローニングを行うとともに

症例をさらに増やして検討する予定である。 
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