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研究成果の概要（和文）：

C 型肝炎ウイルス(HCV)のペグインターフェロン＋リバビリン併用療法の効果には HCV のコ

ア領域の変異の有無によって大きな違いがある。本研究では培養細胞を用いた検討にてコア蛋

白変異の持つ機能的な役割、増殖に与える影響について解析した。さらに実際の多数の臨床検

体での解析によりコア蛋白変異と臨床背景因子にはどのような関連があるのか検討を行った。

研究成果の概要（英文）：
It is known that viral response to the pegylated-interferon plus ribavirin therapy is
significantly different depending on the mutational status of core amino acid 70 in
chronic hepatitis C virus (HCV) infection. In this study, we tried to clarify the influence
of core 70 mutations on the innate immune system as well as viral replication. Moreover,
we tried to clarify patients’ characteristics depending on the presence of those
mutations.

交付決定額
（金額単位：円）

直接経費 間接経費 合 計

２００９年度 1,300,000 390,000 1,690,000

２０１０年度 1,100,000 330,000 1,430,000

２０１１年度 1,100,000 330,000 1,430,000

年度

年度

総 計 3,500,000 1,050,000 4,550,000

研究分野：医歯薬学

科研費の分科・細目：内科系臨床医学・消化器内科

キーワード：HCV、コア、NS5A、IL28B

１．研究開始当初の背景
研究代表者らは 1995 年のインターフェロン
単独療法時代に世界に先駆けて、C 型肝炎ウ
イルス(HCV)の治療感受性にNS5Aの構造が
治療効果を規定することを明らかとしてい
た。一方、新しい治療である PEG-インター
フェロン・リバビリン併用療法では、治療抵
抗性 NS5A タイプ症例においても、治療効果
を認めるものが存在することが示されてい

たが、研究代表者らはこの原因が HCV 全長
シークエンンスによって HCV-コア７０番
(HCV70aa)の 1 アミノ酸変異がペグインタ
ーフェロン・リバビリン治療効果を決定して
いることを明らかにした。しかしながら、
HCVコア蛋白の機能・意義は不明であった。

２．研究の目的
本研究はこのコアの機能を vitro と vivo の解
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析によって明らかとすることである。
３．研究の方法
HCV 培養細胞系による検討、ならびに臨床
検体による検討双方によって HCV コア蛋白
変異の意義を明らかにする。

４．研究成果
(１)HCV コア単独発現系を用いたコア変異導
入による細胞内機能変化の検討
・コア蛋白の細胞内で持つ本来の機能、さら
には７０番変異がその機能をどのように修
飾するのか解明するために、genotype-1b 由
来の HCV 遺伝子が組み込まれているプラス
ミドをもとに HCV コア発現プラスミド、さら
に site-directed mutagenesis を用いて７０
番変異を導入したプラスミドを構築、ウエス
タンブロットにて両コア蛋白の発現を確認
した。
・自然免疫系における抗 HCV システムには 2
つの経路が存在することが報告されている。
すなわち細胞内における HCV 複製を認識して
インターフェロンを産生する第一の系であ
る RIG-I システム、次に細胞外に分泌された
インターフェロンを細胞表面のレセプター
が認識し、多様なインターフェロン誘導遺伝
子群を発現させる JAK-STAT 系である。我々
は培養肝癌細胞株において上記プラスミド
を用い、2 つの経路における野生型と変異型
コア蛋白の影響を RIG-I発現プラスミド産生
下での ISRE 活性、あるいはインターフェロ
ン培地添加下での ISRE 活性をアウトプット
として検討した。その結果いずれの経路にお
いてもコア蛋白変異の有無によって ISRE の
活性に有意な違いは認められないことを明
らかとした。

（２）全長 HCV レプリコン系を用いたコア変
異導入によるウイルス複製能、薬剤感受性変
化の検討
・細胞内で自律複製する HCV レプリコンの系
で、コア蛋白変異を導入し、実際にコア蛋白
変異の有無によって細胞内 HCV-RNA複製ウイ
ルス増殖がどのように変化するのかを検討
するため、上記と同様に site-directed
mutagenesis を用いて７０番変異を導入した
HCV-1b 株由来のレプリコンを作成した。現在
は変異によって HCV-RNA複製活性がどのよう
に変化するのか一過性発現系と持続発現系
の 2系統の検討を行っているが、持続発現系
における検討ではコアの点変異の導入によ
り HCV-RNA複製は殆ど不可能となることを示
し、コアの変異が細胞内の増殖に HCV レプリ
コンの系で決定的な役割を果たすことを示
した。

（３）HCV レプリコン系を用いた IL28B 蛋白
によるウイルス複製能変化の検討

・H21 年にペグインターフェロンとリバビリ
ン変化効果を規定する宿主因子としてⅢ型
インターフェロンの一つである IL28B(イン
ターフェロンλ3)遺伝子多型の関与が明ら
かとなった
(NatGenet.2009;41(10):1100-4.NatGenet.2
009;41(10):1105-9.Nature.2009;461(7262)
:399-401.)。興味深いことに臨床的観察から
IL28B 遺伝子多型とウイルス遺伝子、とくに
コア蛋白の変異には顕著な相関があること
を我々は明らかにしているが、一方で、実際
に IL28B多型がどのようなメカニズムで治療
効果に関与するのか明らかとなってはおら
ず、この解明が急務となっている。インター
フェロンλは配列構造の類似したλ1、2、3
からなるファミリーを形成するがが、われわ
れは HCV レプリコン系を用い、H22 年度にお
いてλ1、2、3 による抗ウイルス効果につい
て検討した。その結果λ1、2、3 は 3 種類と
もインターフェロンαと同様に、HCV-RNA の
細胞内増殖の抑制、あるいは細胞外における
粒子の産生を抑えることを明らかとした。ま
た特にλ3 はインターフェロンαとの相乗作
用を示すことを明らかとした。一方、αとλ
がは同じようにインターフェロン誘導遺伝
子群の発現を上げるものの、タイムコースが
両者で異なることをあきらかとした 。

(４)保存血清を用いた検討
・研究代表者らは、ペグインターフェロン・
リバビリン併用療法を施行し、さまざまな経
過を辿った多数症例のデータベースとこれ
らに対応する血清、一部の症例において宿主
ゲノムを有している。このデータベースを用
いて H21年度に引き続いてさらに症例数を積
み重ねて詳細な検討を行ったところ、IL28B
遺伝子多型とウイルス遺伝子、とくにコア蛋
白の変異には顕著な相関があることを検証
した。
さらにコア蛋白、IL28B 遺伝子多型、さらに宿主
因子である G-GTP の値には密接な関連がある
ことを明らかとした 。
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