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研究成果の概要（和文）：C型慢性肝炎患者には多彩な肝外病変が合併するが、その多くはリン

パ増殖性疾患(LPD)や自己免疫異常に代表される B 細胞異常に起因する。また、患者内では B

細胞中に HCV RNA が高ウイルス量かつ高頻度に検出され、B 細胞異常の発症機序の要因と推察

されている。本研究では C型慢性肝炎患者における B細胞への HCV感染・吸着と B 細胞異常活

性化、更にインターフェロン治療抵抗性との関連及びその分子機構について解析した。 

 
研究成果の概要（英文）：Hepatitis C virus (HCV) can induce variety of the extrahepatic manifestations, 

such as lymphoproliferative and autoimmune disorders in patients with chronic hepatitis C. These 

disorders are thought to be associated with the abnormal activation of B cells. HCV also infects and 

associates with B cells frequently in the patients, speculating that this interaction leads to abnormal 

activation of B cells. In this study, we analyzed the correlation between the B cell infection and/or 

association with HCV and abnormal activation of B cells. Furthermore, we investigated whether these 

abnormalities were associated with resistance to the interferon-based therapy. 
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1. 研究開始当初の背景 
 C型肝炎ウイルス(HCV)は慢性肝炎、肝硬変

の原因ウイルスであり、我が国の肝癌患者で

は約80%がHCV感染者である。HCV感染者にお

いてHCVの肝外臓器、特にリンパ球系細胞へ

の感染は以前から報告され、悪性リンパ腫や
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混合型クリオグロブリン血症などの罹患率

が高いことも知られている。これらの事実よ

りHCV持続感染や病原性発現機序にHCVのリ

ンパ球系細胞への感染が関与している可能

性がある。事実、培養細胞系においてはB細

胞株でのHCV持続感染系が確立され、そのモ

デルにおいてHCV感染が癌抑制遺伝子や免疫

グロブリンの遺伝子変異を惹起すること、更

にHCVに対する抗体産生能及び抗体とHCVと

のaffinityを低下が報告された。更にB細胞

表面へ吸着した状態のHCVは流血中のフリー

粒子より安定かつ感染性が高いことが報告

された。HCV感染者内でB細胞へのHCV感染、

あるいはHCV粒子の細胞表面への吸着自体が

惹起するB細胞内及び生体内全体への影響を

明らかにすることは、HCV持続感染機構やこ

れまで分子メカニズムが明らかでない肝外

病変発症機序の解明、また抗ウイルス療法抵

抗性機序を解析する上で重要である。 

 

２．研究の目的 

 C 型慢性肝炎患者には多彩な肝外病変が合

併するが、その多くはリンパ増殖性疾患

(LPD)や自己免疫異常に代表される B 細胞異

常に起因する。これらの B細胞異常発症機序

として、HCV が B 細胞に感染・吸着し、異常

活性化を惹起し、正常な抗原特異的抗体産生

を抑制している可能性が考えられる。本研究

では C 型慢性肝炎患者において、これまで B

細胞への HCV 感染・吸着が患者にどのよう

な影響を及ぼすかを研究することを目的と

した。 

 まず、このB細胞異常が健常時の免疫圧力

下で増殖抑制されている他のウイルスの再

活性化を惹起し、間接的にB細胞異常を来す

可能性について、B細胞中EBV再活性化の有無

を検討することによって解析した。次にB細

胞へのHCV感染・吸着が確認された患者とそ

うでない患者で、抗ウイルス療法治療効果に

差があるかを検討した。更にHCV感染・吸着

がB細胞サブセットに特異性があるかを解析

し、B細胞分化のどの過程で影響を受けてい

るかを解析した。一方でHCV感染はB細胞の異

常活性化状態を惹起しているため、IFN療法

中にも多彩な自己免疫異常を併発する可能

性がある。本研究ではHCVキャリアにおいて、

HCV感染に関連するB細胞異常の発症機序、ま

たB細胞異常が惹起するIFN抵抗性、及び抗体

産生能に及ぼす影響を明らかにすることを

目的とした。異常活性化を惹起されたB細胞

の機能解析、また異常活性化に関連する血清

マーカー、サイトカインについて検討した。 

 
３．研究の方法 
1) HCV の B 細胞感染と EBV再活性化との関

連 C 型慢性肝炎患者(52 例)、B 型慢性肝

炎患者(17 例)その他の肝疾患患者(19 例)、

非肝疾患患者（43例）について末梢血単核

球中もしくは B 細胞中の EBV 再活性化マー

カー(BZLF1、LMP1)の mRNA 発現、並びに持

続感染マーカーである EBER 遺伝子の発現

の有無を RT-PCRで解析した。更に患者 LPD

関連マーカー異常と B 細胞中 HCV との関連

について解析した。 

 

2)HCV 感染・吸着 B 細胞を持つ C 型慢性肝炎

患者の IFN 治療抵抗性の解析 C 型慢性肝炎

でペグインターフェロン、リバビリン併用療

法を行う 100例の患者を対象にした。治療前

に B 細胞を分離し、B 細胞中 HCV RNA 量を定

量した。B 細胞への HCV 感染・吸着の有無と

IFN療法治療効果との関連を検討した。 

 

3) 各 B 細胞サブセットの細胞中 HCV RNA

定量 33 例の HCV キャリアから分離した

PBMC を AutoMACS system を用いて Naïve B

細胞分画と非 Naïve B 細胞分画に分け、そ



 

 

れぞれから細胞中の HCV RNA量を real time 

RT-PCR 法で定量した。同様に 77 例の患者

について(3)Total B 細胞分画と(4)非 B 細

胞分画に分け、HCV RNA 量を定量した。更

に 5 例については B 細胞サブセット特異的

表面マーカー抗体を固相化した Affinity 

Beads を用いて(A)形質細胞、(B)活性化 B

細胞、(C)メモリーB 細胞、(D)ナイーブ B

細胞及び休止期 B 細胞に 4 分画し、それぞ

れ HCV RNA量を定量した。 

 

4) Naïve B 細胞における単一クローン増殖

(Clonality)解析及び遺伝子発現解析 3)

で分離したナイーブ B と非ナイーブ B 細胞

から Total RNA を分離し、IgH 遺伝子 CDR3

領域の RT-PCR 産物を用いた単一クローン

増殖（Clonality）解析を IgM、IgG、IgA各

クラスに対して行った。Clonality の検出

はキャピラリー電気泳動(ABI-3100)及び 4%

アガロースゲルで検出した。更に B 細胞活

性化関連遺伝子群 CD80、CD86、CD69、CD71、

CXCR3 と AID、IFN 感受性遺伝子(ISG)群で

ある OAS1、OAS2、MX1、ISGF3、IFITMの Naïve 

B 細胞での mRNA 発現量を real time RT-PCR

法で測定した。 

 
４．研究成果 
 

1) HCV 感染者における EBV再活性化 HCV 感

染者 52 例の PBMC 中 12 例(23％)から BZLF1 

mRNA が検出された。非肝疾患群では 43 例中

3 例 (9％)で有意差を認めた（ｐ= 0.0179）。

B細胞分画を用いた解析でも HCV群で 42例中

10 例（23.8%）が BZLF1 陽性と PBMCでの解析

とほぼ同様の結果で、リンパ球サブセット別

の解析を BZLF1陽性だった 10例で行っても T

細胞など B 細胞以外の分画での再活性化は 1

例のみだった。IFN 療法後 SVR が得られた患

者 3例での検討で、治療中、治療後の HCV RNA

消失に伴い、持続感染状態を示す EBER は残

存するものの、再活性化マーカーBZLF1 は速

やかに消失することが示された。しかし、EBV

再活性化と LPD関連マーカー異常との直接の

関連はなかった。 

 

2) HCV 感染・吸着 B細胞を持つ C 型慢性肝炎

患者のIFN治療抵抗性 IFN治療後無効(NVR)

に寄与する独立因子として HCV遺伝子型 1型、

IL28B マイナーアリルとともに B 細胞中 HCV 

RNA 定性陽性が抽出された。HCV１型 70 例に

おいて、IL28B マイナーアリルかつ B 細胞中

HCV RNA陽性の NVRに対しての感度は 92.3%、

特異度 98.25、陽性的中率(PPV)92.3%、陰性

的中率(NPV)98.2％であり、IL28B 単独より特

異度、PPVが高かった。更に B細胞中 HCV RNA

量と IL28B SNPやウイルス因子の関連につい

て検討すると、B 細胞中 HCV RNA 量は IL28B 

SNP、コアアミノ酸(70,91番)変異とは関連し

なかったが、ISDR変異数 0-1 個で高ウイルス

量だった。本来の宿主ではない B細胞に持続

感染する HCVは内因性自然免疫系に抵抗性を

示すことが予想され、B 細胞中 HCV RNA 測定

は HCV 遺伝子型、IL28B SNP と組み合わせる

ことにより IFN治療効果予測に有用であるこ

とが示された。 

 

3) B細胞異常と IFN治療抵抗性の解析 多変

量解析で IFN療法後 non-SVRの関連因子とし

て血清 C3低値が血小板数低値、血清 HCV RNA

量高値、 IL28B minor genotype とともに

non-SVR に関連する因子として抽出された。

Peg-IFN、リバビリン併用療法前、治療後 1

ヶ月、3 ヶ月、終了時、終了後 6 ヶ月時の血

清 C3、C4値の推移の検討から、SVR群におい

て C3 値が前値と比較し治療経過中に低下す

ることが示された。治療開始 1ヶ月後 C3値 / 

治療前 C3 値 [Response C3 ratio]と SVR 率



 

 

との関連を検討したところ、Response C3 

ratio 1.1 以上の症例では SVR 率が有意に低

下することが示された。血清中の正常な補体

レベルおよび IFN 治療による補体の低下は

正常な IFN関連抗ウイルス反応の維持に必

要であると推察された。 

 

4) ナイーブ B 細胞への HCV 感染・吸着と B

細胞単一クローン増殖発症との関連 HCV

感染者の B 細胞サブセットの解析からすべ

ての B細胞に HCV感染・吸着が確認された。

特定の対応抗原の決定していないナイーブ

B 細胞の段階で多くの HCV 感染・吸着が確

認され、非ナイーブ B細胞を含む PBMC より

もナイーブ B 細胞への HCV 感染・吸着量が

高値であることが示された。末梢血中にお

いて多数を占めるナイーブ B 細胞に HCV が

主に感染・吸着していることが示された。 

 ナイーブ B 細胞を用いた B 細胞 Clonality

解析の結果から、ナイーブ B 細胞には単一ク

ローン増殖が起こっていないことが確認さ

れた。非ナイーブ B 細胞での解析では HCV 感

染 者 に の み IgM 及 び IgG ク ラ ス の

Mono-clonality が確認された。この事実より

HCV 感染に伴う B 細胞単一クローン増殖機序

は HCV 感染に伴う B 細胞の抗アポトーシス、

腫瘍化などに起因するものではなく、B 細胞

の異常活性化に起因していることが示唆さ

れた。 

 

5) ナイーブ B 細胞における遺伝子発現解

析 遺伝子発現解析では CH-C 患者のナイ

ーブ B 細胞において CD86、CXCR3 が高発現

を示した。ISG 群の遺伝子発現解析では、

CH-C患者ナイーブ B細胞では MX1高発現が

認められた。更に CD86 と CXCR3がいずれも

高値である患者を B 細胞異常活性化群とし、

非異常活性化群と比較すると、MX1、IFITM、

IFGF3 が高値、また Clonality 検出頻度も

高い傾向を示した。これらの事実より CH-C

患者のナイーブ B 細胞は HCV 感染・吸着が

高頻度で、ナイーブ B 細胞の非特異的異常

活性化を惹起していると推察された。また

B 細胞異常活性化が ISG 発現や自然免疫系

シグナル伝達の機能に関連する可能性が示

唆された。 
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