
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 

 

平成 24 年  5 月  29 日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： HCV 母子感染例の小児 7 例を対象に PEG-IFN 単独療法直前、治療後
2-4週での HCV NS5b領域の遺伝子解析を行った。PEG-IFNα-2a 90μgまたは180μｇを週 1回、
24 週間または 48 週間皮下注投与され、6例は治療完遂し、1例は 12 週で治療中止した。治療 4、
8 週時の HCV-RNA 陰性化は、2例（29％）、7例（100%）。治療終了後 24 週での HCV-RNA 陰性（SVR）
は 6例（86％）。7例全てにおいて治療後 2-4 週時点で HCV NS5b 領域に変異を認めなかった。 
 
研究成果の概要（英文）：Seven children infected by hepatitis C virus were treated with 
PEG-IFNα-2a at a dose of 90-180 μg/kg s.c., once a week for 24-48 weeks. Six patients 
completed the treatment. One patient discontinued the treatment at 12 weeks. RVR was 
achieved in 2 (29%) of the 7 patients. EVR was achieved in 7 (100%) of the 7 patients. 
SVR was achieved in 6 (86%) of the 7 patients. We isolated HCV-RNA from the sera of 7 
children and analyzed the NS5b region. The nucleotide sequences in the NS5b region of 
HCV obtained from each of the children under treatment were identical to those of before 
treatment. 
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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。
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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。今回、我々は HCV 母子感染例を対象

に、検出したウイルスの遺伝子解析を実施す

ることにより、病態の一部を解明したいと考

え今回の着想に至った。 

(2) 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（IFN）治療との関連

性も指摘されている。しかし、HCV母子感染例

の小児期におけるHCV NS5B領域の多様化（進

化）について検討された研究は少なく、特に

IFN治療中のNS 5B領域の変異についての詳細

は不明である。そこで、今回我々はHCV NS5B

領域を主要な解析対象とした。 

(3) 我々は以前の報告で、HCV 母子感染例に

おいて、出生時、母子の HCV クローンの高変

異領域（HVR）の E2／NS1 を比較すると、児

から検出された株は必ずしも母親から検出

されたそれと一致するわけではなく、その後

の経過でウイルスが多様な変化を来すこと

を示した。また、NS5B 領域を対象とした研究

では児の塩基置換速度は母と比較して遅い

傾向があることを明らかにした。このことは

宿主の immune pressure の違いを反映してい

ると示唆された。今回は塩基置換速度の違い

が、ＩＦＮ治療効果に与える影響を明らかに

したいと考えた。 

 

２．研究の目的 

PEG-IFN 単独療法を施行した HCV 母子感染

例の小児を対象に、その血清から RT-PCR法、

Direct Sequence 法を用いて HCV NS5B 領域の

遺伝子を増幅し、塩基配列を決定する。経時

的に採取した血清から、検出したウイルスの

塩基配列の変化を調査し、治療前と治療中の

塩基置換速度を比較する。また、塩基置換速

度とＩＦＮ治療効果との関係についても明

らかする。 

 

３．研究の方法 

(1）PEG-IFN単独療法を施行したHCV母子感染

例の小児を対象に、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）した。 

(3) IFN治療前、治療中のウイルスのNS5B領域

の336塩基配列を比較検討した。 

 

４．研究成果 

(1) 対象は母子感染による小児 HCV感染７例

（3－16 歳,男：女＝4:3）。HCV 遺伝子型と血

中ウイルス量の内訳は、Genotype 1b 高ウイ

ルス量1例、Genotype 2a 高ウイルス量5例、

Genotype 2b 高ウイルス量１例。抗ウイルス

療法として PEG-IFNα-2a 90μg または 180

μｇを週 1 回、24 週間または 48 週間皮下注

投与を行った。減量・中止基準は添付文書に

従った。6 例は治療完遂し、1 例は ALT 著増

のため 12 週で治療中止した。治療 4週時、8

週時の HCV-RNA 陰性化は、それぞれ 2 例

（29％）、7 例（100%）だった。治療終了後

24 週での HCV-RNA 陰性（SVR）は 6 例（86％）

だった。治療中止した1例も4年以上HCV-RNA

陰性が続いている（表1）。副作用は発熱5例、

ALT 上昇 3 例、下痢 2 例、脱毛 2 例、好中球

減少 2例、関節痛 1例。 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

(2) IL28B 遺伝子多型解析は 6 例がメジャー

アレル（TT）、1例がマイナーアレル（TG）だ

った(表 2)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(3) 治療開始後 4週間で HCV-RNA の陰性化が

確認された症例 1,2,4,5,7については治療直

前、治療 2週目、4週目の血液検体を用いた。

治療開始後 8週間で HCV-RNA の陰性化が確認

された症例 3,6 については治療直前、治療 2

週目、3 週目の血液検体を用いた。解析を行

った 7 例全てにおいて、治療中の HCV NS5B

領域の塩基配列は治療直前のものと同じで

あり、変異を認めなかった。 

(4) 成人領域ではIL28B 遺伝子多型のうち、

代表的な SNP である rs8099917（マイナーア

レル G）の治療効果別のアレル頻度を解析す

ると，治療反応群では，メジャーアレル（TT）

の割合が高く，無効群ではマイナーアレル

（TG＋GG）の割合が高く，マイナーアレルの

患者では治療抵抗性であることが示されて

いる。今回の検討では、症例 4はマイナーア

レルにも関わらず、著効を示した。症例 4は

HCV 遺伝子型が著効しやすい 2a 型であった

ことと、小児であることが、著効を得られた

要因と考えられる。IL28B 遺伝子解析が、治

療効果の予測に有用であることは既に成人

領域で示されており、小児においても今後、

症例を増やして検討する必要がある。 

(5) NS5B 領域に変異をきたした場合、HCV 複

製機構に大きな影響を与え、ウイルス増殖能

は大幅に低下する可能性がある。今回の検討

では PEG-IFN 治療によって HCV NS5B 領域に

変異をきたさないことが示されたため、IFN

の抗ウイルス効果は別の機構によるものと

考えられた。 

(6) 小児 C型慢性肝炎に対する PEG-IFN 単独

療法の治療成績は良好であり、安全性も高い。

今後の課題は、IFN 治療による HCV の他の遺

伝子領域が変異の有無と、治療効果との関係

である。症例を増やして検討を行いたい。 
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