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研究成果の概要（和文）：C型肝炎ウイルス(HCV)は、肝臓内での長期的なウイルスの感染・増殖によってウイル
スゲノムに遺伝子変異が蓄積することが薬剤耐性変異や治癒後の肝発癌の原因と考えられる。しかしながら、
HCV持続感染系の長期的な維持は難しく、構造領域の欠損などが頻繁に起こってしまうため遺伝子変異蓄積の多
様性にアプローチした研究はあまりなされていない。本研究では、HCVの細胞内複製モデルを13年に渡り継代培
養し、HCVゲノムを第3世代ロングリードシークエンサで長期的な変異動態の詳細を明らかにしただけでなく、そ
のデータを数理モデル化した。

研究成果の概要（英文）：In hepatitis C virus (HCV), the accumulation of genetic mutations in the 
viral genome due to long-term infection and multiplication in the liver is considered to be the 
cause of drug-resistant mutations and hepatocarcinogenesis after healing. However, it is difficult 
to maintain HCV persistent infection systems over time, and studies of gene mutation accumulation 
have been rare because of frequent loss of structural regions and other events. In this study, an 
intracellular replication model of HCV was passively cultured for 13 years. The HCV genome was 
analyzed using a third-generation long-read sequencer to reveal the details of long-term mutation 
dynamics. A mathematical model was created from this data.

研究分野： ウイルス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で用いたHCVレプリコン細胞株は申請者が所属する研究室において2002年と2003年に樹立したオリジナル
の実験システムであり、HCVゲノムの進化ばかりでなく細胞がん化の要因を探る研究にも役立つと考え、HCVレプ
リコン細胞樹立時から継代を続けており、世界的にみてもHCVだけでなく他のウイルスでもこのような長期継代
培養は皆無であり、今後もこのようなモデルの作成は極めて困難で、非常に貴重なモデルから得られた成果であ
る。そして、この結果はHCVだけでな く他の新規ウイルスに対しても活用が大いに期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 RNA ウイルスは急速なウイルスゲノム変異を獲得し、新型コロナウイルスのように多様な変異
株が出現し、その治療や予後に大きな影響を与える。C 型肝炎ウイルス(HCV)も RNA ウイルスの
代表で、肝臓内での長期的なウイルスの感染・増殖によってウイルスゲノムに遺伝子変異が蓄積
することが薬剤耐性変異や治癒後の肝発癌の原因と考えられる。しかしながら、HCV 持続感染系
の長期的な維持は難しく、遺伝子変異蓄積の多様性にアプローチした研究はあまりなされてい
ない。申請者らは、HCV の細胞内複製モデルを 9 年に渡り継代培養し、HCV ゲノムは多様性を保
ったまま時間依存的に且つ直線的に変異が蓄積増大していくことを最近明らかにした。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、貴重な同モデルを用いて継代 0〜12 年目の各 HCV ゲノムを第 3 世代ロングリー
ドシーケンサで、従来の第 2 世代ショートリードシーケンサまででは不可能だったウイルスゲ
ノムごとの変異蓄積まで解析することで長期的な変異動態の詳細を明らかにする。さらにその
データを数理モデル化し、新型コロナウイルスなどを含めた RNA ウイルス進化モデルへの応用
を目指すことを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 

 ① 既存検体のシーケンス・解析：既に保存してある継代年 0〜12 年目(2 年毎)の sO 及び 50-
1 レプリコン細胞を起こし、計 12 サンプルについて第 3 世代シーケンサを用いてロングリード
シーケンスを行う。得られたリードデータを HCV リファレンス配列へのマッピング(BWA など)を
行う。各サンプルのゲノム変異をウイルスゲノムごとにシス・トランスまで含めて同定する。そ
の後、塩基配列及びアミノ酸配列双方の経時的な変動を解析ソフト(R や Python3 を主に使用)に
より数値化及び可視化を行う。 
 ② 新規の継続培養・シーケンス・解析：12 年間継代した sO 及び 50-1 レプリコン細胞を 2022
年度中継代培養し、13 年目まで継続する。2023 年度に 13 年目の 2 サンプルについても第 3 世
代シーケンサを用いてロングリードシーケンスを行い、数理モデル構築時の検証及び調整に利
用する。 
 ③ 臨床検体の解析：最大 10 年程度同一患者での HCV ゲノム変動を追うことが可能な臨床検
体を既に 10 例以上集めており、代表的な 2 例(患者毎に 2 点ずつ計 4 サンプル)についても第 3
世代シーケンサを用いてロングリードシーケンスを行い、数理モデル構築時の検証に利用する。 
 ④ 数理モデルの構築：変異箇所、変異速度、変異蓄積レベル、複製レベル、時間をそれぞれ
係数として扱い、HCV ゲノム全体或いはタンパク質毎の変異動態を非線形回帰分析やベイズ統計
学モデル解析などにより数式化及び可視化を行う。③で得られた臨床検体のデータや公共デー
タ(日本及び米国 HCV Database など)と照らし合わせ、HCV ゲノムの変異予測やがん化予測に利
用可能かを検討する。また、13 年目のシーケンスデータが得られ次第、数理モデルの検証に利
用すると共に、構築時のデータに組み込んで調整し、数理モデルの精度向上に役立てる。さらに、
HCV 以外の RNA ウイルス(新型コロナウイルスやインフルエンザウイルス等)に対しても数理モ



デルの適応が可能か公共のデータベース(米国 NCBI Virus Database など)を利用し、当てはま
るかを検証する。 
 
 
４．研究成果 
 我々が樹立し、我々が樹立し、12 年間継代培養を続けていた 2 系統の HCV 細胞内複製モデル
(sO 細胞と 50-1 細胞)についての継代培養を継続し、培養期間が 13 年に到達した。13 年継代細
胞においても細胞内 HCV の mRNA 複製レベルは樹立時と比較して高いレベルを維持しており、細
胞増殖能については 12 年目の細胞より亢進していることがわかった。サンガー法による簡易的
なシークエンス解析からは、HCV ゲノム領域に欠損は認められず、ウェスタンブロット解析にお
いてもウイルスタンパク質の発現が全て認められた。13 年間継代培養を続けていた 2系統の HCV
細胞内複製モデル(sO細胞と50-1細胞)についての第3世代シークエンサを用いたロングリード
シークエンスを行い、HCV ゲノム全体の塩基配列を同定した。13 年目でも HCV ゲノムは多様性を
保ったまま時間依存的に且つ直線的に変異が蓄積増大していることが明らかになった、HCV ゲノ
ムのシークエンスは継代 0、2、4、6、8、10、12 年時のものも並行して行い、サンガー法シーク
エンスでは見つからなかった新規の変異も多く見出された。これらの継時的な変異動態を数値
化し、変異速度や新規変異の出現率など様々な指標データを作成した。これらのデータを 用い
て HCV 以外の RNA ウイルス(新型コロナウイルスやインフルエンザウイルス等)に対しても有効
かを検討中である。 
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