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研究成果の概要（和文）：ペグインターフェロンα・リバビリン療法 (PEG-IFNα/RBV)の新たな効果予測因子を探索し
た。C型肝炎23例の解析コホートで治療前血清の質量分析を行い、107個のペプチドを検出した。当該療法有効及び無効
96例で、107個のペプチドイオン強度とヘモグロビン・BMI・年齢から作製したモデルのウイルス学的有効の予測能は感
度70%、特異度92%、補体3fデスアルギニン(C3f-dR)のイオン強度と血小板数から作製したモデルでは感度59%、特異度8
8%であった。血清ペプチド、特にC3f-dRはPEG-IFNα/RBV療法の有用な効果予測因子であり、補体のC型肝炎ウイルス除
去への関与が示された。

研究成果の概要（英文）：Novel biomarkers predicting sustained virological response (SVR) to pegylated inte
rferon alpha plus ribavirin (PEG-IFNalpha/RBV) were investigated. Peptides in pretreatment sera from patie
nts with hepatitis C virus (HCV) were comprehensively analyzed by mass spectrometry. In total, 107 peptide
s were detected in a training set (n=23). In all the responders (who achieved SVR) and the non-responders 
(n=96), sensitivity and specificity of SVR in a model consisting of ion intensity of 107 peptides, hemoglo
bin, BMI, and age were 70% and 92%, and those in another model consisting of ion intensity of complement 3
f des-arginine (C3f-dR) and platelet count were 59% and 88%, respectively. Taken together, serum peptides,
 especially C3f-dR, would be useful predictors for SVR to PEG-IFNalpha/RBV. The complements may be involve
d in the HCV elimination.  
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
(1)ペグインターフェロン・リバビリン療
法  (PEG-IFN/RBV)は、C 型慢性肝炎
(chronic hepatitis C, CHC)においてジェ
ノタイプ 1 感染等の難治例の標準治療とし
て施行され、40-50%の症例にてウイルス学
的有効 (sustained virological response, 
SVR)を示してきた(有効例、responders, 
Rs)。本療法で、全体の 20-30%は再発を示
し(再発例、Relapsers)、残り 20-40%は無
効である(無効例、non- responders, NRs)。
PEG-IFNα/RBV 療法を施行された患者
のうち 60%以上が、インフルエンザ様の発
熱や貧血、精神疾患、間質性肺炎等の副作
用を示す。故に本療法の効果を予測できれ
ば、Relapsers や NRs で不必要な治療を避
けることができる。最近、難治性 CHC に
対して、PEG-IFN/RBV に加えプロテア
ーゼ阻害薬も使用する三者療法が施行され、
SVR 率は 65-75%へと上昇している。しか
し三者療法では副作用の発現が増え、薬剤
耐性を示すウイルスも増加する。このこと
からも PEG-IFN/RBV のみで治療可能な
患者を予測することは重要である。 
 
(2)PEG-IFN/RBV 療法効果予測因子とし
ては、ウイルス側因子としてジェノタイプ
1、高ウイルス量等、宿主側因子として年
齢(40 歳以上)、肝線維化・肝硬変、肥満等
が示されてきた。さらに近年、 IL-28B 
(IFN3)の一遺伝子多型(single nucleotide 
polymorphism, SNP)がSVRの強力な予測
因子であることが判明した。しかしこれら
の因子だけでは、PEG-IFN/ RBV 療法
の効果を完全に予測することは出来ない。 
 
２． 研究の目的 
(1)本研究ではPEG-IFN/RBV療法の効果
予測因子として、血清中のペプチドを網羅
的に解析した。血清中の蛋白質は、99%が
フィブリノーゲン等の主要な蛋白質で占め
られているが、残り 1%に非常に多様な既
知及び未知の蛋白質・ペプチドが含まれて
おり、これらの中には特定の疾患の病因・
病態に関係するものやバイオマーカーとし
て有用な候補分子が含まれている。 

 
(2)ジェノタイプ 1 感染 CHC 患者を対象に、
Rs 群と NRs 群からなる解析コホートにて、
群間でイオン強度に有意差を認める血清ペ
プチドを探索・同定する。個々の血清ペプ
チドのイオン強度を変量とし、多変量解析
にて Rs 群と NRs 群を判別するモデルを作
製する。当該モデルを、前述とは異なる Rs
と NRs の症例で構成される評価コホート
にて有用性を評価する。必要に応じ臨床項
目を変量として追加し、PEG-IFN/RBV
療法の効果を予測するバイオマーカーとし
て有用なモデルを提供する。 
 

３． 研究の方法 
(1)難治性 CHC として、HCV 抗体陽性、セ
ログループ 1(ジェノタイプ 1)感染、C 型肝炎
ウイルス (HCV)量 100kIU/mL 以上及び
alanine aminotransferase (ALT)等の上昇を
認めた 107 例が、文書による同意のもと
PEG-IFN2b/RBV 療法を施行された。本
療法は response-guided therapy により施
行され、治療後 24 週間の追跡調査が行わ
れた。治療期間に HCV が消失し追跡期間
終了時にも消失していた例を Rs、治療期間
に HCV が消失したが追跡期間中に再発し
た例を Relapsers、治療期間・追跡期間と
もHCVが消失しなかった例をNRsと定義
した。解析コホートは Rs 15 例、NRs 8 例、
評価コホートは Rs 51 例、NRs 17 例より
構成した。また 38 例の健常者が、文書によ
る同意のもと本臨床研究に参加した。 
 
(2)各症例の血清より弱陽イオン交換により
ペプチドを抽出した。個々のペプチドのイオ
ン強度を、マトリックス支援レーザー脱離イ
オン化飛行時間型質量分析にて測定した。Rs、
NRs、Relapsers、健常者群間の血清ペプチド
イオン強度を ClinPro 法にて比較した。一部
のペプチドのアミノ酸配列をタンデム質量
分析にて解析した。判別モデルは直行部分最
少二乗判別分析にて作製した。 
 
(3)IL-28B SNPは遺伝子検査に同意したRs 35
例、NRs 10 例、Relapsers 6 例において末梢
血単核球を用いインベーダー法で検討した。 
 
４． 研究成果 
(1)解析コホート23例でPEG-IFN/RBV療
法前の血清ペプチドを網羅的に解析した結
果、107 個のぺプチドを検出した。その中で
7個のペプチドがRs群でNRs群より有意にイ
オン強度が上昇しており(p<0.05)、それらは
1349m/z、1450 m/z、1691 m/z、1779 m/z、
1866 m/z、2862 m/z 及び 4786 m/z のペプチ
ドであった。 
 
(2)検出された107個全てのぺプチドを用い、
解析コホートの Rs 群と NRs 群を完全に判別
できるモデルを作製した（107P モデル、感度
100%、特異度 100%）。このモデルの作製にお
いて、(1)の 7 個及び 1945 m/z、2991 m/z、
4209 m/z、9288 m/z のペプチドが高い寄与度
または信頼性を示していた。この 11 個のう
ち、p1349、p1450、p1691、p1779、p1866 は
補体(complement, C)3f 由来の断片であり、
特に p1866 は、C3f からアルギニンが除去さ
れた C3f-デスアルギニン(dR)というペプチ
ドであった。p1945 はキニノーゲン 1 由来、
p2862、p2991、p4786 はフィブリノーゲン
鎖由来のペプチドであった。 
 
(3)上記 11個のペプチドから SVRを最も効果
的に予測するバイオマーカー候補の選出を



試みた。その結果、p1866(C3f-dR)のイオン
強度 36.0AU をカットオフとすると、解析コ
ホートの 8 人の NRs は全員この値を下回り、
15人中8人のRsがこの値を上回った（C3f-dR
モデル、感度 53%、特異度 100%）。評価コホ
ート 68 例において、(2)の 107P モデルは感
度 43%、特異度 94%、C3f-dR モデルは感度 35%、
特異度 94%と、いずれも感度は低下したが特
異度は保たれていた。よって C3f-dR のイオ
ン強度が高値であればSVRが得られる可能性
が非常に高いことが示唆された。 
 
(4) 107P モデル及び C3f-dR モデルの感度を
上昇させるため、これらのモデルに臨床項目
を変量として加え、新たな判別モデルの作製
を試みた。臨床項目としては、HCV 量、年齢
(Age) 、 BMI 、 asparate aminotransferase 
(AST)/ALT 比、白血球数、ヘモグロビン(Hb)、
血小板数(PLT)を用いた。全てのRsおよびNRs 
96 例で評価した受信者特性動作曲線下面積
(AUROC)は、107P モデルで 0.77、C3f-dR モデ
ルで 0.64 であった。同 96 例において、107P
モデルに Hb、BMI、Age を加えた 107P/Hb/BMI/ 
Age モデルの AUROC は 0.79、C3f-dR に PLT を
加えたC3f-dR/PLTモデルのAUROCは0.78と、
両者ともにペプチドのみのモデルより AUROC
が上昇した。血小板数の低下は肝線維化の
マーカーであり、PLT の追加による C3f-dR 
モデルの AUROC の上昇は、PEG-IFN/ 
RBV 療法において肝線維化が障害となる
ことを示すと考えられた。107P/Hb/BMI/Age
モデルは感度 70%、特異度 92%、C3f-dR/PLT
モデルは感度 59%、特異度 88%と、いずれも
感度が上昇した。これらの血清ペプチド基盤
モデルは、PEG-IFN/RBV 療法における
SVR の有用なバイオマーカー候補となること
が判明した。 
 
(5) 107P/Hb/BMI/Age モデル及び C3f-dR/PLT
モ デ ル の SVR 予 測 能 を 、 IL-28B SNP 
(rs8099917)と比較した。Rs 35 例、NRs 10
例の結果、IL-28B rs8099917 の感度 83%、特
異度 90%に対し、107P/Hb/BMI/Age モデルは
感度 77%、特異度 90%、C3f-dR/PLT モデルは
感度 63%、特異度 100%と、いずれも感度は低
かったが、C3f-dR/PLT モデルの方が高い特異
度を示した。これら 3つのモデルを組み合わ
せると、感度 100%、特異度 90％という非常
に高い予測能を示し、C3f-dR を主体とした血
清ペプチド基盤モデルが IL-28B SNP の SVR
予測能を補うことが示された。 
 
(6)前述した 5 個の C3f 由来ペプチドにおい
て、Rs 49例及びNRs 13例のPEG-IFN/RBV
療法前血清、健常者 38 例の血清においてイ
オン強度を比較したところ、NRs 及び健常者
では、これらペプチドのイオン強度は全員低
値であった。Rs 49 例中 23例で、これらペプ
チドのうち少なくとも1つのイオン強度がNR
例の最高値より上昇していた。この治療前高

値であったイオン強度は、p1450 以外は治療
後には有意に低下していた(p<0.05)。これら
C3f 由来ペプチドが、PEG-IFN/RBV 療法
有効例の一部で、生体からの HCV 除去が必要
な際に特異的に上昇する可能性が示された。 
 
(7) PEG-IFN/RBV 療法前の C3f 由来ペプ
チド 5 個と、他の SVR 予測因子との相関を
検討した。性、年齢、ALT、血小板数、HCV
量、肝線維化及び IL-28B rs8099917 SNP に
ついて、Relapsers も含め検討したところ、
15 アミノ酸からなる C3f 由来ペプチド
p1779 のみが、IL-28B rs8099917 のメジャ
ー(TT)群で、マイナー (TG 及び GG) 群より
高いイオン強度を示した(p<0.05)。その他の
4 個のペプチドについても、メジャー群でマ
イナー群よりイオン強度が高い傾向を示し
た。その他の予測因子との相関は認めなかっ
た。メジャー群ではマイナー群より末梢血単
核球における IL-28B の発現が上昇するとい
う報告があり、この IL-28B の上昇が補体系
を活性化する可能性が考えられた。 
 
(8)C3f は 17 アミノ酸のペプチドであり、C3f
はC3bからFactor Hにより増強されるFactor 
I により切断される。C3b は補体の古典経路
及び副経路において中心的な働きをしてお
り、C3f を放出することにより、その主要な
機能を失う。C3f-dRは16アミノ酸からなり、
C3f の C 末端のアルギニンが除去された代謝
産物である。C3濃度はRs 49例で10318mg/dL、
NRs 13 例で 9420mg/dL と有意差を示さなか
った(p=0.07)。Rs においては、C3 の産生及
び代謝回転の両者が亢進している可能性が
ある。この C3 産生の亢進は、Rs で HCV に対
する強い免疫反応が起こり、補体系が活性化
していることを反映していると考えられる。 
 
(9) C3f-dR が HCV除去に関わるかを調べるた
め、HepG2 細胞に C3f-dR を添加した際に IFN
誘導性 RNA 依存性プロテインキナーゼ
(interferon-inducible dsRNA dependent protein 
kinase, PKR)、2',5'-オリゴアデニル酸合成
酵 素 (2'-5'-oligoadenylate synthetase,  
OAS)1, OAS2 の発現が誘導されるかリアル
タイム PCR で検討した。培養系に IFN2b を
1,000 IU/mL で添加すると、これら 3 遺伝子
の発現は亢進した(PKR 2.3 倍、OAS1 6.0 倍、
OAS2 140.6 倍)。しかし IFN2b を準至的濃度
の 100 IU/mL および 300 IU/mL で添加した系
に、C3f-dR または C3f-dR を無作為再配列し
た対照ペプチドを生理的濃度で加えても、
C3f-dR と対照ペプチドの結果に明らかな差
を認めなかった。C3f-dR がウイルス抑制に関
わる機能を有するかについては、さらに他の
細胞や遺伝子を用いて評価する必要がある。 
 
(10)以上より、血清ペプチドプロファイル、
特にC3f-dRは PEG-IFN/RBV 療法の効果
予測に有用であり、本療法の HCV 除去を



来す治療起点に補体系が関与していること
が示唆された。プロテアーゼ阻害剤を加え
た三者療法においても、C3f-dR を含む血清
ペプチドが高いSVR予測能を示す可能性があ
り、今後の検討が期待される。 
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