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研究成果の概要（和文）：Ｃ型肝炎ウイルス（ＨＣＶ）は我が国に多くのキャリアが存在する重要な感染症の原因ウイ
ルスである。ＨＣＶのゲノムは多様性に富む（quasispecies）ことが知られている。quasispeciesはこれまでのシーク
エンス技術では十分に解析ができなかったが、次世代シークエンサーを用いてウイルスゲノム解析法を確立した。その
結果、HCV患者の血清から、２種類の独立したウイルスゲノムRNA配列を特定した。C型慢性肝炎患者のインターフェロ
ン／リバビリン併用療法の感受性を決定する因子は複数報告されているが、コア70番の配列により独立した2群のウイ
ルスゲノムが存在し、それぞれ個別に進化していることがわかった。

研究成果の概要（英文）：Hepatitis C Virus (HCV) genome accumulates nucleotide substitutions because of low
 viral RNA polymerase fidelity and high viral replication ratio. This quasispecies nature has been conside
red to contribute for its pathogenesis or viral escape. We constructed a method to determine the full-leng
th viral genome RNA species from patient serum combined next-generation sequencing and capillary sequencin
g. We found independent dominant species co-existed in one patient serum. Polymorphisms related to the fav
orable response of interferon sensitivity were gathered into one species. Sequential species were formed s
ame clusters. We thus considered that both species might have been mixture and survived the bottleneck eve
nts when the patient was infected, and then evolved individually in the patient. In conclusion, our study 
demonstrated that considering each full-length species in patient serum is important for understanding HCV
 life cycle.
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１．研究開始当初の背景 
 Ｃ型肝炎ウイルス（HCV）は我が国に多く
のキャリアが存在する重要な感染症の原因
ウイルスである。HCV は RNA ウイルスであり
そのゲノムは多様性に富む（quasispecies）
ことが知られている。この quasispecies の
HCV 感染症における意義は十分に解明されて
いないが、持続感染あるいは病原性に関わっ
ていることが想定されている。ウイルスゲノ
ムの quasispecies に関してはこれまでのシ
ークエンス技術では十分に解析ができなか
った。そこで、飛躍的に遺伝子解析能力が向
上した次世代シークエンサーを用いてウイ
ルスゲノムの quasispecies 解析法を確立す
る必要があった。 
 HCV などの RNA ウイルスはゲノムが RNA で
あり、感染細胞内でウイルスゲノムの複製に
自らがコードするRNAポリメラーゼを用いる。
しかし、この RNA ポリメラーゼは fidelity
が低いため、ウイルスゲノムに変異を起こし
やすい。従って、RNA ウイルスゲノムは、真
核細胞のゲノムの変異速度と比較するとは
るかに早い速度で変異していく。ウイルスゲ
ノムは中立的に進化するが、環境に適応でき
ない変異は淘汰される。このため感染細胞内
あるいは個体内の個々のウイルスゲノムに
はquasispeciesを保っていると考えられる。
しかし、現在主として利用できる PCR および
クローニング技術と、サンガー法シークエン
サーではRNAウイルスゲノムの配列は多種性
を持つゲノムのコンセンサス配列を見るこ
としかできず、ウイルスゲノムの多様性の解
析法は限られてきた。一方で、ウイルス感染
において、異なる宿主への感染、抗ウイルス
薬投与、感染中和抗体の誘導などにより、変
異ウイルスが誘導される。特定の薬剤に対す
る薬剤耐性変異が出現し、薬剤耐性ウイルス
として同定されている。薬剤耐性以外にも、
ウイルス感染後の宿主の免疫反応などに対
しても逃避ウイルスが出現する。これらのウ
イルス変異はこれまでの解析ではウイルス
ゲノムのコンセンサス配列の変化と理解さ
れてきているが、ウイルスゲノムの
quasispecies の中にこれらの薬剤耐性変異
や逃避ウイルスがどのように蓄積されてい
るかは不明である。 
 
２．研究の目的 
 最近の次世代シークエンス技術の開発に
より、ウイルスゲノムの quasispecies に対
する理解が大きく変化する可能性がある。ゲ
ノムプロジェクトの発展に伴い、革新的な新
規シークエンス技術による次世代シークエ
ンサーが開発されてきている。次世代シーク
エンサーでは圧倒的なリード数によるディ
ープシークエンスが可能となる。これまでの
技術では、ウイルスゲノム上に変異が混在し
ている場合は少なくとも数割程度変異が存
在しないと検出できなかった。しかし次世代
シークエンサーによりウイルスゲノムの部

位ごとに少数存在する準種を同定すること
が可能となる。現在我々が quasispecies と
称しているウイルスゲノムの多様性は、果た
してランダムな変異を有する準種の混合体
なのかあるいは特定の変異を有する種が存
在するのか（図）。予備的な実験では PCR ク
ローニングによるウイルスゲノム上の変異
の割合と、次世代シークエンサーによる解析
は必ずしも一致しない。本研究の目的は次世
代シークエンサーを用いた肝炎ウイルスの
quasispecies 解析法の確立と、その応用であ
る。ウイルス準種の存在様式を同定しその機
能解析を行うことにより、quasispecies の存
在意義を解明する。 
 
３．研究の方法 
①サンガー法による患者血清中のウイルス
ゲノムの塩基配列解析 
 慢性Ｃ型肝炎患者4名の血清からウイルス
ゲノム RNA を抽出して解析した。従来のサン
ガー法およびキャピラリーシークエンス法
によりウイルスゲノムのコンセンサス配列
を決定した。RT-PCR 産物をダイレクトシーク
エンスするが、必要に応じて PCR 産物のクロ
ーニングを実施した。 
・慢性 C型肝炎患者の血清から RNA を抽出 
・RT-PCR 法によるウイルスゲノムの増幅 
・サンガー法およびキャピラリー法による塩
基配列の解析 
・ウイルスゲノムのコンセンサス配列を決定 
②イルミナゲノムアナライザー(GA)IIx によ
るウイルスゲノムの塩基配列解析 
 次世代シークエンサーの中でGAIIxはリー
ド長は短いが（50−75nt）、リード数が多い特
徴がある。このため新規配列の de novo アッ
センブリは苦手だが、参照配列があれば多く
のリードをマッピングすることによる deep 
sequencing が可能である。主として患者血清
中のウイルスゲノム配列を解析するため、ウ
イルスのコピー数やサンプル量によって遺
伝子増幅が必要となるが、アダプター付加に
よる PCR による非特異的増幅により、なるべ
くサンプル中の遺伝子 population を変化さ
せないようにした。 
・患者血清から RNA を抽出 
・ランダムプライマーによる逆転写反応で
cDNA を作製、さらに二本鎖 DNA を作成 
・超音波処理により DNA を約 200bp に断片化 
・断片化した DNA の末端にアダプターを添加
して非特異的に PCR 増幅 
・ゲノムアナライザーで解析 
③ロッシュ４５４によるウイルスゲノムの
塩基配列解析 
 イルミナのGAIIxに比べリード数は少ない
が、リード長が長い（300-500nt）という特
徴がある。このため de novo アッセンブリが
特異で、マイナーな配列を持つウイルスゲノ
ムの同定に適している。 
・患者血清から RNA を抽出 
・500bp 以上の領域を含む特異的プライマー



を設定し、全ゲノム領域を RT-PCR で増幅 
④次世代シークエンサーのデータ処理 
 次世代シークエンサーから得られるデー
タは従来法とはかなり異なるため、下記のよ
うなデータ処理のステップが必要であった。 
・全シークエンスリードからヒトゲノム配列
を取り除く 
・ヒトゲノム配列を取り除いたシークエンス
リードの末端配列の品質をチェックして有
効な配列のみを残す 
・ヒトの ambiguous 配列を BLASTN サーチに
より検出して取り除く 
・細菌のゲノム配列を BLASTN サーチにより
検出して取り除く 
・以上の filtration 作業をおこない、残っ
たシークエンスリードをもとにde novo アッ
センブリをおこなう 
・作製したコンティグからコンセンサス配列
を作製し、HCV ゲノム配列にマッピングする 
⑤シークエンスデータ解析 
 各社の次世代シークエンサーには特徴が
あり、ＨＣＶのウイルスゲノム解析に最適な
機種および解析法は確立されていない。サン
ガー法、GAIIx、454 から得られるデータを比
較解析する。さらにＨＣＶの quasispecies
の同定をおこなう。 
・サンガー法によるダイレクトシークエンス、
イルミナ・ゲノムアナライザー、ロッシュ・ 
４５４のデータを総合的に解析する 
・一塩基多型（SNP）検出プログラムにより、
ウイルスゲノム上の SNP を同定する。イルミ
ナ・ゲノムアナライザーのデータが最も適し
ている。検出した SNP をサンガー法およびロ
ッシュ４５４のデータと比較して確認する 
  ・SNP のウイルスゲノム上でのつながり
をイルミナ・ゲノムアナライザーおよびロッ
シュ・４５４の個別リード上で確認する。イ
ルミナは７５塩基長しかないのに比べて、ロ
ッシュでは５００塩基長まで解読可能 
・共通の SNP を有するウイルスゲノムの
population を割り出す 
 
４．研究成果 
 ＨＣＶゲノムのコア 70 番のアミノ酸配列
がアルギニン（Ｒ）とグルタミン（Ｑ）が混
合型である HCVキャリア 4名の血清を解析対
象とした。コアから E1 領域のウイルスゲノ
ムを RT-PCR 法により増幅して、PCR 産物をク
ローニングして塩基配列を決定した。4 名の
患者全員からコア 70 番がＲおよびＱのクロ
ーンが得られた。増幅した領域内にはコア 70
番だけでなく複数の変異が認められ、さらに
2−3 種類のクローン群に分類できた。興味深
いことに、これらのクローン群はコア 70 番
の変異と相関していることが明らかとなっ
た。つまり、コア 70 番の配列に依存してウ
イルゲノム配列が分類できた。また、7 年間
の間隔で2つの血清を解析した症例ではコア
70 番がＲおよびＱのクローンの比率が大き
く変化したが、それぞれのクローンは別々に

進化していた。 
 そこで、Ｃ型肝炎ウイルスのウイルスゲノ
ムの多様性とコア 70 番配列の関係を解析す
るために、全長ウイルスゲノム配列を次世代
シーケンスで解析した。まず、イルミナによ
ってウイルスゲノム全長のコンセンサス配
列を決定し、さらにその多様性を解析した。
イルミナによる解析の一つの利点は非特異
的増幅による解析が可能なので、特異的 PCR
によってウイルスゲノムの多様性が変化す
る可能性が低いことである。イルミナで得ら
れたリードを 35 塩基長にあわせて、コンセ
ンサス配列にマッピングするとともに、デノ
ボアッセブリによりゲノム配列を解析した。
この方法により、ウイルスゲノムの各塩基ポ
ジションの配列の多様性を決定することが
できた。さらに各塩基ポジションの配列の多
様性の関係を繋げるために、454 による解析
を実施した。454 では特異的プライマーによ
るPCRでウイルスゲノムを増幅して解析する
必要がある。しかし、500 塩基まで 1 本のリ
ードとして解析が可能である。このため、イ
ルミナ解析で同定したウイルスゲノムの多
様性の関係を解析可能となる。そこでまず、
イルミナ解析で変異が少ない領域に primer
を設計しPCRをおこない、そのPCR産物を454
で解析した。454 解析により変異の相関を決
め、さらに変異部分に特異的な primer を設
計して、PCR を実施した。その結果ウイルス
ゲノム全長における多様性が解析可能とな
った。興味深いことにウイルスゲノムはコア
70 番の配列によって大きく分類され、コア
70 番がアルギニンの場合、NS5A の IRRDR 配
列における変異数が８であり、グルタミンの
場合は５であった。IRRDR 配列は 6 以上の変
異数がある場合にIFNとリバビリン治療に感
受性が高いとされている。コア 70 番の配列
もアルギニンの場合はインターフェロン治
療に感受性が高く、グルタミンの場合は低い
とされている。従って、同一の患者血清の中
に混在しているウイルスゲノムはコア 70 番
配列で大きく 2種類に分類され、コアと NS5A
の IRRDR配列がそれぞれインターフェロン感
受性からみて同じ性質の変異が存在してい
ることとなった。 
 7 年間の経過した血清でそれぞれ解析する
と、やはりコア 70 番により分類される全長
ウイルスゲノムを同定することができた。そ
こで、その配列を系統樹解析すると、コア 70
番に依存してそれぞれのウイルスゲノムが
独立して進化していることがわかった。しか
し、データベース上に登録されているウイル
スゲノムと比較すると最も近い配列のゲノ
ムも同じ患者のウイルスゲノムのコア 70 番
による分類のなかには入らず、同一の患者の
クローンは一つのクラスターを形成した。従
って、これらのウイルスはこの患者に感染し
た後にコア 70 番に変異が入って独立して進
化したか、同時に感染したものの、同一の環
境で長く複製増殖したためによく似た配列



を有していると考えられた。 
 この 2種類のウイルス種が同時に存在する
生物学的意義を検討するために、それぞれの
全長遺伝子ゲノムを全合成して、クローニン
グした。ネオマイシン耐性遺伝子を有するサ
ブジェノミックレプリコンと全長遺伝子の
クローンを作成してそれぞれの複製能を検
討した。レプリコンはプラスミドDNAからRNA
を合成して、Huh7 細胞および Huh7.5.1 細胞
にトランスフェクションした。G418 存在下に
3 週間培養を継続して観察したが、レプリコ
ンの複製する細胞を得ることはできなかっ
た。コア 70 番配列が R または Q に関わらず
複製は認められなかった。また、全長遺伝子
の RNA も合成して Huh7.5.1 細胞にトランス
フェクションしてウイルス増殖を観察した
が、ウイルスゲノムの複製、ウイルス粒子の
産生ともに観察できなかった。 
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