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研究成果の概要（和文）：近年、C型肝炎ウイルス（HCV）に対する特異的抗ウイルス剤DAA(Direct Acting Antivirals
)が多数開発され、期待されている。一方で、DAA耐性HCVが問題となっており、どのような症例が臨床的DAA耐性出現の
リスクを有するのか明らかではなかった。
本研究ではウイルス遺伝子解析においてultra-deep sequenceに加えて系統樹解析を導入、治療反応性と耐性出現の経
緯におけるウイルスゲノムの混在状態(quasispecies)とその動態を検討し、ウイルス遺伝子の関与を明らかとした。本
結果は、個別化DAA治療において、重要な基礎資料になることが考えられた。

研究成果の概要（英文）：It has been hard to predict the treatment response of HCV-infected patients to 
the most advanced DAA-included therapy. Using ultra-deep sequencing technology coupled with phylogenetic 
analysis, this study was conducted to disclose the role of viral quasispecies in determining the 
treatment response to DAA-included anti-HCV therapy. As a result, it was disclosed that viral 
quasispecies changed dynamically and certain viral isolates were selected with the introduction of 
DAA-based therapy. The result of the study provides better understanding of the mechanism in the 
appearance of DAA resistance.

研究分野： 肝臓病学

キーワード： HCV　Ultra-deep sequence　DAA　耐性変異　Quasispecies　系統樹

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
近年、C 型肝炎ウイルス（HCV）に対する特
異的抗ウイルス剤である DAA(Direct Acting 
Antivirals)が多数開発され、非常に期待され
るものの、一部の症例では DAA 耐性を獲得
して無効となるばかりか、多剤耐性となり、
将来の治療にも影響が出る可能性がある。し
かしながら、どのような症例において、HCV
が臨床的 DAA 耐性を獲得するのか十分に明
らかとはなっていなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究においては、DAA の含まれる抗ウイ
ルス治療において、ultra-deep sequence に
加えて系統樹解析まで行い、ウイルスゲノム
の混在状態(quasispecies)を明らかとするこ
とにより、治療反応性と耐性出現の全貌を明
らかとし、新たな治療戦略を構築することを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) ペグインターフェロン・リバビリン 2 者併用

療法に対する HCV の null responder(無反応例)
に対するコア領域、NS5A-ISDR 領域、
NS5A-IRRDR 領域の ultra-deep sequencing によ
る quasispecies 変化の検討 
 (2) ペグインターフェロン・リバビリン・プロテア
ーゼ阻害剤 3 者併用療法に対する耐性 HCV 出
現に対する機序の ultra-deep sequencing による
検討 
(3)  NS5A 阻害剤に対する自然耐性 HCV の

検討 
以上の各項目について、約 500bp 塩基長のロン
グリードが可能な Roche GS Junior シークエンサ
ーを用い、系統樹解析を併せて行うことで、ウイ
ルス quasispecies と、その動態を明らかとする。 
 
４．研究成果 
（1）ペグインターフェロン・リバビリン 2 者併用
療法に対する HCV の null responder(無反応
例)における deep sequence 解析 

2 者併用療法を施行した症例において、イ
ンターフェロン感受性関連領域であるコア、
NS5A-ISDR、NS5A-IRRDR の３領域におけ
る 治 療開始 前 後超早 期 ２４時 間 で の
quasispecies 変化を検討し、抵抗性と関連す
る HCV 配列についての解明を試みた。興味
深いことに、3 領域ともインターフェロン感
受性と関連する領域として同定されたのに
も関わらず、早期の動態は異なっていた。 
まずコアに関して、インターフェロン感受

性と関連するコア 70 番アミノ酸は大多数の
症例で、野生型(R: アルギニン)と変異型(Q: 
グルタミン)様々な程度で混在していたが、混
在の割合は治療前後で変化を認めなかった。
一方、NS5A-ISDR、NS5A-IRRDR の 2 領域
においても、野生型のほかに変異型が、様々
に混在していたが、両領域とも治療開始後、
特定の配列が選択されていた。IRRDR では、
選択される配列に特定の傾向を認めなかっ

たものの、ISDR では野生型が強い選択を受
けていることが示された。 
 
（2）TVR（テラプレビル）+ ペグインターフ
ェロン・リバビリン療法におけるにおける deep 
sequence 解析 
同 3 剤併用療法導入後わずか 12 時間後に

ウイルス多様性は、SVR 群あるいは IL28B 
TT 群では低下するものの、non-SVR 群ある
いは IL28B非TT群では低下を認めないこと
を示した。治療前から既に混在した TVR 耐
性変異は臨床的 TVR 耐性には移行せず、臨
床的 TVR 耐性変異は治療前の野生型に新た
に変異を獲得して生じたことを示した。
Non-SVR 群において治療抵抗性となるに伴
い、ウイルスの quasispecies 構成は大きく変
動し、治療終了後も quasispecies 構成変化は
治療前には戻らず維持されることを示した。 
このようなウイルスの挙動は、SMV（シメ

プレビル）+ペグインターフェロン・リバビ
リン３者併用療法においても同様であるこ
とを示した。 

 
（3）  NS5A 阻害剤に対する自然耐性 HCV
における deep sequence 解析 
NS5A阻害剤 daclatasvirにおける耐性変異
について daclatasvir 未投与の genotype 1b
症例を対象として ultra-deep sequence によ
る検討を行い、daclatasvir 耐性変異のひとつ
NS5A-Y93H が daclatasvir 未投与でも、3
割もの頻度で存在することを明らかとした。 
一方、ウイルスと関連する宿主因子の検討

において、ペグインターフェロン・リバビリ
ン・telaprevir 3 者併用療法におけるウイル
スの quasispecies 動態、あるいは NS5A 阻
害剤 daclatasvir における自然耐性変異率に
IL28B SNP は有意に関与することを明ら
かとした。 
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