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研究成果の概要（和文）：直接作用型抗ウイルス薬(DAAs)は今後のC型慢性肝炎の中心的役割を担うものと期待され開
発されてきたが耐性ウイルスの出現が問題となる。HCV感染ヒト肝細胞キメラマウスを用いてDAAの組み合わせと治療効
果、また次世代シーケンサーを用いて耐性変異の出現について解析した。ヒト肝細胞キメラマウスにDAAの標的となる
各領域に変異を入れたHCVクローンやそれらの変異を組み合わせたHCVクローンを感染させDAAs投与を行った。その結果
今回検討した3種類すべてのDAAの組み合わせで耐性変異の出現が見られた。3者併用療法では予めこれらの耐性変異が
治療前に存在するかどうか考慮する必要があることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Direct-acting antiviral agents (DAAs) against hepatitis C virus (HCV) have been de
veloped. The aim of this study is to investigate efficacy of combinations of NS3 inhibitor with NS5A or NS
5B inhibitor and track the emergence of resistant strains. Human hepatocyte chimeric mice were infected wi
th serum from HCV patients or infectious clones carrying resistance mutations and treated with combination
s of DAAs. Nucleotide and amino acid sequences were analyzed by both direct and ultra-deep sequencing. Mic
e infected with a clone with each DAAs resistant mutations responded poorly to NS5A inhibitor and NS3 inhi
bitor combination therapy. Although HCV RNA became undetectable soon after the beginning of combination th
erapy with NS5A and NS5B inhibitor, rebound with emergence of resistance against all three drugs occurred.
 Our results showed that resistant strains easily develop from cloned virus strains by mutation.
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１．研究開始当初の背景 
B型肝炎ウイルスは3.2kbの不完全2本鎖DNA
をゲノムとして持つヘパドナウイルス科の
DNA ウイルスであり B 型慢性肝炎の原因とな
る。肝硬変、肝癌へと進行する病気である。
現在我が国では約 120万人の HBV感染者がい
ると言われている。HBV に感染しても宿主の
免疫反応によって自然に排除される場合も
あるが近年増加している genotype A は比較
的高い確率で慢性化を起こす。B 型慢性肝炎
患者に対する治療法としてはインターフェ
ロン、核酸アナログがあるが前者の著効率は
30-40%、後者でも耐性ウイルスの出現が避け
られず完全な HBV 排除には至らない。ヒト肝
炎ウイルスはヒトとチンパンジーの肝細胞
にのみ感染することが知られている。一方 C
型肝炎ウイルスは 9.6kb の 1本鎖 RNAをゲノ
ムとするフラビウイルス科のウイルスであ
る。C 型慢性肝炎患者に対する治療としては
ペグインターフェロン(Peg-IFN)/リバビリ
ン(Rbv)併用療法が一般的である。2009 年に
は IL28B の SNP により Peg-IFN/Rbv 併用療法
の治療効果に違いがあることが報告され、さ
ら に 新規ウ イ ルス蛋 白 阻害剤 で あ る
Telaprevir の認可を目前に控え患者個人の
病態に合わせた治療が期待される。しかし、
TelaprevirはPeg-IFN/Rbvと3者併用で認可
されるが従来のPeg-IFN/Rbv併用療法より副
作用が高頻度に出ると言われていること、
Telaprevir は HCV genotype 1b に効果がある
がそれ以外の genotype には効果が期待でき
ないことが問題である。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
２．研究の目的 
本研究ではB型慢性肝炎患者に対してラミブ
ジン、エンテカビル、アデフォビルなどの核
酸アナログを施行した症例、C 型慢性肝炎患
者に対して Telaprevir, NS3 蛋白阻害剤、
NS5A 蛋白阻害剤、NS5B 蛋白阻害剤を施行し
た症例の血清サンプル、ヒト肝細胞キメラマ
ウスに感染性クローンを接種してHCV感染さ
せ新規DAAを投与した血清サンプルを次世代
シーケンサーを用いてウイルスゲノムを解
析しウイルス側の治療抵抗性因子を検討す
る。 
 
３．研究の方法 

DAA 治療を施行した B 型慢性肝炎患者、C 型
慢性肝炎患者の詳細なデータベースを構築
する。C 型慢性肝炎患者については IL28B の
タイピング、HCV コア蛋白のアミノ酸、ISDR、
IRRDR領域の変異数を調べる。著効例ではDAA
治療前、非著効例では治療前、治療中ウイル
スが再上昇したポイントの患者血清を次世
代シーケンサーサンプルとする。さらに各
IL28B アレルのヒト肝細胞キメラマウスを作
製し、DAA 治療を開始する前の C 型慢性肝炎
患者血清または感染性クローンを感染させ
種々の DAA を投与する。さらに in vitro で
報告されている変異を導入したクローンを
感染させたマウスでも同様に解析する。治療
前の耐性変異の有無と治療成績との関連、ク
ローンを感染させた場合の変異の出現の有
無、臨床経過とヒト肝細胞キメラマウスとの
差異を検討し DAA 治療効果予測、宿主側ウイ
ルス側の両者の治療抵抗性因子を組み合わ
せた治療方法の枠組みを構築する。 
 
４．研究成果 
Telaprevir と NS5A 阻害剤の併用により血中
HCV RNA は投与 4 週間後に検出限界以下まで
減少した。一方、HCV genotype 2 の患者血清
を感染させたマウスでは併用投与による HCV 
RNA の低下は 1 log のみであった。次に 1b 型
HCV クローン(KT-9)を用いてマウスにモノク
ローナルな HCV を感染させた。NS3 V36A 変異
クローン感染マウスでは Telaprevir と NS5A
阻害剤の併用により血中 HCV RNA は検出限界
以下まで減少した。しかし、NS5A L31V 変異
クローン感染マウスでは、ウイルス量の再上
昇を認め、さらに NS5A Y93H, NS3 V36A の変
異が出現した。NS5A L31V+Y93H 変異クローン
感染マウスに対する Telaprevir と NS5A 阻害
剤の併用療法でもウイルス量の再上昇が見
られ新規のT54A (NS3)変異が出現した。また、
このマウスの治療 14 週後に Telaprevir を
NS5B ポリメラーゼ阻害剤に置き換えるとウ
イルス量の上昇が再び見られ P495S (NS5B)
の変異が出現した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
NS3 V36A+NS5A L31V+Y93H の変異クローンに
対する Telaprevir と NS5A 阻害剤の併用療法
では血中HCV RNAの低下は治療4週間で1 log
のみであった。さらに Telaprevir とポリメ
ラーゼ阻害剤の併用療法4週間を行うと血中



HCV RNA は検出限界以下に減少した。 
しかし、治療終了 11 週間後にウイルス量は
再上昇した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
今回検討した 3種類すべての DAAの組み合わ
せで耐性変異の出現が見られた。3 者併用療
法では予めこれらの耐性変異が治療前に存
在するかどうか考慮する必要がある。HCV の
完全排除に向けてさらに検討する必要があ
る。本研究の成果は、American Journal of 
Gastroenterology に掲載された。またこの研
究成果を、アメリカ（ボストン）にて開催さ
れた American Association Study for the 
Liver Diseasesや日本肝臓学会総会に於いて
発表した。 
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