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研究成果の概要（和文）：Ｃ型肝炎のIFNに対する抵抗性の詳細な機序は不明である。我々は新規にgenotyep２ｂのHCV
をクローニングしＪＦＨ1株とのキメラウイルスを構築し長期培養が可能であることを明らかにした。ＩＦＮとともに
長期培養する事によりＩＦＮ抵抗性のＨＣＶ株を抽出しえた。シークエンスによる解析にて、構造遺伝子部分に2カ所
の変異が入っていることが明らかとなった。この変異を有するウイルスを構築しＩＦＮ抵抗性となる事を確認した。こ
のウイルスを用いる事によりＨＣＶのＩＦＮ抵抗性の機序の解明に役立つ事が期待される。更に患者血清から次世代シ
ークエンサーを用いて治療前の耐性ウイルスの存在と治療成績の関連を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The mechanism of HCV resistance to IFN has not been wellunderstood. We conducted 
homologous recombination between HCV-2b and JFH1 and ensured that the chimeric virus could be 
long-cultured. Then we long-cultured HCV-2b/JFH1 chimeric virus (C3) with or without IFN and compared 
virus kinetics between the two groups, and tried to extract IFN resistant clone. Supernatant HCV of C3 
decreased immediately. However, 6 weeks after IFN treatment, replication of one C3 clone increased . 
Comparison of amino acid sequences revealed two sequence differences in structure region. Next we 
constructed these two sequence differences substituted C3 clone (IFNrC3) and compared IFN sensitivity 
between IFNrC3 and C3 by transfection into cells and subsequently IFN treatment. The newly constructed 
IFNrC3 showed resistance to IFN.
Additionally, we investigated prevalence of resistant HCV against DAA in japan by using NGS. The 
existence of resistant virus did not affect treatment outcome in TPV based therapy.

研究分野： 肝臓病学

キーワード： ＨＣＶ　ＩＦＮ　薬剤耐性ウイルス
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１．研究開始当初の背景 
● C 型肝炎ウイルス(HCV)は国内に 150 万人
以上の感染者が存在し、日本における慢性肝
疾患・肝癌の主因である。新規治療薬開発に
より治療成績が向上したが、テラプレビルを
用いた 3剤併用療法を用いても、PEG-IFN/RBV
療法の無効症例では著効が得られる率は
30-40%程度であり十分な治療効果とはいえず、
高率に生じる薬剤耐性変異が問題となる。従
って、IFN 治療抵抗性の機構解明と責任分子
の探索が急務である。 
● 申請者らは急性 C型肝炎患者血清より HCV 
genotype2b 型クローンを構築し、ヒト肝臓キ
メラマウスへの接種により感染性を確認した
( Suda, Virology 2010)。Genotype 2b と 2a
株間のキメラウイルスを用い、コア蛋白のア
ミノ酸配列により規定されるウイルス感染細
胞 の 、 Interleukin-6 (IL-6) 、 お よ び
suppressor of cytokine signaling 3 (SOCS3)
の発現誘導能の差異が IFN 感受性を決定する
ことを報告した(Suda, Virology 2010)。さら
に、臨床上治療抵抗性である HCV コア 70/91
番アミノ酸変異株を構築し、治療抵抗性の分
子機構を検討したところ、変異株感染細胞で
は IFN 感受性が低下しており、コア変異株が
惹起する小胞体ストレスにより産生される
IL-6および SOCS3が原因であることを見いだ
した(、Funaoka and Suda, J Virol 2011) 。 
今後、抗ウイルス治療の主流になる

Direct-acting antivirals（DAA）は多くが
IFN との併用で使用されるが、IFN 感受性関連
遺伝子、および薬剤耐性ウイルス変異が最終
治療効果を規定するかは十分解明されていな
い。 
 

２．研究の目的 
●我々が樹立した HCV 長期培養系により

遺伝子変異の蓄積した新規長期培養ウイル
スを用いてレプリコンでは解析できない構
造遺伝子部位の薬剤耐性HCV株を薬剤と共培
養する事により明らかにする。 

また、IFN 抵抗 HCV 株を解析することによ
り新たなIFN耐性機序の解明とそれに係わる
宿主因子の検討２）長期培養系をもちいてレ
プリコンでは解析困難な構造遺伝子部位薬
剤耐性変異を含めた検討を行う。 
● 申請者の研究室で保有する次世代シーク
エ ン サ ー (ION PGM System, Life 
Technologies)を用いて IFN 添加培養および
IFN と DAA (プロテアーゼ阻害薬または NS5A
阻害薬)併用添加培養により動的に生じる薬
剤耐性変異を deep sequencing により検出・
解析する。さらに IFN+DAA 併用療法を施行し

た C 型慢性肝炎患者において、治療前後の患
者血清から抽出した HCV を deep sequence す
ることにより治療前から存在する DAA 耐性、
あるいは IFN 抵抗性遺伝子を有するウイルス
の検索と、同ウイルスが治療効果に与える影
響の検討を行う。同定した薬剤耐性変異を
我々が構築した HCV クローンに導入すること
により変異ウイルスのウイルス動態、薬剤耐
性機序、耐性変異が他薬剤に与える影響の検
討を行う。 
 
３．研究の方法 
HCV 長期培養系を用いた薬剤耐性 HCV の抽出
と、薬剤耐性機構の解析 

我々が樹立した遺伝子変異の蓄積した新
規長期培養ウイルスを用いて下記のごとく
施行する。 
ⅰ）ＩＦＮとの共培養にてＩＦＮ耐性変異ウ

イルスの分離を行い、親株である 2ｂ/Ｊ
ＦＨ1キメラウイルスに耐性変異候補を導
入し、ウイルス kinetics の解析、ＩＦＮ
耐性機序の解明、関連する宿主因子の解析
を行う。 

ⅱ）構造遺伝子を欠くＨＣＶレプリコンでは
解析できない構造遺伝子部位の薬剤耐性
HCV 株、粒子形成を阻害する薬剤耐性ＨＣ
Ｖ株の分離を各種薬剤と共培養により抽
出し、抽出した遺伝子変異を親株に導入し
薬剤耐性機構の解析を行う。 

次世代シークエンサーを用いた薬剤耐性ク
ローンの検討 
申請者グループが独自に有する次世代型

シークエンサーを用いてIFN+DAA併用療法前
後のC型慢性肝炎患者の血清からＨＣＶを抽
出し deep sequence を行い(１）治療前の薬
剤耐性ウイルスの存在と治療成績との関連、
(２）治療開始後、動的に出現する薬剤耐性
ウイルスの検出(３）治療不成功例における
治療後の薬剤耐性ウイルスの動的な変化に
ついて検討を行う。 
同定した新規薬剤耐性変異は、我々が有

する感染培養系ウイルスに薬剤耐性変異を
導入し、ウイルス kinetics の解析、薬剤耐
性機序の解析を行う。 
 

４．研究成果 
（１）我々が樹立した新規 HCV 長期培養ウイ
ルスに IFN を加えて共培養を行ったところ
IFN 耐性ウイルスを単離しえた。その IFN 抵
抗性を有するウイルスの全長のシークエン
スを行ったところ構造遺伝子領域のエンベ
ロープ蛋白１、エンベロープ蛋白２の部位に
アミノ酸変異を伴った変異を二か所認めた。
その変異を親株となるウイルスに導入し



Huh751細胞にトランスフェクションしIFNを
添加しIFN抵抗性が惹起されるかどうかの検
討を行った。変異を導入していない親株の
HCV と比較検討を行ったところ変異を導入し
た HCVは親株と比して IFNに対して耐性とな
る事が確認されIFN耐性ウイルス感染培養系
の樹立に成功した。 
 現在、IFN 耐性ウイルスに存在するエンベ
ロープ蛋白に耐性変異を導入したエンベロ
ープ蛋白の恒常発現細胞を構築し耐性化機
構の詳細な検討を行っている 
また、塩酸アマンタジンと共培養を行う事に
より耐性ウイルスを抽出可能であった。現在
更なる検討を行っている。 
（２）現在、慢性 C型肝炎の治療の主流とな
っているのがHCVのウイルス蛋白を直接的に
ターゲットとした薬剤（DAA; direct acting 
antivirals）である。高い治療効果が認めら
れる一方、薬剤耐性ウイルスが大きな問題と
なっている。我々の研究室で保有する次世代
シークエンサーを用いてDAA治療前後の患者
血清を使用し解析を行った。DAA 失敗症例に
おいては、高率に耐性ウイルスが出現する事、
IFN 併用療法であれば検討症例においては治
療前に存在したプロテアーゼ阻害剤耐性ウ
イルスは治療効果に影響しない事を明らか
にした。臨床検体から同定した薬剤耐性変異
を我々が、構築した HCV クローンに導入して
検討を行ったところ、fitness が低下する事、
IFN に対しては親株と同等の感受性を有する
事を in vitro にて明らかにした。DAA 治療失
敗例により、DAA 多剤耐性ウイルスが出現し
た際に再度のIFN治療を再考するデータと考
えられた 
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