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研究成果の概要（和文）：C 型肝炎ウイルスの変異頻度の迅速・高感度な測定法を確立した。本法により直接作
用型抗ウイルス薬療法の効果と耐性変異の関係を詳細に検討しえた。HCV1b型のNS5A領域Y93H変異型頻度は治療
前から高く自然発生的と考えられた。Y93H変異は、ウイルス量、ISDR変異、ALTレベル、IL28B遺伝子多型との関
連性を認めた。NS5B領域C316N変異、コア領域70番アミノ酸変異等とC型慢性肝炎患者のSNPアレイデータの関連
解析によってウイルス変異とヒトゲノム多様性の間に関連性が示された。得られた知見は薬剤耐性獲得メカニズ
ムだけでなくウイルスの免疫回避機構やウイルスの分子進化を検討する上で重要である。

研究成果の概要（英文）：A system to rapidly and accurately evaluate the proportion of HCV mutant 
strains was developed, which enabled us to further study the efficacy of various direct acting drugs
 regimens and their relationships with resistant associated variants (RAVs). NS5A-Y93H substitution 
at baseline could be frequently found and thus regarded as naturally occurring RAV. It was 
associated with viral titer, the number of mutations within the NS5A-ISDR, ALT levels, and IL28B 
variant. Association of NS5B-C316N and core 70 amino acid substitutions with human genetic variants 
were examined and found that there were some associations between viral mutations and human 
polymorphisms. These findings may provide new insights into an understanding of viral escape from 
the host immune system and the viral molecular evolution as well as the virological mechanisms of 
HCV drug resistance.

研究分野：消化器病学、肝臓病学、ウイルス学、遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
近年ゲノムワイドSNP関連解析により肝臓
疾患において疾患発症や治療効果・副作用に
関連する SNPs が同定報告され、IL28B や ITPA
の SNPs は効果や副作用予測のために実臨床
に応用されており、研究代表者らもこれまで
にいくつかの遺伝子多型について報告して
きた（表内下線部）。 
 
 
 
 
 
 

 
C 型慢性肝炎の治療は近年、インターフェ
ロンから直接作用型抗ウイルス薬(DAAs)に
よる治療法へ移行して著効率は非常に上昇
したが、その一方で薬剤抵抗性ウイルス変異
の出現による治療無効・再燃が問題となって
きており薬剤耐性ウイルス変異の量的評価
の重要性は非常に増大している。従来法のダ
イレクトシークエンス法では 2,30％未満の
頻度の変異を検出することができず迅速・高
感度な測定系の確立が待たれていた。HCV ウ
イルス変異とヒトゲノム多様性の関連性に
関する研究はこれまでほとんど行われてい
ない。 
２．研究の目的 
そこで、HCV ゲノム変異を迅速・定量的に
評価できる測定系を確立して、DAAs のター
ゲット領域である NS3，NS5A，NS5B 領域の
薬剤耐性変異を測定評価し、各種 DAA 療法の
効果と薬剤耐性変異の関係を明らかにし、さ
らに HCV ウイルスゲノム変異とヒトゲノム
遺伝子多型の関連性とそれらが C 型慢性肝
炎の病態・薬剤応答に及ぼす影響について検
討した。 
３．研究の方法 
(1) HCV ゲノム変異検出法の確立 
保存患者血清 100-200μl から HCV-RNA 
をシリカメンブレン法で抽出し、逆転写酵素
で cDNA を合成した。ウイルスデータベース
の配列情報を元にして NS3，NS5A，NS5B の
DAAs のターゲット領域を含みかつ変異によ
らず安定的に増幅するように縮重プライマ
ーを設計調整した。さらに nested-PCR 法を
行うことで低ウイルス量のサンプルでもプ
ローブによる測定に十分な核酸増幅ができ
るようにした。オリゴヌクレオチドプローブ
に多型検出法の一種であるInvader法のプラ
ットフォームを用いてプローブ配列の一部
にも縮重を導入した。本法の変異検出感度や
精度を評価するために次世代シークエンス
による変異型頻度との比較を行った。 
（２）HCV ゲノム変異とヒトゲノム遺伝子多
型の関連解析 
ダイレクトシークエンス法またはインベ
ーダー法を用いて各種DAAに対するHCV ゲノ
ム上の耐性変異部位を中心にC型慢性肝炎症

例のDAA治療開始前における変異型保有例の
割合を評価した。変異型保有例の頻度が高い
耐性変異部位（自然発生的薬剤耐性変異）は
薬剤投与によって変異が選択されるだけで
なく、宿主の遺伝要因が選択圧として作用し
ていると予想してヒトゲノム遺伝子多型と
の関連解析の対象に選定した。 
４．研究成果 
(1)HCV ゲノム変異検出法の確立 
ネスト PCR 用のプライマー設定に際し、公的
なデータベースから240個のHCV1b型のNS5A
領域の配列を取得しプライマー中のメジャ
ーな塩基の頻度の平均値をプロットし、その
値が高い部分を変異が少ない領域と考えプ
ライマーの設計位置候補として選定した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
プライマー配列中でマイナーな変異型塩基
を含むポジションには混合塩基を適用した
縮重プライマーを用いることで変異の影響
を回避して、さらにネスト PCR を行い低ウイ
ルス量のサンプルでもPCR成功率を高めるこ
とができた。上述の配列情報を元にインベー
タープローブとシグナルプローブ配列内に
も混合塩基を適用して近傍の変異の影響を
極力抑制できた。変異型頻度の定量性向上の
ために、両端にインナープライマーと相補配
列、内部に野生型と変異型配列を対に含む合
成オリゴヌクレオチドを野生型 100%、変異型
100%、野生型 50%変異型 50%判定用の内部標
準を作成した。インベーダー反応後の２波長
の蛍光強度の２次元プロットにより 100％野
生型、100％変異型の他に、様々な混合比の
いわゆる拮抗型が認められ、さらに 3種のス
タンダードとNTCの角度とサンプルの角度か
ら蛍光強度比を変異型頻度に補正変換する
ことができた。本法による 702 例のタイピン
グ成功率は 98.9%で、成功率はウイルス量３
log オーダー以下で次第に低下し、検出下限
は１～２log の範囲であると推定された。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
55 例について次世代シークエンサーの結
果と比較して本法の検出下限を評価したと



ころ、変異型頻度 2.8％以上のサンプルは全
例検出可能で、検出下限は 1～2％の範囲と推
定された。また、変異型頻度の相関は r=0.85
と良好な相関を認めたが、直前の塩基が Gの
場合には野生型頻度を過剰評価する傾向が
認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
本法を用いて約 1200 例の HCV1b 症例につ
いて Y93H の変異型解析を行い、各種因子と
の関連性を検討したところ、Y93H 変異型はウ
イルス量（ｐ＝2.4E-5）及び IL28B 遺伝子多
型（ｐ＝1.6E-4）との関連性が最も強く、ISDR
変異(p=1.9E-3)、ALT 値(p=0.015)、インター
フェロン治療歴(p=0.02)との関連性が認め
られた。 
NS5A領域以外でも本法によるHCVの各種薬
剤耐性変異に対するプローブを作成するこ
とで、Daclatasvir/Asunaprevir 療法の高齢
者および腎機能低下例での有用性安全性評
価 、 同 療 法 不 成 功 例 に お け る
sofosbuvir/ledipasvir 療法の有用性安全性
評価、 sofosbuvir/ledipasvir 療法不成功例
にみられた薬剤耐性変異の検討など、各種
DAA 療法と薬剤耐性変異の関係や、有用性・
安全性の評価の解析に供され、重要な知見を
得ることができた。 
（２）HCV ゲノム変異とヒトゲノム遺伝子多
型の関連解析 
ダイレクトシークエンス法及び本法を用い
て、HCV1b 型ウイルスの NS3,NS5A 領域の薬剤
耐性変異について測定を行い、頻度の高い変
異を検討したところ、NS5A 領域 Y93 の部位
に治療前（自然発生的）に変異型（Y93H）を
有する頻度は約 23％と高く、他の薬剤耐性変
異では変異型の頻度は比較的稀であった。
HCV1b型ウイルスのNS5A領域配列による系統
樹解析では Y93H の分布は特定の分枝に限局
せず散発的で、分子進化との関係は明らかで
なかった。 
 
 
 
 
 
 
 

 
SNP アレイタイピングデータを有する 1,056
例（Y93（野生型）865 例、Y93H（変異型）191
例）について変異と関連する遺伝子多型をゲ
ノムワイドに探索したところ、ゲノムワイド
レベル（P < 1.07×10-7）で有意なローカス

は認められなかったが、suggestive なレベル
（P < 1×10-4）のローカスを45個同定した。
自然免疫関連遺伝子も複数含まれており、今
後もサンプル数を増加させたりパスウェイ
解析等を加えることによって、持続感染に重
要と思われる宿主側分子とウイルス側分子
のインタラクション、ヒトゲノム多型とウイ
ルス変異間の相互関係を明らかにしてゆき
たい。 
また、NS5B 領域における薬剤耐性変異の解析
では、C316N 変異型頻度が 65%と高く自然発
生的変異型と考えられた。NS5B 領域配列によ
る系統樹解析ではC316Nの分布は特定の分枝
に集中したクラスターを形成し、分子進化と
の関係が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 

 
C316N 変異型はインターフェロン治療抵抗
性が報告されている HCV コア領域の 91 番ア
ミノ酸変異と有意な関連性（P<0.001）が認
められたが、IL28B 遺伝子多型との関連性は
認めなかった（P=0.63）。 
 同じくインターフェロン治療抵抗性が報
告され、研究代表者らが IL28B 遺伝子多型と
の関連性を報告している HCV コア領域の 70
番アミノ酸変異について、変異と関連する遺
伝子多型を 901 例（野生型 523 例変異型 378
例）でゲノムワイドに探索したところ、トッ
プ SNP はその IL28B 遺伝子多型であり、ゲノ
ムワイドレベルの関連性が示された。 
 今回研究代表者らは迅速で高感度なHCVウ
イルス変異の検出法を開発した。それを用い
て得られたこれらの知見はウイルスゲノム
の変異とヒトゲノム多様性の関係性を示す
ものであり、自然発生的薬剤耐性変異の一部
は自然免疫によるウイルス排除機構を回避
すべく誘導あるいは進化した可能性が示唆
された。これらの分子-分子インタラクショ
ンをさらに解析することで新たなメカニズ
ムのウイルス治療薬・予防薬の開発につなが
ってゆくことも期待される。 
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