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研究成果の概要（和文）：　インターフェロン（IFN）フリー療法に伴い出現する薬剤耐性C型肝炎ウイルス
(HCV)の動態を、欠損型HCVに着目して明らかにすることを目指した。京大病院及びその関連病院でのIFNフリー
療法の治療前と再発時の血清検体を集積し、ディープシークエンスにより主要な薬剤耐性変異の動態について解
析した。
　8例の欠損型HCV症例を同定し、治療前に存在した欠損型HCVが再燃時に検出されなくなる等、ダイナミックな
クローン多様性の変化が観察された。また長鎖塩基配列を連続して解読可能な第3世代シークエンサーを用い
て、HCVを一分子レベルで同定し、治療前後で欠損型HCVの多様性が大きく変化している事を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to unveil the dynamics of drug-resistant hepatitis 
C virus clones emerging after interferon-free therapies focusing on the defective HCV clones. We 
analyzed the dynamics of major drug-resistant nucleotide changes in the serum samples collected by 
the patients who received interferon-free therapies in Kyoto University Hospital and related 
hospitals using deep sequencing method. We detected 8 cases harboring defective HCV clones before 
treatment, some of which disappeared during the treatment period. We also focused on the 
third-generation sequencing platform, which can determine heterogeneous population of defective and 
non-defective HCV clones in the single-molecular resolution. Establishing this novel methodology, we
 demonstrated the dynamic changes of the quasispecies of HCV clones which possess long deletions on 
the viral genome, which would be shedding light on the pathogenesis of chronic HCV infection.

研究分野：医歯薬学

キーワード： C型肝炎ウイルス　欠損型クローン　薬剤耐性変異　肝臓学　ディープシークエンス　第3世代シークエ
ンサー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
薬剤耐性変異の出現は完全なHCVの排除の障壁になっており、本研究では塩基置換だけではなく欠損型クローン
という構造異常に着目した点に新規性があり、社会的な脅威である肝炎ウイルス撲滅にむけた病態解明に貢献し
たと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 肝癌の最大の原因のひとつである C型肝炎（HCV）に対して、新規開発されたインターフェ
ロンフリーの経口剤治療は有用な治療法として臨床導入されたが、薬剤耐性ウイルスの出現が
大きな問題となった。また高齢者や腎機能低下例に使用できない等の問題が残る。従って、薬剤
耐性を考慮した従来治療薬との使い分け戦略が必要であり、HCV の薬剤耐性変異の動態解明がま
すます重要と考えられた。 
 
(2) 申請者らはこれまで、C型肝炎ウイルス（HCV）が持つ多様性に注目し、ディープシークエ
ンス技術を用い、HCV 感染の病態解明を行ってきた。中でも申請者は、ヒトでの HCV 初感染～慢
性化モデルとして肝移植後 C 型肝炎に着目し、肝移植後のグラフト肝への再感染に伴う HCV の
多様性の動態を解明してきた（文献①）。申請者らの研究室では、多様な HCV の中でも非常にダ
イナミックな変化として、C型慢性肝炎の肝及び血清中に、構造領域に欠失を伴った欠損型 HCV
が完全型 HCV と共感染していることを見出し、世界に先駆けて抗ウイルス治療抵抗性との関連
性及びその特徴を報告してきた（文献②）。欠損型 HCV は完全型 HCV と共感染し、それぞれ独立
して自己複製されていることが明らかにされており（文献③）、欠損型 HCV の存在と治療抵抗性
との関連性が報告されているが、そのメカニズムは未だ明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究では、ディープシークエンサー解析を用いて、C 型慢性肝炎への新規抗ウイルス療
法（インターフェロンフリー療法）に伴う、欠損型 HCV と薬剤耐性化との関連性を明らかにする
ことにより、HCV の薬剤耐性変異獲得メカニズムを解明することを目的とする。 
 
(2) HCV に対するインターフェロンフリー療法症例血清中 HCV の DAA（直接作用型抗ウイルス
薬 Direct-acting Antiviral Agents）開始前（A）・開始 1週間後（B）・HCV 再燃時（C）のディ
ープシークエンサー比較解析により、欠損型 HCV と薬剤耐性化との関連性を研究するため、以下
の 3点を明らかにする。 
① インターフェロンフリー療法に伴う HCV 薬剤耐性変異及び多様性の変化 
② インターフェロンフリー療法再燃例における HCV 薬剤耐性変異の変化 
③ 欠損型 HCV の動態とその薬剤耐性変異の変化 
 
３．研究の方法 
(1) 本研究では、C 型慢性肝炎に対するインターフェロンフリー療法に伴う、欠損型 HCV と薬
剤耐性化との関連性を明らかにし、HCV の薬剤耐性変異獲得メカニズムを解明する目的で、ディ
ープシークエンサー解析を用い下記項目の解析を実施する。 
まず、上記目的の①及び②の解析を行うことで、DAA 経口 2剤併用療法に伴う薬剤耐性変異の経
時的変化を解明する。さらに、③について完全型 HCV と比較解析し、耐性変異が完全型と欠損型
のどちらのクローンに存在するのか、またその特徴を明らかにする。 
 
(2) 対象は、京都大学医学部附属病院及びその関連病院でインターフェロンフリー療法を施行
した約 400 例の慢性 C型肝炎症例。このうち 30例の治療前、治療一週間後、再発時の 3点にお
ける血清検体を集積し、HCV-RNA を抽出し凍結保存した。HCV-RNA サンプルを用いて、NS3 から
NS5A までの領域を RT-PCR 法にて増幅し、ターゲットディープシークエンシングの手法により、
主要な薬剤耐性変異を検出した。 
検出した薬剤耐性変異の割合を、DAA 開始前、開始一週間後、HCV 再燃時で比較することにより、
薬剤耐性変異を有するウイルスの動態について解析した。 
 
(3) 新たに一分子リアルタイムシークエンスと呼ばれる新規シークエンサー（第 3世代シーク
エンサー）が開発され、従来の次世代シークエンサーに比して極めて長い塩基配列を連続して解
読できる技術が登場した。代表的な第 3世代シーケンサーである PacBio シークエンサーを用い
ることで、HCV の構造領域から薬剤耐性関連領域に至る、より高精度な解析が可能となり、特に、
長い欠失を伴う欠損型 HCV の解析には有用であると考えられたため、PacBio シークエンサーを
用いてインターフェロンフリー治療前後の欠損型 HCV の動態を解析した。 
 
４．研究成果 
(1) HCV の NS3 から NS5A の一部に至る約 3,000 塩基の RT-PCR を施行し、まず、サーモフィッ
シャー社の IonProton シーケンサーを使用して、ターゲットディープシークエンスを行った。先
行研究にて 0.4%以上の頻度で認められる塩基置換はエ
ラーと区別ができることが示されており (文献④)、そ
れをもとに、これまでによく知られている薬剤耐性変
異について各時点での存在比率を算出した。多くの検
体において、再燃時には NS3 および NS5A の複数個所の
薬剤耐性変異が全体の大半を占めることが分かり、再
燃時には多剤耐性変異ウイルスが大量に存在している



ことが確認できた。 
 一方、治療前の検体でも、様々な頻度で薬剤耐性変異が検出されることが分かった。重要なこ
とに、治療前には一般臨床で用いられるサンガー法では変異を認めずに野生型と判定されてい
た症例においても、サンガー法よりも感度が高いディープシークエンスを用いることによって、
1％のものも含め、多彩な薬剤耐性変異が潜在していることが判明した。 
 
(2) 次に、Core 領域から NS5A までの 7,000 塩基に渡る領域を PCR で増幅することにより、構
造領域を含む塩基配列の解析を行った。すると、本来電気泳動にて 7,000 塩基の単一バンドが確
認されるべきところ、複数バンドが出るサンプルが 8例存在した。短い方のバンドについては長
さがサンプルごとに異なったが、短い方のバンドのみをゲル抽出の手法で分離した上でシーク
エンスを行うと、いずれも HCV ゲノムの一部に一致し、欠損型ウイルスのゲノムである可能性が
示唆された。 
臨床の現場では、「変異が検出されたのに治る症例と治らない症例が存在するのはなぜか」と
いう問題が生じており、それを明らかにするため、第一世代のインターフェロンフリー治療であ
るダクラタスビル・アスナプレビル併用療法の治療失敗例の原因として最も代表的な NS5A-Y93H
変異の有無を、全長型および欠損型の HCV に分けて比較した。すると、症例によって全長型と欠
損型で Y93H の比率が大きく異なる例が散見された。例えば、ある症例では、全体では Y93H が
48%であったところ、全長型だけでは Y93H が 27%、欠損型では 71%と、欠損型で多くの薬剤耐性
変異が認められ、インターフェロンフリー治療にてウイルス排除(SVR)が得られた。一方、別の
症例では Y93H の存在比率がこれと逆であった。さらに、治療前に存在した欠損型 HCV が再燃時
に検出されなくなるなど、ダイナミックなクローン多様性の変化が観察された。 
欠損型 HCV の多くは構造領域に大きな欠損が生じていて、自身では構造蛋白を作ることがで
きないことを考えると、同じ比率で NS5A-Y93H を有していても、それを完全型 HCV が有している
のか、欠損型 HCV が有しているのかによって、その意味合いが大きく変わることが示唆される。
欠損型 HCV が検出される症例が限定的であること、欠損型 HCV の分離が比較的難しいことなど
から、現時点では欠損型 HCV の存在と Y93H 比率、および治療効果との間で統計学的に有意な差
を得ることまではできなかったが、このような視点を加えて薬剤耐性の病態を考察することの
重要性が示唆される結果を得たと考える。 
 
(3) ゲノム上離れた位置に存在する複数の変異を同
時に有する多重変異を解析するために、当初の研究計
画に加え、第 3 世代シークエンシングを追加で施行す
ることにした。第 3 世代シークエンシングは千葉大学
予防医学センター 臨床予防医学 オミックス解析応用
学部門で行った。代表的な第 3 世代シーケンサーであ
る PacBio RSII, Sequel による HCV ゲノムの解析手法
の確立を目指した。第 3 世代シークエンシングでは、
長鎖塩基配列を連続して解読可能であり、この特徴を
生かして、数百塩基に渡る欠損をはじめとした多様な
欠損型 HCV を一分子レベルで同定することが可能とな
った（図 2）。実際には、同一患者血清には、単一の欠
損型 HCV ではなく、様々な部位に様々な長さの欠損型
HCV クローンが共存していることが判明した。すなわ
ち、これまで塩基置換という観点から HCV ゲノムの多
様性が論じられてくることが一般的であったが、本解析結果から、HCV ゲノムには欠損部位の多
様性というゲノム構造異常の多様性があることが分かり、感染ウイルス全体のゲノムの多様性
を極めて複雑にしていることが判明した。さらに、治療前と再燃時では欠損型 HCV の多様性が大
きく変化していることが明らかとなった。各薬剤耐性変異の有無と領域欠損の有無に基づくと、
同一血清内に数千のハプロタイプの HCV が共存しており、当初想定していた「欠損型と完全型で
の薬剤耐性変異の有無」という単純な比較では全体像を説明することができないほど複雑な病
態であることが判明した。 
 
(4) 本研究では塩基置換だけではなく欠損型クローンという構造異常に着目して最新のシーク
エンシング技術を用いて解析した点に新規性があり、従来考えられてきた以上に複雑な多様性
を持ってウイルスがヒトに感染しているという、新たな知見を明らかにすることができた。今回
確立したプラットフォームを用いることで、今後多数例を対象とした統計学的解析が期待でき、
社会的な脅威である肝炎ウイルス撲滅にむけた病態解明に貢献したと考えられる。 
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