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研究成果の概要（和文）：本研究では、一分子シークエンサーNanoporeシステムを改良することにより、従来の
次世代シークエンサーではウイルスゲノム断片の集合体としてしか捉えられなかったHCVのゲノム情報を、ウイ
ルス完全長の集合体として解析することが可能となり、ウイルスゲノム直列情報を含めた病態とウイルスの関連
を明らかにすることが可能となった。本システムを用い、ウイルスゲノム上、離れた部位にあるE1/E2とNS5A領
域の変異がリンクして病態を形成する可能性が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In this study, the Nanopore system, a single molecule sequencer, has been 
improved to analyze the genomic information of HCV as quasispecies of the full-length viral genome, 
whereas conventional next-generation sequencers can only detect genomic information as quasispecies 
of viral fragments, making it possible to clarify the relationship between the pathogenesis and the 
virus. This system has made it possible to elucidate the relationship between the pathogenesis and 
the virus more thoroughly. Using this system, mutations in the E1/E2 and NS5A regions at distant 
locations on the viral genome were shown to be synchronized with each other and related to disease 
progression.

研究分野： ウイルス性肝炎
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研究成果の学術的意義や社会的意義
従来断片的なウイルスゲノム解析以外は不可能であったウイルス変異体解析において、近年の技術革新で登場し
た高精度にロングリード可能な1分子シークエンシングシステムを導入し、完全長肝炎ウイルスゲノムの変異・
quasispecies情報を取得することにより、ウイルス制御後の病態進展におけるウイルスゲノムの意義を嘗てない
レベルで明らかにすることが可能となった。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

● 抗ウイルス治療による肝炎ウイルス制御が可能となった今日において、肝癌症例は未だ十分な減少
を認めておらず、またウイルス制御後に肝硬変が進展する症例が存在する。主たる原因であるC型
肝炎ウイルス（HCV）あるいはB型肝炎ウイルス（HBV）においては、近年の抗ウイルス薬の進歩
によって、大部分の症例で肝炎は沈静化されつつあるものの、本邦の肝癌死亡者は依然3万人存
在し、ウイルス制御後も発癌者・再発者は必ずしも十分に減少していない。一方、非代償性肝硬
変症例においては、ウイルス排除後も病態が進展する場合があることが明らかになりつつある。 
 

● 肝炎ウイルス制御下においても、ウイルス変異が病態をなお修飾する可能性が示されつつある。すな
わちHCVではウイルス排除後もコア70番、NS5A-Y93、NS5A-ISDR遺伝子変異症例では肝発
癌と関連することが示されつつある。特に肝病態に対するウイルスゲノム変異の関連解析において、
個々のHCV分子におけるコアとNS5A変異の直列変異情報の取得が強く望まれていた。宿主中で
ウイルスはゲノムの混在状態(=quasispecies)で存在するが、従来のショートリードシークエンスで
は個々のHCV分子の解析は困難であった。またHBVは現在の核酸アナログ治療では、肝内HBV-
cccDNAは消失しないため、ウイルスゲノムの肝発癌等への影響はより強く、これまでpreS/S、
preCore/Core, X 遺伝子変異と肝硬変・肝癌発生との関与が示されてきたが、これらは個別に
解析がなされ、ウイルスゲノム一分子ごとの直列情報を基にした解析はなされていなかった。 
 

● 近年登場したロングリード可能な一分子シークエンサーNanoporeはリードエラーが高い問題があっ
たが、rolling circle amplification (RCA)法によって、1分子をタンデムに幾度も増幅・解析する
ことにより、エラー率を劇的に低下させ、真の変異を検出することが可能となった。一方、従来は膨大
なウイルスゲノムデータを十分に活用できていない側面が否定できなかったが、近年機械学習AIが
大幅に進化、大量データを用いた信頼性の高い解析が可能になってきた。 
 
２．研究の目的 

● 本研究では、ウイルス制御時代における肝病態進展の問題について、一分子シークエンサーにより
得られる大量な直列ウイルスゲノムのquasispecies情報を機械学習AIのプログラムを導入すること
により迅速に処理し、precision medicineとしてのウイルスゲノムの意義について明らかとしてゆく。  
 
３．研究の方法 

(1) C型肝炎ウイルスにおける1分子シークエンシング 
● 経口直接抗ウイルス剤(DAA)治療前のHCV全長一分子構造のdeep sequencing解析を多

数症例で行い宿主内変異体集団の全体像と経時的変化における解析を行う。一分子シークエン
サーシステムを用い、多数症例のウイルスゲノムをバーコード配列で識別することにより、異なる患者
間に存在するウイルスを識別しつつ大量のHCVゲノム一分子配列の取得を短時間で行う。 
 

(2) B型肝炎ウイルスにおける1分子シークエンシング 
● HBV遺伝子構造の全長一分子構造のdeep sequencing解析をHCVと同様に多数症例で行



い宿主内変異体集団の全体像と経時的変化における解析を行う。 
 
４． 研究成果 

● RCA法を用い、Nanoporeによる一分子シークエンスを行うことで、一人の患者に存在する多数の
HCV全ゲノム配列を高精度な状態で一分子毎に連続した直列情報として得るシステムを構築し
た。またHCVゲノム各ウイルス領域における頻度の多い変異に着目することにより、ウイルスゲノムの
型分けを行うHCVハプロタイピングシステムも構築した(図1)。 

● Genotype1b-HCVにおいて、直接抗ウイルス薬(DAA)治療不成功症例のウイルスゲノム動態を
本システムを導入することによって解析し、ハプロタイプ、そのRASとの組み合わせが治療不成功と関
連する可能性を示した(図2). 

● 肝疾患の進行とHCVゲノム変異との関連について検討し、病態進展につれて獲得免疫系の標的と
示唆されているE1/E2領域に欠失が出現すること(図3)、またE1/E2領域に欠失が出現する症例
では、自然免疫の標的とされるNS5A-ISDR領域にも変異が出現しやすいことを示した(図4).。 

● HCVのみならず、HBVにおいても、Nanoporeを用いた一分子全長シークエンス・システムを構築し
得た。 
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