
様式Ｃ－１９

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書
平成 24 年 5 月 1 日現在

研究成果の概要（和文）：

次世代高速シークエンサーであるRoche Genome Sequencer Junior (GSJ) を用いて患者体内の肝

炎ウイルス遺伝子の大規模高速塩基配列解析方法を開発、C型肝炎ウイルス（HCV）のコア遺伝子

、NS3遺伝子、NS5A遺伝子、およびＢ型肝炎ウイルス（HBV）のpreS遺伝子のdeep sequencingに

よる解析を行い、治療、耐性化、病変進展、発癌などに伴い変異体の構成が動的に変化すること

を明らかとした。

研究成果の概要（英文）：
We developed the analytical method of rapid and large sccale sequenging of hepatitis virus
genome in the patients with the next generation sequencer Roche Genome Sequencer Junior
(GSJ), and revealed the dynamic changes of viral quasispcies constitution during the
treatment and disease progression by the analysis of HCV core, NS3, NS5A genes and HBV
pre S gene through deep sequencing.
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１．研究開始当初の背景
(1) B 型肝炎ウイルス(Hepatitis B Virus,

HBV)およびC型肝炎ウイルス(Hepatitis
C Virus, HCV)は日本国内だけでも 300
－400 万人の感染者が存在し、慢性ウイ
ルス性肝疾患すなわち慢性肝炎から肝
硬変・肝癌を引き起こす。肝癌による死
亡者数は年間 3 万人を超え、慢性肝炎の
対策は急務となっている。近年、HBV に

対する核酸アナログ治療、HCV に対する
Peginterferon /Ribavirin 治療の導入
により肝炎ウイルス感染の制御が部分
的に可能となりつつあるが、抗ウイルス
治療不応例の存在、長期投与の必要性、
耐性変異の出現、発癌など克服すべき問
題が山積している。

(2) 慢性ウイルス性肝疾患の病態形成にお
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いては、変異体(quasispecies)が重要で
ある。肝炎ウイルスは慢性期においても
患者体内で急速に増殖しており、常に多
数の変異体が出現し続けている。これら
の変異体はさまざまな機能的変異を持
ち、その構成は経時的に変化して、免疫
からの逃避による持続感染、肝炎活動性、
薬剤抵抗性、発癌などの病態に関与して
いると考えられる。

(3) これまで宿主内の変異体の包括的な全
貌は全く明らかとなっていない。しかし、
2006 年以降、数十塩基の短い DNA 断片を
同時並行的に大量にシークエンスし、短
時間に数百万から数千万塩基におよぶ
塩基配列決定を行うことが可能な、驚く
べき次世代大規模シークエンシング技
術が出現した。

(4) 本研究においてはこの次世代大規模シ
ークエンシング技術を慢性ウイルス性
肝疾患解析に応用して、これまでとはま
ったく異なる次元での遺伝子解析によ
る病態解明を行うものである。

２．研究の目的
本研究では、次世代大規模シークエンシング
技術を用いて、B型および C 型肝炎ウイルス
ゲノムの宿主内での変異体の多様性をこれ
までにないレベルで、その全貌を解析してそ
の生物学的、臨床的意義を明らかとする。

３．研究の方法
(1) 本研究では、Genome Sequencer システム

を用いて、患者血中の肝炎ウイルスゲノ
ムを解析する。こららの技術はビーズま
たはガラス上に固定した数万から数百
万のDNA断片を可逆化ターミネーター法
シーケンス化学反応を用いることで、大
量のDNA断片を同時並行シーケンシング
し、塩基配列を決定することが可能な次
世代高速シークエンシングを可能とし
ており、１回の run で数百万から数千万
塩基の解析が可能である。

(2) HBV 感染について慢性肝炎・肝硬変進展
症例について変異体解析を行い、病変進
展に関わる変異体の役割を明らかとす
る。

(3) HCV 感染状態にもかかわらず長期無症候
性キャリア症例および、慢性肝炎・肝硬
変・肝癌進展症例について変異体解析を
行い、病変進展に関わる変異体の役割を
明らかとす。また Peginterferon

/Ribavirin 治療前後の変異体構成を解
析し変異体と治療効果の関連を明らか
とする。

４．研究成果
次世代高速シークエンサーである Roche
Genome Sequencer Junior (GSJ) を用いて患
者体内の肝炎ウイルス遺伝子の解析方法を
開発、HCV のコア遺伝子、NS3 遺伝子、NS5A
遺伝子、HBVの preS遺伝子のdeep sequencing
解析を開始した。コア蛋白遺伝子に関しては
70番アミノ酸が direct sequencing では均一
と考えられた症例においても変異が低い頻
度で存在し混在状態となっていること、この
混在状態が病変進展あるいは肝発癌の過程
において動的に変化していることを明らか
とした。NS5A 遺伝子については ISDR を中心
にインターフェロン治療中の quasispecies
の混在状態の変化を deep sequencing により
解析することを可能とした。また、NS3 プロ
テアーゼ遺伝子についてはすでにプロテア
ーゼ阻害剤治療前から、36 番、54 番などの
耐性化アミノ酸部位に低い頻度で耐性変異
をもつ HCV 変異体が存在することを deep
sequencing により明らかとした。しかし、耐
性変異が認められる症例でもプロテアーゼ
阻害剤治療によりウイルス排除が得られた
ことからこれらの個々のアミノ酸変異だけ
ではなく NS3 蛋白全体のアミノ酸変異の組み
合わせ解析することが治療反応の予測をす
る上で重要と考えられた。Ｂ型肝炎に関して
は preS の deep sequencing 解析を開発、病
変の進展に伴って preS deletion 変異体が増
加することを明らかとした。
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