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研究成果の概要（和文）：Ｃ型肝炎ウイルスは変異が多く、宿主においては多様な変異体の集合体(quasispecies)とな
って、抗ウイルス治療あるいは肝炎の進展や肝発癌に関与することが考えられてきたが、従来詳細な検討は技術的に困
難であった。本研究では、次世代シークエンス技術を導入し、quasispeciesとその動態の詳細な解析をコア領域、プロ
テアーゼ領域、NS5A領域に対して行うことにより、ＨＣＶのquasispeciesとその動態変化がDAA治療あるいは肝発癌過
程といった病態に密接に関連することを明らかとした。

研究成果の概要（英文）：Hepatitis C virus has been considered to exist in a host as a complex mixture of v
arious viral mutant subpopulations called as "quasispecies". However, analyzing viral quasispecies and its
 role in the pathogenesis of hepatitis has been difficult due to the technical limitation. In this study, 
through introducing the revolutionary technology of next-generation sequencing, we disclosed that the quas
ispecies state and its dynamics had a significant association with antiviral therapies as well as hepatoca
rcinogenesis.
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１．研究開始当初の背景 
(1） 本研究は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。研究代表者らは、これ
まで、肝炎ウイルスゲノムの多様性に基
づく病態解明、治療応用に関して先進的
成果を挙げており、本研究はこれを基盤
に格段の進歩をもたらすものである。 

 
(2） Ｃ型肝炎ウイルス（Hepatitis C 

virus, HCV）は、国内において約 200 万
人が感染しており、年間 3万人以上が死
亡する肝癌の主要な原因であり、その病
原機構および増殖制御の解明は急務とな
っている。9,300 塩基の一本鎖 RNA ウイ
ルスである HCV のゲノムは非常に多様性
に富み、患者ごとにウイルスゲノム配列
は異なる。さらには、HCV ゲノムは単一
患者体内でも多彩な変異体の集合を成し、
その構成は病態の進展とともに経時的に
変化する。これに対応してＣ型慢性肝炎
の病態もまた多様性に富み、長期間病変
の進展しない無症候性キャリアから、強
い炎症を伴い肝硬変から肝癌に進展する
症例が存在し、この HCV 病原性の多様性
は HCV 変異体と宿主ゲノム多型・エピゲ
ノム変化の相互作用に起因すると考えら
れる。 

 
(3） し

かし、これまで宿主内の HCV 変異体の包
括的な全貌は全く明らかとなっていない。
次世代シークエンサの一つであるGenome 
Sequencer は数 100 塩基長の 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が可能であり、こ
れまでの HCV 遺伝子解析では全く不可能
であった HCV 変異体の網羅的解析が可能
となった。また高速ゲノム・リシークエ
ンス解析、DNA メチル化の網羅的解析に
よる宿主ゲノム・エピゲノム解析も可能
となる。 

 
(4） 研究代表者はこれまで、治療抵抗性

HCV の病態解明に関して、HCV 遺伝子変異
による治療抵抗性の解析、HCV によるイ
ンターフェロン系撹乱機構の解析、HCV
の治療抵抗性に関与する宿主因子の解明
を行ってきた。この結果、現行のペグイ
ンターフェロン・リバビリン治療には
NS5A 領域の ISDR 変異に加え、IRRDR 領域
および core 蛋白 70 番変異が影響を与え

ていることを解明してきた。また、肝炎
病態に関連するウイルス因子に関しては、
HCV 感染において core 蛋白 70 番アミノ
酸変異がインターフェロン耐性のみなら
ず肝病変の進展・発癌に関連することを
見出した。 

 

(5） 一方、宿主ゲノムに関しては 2009
年に IL28B 遺伝子の SNP(single 
nucleotide polymorphism)がインターフ
ェロン治療抵抗性と密接に関連している
ことが明らかとされた。IL28B 遺伝子多
型は治療効果のみならず、HCV の自然排
除にも関与していることが報告されてお
り、HCV 感染に対する宿主反応の中心的
役割を担っていることが示唆されている
がその機序は全く不明である。研究代表
者は IL28B 変異と HCV コア遺伝子変異が
密接に相関することを見出した。これは、
特定の変異体が特定の宿主に持続感染す
ることを示しており、このようなウイル
スと宿主の相関は肝炎の多様な病態形成
に重要であることを示唆している。 

 
(6） 本研究では、HCV 変異体の体内動態と

IL28B に代表される宿主遺伝子変化を、
次世代シークエンス技術を用いて統合的
に解析し治療反応性、病態が患者ごとに
異なるメカニズムを解明することを目標
とする。 

 
２．研究の目的 
(1） 本研究では、次世代シークエンシング技

術を用いて、C型肝炎ウイルスゲノムの
宿主内での変異体の多様性、肝癌におけ
る遺伝子変異の超高感度検出をこれま
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。 

(2） 本研究では種々の病態を呈した慢性C型
肝炎患者の血液および肝臓組織（生検試
料）内での多様な HCV 変異体を、次世代
シークエンサを用いて網羅的に解析、
HCV の病態を規定する HCV 変異体の動態
を明らかとする。 

 
３．研究の方法 

本研究では、次世代シークエンサを用い
て多数のＣ型肝炎患者より膨大な数の
HCV 変異体の全遺伝子を高速に解析、各
種の病態（無症候性キャリア、肝炎、肝
硬変、肝癌、抗ウイルス治療反応性）と
関連するHCV変異体の宿主内動態の全貌
を解明する。また次世代シークエンシン
グによる宿主ゲノム情報とウイルス変
異体動態との統合的解析を行う。 



 
４．研究成果 
(Ｈ２３年度) 
(1） 病原性を規定する HCV 変異体の解明 

肝発癌にかかわるHCV全ゲノムの特徴を
探索し、コア 70 番アミノ酸の変異が肝
発癌に関与することを確認、さらに次世
代シークエンサを用いてコア 70 番変異
の混在状態を解析、すべての症例でこの
変異は患者体内において混在状態とな
っており、肝病変の進展と関連し経時的
に変化することを明らかとした。特に肝
発癌症例においては GGT の変動とコア
70 番変異の変動に相関が認められる可
能性があり、変異コア蛋白による酸化ス
トレス増大などを介した肝細胞障害の
増強が発癌過程に関連していることが
示唆された。 

 
(2） 抗ウイルス治療反応性を規定するHCV変

異体動態の解析 
NS3 プロテアーゼ領域の変異については
ダイレクトシークエンシングにより 13
パーセントの症例においてプロテアー
ゼ阻害剤ナイーブ症例でも耐性変異が
存在することが判明した。さらに次世代
シークエンシングによる解析を行った
ところ、大部分の症例で低頻度ではある
が、既に治療前から V36、T54 などの耐
性変異が存在することを明らかとした。 

 
(Ｈ２４年度) 

(3） 病態を規定する HCV 変異体の解明 
肝発癌に関連する遺伝子として引き続
いて次世代シークエンサーを用いてコ
ア遺伝子に注目した解析を行い、コア７
０番遺伝子変異の混在状態と臨床病態
との関連についてさらに詳細に明らか
とした。一方、コア遺伝子領域全体の分
子進化がコア７０番遺伝子によって規
定される可能性について系統樹解析を
用いて明らかとした。 
一方、ペグインターフェロン・リバビリ
ン併用療法を施行症例において、コア、
NS5A-ISDR、NS5A-IRRDR の３領域におけ
る治療開始前後超早期２４時間での
quasispecies 変 化 を 検 討 し
quasispecies とその動態が３領域ごと
に独立してわずか２４時間で大きく変
化することを次世代シークエンサーを
用いて明らかとした。 

 
(4） プロテアーゼ阻害剤、NS5A 阻害剤治療反

応性を規定する HCV 変異体の解明 
プロテアーゼ阻害薬、あるいは NS５A阻
害薬においては治療効果が期待される
一方、これらの薬剤に対する自然耐性の
存在が懸念されている。そこでこれらの
薬剤に対する自然耐性を次世代シーク
エンサーを用いて検討したところ、プロ

テアーゼ阻害剤に対しては約７-８割に
有意な変異を有すること、一方、NS5A
阻害剤に対しては約３割程度に有意な
耐性変異を持つことを明らかとした。 

 
(Ｈ２５年度) 
(5） プロテアーゼ阻害剤、NS5A 阻害剤治療反

応性を規定する HCV 変異体の解明 
NS5A 阻害剤 daclatasvir 未投与の
genotype 1b HCV 110 症例を対象とし、
NS5A 領域の daclatasvir 耐性変異を
deep sequencer を用いて解析し、0.1%
以上の耐性変異の混在を検出した。その
結果、NS5A 耐性変異の中でも Y93H 変異
は、34/110(30.9%)もの頻度で存在し、
インターフェロン感受性を規定する宿
主因子 IL28B SNP と有意に関連があるこ
とを明らかとした。 
またプロテアーゼ阻害剤 telaprevir を
含む 3 剤併用療法を導入した genotype
１bHCV34 症例を対象として、治療前後の
血清を用い NS3 領域の deep sequence を
行い、臨床的な telaprevir 耐性症例に
おいて telaprevir 耐性変異 HCV は、
telaprevir を中止すると dominant な
HCV は野生型に再び戻るものの、
telaprevir 耐性変 異 HCV は minor 
population として長期にわたり残存す
る場合があることを明らかとした。さら
にプロテアーゼ阻害剤 telaprevir を含
む3剤併用療法におけるHCVゲノムの多
様性は宿主因子 IL28B SNP に有意に規定
されることも明らかとした。 
 

(6） 肝癌遺伝子変異の超高感度検出  
東京医科歯科大学消化器内科との共同
研究により、次世代シークエンス技術を
用いた慢性肝炎、肝硬変組織における網
羅的な癌遺伝子変異の高感度検出法の
開発を行い、臨床検体を用いて解析を行
った。すなわち肝癌 50 症例において 50
癌関連遺伝子 2800 変異部位にわたる網
羅的な癌遺伝子変異の高感度検出を行
ったところ、慢性肝炎から肝癌に至る過
程でβカテニン変異が肝発癌において
重要な役割を担っていることを明らか
とした。 
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