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研究成果の概要（和文）：

本研究では肝移植患者における再発 C 型肝炎に対する抗ウイルス治療の感受性と IL28B
遺伝子多型の相関を解析し、ドナーおよびレシピエント両者の IL28B 遺伝子多型が IFN
治療感受性と相関することを明らかにした。この結果から、肝細胞および肝臓に浸潤した
免疫担当細胞のクロストークによって、IFN 治療感受性が規定されていることが示唆され
た。さらに、人工ヌクレアーゼを用いて、IL28B の Allele 特異的なノックアウト Huh7
細胞を樹立した。
研究成果の概要（英文）：
In this study, we evaluated the importance of IL28B genetic polymorphism in IFN 
sensitivity for recurrent hepatitis C after liver transplantation. Interestingly, genetic 
variability in both recipients and donors was significantly associated with IFN 
sensitivity, suggesting crosstalk between lymphocyte and HCV-infected hepatocyte 
participates in the IFN sensitivity. In addition, we established allele-specific IL28B 
knockout Huh7 cells by using chimeric nucleases. 
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１．研究開始当初の背景
 本邦においてC型肝炎ウイルス(HCV)感
染は原発性肝細胞癌の最も多い成因であり、
C 型慢性肝炎に対する抗ウイルス治療とし
て Peg-Interferon(IFN)と Ribavirin(RBV)
による併用療法を行いウイルス消失により
病態の進行を抑えるのが一般的であるが、
その治療効果は不十分であり、Genotype1
型、高ウイルス量の症例では著効率
(Sustained Viral Response: SVR) は約
50%に留まっている。C 型肝炎ウイルス感
染に伴い発症した末期肝硬変や切除不能な
肝細胞癌に対する根治的治療法は肝臓移植
のみである。現在、本邦で肝臓移植の最も

多い適応疾患は HCV 感染関連疾患である
が、移植後の C 型肝炎再発は必発であるた
め、移植後にも抗ウイルス治療を行うのが
標準的である。しかし、その治療効果は慢
性肝炎に比べてさらに不良であり、SVR 率
は 30-40%程度と報告されている。さらに
移植後の IFN 治療における副作用の発生
率は移植前と比して有意に高く、慢性拒絶
等の致死的な副作用も経験されるため、そ
の治療効果の予測が重要と考えられている。 
 これまでに一般的な慢性肝炎において治
療効果予測因子として、HCV-RNA の Core
領域(アミノ酸 70 番の変異)（Akuta et al. J 
Med Virol. 2007）、NS5A 領域の変異が
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IFN による抗ウイルス治療効果と強く相
関することが報告されてきた(Enomoto et 
al. N Engl J Med 1996)。また、肝臓内に
おける IFN 刺激により誘導される遺伝子
群(Interferon Stimulated Genes; ISGs)の
誘導が IFN 治療効果の不応答性と強く相
関することが報告された(Asahina et al. 
Gastroenterology 2008)。さらに、より強
い治療効果予測因子として IL28B(IFNλ)
遺伝子周辺の一塩基多型(SNP)が同定され
(Tanaka et al. Nature Genetics 2009)、こ
れらの遺伝子変異解析は慢性肝炎の治療計
画を立てる上で、すでに臨床応用されてい
る。

２．研究の目的
 肝移植後の抗ウイルス治療の効果予測に
おける IL28B の意義を明らかにする。さらに、
人工ヌクレアーゼを用いて、IL28B の Allele
特異的なノックアウト Huh7 を作製し、HCV
の感染性や IFN 感受性における IL28B の遺
伝子多型の意義を明らかにする。

３．研究の方法
 肝移植症例 67 例のドナーおよびレシピエ
ントの IL28B の遺伝子多型を解析し、移植後
再発 C型肝炎に対する抗ウイルス治療におけ
る IL28B の遺伝子多型の意義を明らかにする。
また、In vitro の系では、人工ヌクレアーゼ
を用いて、IL28B の Allele 特異的なノックア
ウト Huh7 細胞を作製する。 

４．研究成果 
 レシピエントの IL28B の遺伝子多型が
Minor である症例では、IFN 治療感受性が有
意に低いことが判明した。興味深いことに、
ドナーにおいても Minor genotype の症例で
は IFN 治療感受性が低いことが明らかになっ
た。ドナーおよびレシピエントのどちらかに
Minor allele が存在すると、IFN 治療感受性
が有意に低下することを明らかにした。この
ことから、ドナー由来の肝細胞およびレシピ
エント由来の免疫担当細胞のクロストーク
が IFN による抗ウイルス活性に寄与している
こ と が 示 唆 さ れ た 。 (Fukuhara et al. 
Gastroenterology 2010) 
 また、C型末期肝硬変に対する Dual Graft
を用いた肝移植の症例の組織および血清を
用いた解析を行った。興味深いことに、Dual 
Graft は Major Genotype と Minor Genotype
の肝臓が移植されており、移植後 4 年の肝生
検の組織学的な評価では Minor Genotype の
方が有意に肝線維化が進んでおり、さらに高
い HCV-RNA 量を保持していた。このことから、
IL28B の遺伝子多型は肝移植後の HCV の感染
性や病態進展にも関与している可能性が考
えられた。(Am J Transpl. Motomura and 

Fukuhara et al.) 
 次に、In vitro の解析を試みた。HCV が感
染しうる唯一の細胞株である Huh7 細胞は
Minor genotypeであり、Major alleleとMinor 
allele の両方を保持していることが明らか
になった。そこで、標的遺伝子を切断する活
性を持つ Zinc Finger Nuclease によって、
Allele 特異的な IL28B ノックアウト Huh7 細
胞の作製を行った。In vitro で合成した人工
ヌクレアーゼをコードする mRNA を Huh7 に導
入し、遺伝子変異が導入されていることを
Survayor assay で確認した後に、Single Cell 
Isolation によって、細胞のクローンを 200
個程度単離した。それぞれのクローンの遺伝
子変異がどの Allele に導入されているかを
確認し、最終的に Major allele および Minor 
allele 特異的なノックアウト Huh7 を作製し
た。それらの細胞に HCVcc を感染させたが、
HCVcc の感染性に有意差を認めなかった。現
在、免疫応答におけるそれぞれの Allele の
役割を解析中である。（未発表） 
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