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研究成果の概要（和文）：PEG-IFN+RBV+NS3-4 protease阻害剤（TVR/SMV）の治療効果はPEG-IFN+RBVと同様、HCV　NS5
A　-ISDR、-IRRDR、coreアミノ酸変異（R70Q)と関連し、R70Qは、宿主のIFNの感受性を規定するIL28B SNPとも関連し
た。またDAAに対する薬剤耐性変異はDAA未治療例にも存在しIFN感受性株に多いこと、宿主内ではHCVは多数の変異体の
集合体（quasispecies) であり、薬剤耐性変異は野生株から出現し、治療前とは異なる変異体の集合体を形成し、耐性
部位が逆変異してもなおこの集合体が維持されることを次世代シーケンサーで明らかにした。

研究成果の概要（英文）：With the recent development of highly potent and safe direct antiviral agents 
(DAAs), viral response (SVR) rate in HCV patients has been significantly improved. Therapeutic effect of 
PEG-IFN + RBV + NS3-4 protease inhibitor (TVR / SMV) was associated is a PEG-IFN + RBV, associated with 
HCV NS5A interferon sensitivity determining region (ISDR), -interferon/ribavirin resistance determining 
region (IRRDR) and core amino acid mutations (R70Q).Also R70Q mutation was associated with IL28B SNP 
related to IFN response.We revealed that drug resistance mutations to DAA is existed in the DAA naive 
cases, it was often found in IFN-sensitive strains.In the analysis by the next generation sequencer, HCV 
was a collection of a large number of variants (quasispecies), drug resistance mutations emerged from the 
wild-type strain, and Composition of major population greatly changed as the acquired resistant and 
altered composition were maintained thereafter.

研究分野： 消化器内科学
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１．研究開始当初の背景 
 

年間３万人以上が死亡する肝癌の原因である
C 型肝炎ウイルス（Hepatitis C virus, HCV)の治
療法は、HCV に直接作用する DAAs (direct 
acting antivirus)の開発が進んでいる。とくに
NS3-4 protease 阻害剤である Talaprevir（TVR）
や Simeprevir (SMV)は PEG-IFN＋RBV との併
用で用いられるようになった。しかしこれら DAA
は、薬剤耐性をはじめとした治療抵抗性因子が
問題となっている。一方、HCV は多様な変異体
の集合体（quasispecies）を形成していることが明
になっている。しかしこれらの詳細な検討は従来
の direct sequencing 法に代表される population 
sequencing 法は解析困難であった。そこで、次
世代シーケンサーを用いた HCV ゲノムの詳細
な解析により治療抵抗性因子を明らかにし、薬
剤耐性機構を解明することとした。 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、HCV ゲノムを、次世代シーケ
ンサーを用いて、網羅的かつ詳細に解析するこ
とにより、従来の手法では明らかにすることので
きなかった遺伝子変異の単一個体内での分布と
治療抵抗性要因を明らかにし、臨床成績と比較
することで、薬剤耐性機構を解明することにあ
る。 
 
３．研究の方法 
 
(1） DAAs未使用例110例における、DAA耐性

変異の存在頻度および、その特徴につい
て、次世代シーケンサー（GS junior）で検
討した。 

 
(2） DAAs を 用 い て 治 療 を 行 っ た

PEG-IFN+RBV+TVR 46 例 、
PEG-IFN+SMV 29 例における、治療効果
および耐性変異の出現パターンおよびそ
の特徴を、次世代シーケンサーで検討し、
少数存在する変異株の存在頻度および遺
伝的距離を検討した。 

 
４．研究成果 
 
(1） DAAｓ耐性変異とくに TVR、SMV 耐性に関

連するといわれる NS３耐性変異は、DAA
未治療例にも存在することがその頻度は極
めて低いことが明らかになった。とくに
NS3/4 protease 阻 害 剤 で 問 題 と な る
D168V の耐性変異は今回の検討では見ら
れなかった。一方、NS5A 耐性は多くに認
められた。 

 
(2） 今後わが国で主流となると考えられる、

NS3/4 protease 阻害剤と併用する NS5A 阻
害剤である、Daclatusvir（DCV）耐性である
NS5A-Y93H 頻度を ultra-deep sequencing
法を用いて検討すると、混在比率 50%以上

の頻度で検出される症例が 7%、0.1%以上
で検出される症例まで含めると 33%に認め
られた。この症例の特徴を多変量解析で検
討すると、IL28B TT 、コア 70 番アミノ酸 R
（野生型）、IRRDR 変異数≧5 が有意な因
子で、IFN 感受性が高いと考えられる集
団に多く見られた。 

 

 
(3） 治療失敗例につき薬剤耐性変異ウイルス

の存在を次世代シーケンサーで検討すると、
ウイルス再増殖時には NS3-4 protease 阻
害剤の耐性変異である D168V 変異が出現
していた。これを、Ultra-deep sequencing
法で詳細に検討すると、治療前からわずか
ながら耐性変異を持ったウイルスが存在す
ることが明らかになった。しかし、耐性部位
以外の変異を検討すると、ウイルス再増殖
時に多数を占めるウイルスは、治療前に存
在していたごく微量のウイルスを起源として
選択・増殖している可能性が示唆された。
しかも、数か月の経過で、耐性部位のアミノ
酸が逆変異し野生型に戻っても、耐性部
位以外の変異は変化せず、異なる変異の
集 積 を も つ ウ イ ル ス が 主 流 と な り 、
quasispecies 構成自体が変化し、維持され
ていた。 

以上から、薬剤耐性変異はウイルスの 1点の
単変異ではなく遺伝子変異の単一個体内での
分布による影響が大きいと考えられ、これが薬剤
耐性機構の主たる要因であることが推察された。
さらに、これらを系統樹解析すると、薬剤耐性ウ
イルスはもともと存在していたウイルスとは別のク
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ラスターを形成しており、さらにその後もこのクラ
ス タ ー 集 団 が 維 持 さ れ て い る こ と か ら 、
quasispecies 構成自体が変化していることが、系
統樹解析からも確認された。 
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