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研究成果の概要（和文）：Direct-acting antiviral (DAA)はC型肝炎に有効であるが，耐性変異が問題となる．
本研究にて，１）治療前プロテアーゼ阻害薬あるいはNS5A阻害薬耐性変異を有する症例ではダクラタスビル＋ア
スナプレビル療法の効果が低下すること，２）DAA療法非SVRでは使用した薬剤に対する耐性変異が高率に出現す
ること，出現したプロテアーゼ阻害薬耐性変異は次第に減少するがNS5A阻害薬耐性変異は長期的に維持されるこ
と，３）非SVRに出現したプロテアーゼ阻害薬は次第に減少するが，同薬剤に対する感受性は低下しており，再
治療により容易に耐性変異が再増加することを見いだした．

研究成果の概要（英文）：Direct-acting antiviral (DAA) is effective for chronic hepatitis C. However,
 resistant associated variants (RAVs) is one of the problems. In the present study, using chronic 
hepatitis C patients serum samples and HCV-infected human hepatocyte chimeric mice, we clarified 1) 
Genotype 1 HCV-infected patients with either protease inhibitor or NS5A inhibitor RAVs are likely to
 fail to daclatasvir plus asunaprevir treatment. 2) While protease inhibitor RAVs that emerged 
during therapy gradually decreases and became undetectable by deep sequencing analysis, emerged NS5A
 inhibitor RAVs tends to long-term persist in the absence of the drug. 3) The virological response 
to daclatasvir plus asunaprevir treatment was low in patients with simeprevir treatment failure. 
Protease inhibitor resistance remains even after disappearance of mutant strains by deep sequencing.
 

研究分野： 肝臓病学
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１． 研究開始当初の背景 
Direct acting antiviral (DAA)は C 型肝炎
ウイルス（HCV）の複製を強力に抑制する作
用を持ち，C型慢性肝炎に対して中心的役
割を担っている．研究開始当初，本邦では
第一世代プロテアーゼ阻害剤であるテラプ
レビル＋PEG-IFN/RBV 併用療法が行われて
いたが，さらにその後，第二世代プロテア
ーゼ阻害剤＋PEG-IFN/RBV，さらには IFN 非
使用の DAA 併用療法が使用可能になる予定
であった．これらの治療は，高い有効性が
期待されていたが，PEG-IFN/RBV 難治性の
症例では，耐性株出現による breakthrough
が問題となると思われていた．これら DAA
を用いた治療を行うにあたり，以下の点が
疑問点として挙げられていた．1) 治療前に
DAA 耐性株が存在した場合，治療に影響す
るか？ 2) DAA 耐性株が出現した場合，い
つまで体内に存在するか？ 3)プロテアー
ゼ阻害剤耐性株が出現した場合，次世代治
療 (他のプロテアーゼ阻害剤，NS5A阻害剤，
ポリメラーゼ阻害剤などの併用療法)に影
響があるか？特に DAA 耐性変異が出現した
場合，その変異が長期的に残存し，次世代
の治療に影響するか否かは，現時点におい
ても C型慢性肝炎患者に対する治療方針を
決めるうえにおいても重要な要素である． 
 
２．研究の目的 
本研究は，上記の疑問点を解明するために
発案した．耐性株に対する次世代治療の有
効性は重要な問題であるが，C型肝炎患者
における解析のみではその解明は困難であ
る．本研究は DAA 治療を行う C型肝炎患者
における臨床的解析に加え，HCV 感染モデ
ル動物であるヒト肝細胞キメラマウスを用
いて行う．また耐性株は，次世代シーケン
サーを用いた deep sequence により解析す
る．DAA 耐性 HCV を感染させたマウスを用
いて，耐性株の血中 dynamics を deep 
sequence により詳細に検討し，さらにこれ
らのマウスに対し，プロテアーゼ阻害剤，
NS5A 阻害剤，NS5B ポリメラーゼ阻害剤など
の種々の DAA を併用投与し，その有効性を
検討し，以下の点を明らかにする．1) 治療
前の DAA 耐性株の頻度と DAA 治療効果の関
係 2) 新たに出現した DAA 耐性株の体内の
残存期間 3) DAA 耐性株に対する各種 DAA 
(第二世代プロテアーゼ阻害剤，NS5A 阻害
剤，ポリメラーゼ阻害剤)併用療法の有効性 
 
３．研究の方法 
C 型肝炎患者における検討 
シメプレビル/PEG-IFN/RBV 療法を施行する
C型慢性肝炎患者において，治療前の血清か
ら HCV RNA を抽出し，次世代シーケンサー
を用いて NS3 領域を deep sequence により
解析し，プロテアーゼ阻害剤耐性株の存在
の有無および割合を検討する．すでに少数
例の解析の報告はあるが，多数例の検討は

されておらず，本研究では可能な限り多数
例を検討し，治療前の耐性 profile とその
後の治療効果の関連を明らかにする．治療
中に耐性株によるbreakthroughあるいは治
療終了後の HCV 再燃が生じた症例では，耐
性 profile を経時的に検討し，治療前の耐
性株との関連，さらに出現した耐性株がど
のぐらいの期間，血中に残存するのかを明
らかにする．  
HCV 感染マウスを用いた検討 
すでに第二世代プロテアーゼ阻害剤耐性変
異（NS3-D168A/V）または NS5A 阻害剤耐性
変異（NS5A-L31M＋Y93H）が出現した患者血
清をヒト肝細胞キメラマウスに投与するこ
とにより，耐性型 HCV 感染マウスの作製に
成功している．これら DAA 耐性型 HCV 感染
マウスの血中 HCV RNA を deep sequence に
て経時的に解析し，自然経過にてマウス体
内において耐性 profile がどのように変化
するのかを観察する．また耐性型 HCV 感染
マウスに第一世代プロテアーゼ阻害剤（テ
ラプレビル），第二世代プロテアーゼ阻害剤，
NA5A阻害剤，ポリメラーゼ阻害剤などのDAA
を組み合わせて投与し，耐性 profile の経
時的変化および抗ウイルス効果を検討する．  
 
４．研究成果 
(1)Genotype 1b 型の HCV 患者において，治療
前にダクラタスビルタスビル耐性変異が検
出される症例は検出されない症例に比べ，ダ
クラタスビル＋アスナプレビル療法の効果
が低下することを見いだした．プロテアーゼ
阻害薬耐性変異とダクラタスビル＋アスナ
プレビル療法の効果を検討するため，
genotype 1b 型 HCV 感染マウスへシメプレビ
ルを投与したところ，血中 HCV には NS3-D168 
V/G/E 変異が出現し，95.7%に増加した．この
マウスの血清を別の 4 頭のマウスに passage
し HCV を感染させたところ，NS3-D168 変異率
はそれぞれ 3.3%，13.2%，57.7%，86.1%とな
った．これら 4 頭のマウスにダクラタスビ
ル・アスナプレビルを投与したところ，
NS3-D168 変異が 3.3％，13.2％の 2頭のマウ
スでは HCV が排除されたが，57.7％，86.1％
の 2頭のマウスでは HCV-RNA が再燃した（図
1）．プロテアーゼ阻害薬耐性変異が多いほど
ダクラタスビル＋アスナプレビル療法の治
療効果も低下する可能性が示された．  
 
図 1．NS3-D168 変異型マウスに対するダクラ
タスビル＋アスナプレビル投与 
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(2)次世代シーケンサーを用いた検討により
シメプレビル+PegIFN/RBV 療法の非 SVR 例で
は高率に NS3-D168 変異が出現した．しかし
時間の経過とともに変異株は次第に減少し，
次世代シーケンサーにて感度以下となった．
ダクラタスビル＋アスナプレビル療法の非
SVR 例では，高率に NS3-D168 変異および
NS5A-L31，Y93 変異が出現した．NS3-D168 変
異は次第に減少し次世代シーケンサーにて
感度以下となったが，NS5A-L31，Y93 変異は
高率のまま維持され，治療終了 2年後におい
ても維持されていた．（図 2）． 
 
図 2.ダクラタスビル+アスナプレビル療法非
SVR 例における耐性変異の経過 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) シメプビル+PegIFN/RBV 療法の非 SVR 例
に生じた NS3-D168 変異は時間の経過ととも
に減少し，次世代シーケンサーにて感度以下
に な る に も 関 わ ら ず ， シ メ プ ビ ル
+PegIFN/RBV 療法の非 SVR 例に対するダクラ
タスビル+アスナプレビル療法の SVR 率は
33.3％(3/9)とシメプレビル治療歴のない患
者に対する SVR 率 95.3％(184/193)に比べ有
意に低値であった．そこで，シメプビル
+PegIFN/RBV療法でbreakthroughを生じた症
例で次世代シーケンサーにて NS3-D168 変異
が感度以下に低下した breakthrough 60 週後
の血清または DAA未治療 HCV例の血清を別の
マウスに passage したところ，NS3-D168 変異
はいずれのマウスにおいても 1.0%未満であ
った．両群のマウスにシメプレビル 20 mg/kg
を 3週間投与したところ，DAA未治療例の HCV
感染マウスの NS3-D168 変異は低頻度の出現
であったのに対し，breakthrough 例の血清投
与マウスの NS3-D168 変異は 2 週で高度に増
加し（P<0.05），すべてのマウスで血中 HCV
の再上昇が認められた（図 3）． 
 
図 3．マウスへのシメプレビル投与 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
シメプレビル20 mg/kgとリバビリン50 mg/kg

の併用投与では breakthrough 例の血清投与
マウスは NS3-D168 耐性の増加が 3 週まで抑
制されたが，HCV-RNA の低下は軽度であった．
シメプレビル 20mg/kg と NS5B 阻害剤ソフォ
ス ブ ビ ル 80 mg/kg の 併 用 投 与 で は
breakthrough 例の血清投与マウスでは
NS3-D168耐性の増加が3週まで抑制されたが，
最終的な割合は同程度で，HCV-RNA の再上昇
も認められた（図 4）． 
 
図 4．マウスへのシメプレビル+ソフォスブビ
ル投与 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
シメプレビルおよびアスナプレビルと耐性
プロファイルの異なるプロテアーゼ阻害薬
であるテラプレビル 400 mg/kg とソフォスブ
ビルの併用により，breakthrough 例の血清投
与マウスでは NS3-D168 耐性変異の出現が抑
制され，HCV RNA の持続低下が得られた（図
5）． 
 
図 5．マウスへのテラプレビル+ソフォスブビ
ル投与 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
プロテアーゼ阻害薬治療非 SVR に出現した
NS3-D168 耐性変異は次第に減少し，長期的に
は次世代シークエンスにて検出感度以下に
なるが，プロテアーゼ阻害薬に対する感受性
は低下しており，再投与により，耐性変異が
容易に出現する可能性が示された．シメプレ
ビル治療非 SVR 例に対し，ソフォスブビル＋
テラプレビルの投与により耐性変異の出現
は抑制されており，プロテアーゼ阻害薬治療
非 SVR に対する DAA 再治療には，耐性プロフ
ァイルの異なる薬剤を選択することが望ま
しいと考えられた． 
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