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研究要旨：肝炎ウイルスは宿主内で多様な quasispecies を形成することによ

り、肝病態進展・肝発癌・抗ウイルス治療反応性に関与することが考えられ

てきたが、病態形成における quasispecies の関与を詳細に検討することは技

術的に従来困難であった。このような中、次世代シークエンサーを用いた deep 

sequencing技術を導入することによって詳細なquasispecies解析が可能とな

ったことから、本研究班ではウイルス性肝炎における quasispecies と病態と

の関連を検討した。 

H23 年度は HCV 感染における core aa70 変異・野生型の混在状態と病態進行・

肝発癌との関連について、H24 年度は HCV の core aa70 の解析に加えて HBV 感

染における preS 領域の変異と欠失の混在状態と病態進展について、H25 年度

は DAA(direct antiviral agents)治療における DAA 耐性変異 HCV の混在状態

と治療反応性の関連について検討を行った。その結果、各病態形成における

quasispecies の重要な関与が明らかとなった。 
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A．研究背景・目的 

肝炎ウイルスは宿主内で多様なウイ

ルスゲノムの混在状態、すなわち

quasispecies を形成することにより、

肝病態進展・肝発癌・抗ウイルス治療

反応性に関与することが考えられてい

る 。 一 方 、 病 態 形 成 に お け る

quasispecies の関与を詳細に検討す

ることは技術的に従来困難であった。

このような中、次世代シークエンサー

を用いた deep sequencing 技術を導入

す る こ と に よ っ て 詳 細 な

quasispecies 解析が可能となったこ

とから、本研究班ではウイルス性肝炎

における quasispecies と病態との関

連を検討した。 

 

B．研究方法 

（2011 年度） 

次世代シークエンサー Roche GS 



Junior を用いた deep sequence により 

genotype1b HCV 82 例(HCC 群 27 例、LC

群 30 例、CH 群 25 例)を対象とし、コ

ア aa70 の配列をダイレクトシークエ

ンスと Roche GS Junior Sequencer を

用いた Deep sequencing により比較検

討した。  

（2012 年度） 

(1)HCV コア aa 70 野生型と変異型が大

きく（5％以上）混在する 9症例におい

て、70 番アミノ酸残基と、コア全域配

列がどのように関連するのか、系統樹

を用いて検討した。 

(2)病態の大きく異なる HBV 感染患者

（inactive carrier 12 症例 vs. HCC 

12 症例）において、PreS/S 領域を次世

代シークエンサーによって deep 

sequence を行い、肝病態との関連を検

討した。 

（2013 年度） 

(1)TVR を 含 む 3 剤 併 用 療 法

（PEG-IFN/RBV/TVR）を施行した 21 症例に

おいて、治療前と治療開始後 12 時間後の

TVR 耐性 HCV について、NS3 領域における

deep sequence を行い臨床因子との関連を

検討した。 

(2)NS5A阻害剤 DCV無治療症例110症例に

おいて、deep sequence を行い、DCV 耐性

HCV と関連する臨床的因子について検討

した。 

(倫理面への配慮) 

本研究は梨大学における倫理委員会の

承認を得て行われた。 

 

C．研究成果 

（2011 年度） 

HCV-1b持続感染82例における検討に

おいて、コア aa 70 はダイレクトシー

クエンスでは Rまたは Qあるいは Hと

して判定された。一方、deep sequence

によって、コア aa 70 のアミノ酸に混

在を 5% 以 上 に 認める ものは、

13.4%(11/82)であった（HCC：3/25、LC：

5/30、HCC：3/27）。しかしバックグラ

ウンド以上に有意な混在を示すものは

80/82(97.5%)に上り、コア aa 70 は、

大部分の症例において混在状態であっ

た。 

(2012 年度) 

(1)コア 70 番アミノ酸残基を含むコア

全体配列の系統樹解析により、一人の

患者に多数存在するHCVクローンは70

番アミノ酸残基（野生型か変異型か）

によって大きく 2 群に分別されること

が示された。すなわちコア領域全体の

配列はコア 70 番の配列に強く関連す

ることが明らかとなった。 

(2)Inactive carrier 12 症例と HCC12

症例における PreS/S 領域を次世代シ

ークエンスによって詳細に検討すると、

特に PreS2 の大きな欠失と PreS2 の開

始コドンの quasispecies に顕著な違

いが認められ、inactive carrier にお

いては、殆ど認められなかったのに比

して HCC 症例では多数例においてこ

れらの変異や欠失の population が有

意に多かった。またこれらの HBs 抗原

量は PreS/S 領域の変異が多くなるに

つれて、低下する傾向を示した。 

(2013 年度) 

(1)TVR 治療開始前には僅かな耐性変

異 は 殆 ど の 症 例 に 存 在 し た



(17/21,81%)が、PEG-IFN/RBV/TVR 治療

における SVR との明らかな関連は認め

なかった。しかしながら治療 12 時間後

に 耐 性 変 異 は さ ら に 増 加 し 

(20/21,95%)、IL28TG/GG 症例において、

耐性変異の増加をより強く認めた。 

一方、non-SVR 症例の 5/8(62.5%)にお

いて、治療終了時に既知の TVR 耐性変

異が優位となっていることが観察され、

また 5例中 2 例は治療終了後 1年経過

しても TVR 耐性変異の優位な状態が持

続していた。 

(2)DCV未治療の対象110症例において、

DCV 耐性変異 Y93H は deep sequence に

て 30.9％(34/110)の症例に存在した。

Y93H 症例はインターフェロン感受性

関連因子であるコア番変異(p=0.03)、

IRRDR 変 異 数 (p=0.01) 、 IL28B 

SNP(p=0.002) と関連したが、特に

IL28B SNP は Y93H 変異と独立して関連

していた。 

  

D．考察 

本研究により、一方、C型慢性肝疾患

において、コアaa70の混在状態と経時

的変化はG-GTP等の臨床背景因子とと

もに肝発癌と密接に関連していること

が明らかとなった。 

HBVにおいてはPreS/S領域における変

異・欠失のquasispecies population

と肝病態、HBｓ抗原量が密接に関連し

ていることが考えられた。 

DAA治療においてはTVRに関して、IFNに

感受性が低いIL28B minor typeで変異ウイ

ルス出現率が高い傾向あり、十分な薬剤投

与が得られないと治療不成功に終わる可

能性があると考えられた。またnon-SVR症

例の一部では耐性HCVの優位な状態が長く

持続しており次世代DAA治療に対する注意

が必要であった。DCVに関してはY93Hの頻

度が高いことが確認され、治療導入に際し

て留意すべきことが考えられた。 

 

E．結論 

次世代シークエンサーを用いた deep 

sequence 解析は宿主体内における

quasispecies を正確にかつ短時間で

解析する優れた方法であることが示さ

れた。また実際に同方法を用いた解析

により、ウイルス性肝炎における様々

な病態、すなわち肝炎進展・肝発癌・

抗ウイルス治療反応性において、ウイ

ルス quasispecies は重要な関与をし

ていることが明らかとなり、肝炎研究

において必須の解析技術であることが

明らかとなった。 
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