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A. 研究目的 
HCVに感染すると高率に慢性化し、肝硬変
を経て肝細胞癌を発症する。C型慢性肝炎
に対する抗ウイルス治療の効果予測因子
として IL28B遺伝子の多型が報告されたが、
そのメカニズムは不明である。HCV研究で
汎用される Huh7細胞の IL28B遺伝子人工
ヌクレアーゼ欠損させることで、IL28B遺
伝子多型と IFN感受性の相関を解明する。
一方、末期肝硬変や切除不能な肝癌に対す
る治療法は肝移植のみであり、肝移植後再
発 C型肝炎は難治性で、HCVの再感染機
構を明らかにする必要がある。肝臓特異的
な miR-122を発現させることで新しい
HCV感受性細胞株を樹立し、これらの細胞
株とヒト肝細胞キメラマウスを用いて、
HCVの感染特異性の決定における、遺伝子
多型 (Quasispecies)の意義を明らかにする
ことを目的とした。 
 
B. 研究方法 
Genotypingとして rs8099917の SNPを解析
した。細胞のクローン間の差を減らすため
に、Huh7細胞をクローニングし、HCVの
感染性が親細胞株と同等のクローン

（Huh7-7）を以下の実験に用いた。IL28B
を標的とした Zinc-finger nuclease（ZFN）の
mRNAは in vitroで合成して細胞に導入後、
228クローンの細胞を単離し、IL28B遺伝
子に変異が挿入されているクローンにつ
いて詳細に遺伝子解析を行った。 
In vitro合成した JFH1株由来の全長 RNA
を、Huh7.5.1細胞と Hep3B 細胞に miR-122
を発現させた Hep3B/miR-122細胞に導入
して継代することにより、それぞれの細胞
に馴化した高力価のウイルス、
HCVcc/Huh7と HCVcc/Hep3Bを作製し、そ
れらの遺伝子変異を、次世代シーケンサー
で解析するとともに、HCVcc/Huh7と
HCVcc/Hep3Bの感染性を評価した。さらに、
それらのウイルスを異なる細胞に感染さ
せた際の Quasispeciesの変化を解析した。
また、HCVcc/Huh7および HCVcc/Hep3B
を 2種類のドナー由来のヒト肝細胞キメラ
マウスに接種し、Quasispeciesの変化を検
討した。 
（倫理面への配慮） 
本研究にあたっては、試料提供者、その家
族、および同様の肝疾患患者の人権、尊厳、
利益が保護されるよう十分に配慮する。具

研究要旨： HCVの実験室株が増殖可能な Huh7細胞の IL28B遺伝子欠損細
胞を作製した。また、Huh7細胞に馴化した HCV (HCVcc/Huh7)と Hep3B細
胞に馴化したウイルス (HCVcc/Hep3B)を作製し、新しいグラフトへの再感染
における HCVの遺伝子多型 (Quasispecies)の意義を in vitroで解析した。次世
代シーケンスの結果、これらのウイルスは異なった Quasispeciesを保持して
おり、異なる宿主細胞株に感染した際に、新たな Quasispeciesが出現するこ
とが明らかになった。HCVの Quasispeciesは移植時のドナーグラフトや新規
感染における感染成立に重要な役割を担う可能性が示唆された。 
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体的には、厚生労働省等で検討されている
「ヒトゲノム解析研究に関する共通指
針」に則り各研究実施機関の医学研究倫理
審査委員会に申請し、インフォームドコン
セントに係る手続きを実施し、また提供試
料、個人情報を厳格に管理、保存する。 
 
C. 研究結果 
Rs8099917の SNPを指標にして、Huh7細
胞の IL28B遺伝子が存在する 19番染色体
を検討したところ、Major alleleが 1本と
Minor alleleが 2本の計 3本からなることが
明らかとなった。ZFNを導入後にクローニ
ングした 228種類の細胞を解析したところ、
IL28Aまたは IL28Bのいずれかに変異が導
入されているクローンが 104クローンあっ
た。そのうち、59クローンには IL28Aに
変異が挿入されていたため除外し、45クロ
ーンに対して詳細な解析を行った。現在ま
でに 18クローンで解析を行い、12クロー
ンには何らかの変異が確認された。しかし、
エクソンにフレームシフトを起こさない
変異が 8クローン存在したため、最終的に
Major alleleのノックアウトが 1クローン、
Minor alleleの 1本のAlleleのみのノックア
ウトが 3クローン樹立できた。Major allele
のノックアウト細胞においては、IL28Bの
mRNAの発現を誘導させたところ、Major 
allele由来の mRNAが誘導されないことが
確認された。 
 In vitroで合成した HCV RNAを導入後、
Huh7.5.1細胞では 18日後に、
Hep3B/miR-122細胞では 55日後に、
105FFU/mlを超える感染性粒子が産生され
た。Huh7に馴化したウイルス HCVcc/Huh7
と Hep3Bに馴化したウイルス
HCVcc/Hep3Bにそれぞれ獲得変異が同定
され、HCVcc/Huh7は Huh7.5.1細胞に、ま
た、HCVcc/Hep3Bは Hep3B/miR-122細胞
に高い感染性を示した。さらに、
HCVcc/Hep3Bと HCVcc/Huh7を、それぞれ
Huh7細胞と Hep3B細胞に再度馴化させた
ところ、新たな Quasispeciesが出現した。
出現した変異を導入したHCV RNAは細胞

特異的な感染性の違いを認めなかったこ
とから、細胞特異的な感染性には単一の変
異ではなく、Quasispeciesが重要な役割を
演じていることが示唆された。また、
HCVcc/Huh7とHCVcc/Hep3Bは 2種類のド
ナー由来のヒト肝細胞キメラマウスに同
等の感染性を示した。現在、Quasispecies
の変化を解析中である。 
 
D. 考察 
Hetero-genotypeであるHuh7細胞において、
IL28B遺伝子のMajor alleleのみがノックア
ウトされたクローンが樹立された。引き続
きMinor alleleのノックアウト細胞も樹立
し、IL28B遺伝子多型と IFN感受性の相関
メカニズムを明らかにしたい。HCV感染に
おける Quasispeciesの役割を、Huh7細胞と
Hep3B/miR-122細胞で検討した結果、HCV
が細胞特異的に高い感染性を獲得するた
めには、Quasispeciesが重要な役割を果た
していることが示された。また、ヒト肝細
胞キメラマウスを用いて、in vivoで解析を
検討しており、HCVの感染性における
Quasispeciesの意義をより詳細に明らかに
することができると考えられる。 
 
E. 結論 
ZFNによって、IL28B遺伝子ノックアウト
Huh7細胞株を樹立した。 
HCVの Quasispeciesは、肝移植時のドナー
グラフトや新規感染に重要な役割を担う
可能性が示唆された。 
 
F. 健康危険情報 
  特になし。 
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