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研究要旨：ヒト肝細胞キメラマウスを用いてリバースジェネティクスの手法により，野生型あるい

はdirect-acting antiviral agent（DAA）耐性変異型C型肝炎ウイルス（HCV）感染マウスを作製した．

患者血清およびクローンを用いてHCV感染させたマウスではいずれにおいても telaprevirの投与に

より耐性変異が生じ，薬剤耐性HCVはウイルスの selectionおよびmutationいずれからも出現し得

ることを見出した．Genotype 1b型HCV感染マウスへのプロテアーゼ阻害剤，NS5A阻害剤，非核

酸型ポリメラーゼ阻害剤の単独投与では耐性変異による breakthroughが生じるが，これらの薬剤を

組みあわせて投与することによりウイルスの排除が得られたが，genotype 2型HCVには有効性は低

かった．その原因として，2型HCVにはすでにこれら薬剤に対する耐性変異を有している症例が存

在することを見出した．NS5A阻害剤耐性型HCV感染マウスに telaprevir+NS5A阻害剤を併用投与

すると両薬剤に対する2重耐性型HCVが出現しbreakthroughが生じ，さらにNS5B阻害剤の投与に

より，3重耐性型HCVが出現した．DAA製剤を sequentialに使用すると，多剤耐性変異型HCVが

出現するため，注意が必要であることが示された． uuPA/SCID マウスよりさらに免疫不全である

NOGマウスにHerpes simplex virus type 1 thymidine kinase（HSVtk）遺伝子を過剰発現させたTK-NOG

マウスを用いてヒト肝細胞キメラマウスを作製しHCVを感染させた．TK-NOGマウスはuPA/SCID

マウスに比べヒト肝細胞置換率が低値であってもHCVの感染率が高く，HCV研究に有用な新規の

ヒト肝細胞キメラマウスに有用になると思われた． 

 

  

Ａ. 研究目的 

１）C 型肝炎ウイルス(HCV)感染ヒト肝細胞キ

メラマウスを用いて direct-acting antiviral agent 

（DAA）単独あるいは併用投与における耐性株

の出現，ウイルス排除効果，genotype間の治療

効果を検討する． 

２） 

３）uPA/SCIDよりさらに免疫不全でるNOGマ

ウスを用いて新規ヒト肝細胞キメラマウスを作

製する． 

 

  

Ｂ. 研究方法 

１）Genotype 1b，2a，2bの患者血清を感染させ

たマウスにプロテアーゼ阻害剤，NS5A阻害剤，

非核酸型ポリメラーゼ阻害剤を単独あるいは併

用により4週間経口投与し，治療効果を検討した． 

２）Genotype 1b HCV感染性クローンKT9のNS3

領域にtelaprevir耐性V36A，NS5A領域にNS5A阻

害剤RCI耐性L31V，Y93Hを挿入したクローンの

全長cDNAを用いてin vitro transcription法により

HCV RNAを合成し，50 µgのRNAをヒト肝細胞

キメラマウスの肝臓内に直接注入し感染マウス

を作製後，種々のDAAを投与した． 



３）超免疫不全マウスNOGをベースにした新規

のヒト肝細胞移植TK-NOGマウスを用いて，

HBVおよびHCV感染ヒト肝細胞移植TK-NOGマ

ウスのウイルス感染率，抗ウイルス薬の薬効を

評価した． 

 

Ｃ. 結果 

１）Genotype 1b型C型肝炎患者血清を投与し感染

させたマウスに200 mg/kgのtelaprevirを投与した

ところ耐性変異であるNS3 V36A変異が出現し

た．また野生型HCVクローン感染マウスに対し，

telaprevirを投与したところ，やはりNS3 V36A変

異が出現し，HCVクローンからも耐性変異が出

現することが見出された．NS5A阻害剤+第二世

代protease阻害剤あるいはNS5A阻害剤+非核酸型

NS5B阻害剤の併用療法により，genotype 1b型

HCV感染マウスからのマウス血中HCV RNAは

開始1週後には陰性化し，4週間の投与中，再上

昇を認めなかった．治療終了後も血中ウイルス

陰性化は継続し，HCVは排除されたものと思わ

れた．一方，genotype 2aあるいは2b型感染マウス

では，血中HCV RNAはほとんど低下しなかった．

これらマウスのHCVをdirect sequenceにて検討し

たところ，治療前，genotype 2a型では，NS3 A156G，

NS5A L31M，NS5B I482LおよびV484A変異，

genotype 2b型ではNS3 A156GおよびD168A，

NS5A L31M，NS5B I482L，V484AおよびV499A

と第2世代プロテアーゼ阻害剤，NS5A阻害剤，

非核酸型ポリメラーゼ阻害剤の耐性変異を有し

ていた． 

２）Telaprevir耐性であるNS3 V36A変異クローン

を感染させたマウスに対し，telaprevir+NS5A阻害

剤を併用投与したところ，血中HCV RNAは低下

するものの陰性化は得られず，NS3変異に加え

NS5A阻害剤耐性変異であるNS5A Y93H変異が

出現した．NS5A阻害剤耐性であるNS5A L31V変

異あるいはL31V+Y93H変異型クローン感染マウ

スに対し，telaprevir+NS5A阻害剤を併用投与した

ところNS5Aの変異に加えNS3 V36A変異が出現

し二重耐性型となりbreakthroughが生じた．さら

にこのマウスに非核酸型ポリメラーゼ阻害剤を

投与したところ，一旦は血中HCV RNAの低下を

認めたがHCVは再燃し，この際．三重耐性変異

が出現していた． 

 TK-NOGマウスへのGCV投与1週後のALT

値が高いほどヒト肝細胞移植8週後の血中ヒト

アルブミン値（ヒト肝細胞置換率）は高値であ

った．HCV感染は高置換率マウス（70％以上）

ではTK-NOG（10/10頭）およびuPA-SCIDマウ

ス（50/53 頭）で同程度であったが，低置換率

マウス（70％未満）ではuPA-SCID（1/5頭）に

比べTK-NOGマウス（27/28頭）において有意

に高率であった．感染成立後のマウス血中HCV 

RNA量，IFN投与による血中ウイルス低下量は

TK-NOGおよびuPA-SCIDマウスにおいてほぼ

同程度であった． 

 

Ｄ. 考察 

 DAA併用療法はgenotype 1b型HCVに対して有

用な治療法であった．一方，genotype 2型ではプ

ロテーゼ阻害剤．NS5A阻害剤，非核酸型ポリメ

ラーゼ阻害剤の効果はやや弱い． DAA製剤を

sequentialに使用すると，多剤耐性変異型HCVが

出現するため，注意が必要であることが示され

た．新規に作製されたTK-NOGマウスを用いたヒ

ト肝細胞は，肝炎ウイルス研究に有用な動物モ

デルである． 

 

Ｅ. 結論 

 HCV 感染ヒト肝細胞キメラマウスを用いて

DAA 耐性ウイルスの検討が可能であった．

TK-NOGマウスを用いて HCV感染が可能なキメ

ラマウスを作製した． 
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