
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ⅱ．総合分担研究報告 
 

 

 

 

 

 

 

 

  



  

 



- 39 - 
 

厚生労働科学研究費補助金（肝炎等克服緊急対策研究事業） 

H23-25年度 総合分担研究報告書 
 

肝移植後 C型肝炎に対する治療法の標準化を目指した 
臨床的ならびに基礎的研究 

 
研究代表者 上本伸二 京都大学大学院医学研究科肝胆膵・移植外科学講座 教授
研究分担者 千葉 勉  京都大学大学院医学研究科消化器内科学講座 教授 
研究分担者 上田佳秀 京都大学医学部附属病院臓器移植医療部 講師 
研究分担者 丸澤宏之 京都大学大学院医学研究科消化器内科学講座 講師 
研究分担者 増田智先 九州大学病院 薬剤部 教授 

 

研究要旨 

肝移植後 C型肝炎に対する最適な治療法を確立することを目的とし、京都大
学にてこれまでに行われた 125 例の抗ウイルス治療症例について解析を行っ
た。ウイルス排除(SVR)率は 43%であり、SVRの予測因子として、C型肝炎ウ
イルス(HCV)遺伝子型が非 1型であること、移植前の HCV-RNA量が低値であ
ることの 2点が同定された。治療中止率は 22%と高率であったが、有害事象の
予測因子は同定されなかった。有害事象の現状について解析を行った。その結
果、21例（17%）において、多様な重大な有害事象が生じていることが明らか
となった。中でも、肝移植症例特有の有害事象として慢性拒絶が 7 例（6%）
に、de novo自己免疫性肝炎が 4例に生じていた。慢性拒絶の危険因子として、
治療中の免疫抑制剤の減量と治療開始前の線維化が軽度であることの2点が同
定された。 
これらの解析から、肝移植後 C型肝炎に対するペグインターフェロン＋リバ
ビリン治療の効果は低く、有害事象が多いことが明らかになった。治療成績の
向上のためには、Direct acting antiviral(DAA)の導入が必要であるが、DAA
と免疫抑制剤との相互作用が問題となる。肝移植後 C型肝炎症例 9例に対して
テラプレビル＋ペグインターフェロン＋リバビリン治療を行った。テラプレビ
ルと免疫抑制剤との相互作用を克服するため、まず、タクロリムスからシクロ
スポリンへのコンバートを行い、その後にテラプレビル開始してシクロスポリ
ンの血中濃度調節、安定してからペグインターフェロン＋リバビリン開始した。
これらの各段階、ならびに治療中、治療終了後に、シクロスポリンとタクロリ
ムスの治療薬物モニタリングを行い、投与量の調節を行った。その結果、免疫
抑制剤濃度に大きな変化を与えることなくテラプレビルの投与が可能となり、
拒絶反応や感染は認めなかった。9人中 8人で sustained virological response 
(SVR)を達成することができ、治療効果は良好であった。治療中には全身倦怠
感、貧血、腎障害などの有害事象を認め、それぞれ対策を要したが、治療終了
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後に改善を認めた。これらのことから、肝移植後 C型肝炎に対して、DAAを
含む3剤併用療法を安全かつ効果的に行うことができることが明らかとなった。 
肝移植 B型肝炎ウイルス(HBV)再発予防法の効果を明らかにするため、京都
大学で行われたHBs抗原陽性レシピエントに対する肝移植例ならびにHBc抗
体陽性ドナーからの肝移植例に対する B 型肝炎ウイルス再発予防法の効果に
ついて検討した。HBs抗原陽性レシピエントに対しては、エンテカビルと高力
価HBs抗体含有免疫グロブリン製剤(HBIG)の併用療法が従来のラミブジンと
HBIGの併用療法と同等の効果と安全性を有することが明らかとなった。HBc
抗体陽性ドナーからの肝移植後のレシピエントにおいては HBIG による予防
を行ってきたが、25%において HBVの活性化を認めた。原因として、HBs抗
体エスケープ変異株の出現が大きな問題であった。さらに、肝移植後 HBV再
発予防法を最適化することを目的とし、B型肝炎ワクチンの効果について検討
を行った。その結果、HBc抗体陽性ドナーからの肝移植レシピエント、ならび
に HBVによる急性肝不全症例に対しては、短期間で高率に HBs抗体の獲得が
可能であり、HBIG の中止が可能であった。肝移植後 HBV 対策法として、B
型肝炎ワクチンを含めた予防法を確立した。 
肝移植後 C 型肝炎ならびに B 型肝炎再発や治療効果に関与するウイルス側
因子の解析のため、HBVと HCVの双方について、次世代ゲノムアナライザー
による包括的なウイルス遺伝子配列の解析を行った。HCV については、血中
と肝組織に存在する HCVは多様性に富んでいること、血中と肝組織中の HCV
の存在様式は類似していること、肝移植後には特定の HCVクローンが増加し
ていること、DAA に対する薬剤耐性ウイルスは治療前から低頻度ながら存在
していることが明らかとなった。HBV に関しては、B 型慢性肝炎症例では血
中と肝組織に存在する HBV は多様性に富んでいる一方で、HBs 抗原陰性・
HBc抗体陽性ドナーの肝臓内の HBVの多様性は極めて低く、均一な HBVク
ローンが潜伏感染していることを明らかにした。また、抗 HBV作用を持つ核
酸アナログ製剤であるラミブジン、アデフォビル、エンテカビルに対する薬剤
耐性変異やプレコア変異、コアプロモーター変異、HBsエスケープ変異を持つ
ウイルスが各症例で種々の割合で存在していることも明らかとなった。 
 

A. 研究目的 

C 型慢性肝炎患者に対する抗ウイル
ス治療が積極的に行われるようになっ

てきたが、すでに肝硬変、肝癌へと進

行し抗ウイルス治療が困難な症例が多

数存在する。これら進行した C型肝硬
変・肝癌に対する治療法として、近年

肝移植が選択されるようになり、 その

数は年々増加しつつある。しかしなが

ら HCV 陽性レシピエントに対する肝
移植後は、大部分の症例で C型肝炎が
再発し、再発後は免疫抑制剤などの影

響を受け急速に進行することが明らか

となっている。この進行を抑制し予後

を改善させるためには抗ウイルス治療

が不可欠であるが、現在のところ、移

植後C型肝炎の標準的治療法は確立さ
れていない。移植後 C型肝炎は、免疫
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抑制剤の使用など通常のC型肝炎とは
異なる点が多く、これまでのペグイン

ターフェロン＋リバビリン治療による

治療成績は不良で有害事象が多いこと

が明らかとなってきている。さらに、

新規抗 HCV 薬である direct acting 
antiviral agents (DAA)は、代謝酵素が
同じであるカルシニューリン阻害剤と

の薬物相互作用があり、免役抑制剤の

血中濃度を顕著に上昇させることが問

題となる。以上より、移植後 C型肝炎
に対する有効かつ安全な治療法を確立

することが急務である。そこで、本研

究では、肝移植後 C型肝炎の病態及び
治療のこれまでの実態を解析し、さら

に新規抗 HCV 薬の使用方法を確立し
有効性と安全性を確認することによっ

て、肝移植後 C型肝炎の最適な治療法
を確立し、標準化することを目的とし

た。 
 また、肝移植後の B 型肝炎ウイルス

(HBV)感染の問題として、異なる 2つの

病態が存在する。ひとつは、HBs 抗原

陽性レシピエントにおける肝移植後の

B 型肝炎、もうひとつは、HBc 抗体陽

性ドナーからの肝移植後のレシピエン

トにおける B 型肝炎である。これらの

レシピエントの肝移植後の B 型肝炎再

発を予防するために、現在は核酸アナロ

グ製剤と高力価 HBs抗体含有免疫グロ

ブリン製剤(HBIG)の併用または単独投

与が生涯に渡り行われる。これらにより

HBV 再発予防が可能であるが、HBIG

はヒト血液を原料とするため供給量に

限界があり、医療費や安全性の面でも大

きな問題を有している。この問題に対し、

B 型肝炎ワクチン投与により能動免疫

を誘導することにより HBIG の減量

や中止の試みを行ってきた。今回、エン

テカビルならびに B 型肝炎ワクチンの

有効性を明らかにし、最適な肝移植後

HBV再発予防法を確立することを目的

とし、 

さらに、次世代ゲノムアナライザー

を用いることにより、多様なウイル

ス・クローンの集合体である肝炎ウイ

ルス感染の全体像の把握が可能である。

この手法を用いることにより、肝移植

後のウイルス変異の多様性とそのダイ

ナミズムを明らかにできると考えられ

る。今回、肝移植前後のHCVならびにHBV

の変化を包括的に解析し、肝移植後の

肝炎ウイルス対策に応用可能なウイル

ス配列の特徴を同定することを目的と

した。 

 

B.研究方法 

1. 肝移植後C型肝炎に対するペグイン

ターフェロン＋リバビリン治療の効果

ならびに有害事象の解析：京都大学に

て2011年6月までに行われた肝移植後

C型肝炎再発に対する抗ウイルス治療

施行例125例の治療効果と有害事象を

明らかにし、これらに関与する因子に

ついて解析を行った。 
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2. 肝移植後C型肝炎に対するテラプレ

ビル＋ペグインターフェロン＋リバビ

リン治療の導入方法の確立と効果・安

全性の解析：肝移植後C型肝炎症例9例

に対して以下の3段階の方法にてテラ

プレビル＋ペグインターフェロン＋リ

バビリン治療導入を行った。1. タクロ

リムスからシクロスポリンへのコンバ

ート、2. テラプレビル開始とシクロス

ポリン血中濃度調節、3. ペグインター

フェロン＋リバビリン開始。これらの

各段階、ならびに治療中、治療終了後

に、シクロスポリンとタクロリムスの

治療薬物モニタリングを行い、投与量

の調節を行った。3剤併用用法を12週間、

その後ペグインターフェロン＋リバビ

リン治療を12週間継続した。これらの

経験から、肝移植後症例に対するDAA

使用時の免疫抑制剤の使用法、ならび

に、テラプレビルを含む3剤併用療法の

効果と安全性について解析を行った。 

 

3. 肝移植後B型肝炎予防策の現状とエ

ンテカビル、HBVワクチンの有効性の解

析：2002年9月から2010年12月までに

当院にてHBIG+エンテカビルの予防

投与を行ったHBs抗原陽性レシピエン

トに対する肝移植後の経過について解

析した。さらに、1995年7月から2008

年8月までに当院にてHBIGの予防投

与を行ったHBc抗体陽性ドナーから

HBs抗原陰性の肝移植レシピエント75

例について、肝移植後のHBV活性化に

ついて解析を行った。また、京都大学

にて2012年9月までにB型肝炎ワクチ

ン投与を行った肝移植後症例55例

（HBV陽性レシピエント36例、HBc抗

体陽性ドナーからの肝移植後レシピエ

ント19例）の効果について解析を行っ

た。 

 

4. 次世代ゲノムアナライザーを用い

たHBV遺伝子解析：肝移植症例ならびに

B型慢性肝炎症例の血中ならびに肝組

織に存在するHBVクローンの多様性

の特徴と薬剤耐性変異を持つHBVの

存在様式を明らかにするため、HBVの

次世代ゲノムアナライザー解析を行っ

た。血中ならびに肝組織からDNAを抽

出し、HBV-DNAをHBV特異的なプラ

イマーを用いたPCR法にて増幅後、次

世代シーケンサーにて遺伝子配列を同

定し、コンピューターソフトを用いて

HBVの多様性や薬剤耐性変異を含む

既知のHBV変異解析を行った。また、

HBc抗体陽性ドナーの肝臓内に潜伏し

ているHBVクローンの特徴ならびに

de novo B型肝炎発症例のHBVの特

徴を明らかにするため、同様に次世代

ゲノムアナライザー解析を行った。 

 

5. 次世代ゲノムアナライザーを用い

たHCV遺伝子解析：C型慢性肝炎症例に

おいてもHBVの場合と同様に、血中な
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らびに肝組織に存在するHCVクロー

ンの多様性の特徴ならびにインター

フェロン治療前後の多様性の変化を

明らかにするため、次世代ゲノムアナ

ライザーを用いて解析を行った。さら

に、HCV陽性肝移植症例の血中ならび

に肝組織に存在するHCVクローンの

多様性の特徴ならびに肝移植後の変

化を明らかにするため、同様に次世代

ゲノムアナライザー解析を行った。 

 

（倫理面への配慮） 

当該施設における倫理委員会の承認

の上で行った。 

 

C.研究結果 

1. 肝移植後 C型肝炎に対するペグイン

ターフェロン＋リバビリン治療の効果

ならびに有害事象の解析：肝移植後 C

型肝炎再発に対する抗ウイルス治療施

行例 125例のうち、現在治療中の症例 8

例を除く 117例中、ウイルス排除(SVR)

に至った症例は 50例であり、SVR率は

43%であった。有害事象による中止例は

26 例(22%)と高率であった。SVR の予

測因子として、HCV遺伝子型が非 1型

であること、移植前の HCV-RNA 量が

低値であることの 2点が同定された。有

害事象発現の予測因子は同定されなか

った。 

次に、有害事象を解析した結果、21

例（17%）において、多様な重大な有害

事象が生じていることが明らかとなっ

た。中でも、肝移植症例特有の有害事象

として慢性拒絶が 7例（6%）に、de novo

自己免疫性肝炎が 4例に生じていた。慢

性拒絶例 7例中 6例が致死的であった。

慢性拒絶を発症した 7例と、抗ウイルス

治療を 1 年以上行い慢性拒絶を認めな

かった 76例を比較した結果、治療中の

免疫抑制剤の減量と治療開始前の線維

化が軽度であることの 2 点が危険因子

として同定された。 

 

2. 肝移植後C型肝炎に対するテラプレ

ビル＋ペグインターフェロン＋リバビ

リン治療の導入方法の確立と効果・安

全性の解析：肝移植後C型肝炎症例9例

に対して、3段階の方法にてテラプレビ

ル＋ペグインターフェロン＋リバビリ

ン治療導入を行った。タクロリムスか

らシクロスポリンへのコンバートは、

全例で拒絶反応や感染を生じることな

く、中央値9日（7－13日）で血中濃度

の安定化（トラフ値 150-200 ng/mL, 

ピーク値 >500 ng/mL）が可能であっ

た。テラプレビル導入によってシクロ

スポリンの血中濃度の上昇と半減期の

延長を認めたが、シクロスポリン内服

量の減量と投与間隔の延長にて血中濃

度安定化が可能であった。安定化まで

の期間は中央値8日（6－14日）であり、

シクロスポリンの内服量は中央値でテ

ラプレビル開始前の33%（25%－50%）
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に減少した。その減量率は症例間で異

なり、症例毎の治療薬物モニタリング

が必要であることが明らかとなった。

血中濃度安定化後にペグインターフェ

ロンとリバビリンの導入を行った。治

療中のシクロスポリン血中濃度は安定

していた。テラプレビル終了後にはシ

クロスポリン血中濃度の低下を認め、

再度シクロスポリン内服量の増量を行

い、その後にタクロリムスにコンバー

トした。タクロリムスの血中濃度を、

治療開始前の濃度（トラフ値 6-8 

ng/mL）に維持するために必要な内服

量は、9例中6例で増量が必要であった。

すなわち、治療中においても治療薬物

モニタリングによる内服量の調節が必

要であることが明らかとなった。 

血中HCV-RNAはテラプレビル単独

での1週間の治療にて著明に減少し、そ

の後ペグインターフェロンとリバビリ

ンを開始し、全例で陰性化した。陰性

化までの期間は6例で治療開始4週以内

であり、他の3例も7週までであった。

全例で治療終了まで血中HCV-RNAは

陰性が維持され、治療終了後に1例が再

発したが、他の8例ではsustained 

virological response (SVR)が達成され

た。SVR率は89%と良好であった。 

1例が全身倦怠感のために治療開始

14週間で治療中止となったが、他の8

例では治療プロトコールを完遂できた。

全例で全身倦怠感、貧血、高尿酸血症、

腎障害の有害事象を認めた。また、好

中球減少を5例、食欲不振を6例、皮疹

を1例、ビリルビン上昇を4例に認めた。

貧血のため、リバビリンの減量を全例

に認め、4例では中止となった。好中球

減少のため、3例でペグインターフェロ

ンの一時的な減量を必要とした。高尿

酸血症に対しては、全例でフェブキソ

スタットを投与した。いずれの有害事

象も治療終了後に改善した。 

以上より、薬物血中濃度モニタリン

グと投与量の調節、ならびに有害事象

対策により、肝移植後C型肝炎に対して

DAAの使用は可能であり、テラプレビ

ルを含む3剤併用療法は安全かつ効果

的であることが明らかとなった。 

 

3. 肝移植後B型肝炎予防策の現状と

HBVワクチンの有効性の解析 

a. HBs 抗原陽性レシピエントに対する

高力価 HBs 抗体含有免疫グロブリン製

剤(HBIG)とエンテカビルの併用療法の

効果：HBs 抗原陽性レシピエントに対

する生体肝移植後に、HBIG+エンテカ

ビルを使用した HBV 活性化予防法を

26 例に行った。1 年生存率ならびに 3

年生存率はいずれも 73%であった。中

央値 25.1 ヶ月の観察期間内に HBV 再

発は認めなかった。これらの予防薬によ

る有害事象は認めなかった。HBIG+ラ

ミブジンによる予防策を行った 63例と

比較して、生存率と HBV再発率のいず
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れも有意な違いを認めなかった。 

b. HBc 抗体陽性ドナーからの肝移植後

B 型肝炎ウイルス活性化の現状：HBs

抗原陰性・HBc 抗体陽性ドナーからの

肝移植後の長期経過について検討した。

HBIGの予防投与を行った HBc抗体陽

性ドナーからの肝移植レシピエント 75

例中19例(25%)でHBV活性化を認めた。

原因は、HBs 抗体エスケープ変異株出

現が 7 例、HBIG の投与中断が 8 例、

不明が 4 例であった。HBs 抗体エスケ

ープ変異株は、肝移植後 15.7～54.9 ヶ

月で活性化し、HBs抗体と HBs抗原が

共に陽性であった。HBV活性化早期に

エンテカビルを投与した 4 例は全例で

HBs抗原が陰性化したのに対し、他の 3

例は B 型慢性肝炎へと移行した。以上

より、HBIG投与により HBs抗体陽性

が維持されている症例でも HBs抗体エ

スケープ変異株による de novo B 型肝

炎が生じること、発症早期のエンテカビ

ル投与が効果的であることが明らかと

なった。 

c. 肝移植後HBV再発予防としてのB型

肝炎ワクチンの効果：HBIGを中止す

る方法として、レシピエント自身の免

疫反応によってHBs抗体の獲得するこ

とを目的に、B型肝炎ワクチン投与を行

った。HBc抗体陽性ドナーから肝移植

を受けたレシピエント19例、HBVによ

る急性肝不全レシピエント12例、なら

びにHBVによる肝硬変レシピエント

24例を対象とした。これらの症例に対

して、B型肝炎ワクチン20μgを月1回

投与し、HBs抗体価の推移を観察した。

HBs抗体が200mIU/mL以上に上昇し、

HBIGの投与を中止できた症例を成功

例とした。その結果、B型肝炎ワクチン

成功例は、HBc抗体陽性ドナーから肝

移植を受けたレシピエント19例中14例

(74%)、HBVによる急性肝不全レシピ

エント12例中10例(83%)、HBVによる

肝硬変レシピエント24例中10例(42%)

であった。HBs抗体獲得までのB型肝炎

ワクチン投与回数の中央値は、HBc抗

体陽性ドナーから肝移植を受けたレシ

ピエントでは3回(2-5回)、HBVによる

急性肝不全レシピエントでは3回(1-12

回)、HBVによる肝硬変レシピエントで

は10回(3-32回)であった。 

 

4. 次世代ゲノムアナライザーを用い

たHBV遺伝子解析 

HBV の次世代ゲノムアナライザー

解析の結果、血中と肝組織に存在する

HBVはいずれも多様性に富んでおり、

大部分の多様性は 1塩基変異であった。

変異は HBV 遺伝子のすべての領域に

認められた。抗 HBV 作用を持つ核酸

アナログ製剤であるラミブジン、アデ

フォビル、エンテカビルに対する薬剤

耐性変異やプレコア変異、コアプロモ

ーター変異、HBsエスケープ変異を持

つウイルスが各症例で種々の割合で存
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在していることが明らかとなった。こ

れらの薬剤耐性変異株は、治療中の症

例だけでなく、未治療症例においても

存在しており、核酸アナログ投与によ

ってこれらの耐性変異を持つ HBV が

選択的に増殖することが薬剤耐性獲得

のメカニズムであると推測された。 

同手法を用いて、HBc 抗体陽性ドナ

ーグラフト中のHBVの遺伝子配列なら

びにその多様性について解析を行った。

44 例の HBs 抗原陰性・HBc 抗体陽性

健常人ドナーの肝臓内に存在する HBV

の多様性は、HBs抗原陽性例の HBVと

比較して有意に低いことが明らかとな

った。重症化に関与することが明らかと

なっている、G1896の変異については、

44例中39例では99.9%以上の比率で野

生型が存在しており、残りの 5例におい

ては 99.9%以上の比率で G1896A 変異

型が存在しており、混在している症例は

認めなかった。HBs抗原陰性・HBc抗

体陽性者から、免疫抑制状態において

HBV が再活性化した症例の血中 HBV

を同様に解析した結果、やはり多様性は

低く、G1896 の野生型か変異型かのど

ちらかが相互排他的に存在していた。以

上の結果より、HBs抗原陰性・HBc抗

体陽性者の肝臓内に潜伏感染している

HBVの多様性は極めて低いことが明ら

かとなった。 

 

5. 次世代ゲノムアナライザーを用い

たHCV遺伝子解析 

C 型慢性肝炎症例においても HBV

の場合と同様に、血中ならびに肝組織

に存在する HCV クローンの次世代ゲ

ノムアナライザー解析を行った。その

結果、血中と肝組織に存在する HCV

は多様性に富んでおり、いわゆる

quasispecies の全容が明らかになった。

Shannon entropy 値で計算される

genetic complexityについて、治療前

においてはインターフェロン感受性例

と非感受性例では相違は認めなかった。

しかしながら、治療開始 1週間後には、

インターフェロン感受性例では著明な

genetic complexityの低下を認めるこ

とが明らかになった。さらに、HCVに

対するプロテアーゼ阻害剤やポリメラ

ーゼ阻害剤などの DAA に対する薬剤

耐性変異の存在について解析した結果、

これらの薬剤を投与していない症例全

例で種々の割合で薬剤耐性変異をもつ

HCV が存在していることが明らかに

なった。 

さらに、HCV陽性肝移植症例におけ

る血中ならびに摘出肝組織における次

世代ゲノムアナライザー解析を行った。

その結果、血中と肝組織に存在する

HCV はいずれも多様性に富んでいる

が、ウイルスの配列やその割合は血中

と肝組織でほぼ同一であった。特に、

薬剤耐性変異やインターフェロン効果

を規定する HCV 遺伝子の変異部位に
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おいては、存在するウイルス株の比率

は血中と肝組織でほぼ同一であった。

Shannon entropy値で計算される血中

の HCVの genetic complexityについ

て解析した結果、肝移植前と比較して

肝移植後 4 週間では著明な genetic 

complexity の低下を認めることが明

らかになった。すなわち、肝移植後の

HCV 再感染ならびに複製過程におい

ては特定の HCV クローンが増加して

いると考えられた。次に、再感染・複

製能の強い HCV の遺伝子配列の特徴

について解析を行ったが、多くの症例

に共通する特定の配列の変化は同定で

きなかった。一方、肝移植前にはすべ

ての症例で HCV の構造蛋白質領域の

遺伝子を欠く欠損 HCV が存在してい

たが、肝移植後の再感染・複製過程で

は欠損 HCV が検出されなくなり、全

長配列の HCV が優位に増加すること

が明らかとなった。 

 

D.考察 

肝移植後 C 型肝炎再発に対するペグ

インターフェロン＋リバビリン療法の

治療成績は満足できるものではなく、肝

移植成績改善のために、より有効で有害

事象の少ない治療法の確立が急務であ

ると考えられた。治療効果予測因子の解

析結果から、HCV 遺伝子型非 1b に対

する治療成績は非常に良好であり積極

的な治療適応とするなど、個々の症例に

応じた治療適応や治療法の検討が治療

成績を向上させる可能性が示唆された。

一方、肝移植後 C 型肝炎再発に対する

治療によって多数の重篤な有害事象が

生じることが明らかとなった。中でも、

慢性拒絶反応と de novo 自己免疫性肝

炎が肝移植症例に特異的な有害事象と

して生じることがわかった。慢性拒絶は

発症すると致死的であるため、予防なら

びに早期発見が重要である。今回、慢性

拒絶例の特徴として、治療中の免疫抑制

剤減量と治療開始前の線維化が軽度で

あることの 2点が明らかとなった。この

ことから、慢性拒絶を予防するためには、

抗HCV治療中の免疫抑制剤減量を避け

ること、線維化が進んでいない状態での

容易な抗HCV治療導入は行わないこと

が重要と考えられた。 

肝移植後 C 型肝炎再発に対するペグ

インターフェロン＋リバビリン併用療

法の治療効果は低く有害事象が多いこ

とを明らかになったため、治療効果の改

善のためには、テラプレビルを含む

DAA の使用が望ましいと考えられた。

DAA を加えることによって治療期間が

短縮できるため、長期治療後の生じる頻

度が高い重篤な有害事象を回避できる

可能性もある。今回、テラプレビルと免

疫抑制剤との相互作用を克服する方法

として、薬物血中濃度の頻回の測定と治

療薬物モニタリングを行った。その結果、

シクロスポリンならびにタクロリムス
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の内服量を個々の症例において適切に

調節し、血中濃度が安定したままテラプ

レビル＋ペグインターフェロン＋リバ

ビリン治療を行うことが可能であった。

この方法は、今後使用可能となる他の

DAAにも応用可能であり、DAAの肝移

植後症例への安全な使用法が確立でき

たと言える。さらに、肝移植後 C 型肝

炎症例に対するテラプレビル＋ペグイ

ンターフェロン＋リバビリン治療効果

が良好であることも明らかにした。従来

行われてきたペグインターフェロン＋

リバビリンによる 1 年以上に渡る治療

の SVR 率よるも明らかに良好な SVR

率が得られた。有害事象として、拒絶反

応や感染は認めなかったが、全身倦怠感、

貧血、高尿酸血症、腎障害を全例に認め

た。しかしながら、これらに対する対策

法も明らかにすることができ、治療終了

後には改善を認めた。これらのことから、

今後は DAA＋ペグインターフェロン＋

リバビリン治療が肝移植後Ｃ型肝炎に

対する標準治療となると考えられる。 

 

HBs 抗原陽性レシピエントに対する

肝移植後にはHBIG+核酸アナログ製剤

（エンテカビルまたはラミブジン）にて

B 型肝炎再発予防が可能である。一方、

HBc 抗体陽性ドナーからの肝移植レシ

ピエントに対して HBIG の投与が行わ

れてきたが、HBs 抗体エスケープ変異

株の活性化により B 型肝炎が発症する

ことが明らかとなった。肝移植後 HBV

活性化に対するより適切な対策法の確

立のため、B型肝炎ワクチンは非常に有

効な方法であることが明らかとなった。

特に、HBc 抗体陽性ドナーからの肝移

植レシピエント、ならびに HBVによる

急性肝不全症例に対しては、短期間で高

率に HBs抗体の獲得が可能であり、今

後、積極的に導入すべきである。一方で、

HBVによる肝硬変レシピエントに対す

る B 型肝炎ワクチンの効果は低く抗体

獲得には長期間の投与を必要とするた

め、さらなる対策法が必要であると考え

られる。 

 
E.結論 

肝移植後C型肝炎ならびに肝移植後B

型肝炎対策の現状を明らかにした。こ

れまでの肝移植後肝炎ウイルス対策の

効果は十分とは言えず、さらに有効で

有害事象の少ない対策法の検討が必要

であった 

肝移植後C型肝炎に対しては、テラプ

レビルを含む3剤併用療法による安全

かつ効果的な治療が可能であった。こ

の結果より、肝移植後C型肝炎症例に対

してもDAAが使用可能であることが明

らかとなり、今後、肝移植後C型肝炎に

対する治療成績向上ならびに予後改善

が期待できる。 
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厚生労働科学研究費補助金 肝炎等克服緊急対策研究事業 
H23-25年度 総合分担研究報告書 

 
生体肝移植後の C型肝炎ウイルス再感染に対する IFN 治療効果の検討 

および新規治療法の開発 

研究分担者  大段秀樹 広島大学大学院医歯薬保健学研究院 教授 

 
研究要旨：C 型慢性患者では生体肝移植後，移植肝への C 型肝炎ウイルス
(HCV)の再感染が生じる．このため，C型慢性肝疾患に対する生体肝移植の予
後は，他疾患に対するものよりやや不良である．そのため PEG-IFN/リバビリ
ン(RBV)併用療法によるウイルス排除が試みられている．当院での肝移植後 C
型肝炎再燃に対する IFN治療効果の検討では，SVR群の 10年生存率 82%に
対し non SVR群では 40%と，non SVR症例で有意に生存率が不良であり，C
型慢性患者に対する肝移植では術後 SVRの獲得が非常に重要であることが改
めて示された．しかし PEG-IFN/リバビリン(RBV)併用療法に対し難治性の症
例も多く存在する．当院での検討では，術後 PEG-IFN/RBV療法による SVR
獲得の因子として，長期投与完遂およびドナーおよびレシピエントの IL28B
遺伝子多型の組み合わせ(rs8099917)が明らかとなった．また，長期投与後の
再燃のリスクとして RBV の低容量投与が明らかとなった． 新規治療法とし
て Direct Acting Antivirals (DAA)であるプロテアーゼ阻害剤（テラプレビ
ル：TVR）を用いた 3剤併用抗HCVウイルス療法を 2例の術後PEG-IFN/RBV
併用療法が無効であった肝移植後 HCV再燃患者に導入し，その治療成績を検
討した．2 例とも導入早期にウイルス消失が得られ，有効性が認められた．1
例は SVR が得られたが，1 例は副作用で中止後早期に HCV 再燃を認めた．
副作用は免疫抑制剤併用による TVRの血中濃度上昇により発現したと考えら
れた．また他の新規治療法として肝移植術中二重濾過血漿交換療法（DFPP）
による C 型肝炎ウイルス除去療法とドナー肝臓内リンパ球を用いた術後抗
HCV補助免疫療法の併用療法を 2例に対して行った．術直後の HCV RNA量
は 2 例目では検出感度以下を達成したが，2 例ともに術 1 ヶ月後血中 HCV 
RNA が再検出され，再感染を確認した．しかし，補助療法非施行例では術後
2週間値が術前値を大きく超えていたのに対し，補助療法施行例では 2例とも
に術前値以下に抑制されていたことより，本補助療法は少なくとも短期的には
免疫抑制下での術後HCV再感染および増殖を抑制する傾向があると考えられ
た．今後，これらの治療を組み合わせた治療の展開が期待される． 

 
Ａ．研究目的 

C 型肝炎関連肝疾患症例に対する肝移
植の問題点は，肝移植後の C型肝炎の再
発である．肝移植術後の C型肝炎ウイル
ス（HCV）の出現はほぼ必発であり，さ
らに肝炎再発は graft loss の重要な要因

の一つとなりうる．肝移植術後 C型肝炎
再感染対策としては，PEG-IFN+リバビ
リン（RBV）療法が現在のところ標準治
療であるが，肝移植術後はステロイドや

免疫抑制剤を使用している，ウイルス量

が多い，などの理由により，通常の C型
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肝炎症例に比べ奏効率は低い．そこで本

研究では，生体肝移植後 HCV再感染に対
する IFN治療における生存率を含めた治
療成績および関連する因子を明らかにす

ることを目的として解析を行った．さら

に 新 規 治 療 と し て Direct Acting 
Antivirals (DAA)であるプロテアーゼ阻
害剤（テラプレビル：TVR）を用いた 3
剤併用抗 HCVウイルス療法を導入し，そ
の治療成績を検討した．また最近我々は，

肝臓内の自然免疫応答を司るリンパ球の

一種であるNatural Killer (NK)細胞を肝
臓移植時に採取，活性化することで強い

抗腫瘍活性を誘導可能であることを明ら

かとした。この知見をもとに肝癌合併肝

移植症例に対して，移植後肝癌再発予防

を目的としたドナー肝臓内リンパ球を用

いた術後補助免疫療法を広島大学医学部

倫理委員会の承認のもと（第 414 号），
2006 年 1 月より臨床導入したが，術前
HCV陽性肝硬変症例であった 13例中 10
例では，活性化肝由来リンパ球移入後に

血清 HCV RNA量が著明に減少すること，
その一部は術後血中 HCV RNA陰性が続
くことが明らかとなった．そこで物理的

に血中から HCV RNAを除去できる二重
濾過血漿交換療法 (Double filtration 
plasmapheresis：DFPP)を肝移植術中に
施行することによって，HCV RNA量を
検出限界以下にまで低下させ，さらに抗

HCV療法を行うことで，再感染を抑制す
ることを目的とした自主臨床研究を行い，

その安全性および効果を検討した． 

 
Ｂ．研究方法 

1. 生体肝移植後 HCV 再感染に対する
IFN治療における生存率を含めた治療
成績および関連する因子の検討 
2000 年から 2013 年 1 月までに HCV

関連肝疾患に対し肝移植を施行され，当

院にて IFN 治療を開始した 56 例を対象
とした．術後 pre-emptive に 2 剤併用療
法 (PEG/RBV)を開始し，Genotype 1は
HCV RNAが陰性化してから原則 1年以
上の長期投与を行った．pegIFNα+RBV
を原則として行い，pegIFNαは週一回，
RBVは200mg/日から始め800mg/日へ増
量した． 

 
2. テラプレビル（TVR）を含む 3剤併用
療法 (PEG/RBV/TVR)の導入 
肝移植後 HCV 再燃症例で術後 2 剤併
用療法が無効であった2例にTVRを含む
3 剤併用療法 (PEG/RBV/TVR)を施行し
た．3 剤併用療法は 12 週間施行後，
pegIFNα+RBV を 36 週間行った．免疫
抑制剤は事前にシクロスポリンに変更，

低容量から開始し，開始後は血中濃度モ

ニタリングによる頻回の薬剤量調整を行

った． 

 
3. 肝移植術中二重濾過血漿交換療法
（DFPP）による C 型肝炎ウイルス除
去療法とドナー肝臓内リンパ球を用い

た術後抗 HCV 補助免疫療法の併用療
法 
従来の DFPP膜ではフィブリノーゲン
の損失が大きく，肝移植中の使用時には

問題となる．そこで肝移植中の使用目的

に新規 DFPPを旭化成メディカル株式会
社の協力のもと開発した．本機器は

ISO10993 に基づく安全試験を医療機器
GLP施設で実施し，特に問題を認めなか
った．抗凝固剤使用下での大動物（ブタ）

を用いた体外循環試験でも副作用や使用

上の不具合は認められず，フィブリノー

ゲンの損失を抑えつつ，従来品と同等の

膜前後のウイルス除去能を持つこと確認
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した．以上の結果をもって臨床試験を計

画し，広島大学倫理委員会承認を得た．

肝移植手術 3病日前に 4時間の DFPPを
施行し安全性確認（PhaseI）を行い，肝
移植手術中は DFPP施行による安全性と
有効性を検討した（PhaseI/II）（図 1）．
さらに 3 病日後にドナー肝由来リンパ球
を移入による術後補助免疫療法を行い，

術後血中 HCV RNA量を検討した． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1．DFPP概略図とプロトコール 

 
（倫理面への配慮） 
本研究は”ヘルシンキ宣言”に基づき，

研究対象者に対する人権擁護上の配慮を

行い遂行された．また SNP解析を含む遺
伝子解析に関してはヒトゲノム・遺伝子

解析研究に関する倫理指針（平成１６年

文部科学省・厚生労働省・経済産業省告

示第１号）等該当指針に基づき，所属機

関の倫理委員会承認を得た．DFPP 二次
膜の提供および臨床研究は「臨床研究に

関する倫理指針」（平成 20 年厚生労働省
告示第 415 号）および「臨床研究におい
て用いられる未承認医療機器の提供等に

係る薬事法の適用について」（平成 22 年
薬食発 0331第 7号）など該当指針に基づ
き，厚生省担当部署の助言のもと計画さ

れ，広島大学倫理委員会承認を得た上で，

公開データベースに登録した．（広島大学

病院臨床研究許可番号 第 40051-1，
UMIN000008754）．また全ての研究対象
者に対してインフォームドコンセントを

行い，書類での同意を得た． 

 
Ｃ．研究結果 

1. 生体肝移植後 HCV 再感染に対する
IFN治療における生存率を含めた治療
成績および関連する因子の検討 
対象 56例中，治療効果判定可能症例は

50 例であった．全体の SVR 率は
48%(24/50)，genotype1 型の SVR 率は
39.5%(17/43)，genotype2型の SVR率は
100%(7/7)であった．長期投与完遂は
genotype1 型では 27 例で SVR/nonSVR
は 13/14 例，治療中止は 16 例で
SVR/nonSVR は 4/12 例であった．
Genotype2型では 7例全例が治療完遂し，
全例 SVRであった．（図 2） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2．症例 

 
累積生存率の検討では，SVR 症例の 5
年および 10 年生存率はそれぞれ 95%お
よび 82%，non SVR症例では 61%および
40%であった．カプランマイヤー生存曲
線およびログランクテストによる検定で

は，SVR症例では有意な生存率の改善を
認めた．Non SVR症例では死亡 9例中 5
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例が HCV 再感染による肝不全死であっ
た．（図 3） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3．累積生存率 

 
IL28B 遺伝子多型と SVR 率の関連に関
して検討を行った．Genotype1型 C型肝
炎で長期投与完遂例のうち，SVR13例と
null responder 11例での比較では，ドナ
ーIL28B遺伝子多型 TT型が SVRに寄与
する因子であったが，レシピエント

IL28B 遺伝子多型の寄与は認められなか
った．（表 1） 

 
 
 
 
 
 
 
表 1．Genotype1型症例の SVR因子の検討 

 
しかし，ドナーおよびレシピエントの

IL28B 遺伝子多型の組み合わせでの比較
ではドナーTT/レシピエント TT 群の
SVR 率は 76%(10/13)，ドナーTG+GG/
レシピエント any 群の SVR 率は
20%(1/5)と有意な差を認めた（P=0.026）．
（図 4） 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4．ドナー/レシピエントの IL28B 遺伝子

多型の組み合わせ別 SVR率 

 
IFN 長期投与後再燃に寄与する因子の検
討では長期投与完遂例で Virological 
Response(VR)が得られた症例は 16 例，
その内SVR13例と再燃3例で寄与因子を
比較した．統計学的に有意ではなかった

が，SVR 例では RBV に対するアドヒア
ランスが 50%以上の症例が 46%（6/13）
であったのに対し，再燃例では 0%（0/3）
であり，IFN 長期投与治療後の再燃のリ
スクと考えられた．（表 2） 

 
 
 
 
 
 
表 2．IFN長期投与後の再燃リスク因子 

 
2. テラプレビル（TVR）を含む 3剤併用
療法 (PEG/RBV/TVR)の導入 
1例目は 63才・男性，ドナー/レシピエ
ントの IL28B 遺伝子多型は TT/TT 型，
移植後 35ヶ月後に 3剤併用療法を導入・
12週施行後，pegIFNα+RBVを 36週行
い，4 週目でウイルス陰性化を認め SVR
を得た．（図 5） 
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図 5．3剤併用療法 1例目経過 

 
2例目は 70才・女性，ドナー/レシピエン
トの IL28B 遺伝子多型は TT/TG 型，移
植後73ヶ月後に3剤併用療法を導入した
が 11週で腎機能障害，皮疹，倦怠感など
の副作用出現にて中止．4週目にウイルス
陰性化を得られていたが，中止後 4 週目
に再燃を認めた．（図 6） 

 
 
 
 
 
 
 
 
図 6．3剤併用療法 2例目経過 

 
副作用による中止時の TVR の AUC24h
は同量の TVR 投与を行っている慢性肝
炎患者の中央値の 2倍であった．（図 7） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 7．慢性肝炎患者と 3剤併用療法 2例目の
投与中止時の TVR血中濃度の比較 

3. 肝移植術中二重濾過血漿交換療法
（DFPP）による C型肝炎ウイルス除去
療法とドナー肝臓内リンパ球を用いた

術後抗 HCV補助免疫療法の併用療法 

 
2012年 8月より現在まで 2例の HCV
陽性肝硬変患者に実施し，術前および術

中の DFPPに明らかに起因する有害事象
は認めなかった．術直後の HCV RNA量
は2例目では検出感度以下を達成したが，
1例目，2例目ともに術後血中 HCV RNA
は再検出され，感染を確認した．（表 3） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
表 3．患者背景および治療成績 

 
第 2 症例目での術中の HCV 経過を図 8
に示す．無肝期前には DFPP により
2log/ml前後の HCV除去を認めたが，検
出以下までは至らなかった．無肝期後は

手術終了までに血中 HCV 量は随時低下
し，手術終了時には血中 HCV-RNA量は
1.2log/ml 以下の検出限界以下を達成し
た．しかしながら，第 3 病日には血中に
2.6log/mlの HCV-RNAを認め，HCVの
再増殖を認めた．最近の HCV陽性肝移植
患者との術前および術後 2 週間の HCV 
RNA量推移の比較では，補助療法を行わ
なかった 8 例全例で術後 2 週間値が術前
値を大きく超えていた（平均 5.34 ± 
0.41 → 6.58 ± 0.63 logIU/ml）のに対
し，補助療法を行った 2 例ではいずれも
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術前値以下に抑制されていた（6.7→6.2，
3.9→3.0logIU/ml）． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 8．第 2 症例目の術中・術後 HCV ウイル

ス量変化 

 
Ｄ．考察 

本研究での解析により，HCV慢性肝疾
患に対する肝移植において SVR を得る
ことが長期生存につながることが示され

た．当院での SVR率は他の報告よりも高
く，IFN 長期投与療法は有用であること
が示唆された．IL-28B遺伝子多型の組み
合わせが SVR達成の因子であること，お
よび長期にVRが得られていてもRBVの
投与量が少ない場合には再燃率が高かっ

たことより，適応の点では肝移植後 IFN
療法の IL-28B 遺伝子多型を考慮するこ
と，その実施においては RBVのアドヒア
ランスを保つことが SVR 達成に重要と
考えられた．このことは 3 剤併用療法に
おいても同様と考えられる．テラプレビ

ル（TVR）を含む新規 3剤併用療法では，
2 剤併用療法無効症例への投与であった
にもかかわらず，良好な結果が得られた．

3剤併用療法は肝移植後HCV再燃に対す
る非常に有用な治療であり，今後推進し

ていくべき治療と考えられる．TVRはそ
の薬理作用上，免疫抑制剤と併用した場

合，免疫抑制剤の血中濃度が著しく上昇

することが知られており，肝移植後の使

用は困難であるとされていた．本研究で

は，より影響の少ないシクロスポリンへ

の変更，頻回の薬剤濃度モニタリングと

慎重な薬剤投与量調節により安全に併用

できることが示された．しかし本研究に

よりこれら薬剤の併用は免疫抑制剤のみ

ならず，TVRの血中濃度を上昇させ，副
作用を誘発することが明らかとなった．

安全かつ効果的な 3 剤併用療法を行うた
めに本知見は重要であり，今後，プロト

コールの確立には免疫抑制剤と TVR 両
方の血中濃度モニタリングおよび薬剤調

整を組み込む必要があると考えられる．

さらに将来的には，免疫抑制剤の影響を

受けにくい第 2，第 3 世代のプロテアー
ゼ阻害薬など新規 DAA を用いたプロト
コールの開発が望まれる．また本研究で

は，肝移植中 DFPP は術中 HCV を安全
に除去する能力を保持し，特に無肝期以

降は血中 HCV を検出下限以下にまで除
去可能であること，また術後早期血中

HCV 量が術前値より低値に抑えられる
ことが明らかとなった．しかしこれまで

に本療法を行った二例とも最終的に

HCV再感染を認めているため，術早期の
抗 HCV治療の追加が必要と考える．現在
の抗 HCV治療においては IFNの使用が
必須であるが，IFN は術後の慢性拒絶を
惹起する恐れもあり，術早期には使用が

難しい．そこで今後は DFPPと新規 DAA
を用いた IFNフリー・プロトコールを組
み合わせた治療が望まれる． 

 
Ｅ．結論 

 IFN 長期投与療法は HCV 慢性肝疾患
に対する肝移植において有効な治療法で

ある．IL-28B遺伝子多型および RBVの
アドヒアランスが SVR 達成の因子であ
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り，IFN 療法適応および実施の標準化の
際に考慮されるべきと考えられる．また

テラプレビルを用いた 3 剤併用療法は将
来有望な治療法であり，血中濃度モニタ

リングに基づいた薬剤調整が実施におい

て重要と考えられた．術中 DFPPによる
治療も将来有望であるが，新規 DAAを用
いた周術期または術早期の IFNフリー・
抗 HCV治療の追加が望ましい． 
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生体肝移植レシピエントを含めたＣ型肝炎患者における IL28B 遺伝子多型 (SNP) 

と抗ウイルス療法の効果や肝細胞癌 (HCC) 再発との関係 

 

研究分担者 太田 哲生 金沢大学医薬保健研究域医学系 がん局所制御学 教授 

 

研究要旨： 

(1) 生体肝移植後 C 型肝炎に対する抗ウイルス療法で Sustained virologic 

response (SVR) が得られたのは IL28B 遺伝子多型(rs8099917) がメジャー

アレル (TT) 型のレシピエントのみであった． 

(2) C型肝炎に対する抗ウイルス療法で SVR が得られる条件は，IL28Bメジャ

ーアレル型であること，肝 IFN-stimulated genes (ISGs) の発現が低値であ

ること，HCV の ISDR mutation が 1以下であることが重要であった． 

(3) IL28B メジャーアレル型では肝組織内の ISGs 発現は，IFNβとは無関係

で，主に IFNλ2/3 により制御されている．一方，マイナーアレル型では，

他の因子（IFNλ4）の関与が示唆された． 

(4) C型肝炎に対する抗ウイルス療法で SVR 率の高い IL28B メジャーアレル

型は，マイナーアレル型に比べて HCC 治療後の早期再発率が有意に高く，

IL28B 遺伝子多型が早期 HCC 再発の有意な独立した因子と判定された．

IL28B マイナーアレル型の方が，背景肝での ISGs の発現が有意に亢進する

とともに，癌部における Immune-related genes の発現や Tリンパ球とマク

ロファージの浸潤が亢進し，局所における抗腫瘍免疫が高まっていることが示

唆された．一方で，IL28B メジャーアレル型ではマイナーアレル型に比べて

末梢血 T リンパ球中の regulatory T cell の比率が上昇し，抗腫瘍免疫の低

下が示唆された． 

 

Ａ．研究目的 

C型肝炎患者における IL28B 遺伝子多

型が，インターフェロン(IFN) を中心とした

抗ウイルス療法の効果を推察する上で有効

な指標となることが明らかにされているが，

そのメカニズムは未だ解明されていない．ま

た，C型肝炎患者に高率に合併する HCC と

の関係についても不明なままである．そこで，

研究分担者（太田哲生）は当施設の消化器内

科（金子周一，本多政夫）および形態病理学
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（中沼安二）と共同で，C型肝炎における 

IL28B 遺伝子多型の意義について分子レベ

ルでの解明を進めた．IL28B 遺伝子多型と

C型肝炎治療抵抗性のメカニズムと肝細胞

癌再発との関係を明らかにすることで，厚生

労働省が C型肝炎対策の指針を作成する上

で，重要な指標を提示することが可能となる

ことが期待される． 

 

Ｂ．研究方法 

当院で肝切除か生体肝移植もしくはラジ

オ波焼灼療法(RFA) が行われた C型肝炎 

HCC 患者の末梢血液と肝細胞癌組織，背景

肝組織を用いて，IL28B 遺伝子多型

(rs8099917) と interferon stimulated 

genes (ISGs) との関係について詳細な検討

を行った．さらに，肝の局所免疫について免

疫組織学的検討を行った． 

（倫理面への配慮）金沢大学倫理委員会の承

認のもと患者の承諾を得て研究を実施した． 

 

Ｃ．研究結果 

 当施設では，肝臓内の ISGs に注目して 

IL28B遺伝子多型と IFN 治療抵抗性との

関係について検討を行ってきた．（Honda M, 

Sakai A, Yamashita T, et al.  Hepatic 

ISG expression is associated with genetic 

variation in interleukin 28B and the 

outcome of IFN therapy for chronic 

hepatitis C.  Gastroenterology 2010, 139: 

499–509）（Honda M, Nakamura M, 

Tateno M, et al.  Differential interferon 

signaling in liver lobule and portal area 

cells under treatment for chronic 

hepatitis C.  Journal of Hepatology  

2010, 53:  817–826） 

 

① C型肝炎患者の肝臓の遺伝子の発現を検

討したところ，ISGs の発現が高い方が 

IFN 治療に抵抗性であることを明らに

した．IFN 治療に良く反応する症例 

(Responder) では，IFN 治療前の ISGs 

が低く抑えられているものの，IFN 治療

に伴って強く誘導されることが明らかと

なった．一方，治療抵抗例 

(Non-responder) では治療前から ISGs 

が既に高く誘導されているものの，治療

後はあまり ISGs の誘導が増加しないこ

とが明らかとなった．ただし，この現象

はあくまでジェノタイプ 1型の HCV に

ついて言えることであり，ジェノタイプ 2

（セロタイプ 2）型については ISGs の

誘導はそれほどウイルスの消失と関連し

ないことが明らかとなった． 

② 次に，IL28B の遺伝子多型と肝内の

ISGs の発現の関連について検討したと

ころ，IFN の効果が乏しいとされる 

IL28B マイナーアレル型は，メジャーア

レル型に比べて肝内の ISGs の発現が高

いことが判明した．同時にマイナーアレ

ル型の肝臓では，治療前からインターフ

ェロンαシグナルがより強く発現し，Wnt 

シグナルが増えていることも判明した．

一方，メジャータイプの肝臓では，IL12，

IL2 や IL7 シグナルなどの T ，B細胞

系，DC 系に関連する遺伝子がマイナー

アレル型より強く発現していることが明

らかとなった．IL2 は肝移植後の拒絶に

関与するため，メジャーアレル型であれ

ば SVR を得られやすいかわりに，IFN 

療法により拒絶をきたすリスクはむしろ

高まるのではないかと推察される． 
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③ ISGs や IL28B遺伝子多型 (SNP) が 

IFN の治療効果にどれだけ寄与するの

かを多変量解析で検討したところ，とも

に有意な規定因子と判定され，両者がそ

れぞれ独立した治療効果予測因子となり

えることが示唆された．当施設での検討

の結果，C型肝炎に対する抗ウイルス療

法で SVR が得られる条件は，IL28Bメ

ジャーアレル型であること，肝 ISGs の

発現が低値であること，HCV の ISDR 

mutation が 1以下であることが明確と

なった． 

④ これらの結果をもとに，生体肝移植後

HCV再感染例におけるレシピエントの 

IL28B 遺伝子多型(rs8099917の SNP) 

と IFN の治療効果との関係について検

討した．当科における生体肝移植後HCV

再発症例におけるレシピエント自身の 

IL28B 遺伝子多型 (SNP) と 

Peg-IFN/RBV 療法の治療効果について

検討した結果，下図に示した通り，IL-28B 

メジャーアレル型の Peg-IFN/RBV 療法

の治療効果はきわめて良好であり，

63.6％（7/11例）で SVRが得られた．メ

ジャーアレル症例の中には治療効果が期

待できたにもかかわらず，やむを得ない

理由で IFN 治療を中止した症例も含ま

れるため，さらに高い奏効率が期待でき

るものと推察される．一方，IL28B マイ

ナーアレル型では SVR は１例も認めら

れず，治療成績はきわめて不良であった．

この結果はこれまでの報告と比べて，よ

り明瞭なものであり，ドナー側の因子を

無視できるほどのインパクトがある． 

 

次に，IL28B 遺伝子多型と治療後 HCC 

再発との関係について詳細な検討を行った． 

⑤ C型肝炎に対する抗ウイルス療法で 

SVR が得られやすいメジャーアレル型

は，マイナーアレル型に比べて有意に 

HCC 治療後の早期再発率が高かった．即

ち，抗ウイルス療法に抵抗性のマイナー

アレル型の方が，早期 HCC 再発率が有

意に低かった．多変量解析を行った結果，

IL28B 遺伝子多型は早期 HCC 再発の

有意な独立した予後規定因子と判定され

た． 

⑥ そのメカニズムを考察する上で，いくつ

かの注目すべき知見が得られた．マイナ

ーアレル型の方が，背景肝での ISGs の

発現が有意に亢進するとともに，癌部に

おける Immune-related genes の発現

が亢進し，実際に T リンパ球やマクロフ

ァージの浸潤が亢進していた． 

⑦ また，IL28B メジャーアレル型ではマイ

ナーアレル型に比べて，末梢血 T リンパ

球中の Regulatory T cell (Treg) の比率

が上昇していた． 
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Ｄ．考察 

C型ウイルス性肝炎レシピエントの 

IL28B 遺伝子多型については，メジャーア

レル型の方が肝移植後の IFN/Ribavirin 

療法の SVR 率が高く，肝の線維化も抑制

されて有意に予後良好であるという結果は

概ね受け入れられている．一方，ドナー（グ

ラフト）の IL28B 遺伝子多型については

相反する報告が見受けられる．レシピエン

トと同様にドナーの遺伝子多型がメジャー

型の方が HCV に対して SVR が得られ

る可能性が高いものの，グラフト肝の線維

化が早期に起こり，生命予後はマイナー型

に比べてむしろ不良であると報告されてい

る．その原因として，拒絶などの肝炎以外

の要因も取りざたされているが，必ずしも

明確ではない． 

IL28B メジャーアレル型でも 

non-responder 症例が含まれており，その

メカニズムの解明を進める必要がある．マ

イナーアレル型では ISGs 発現に IFNλ

2/3 以外のメカニズムの関与が示唆された．

最近マイナーアレル型で IFN-λ4の発現

が報告されたが，我々も，マイナーアレル

型で ISGs を誘導するものの HCV の複

製をむしろ増強させる液性因子を同定し

た．今後，この液性因子の解析を進めると

ともに，IFN 治療抵抗性への関与を評価し

ていきたい． 

肝内の ISGs は，主に IFNλによってそ

の発現が制御され，IFNβの影響を受けな

いことが明らかとなった．IFNβは ISGs 

の発現に影響を及ぼさないので，抗ウイル

ス活性においては ISGs – IFNλとは 

independent なメカニズムの存在が示唆さ

れる．今後，このメカニズムを明らかにす

る必要がある． 

IL28B 遺伝子多型は，C型肝炎の治療抵

抗性という側面からみれば，メジャーアレ

ル型の方が治療に有意であることは疑いよ

うもないが，その一方で，HCC に対する治

療という側面から見れば，マイナーアレル

型の方が治療に有利であり，相反する結果
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となった． 

IL28B マイナーアレル型では，メジャー

アレル型に比べて背景肝の ISGs の発現が

有意に亢進するとともに，癌部における 

Immune- related genes の発現や T リン

パ球とマクロファージの浸潤が亢進してい

たことより，局所における抗腫瘍免疫が高

まっていることが示唆された．実際に，ISGs 

の亢進は HCC の増殖抑制やアポトーシス

亢進につながることが報告されており，マ

イナーアレル型における局所腫瘍免疫の亢

進が早期 HCC 再発の抑制につながったも

のと考える．一方，IL28B メジャーアレル

型ではマイナーアレル型に比べて末梢血 T 

リンパ球中の Treg の比率が上昇し，抗腫

瘍免疫の低下が示唆された．即ち，IL28B 

遺伝子多型がマイナーアレル型では，局所

の抗腫瘍免疫が亢進し，メジャーアレル型

では局所の免疫寛容が亢進していることが

示唆された．一方，抗ウイルス療法による

ウイルス排除という点においては，そのこ

とが逆に作用しているものと推察される．

但し，このメカニズムの解明は未だ十分と

はいえず，今後のさらなる検討が必要であ

る． 

 

Ｅ．結論 

 IL28B 遺伝子多型がメジャーアレル型

はマイナーアレル型に比べて，HCVに対す

る抗ウイルス療法における SVR 率が有意

に高いが，HCC 早期再発のリスクはむしろ

高いことが明らかとなった． 
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HCV 陽性肝移植におけるステロイドフリー免疫抑制法と 

preemptive 抗ウイルス療法の意義に関する研究 

 
研究分担者  森 正樹 大阪大学大学院 消化器外科 教授 

 
A．研究目的 

HCV陽性症例に対する肝移植後のHCV肝炎再

発は必発であり、他の原疾患による肝移植と

比較して成績不良である。そこで本研究にお

いては、術後免疫抑制としてステロイドを使

用しないステロイドフリー免疫抑制法と術

後早期から低用量より開始する preemptive

インターフェロン+リバビリン療法（Low 

dose interferon ribavirin (LDIR) therapy）

を導入し、HCV 肝炎の再発予防の有効性につ

いて検討した。さらに、最近注目されている、

ゲノム解析（IL28B-遺伝子多型：SNIP）を施

行することで、ステロイドフリー免疫抑制法

と LDIR therapy の有効性との関係について

検討した。 

 
B．研究方法 
(1) ステロイドフリー免疫抑制法と LDIR 
therapy の有用性 

1999年より2008年の間に行われた成人間生

体肝移植 85 例中、HCV 肝炎陽性 31 例のうち

で、ABO 不適合肝移植症例、HBV との混合感

染症例、ステロイドを術中１gのみ使用した

症例を除く 28 例を対象とした。抗ウイルス

治療は、術後肝機能が安定し次第速やかに低

用量（ペグインターフェロンα-2b 0.5μ

g/kg/week+ribavirin 400mg/day）より開始

し、副作用に応じて増減を行い、HCVRNA が

陰性化してから 48 週間投与を行った。免疫

抑制剤はステロイドを全く使用しないステ

ロイドフリー群（F群、n=17）とステロイド

を漸減し 3 か月で終了するステロイド群（S

群、n=11）を用いた。HCV 肝炎再発の診断は、

肝機能異常、HCVRNA 陽性、および組織学的

に A2 あるいは F2 以上と定義した。 
 
(2) IL28B-遺伝子多型：SNIP と、HCV 関連肝

移植における抗ウイルス療法との関係 

1999年より2011年の間に行われた成人間生

体肝移植 123 例中、HCV 肝炎陽性 46 例のう

ちで、ABO 不適合肝移植症例、HBV との混合

研究要旨 HCV陽性症例に対する肝移植後のHCV肝炎再発に対して、ステロ

イドフリー免疫抑制法と術後早期から低用量より開始する preemptive インターフ

ェロン+リバビリン療法（Low dose interferon ribavirin (LDIR) therapy）の有効性

と、さらには、上記症例のゲノム解析（IL28B-遺伝子多型：SNIP）を施行すること

でステロイドフリー免疫抑制法とLDIR therapyの有効性との関係について検討し

た。その結果、ステロイドフリー免疫抑制法は早期の HCV 再発を抑制していた

が、HCV に対する抗ウイルス療法の効果については、IL28B-SNIP の結果と有

意に相関しており、LDIR のプロトコールの有用性との関係は明らかではなく、今

後の検討課題であると思われた。 
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感染症例、ステロイドを術中１gのみ使用し

た症例を除く 39 例を対象とした。上記の 39

症例中 36 例について、ゲノム解析（IL28B-

遺伝子多型：SNIP）を施行した。研究（１）

の結果とあわせ、ステロイドフリー免疫抑制

法と LDIR therapy の有効性との関係につい

て検討した。 

 
C．研究結果 

（１）ステロイドフリー免疫抑制法と LDIR 

therapy の有用性 

LDIR は 14 例（50%）に施行しえた。LDIR が

施行できなかった原因は、HCV 早期再発 6例

（21.4%）、早期グラフト損失 4 例（14.3%）、

その他（血小板減少、腎機能障害など）4例

（14.3%）であった。LDIR 治療導入率は、免

疫抑制法別では F群：70.6%、S 群：18.2%と

F 群で高かった。28 例中 HCV 肝炎再発を 8例

（29.6％）で、SVR は 9 例（33.3％）に認め

られた。HCV 肝炎再発危険因子は、LDIR 施行

（P=0.001）、S群（P=0.026）、急性拒絶反応

（P＜0.001）であった。 

 

（２）IL28B-遺伝子多型：SNIP と、HCV 関連

肝移植における抗ウイルス療法との関係 

IL28B 遺伝子多型の結果については、TT：30

例、GT/GG：6 例で、83%が MAJOR であった。

抗ウイルス療法の効果については、LDIR は

IL28B遺伝子多型の結果に有意に相関してお

り、抗 HCV 治療のプロトコールによる治療効

果については明らかでなかった。その一方で、

ステロイドフリー免疫抑制療法については、

移植直後の HCV-RNA の上昇を抑制すること

で、早期の HCV 再発と FCH の発症を認めなか

った。 

 

D．考察 

HCV陽性症例に対する肝移植後のHCV肝炎

再発に対するステロイドフリー免疫抑制療

法および低用量 preemptive 抗ウイルス療法

は、安全かつ有効性が期待できると考えられ

た。その一方で、ゲノム解析（IL28B-遺伝子

多型：SNIP）を施行することで、肝移植後の

ウイルス治療効果にレシピエント IL28B 遺

伝子多型が有意に関与していたことが明ら

かになった。次に、ステロイドフリー免疫抑

制法により、HCV 肝炎早期再発頻度を抑制す

ることが可能であり、HCV 肝硬変・肝移植症

例のウイルス治療に意義がある可能性が示

唆された。また、Preemptive にウイルス治

療を開始することで、肝線維化の進行を抑制

することが可能であったが、IL28B 遺伝子多

型の結果を考慮すると、その意義については

明らかではなかった。 

 
E．結論 

ステロイドフリー免疫抑制療法および低

用量 preemptive 抗ウイルス療法は安全なな

プロトコールであった。また、ステロイドフ

リー免疫抑制法は早期の HCV 再発を抑制し

ていたが、HCV に対する抗ウイルス療法の効

果については、IL28B-SNIP の結果と有意に

相関しており、その意義については、今後の

検討課題であると思われた。 
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artery reconstruction in living donor 
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厚生労働科学研究費補助金 肝炎等克服緊急対策研究事業 

H23-25 年度 総合分担研究報告書 
 

Ｃ型肝硬変肝癌発症・非発症サンプルのプロテオーム解析 
 

研究分担者 朝長 毅 独立行政法人医薬基盤研究所 創薬基盤研究部  

              プロテオームリサーチプロジェクト プロジェクトリーダー 
 

研究要旨：Ｃ型肝硬変・肝癌非発症サンプル、Ｃ型肝硬変・肝癌発症サンプル、正

常肝サンプル間のタンパク質発現を比較定量することを目的として、試料の前処

理、標識、質量分析、データ解析の各段階における多検体試料への対応、最適化を

行い、多検体臨床サンプルを用いたプロテオーム解析システムを構築した。このシ

ステムを用いて、Ｃ型肝硬変、肝癌非発症サンプル 5 検体、Ｃ型肝硬変、肝癌発

症サンプル 5 検体、正常肝サンプル 2 検体間のタンパク質発現の比較定量を行っ

た結果、1833 個のタンパク質が同定された。そのうち肝癌非発症/肝癌発症の発現

比が 2 倍以上のタンパク質が 34 個、0.5 倍以下のタンパク質が 8 個同定された。

これらのマーカー候補タンパク質は、肝移植後 C型肝炎に対する治療法の標準化に

資する情報になると考えられる。 

 

Ａ．研究目的 

近年、疾患プロテオミクスという新たな

分野が開拓され、様々な疾患の原因やその

診断マーカーを探索するために、主に質量

分析計を用いたプロテオミクスの手法が取

り入れられている。このような動向の背景

として、安定同位体標識技術を用いた定量

技術の開発、質量分析計の高感度化などの

技術開発により、生体試料中のタンパク質

を一度に数多く定量することが可能になっ

たことが挙げられる。しかし、臨床サンプ

ルについては、サンプル量に限界があるこ

と、サンプル間のばらつきが大きいことな

ど、代謝標識ができないこと、多検体解析

に対応する必要があること、など培養細胞

や実験動物サンプルと比較して、プロテオ

ーム解析に求められる難易度が高い。そこ

で本研究においては、定量的プロテオミク

スの手法を駆使することによって、Ｃ型肝

硬変・肝癌非発症サンプル、Ｃ型肝硬変・

肝癌発症サンプル、正常肝サンプル間のタ

ンパク質発現を大規模に比較定量し、肝移

植後 C型肝炎に対する治療法の標準化に資

する情報を得ることを目的とする。 

 

Ｂ．研究方法 

①臨床サンプルの大規模比較定量解析シス

テムの構築 

臨床サンプルの大規模定量プロテオーム

解析を実施するために、サンプルの前処理、
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標識、質量分析、データ解析の各段階にお

ける多検体試料への対応、最適化を行う必

要がある。H23年度は、解析ソフト Proteome 

Discoverer1.3を導入し、多検体比較解析が

可能な環境を整備した。H24、H25年度は実

際の臨床サンプルを用いて、下記の方法で

解析を行った。 

②サンプルの破砕・タンパク質抽出・サン

プルの品質検査 

京都大学病院にて手術を受けたＣ型肝硬

変・肝癌非発症サンプル、Ｃ型肝硬変・肝

癌発症サンプル、正常肝サンプルを、粉末

状に破砕後、Phase Transfer Surfactant法を用

いて抽出されたタンパク質に対してトリプ

シンで消化を行った。また抽出されたタン

パク質は SYPRO Ruby染色を行い、サンプ

ルの品質検査を同時に行った。 

②タンパク質の消化・安定同位体タグによ

るサンプルの標識 

アミン特異的安定同位体標識タグである

iTRAQ試薬を用いて、タンパク質を消化し

た各サンプル中のペプチドを標識した。 

③陽イオン交換カラムによる分画 

標識ペプチドは、陽イオン交換カラム

(ZORBAX 300SCX, Agilent)で 20分画した後

に C18 Stagetip を用いて脱塩濃縮し、液体

クロマトグラフ質量分析に供した。 

④液体クロマトグラフ質量分析・データ解析 

LC (AMR, Paradigm)-MS/MS (AB Sciex, 

Qstar Elite) を用いて、各分画中の標識ペプ

チドを分析した。データ解析は解析ソフト

Mascot Daemon (version 2.3)でピーク情報

の取得を行い、同定にはMascot (version 2.4)

サーチエンジンを用いた。同定結果の統計

処理には Proteome Discoverer (version 1. 3)を

用いて、ペプチド・蛋白質の偽陽性同定率

が 1%以下となるように解析した。 

（倫理面への配慮） 

京都大学医学研究科による審査で承認され

た方法で採取保管され、検体の個人情報が

漏出することがないように匿名化が厳重に

行われるように配慮した患者の手術検体を

用いた。 

 

Ｃ．研究結果 

臨床サンプルの大規模比較定量解析シス

テムの構築に関しては、アミン特異的安定

同位体標識タグである iTRAQ試薬を導入し、

一度に 4検体を同時定量することが可能に

なった。また iTRAQ試薬による定量解析を

複数回行うことで、4検体以上の比較定量を

行うことが可能であるが、実際に、複数回

の解析データを統合して解析を行うために、

Proteome Discoverer (version 1. 3)を導入し、

32検体同時に解析することができることを

確認した。 

次にＣ型肝硬変・肝癌非発症サンプル 5

検体、Ｃ型肝硬変・肝癌発症サンプル 5検

体、正常肝サンプル 2検体について定量プ

ロテオーム解析を行った。その結果、1833

個のタンパク質が同定された。そのうち、

Ｃ型肝硬変・肝癌非発症サンプルとＣ型肝

硬変・肝癌発症サンプル間で 2倍以上の変

動したタンパク質を 42個、Ｃ型肝硬変・肝

癌非発症サンプルと正常肝サンプル間で 2

倍以上の変動したタンパク質を 165個、Ｃ



- 79 - 
 

型肝硬変・肝癌発症サンプルと正常肝サン

プル間で 2倍以上の変動したタンパク質を

223個同定した。 

 

Ｄ．考察 

臨床検体間で発現差のあるタンパク質を

特定するための技術基盤を構築し、本基盤

を用いて実際に検体を解析した結果、Ｃ型

肝硬変サンプルと正常肝サンプルでのプロ

テオームプロファイルは大きく異なる一方

で、Ｃ型肝硬変、肝癌非発症・発症サンプ

ル間の差は小さく、2倍以上の発現量の差が

見られたタンパク質は 42個（全体の 2.6%）

であった。これらの発現差のあるタンパク

質は、肝癌非発症・発症を予測するマーカ

ータンパク質としてのポテンシャルを有す

るとともに、発症機構解明の手がかりとな

りうる。今後解析サンプル数を増やすこと

で、より精確に変動タンパク質群を特定す

ることが期待される。 

 

Ｅ．結論 

 臨床検体を用いたタンパク発現定量解析

システムを構築し、Ｃ型肝硬変・肝癌非発

症サンプル、Ｃ型肝硬変・肝癌発症サンプ

ル、正常肝サンプル間で発現変動している

タンパク質群の同定に成功した。本研究で

確立された手法は普遍的であり、様々な臨

床検体を用いたバイオマーカー探索への貢

献が期待される。 
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厚生労働科学研究費補助金 肝炎等克服緊急対策研究事業 

H23-25年度 総合分担研究報告書 
 

移植後ウイルス血症を呈する宿主因子の探索とウイルス増殖予防法の開発 
 

研究分担者  下遠野 邦忠  国立国際医療研究センター 特任部長 

 

研究要旨：C 型肝炎ウイルス（HCV）の感染、増殖を制御する宿主因子を
解析して、ウイルス血症が起こる機構を明らかにする事を目指した。研究の
初年度はウイルスゲノム複製を促進する宿主因子を単離するために、herpes 
simplex virusの thymidine kinase (TK)遺伝子を HCVゲノムに組み込み、
それを用いて宿主因子を探索する系を考えたが、TK遺伝子を組み込んだウ
イルスゲノムの産生が計画通りに進まなかったために中断し、現在は新たな
スクリーニング系を構築中である。一方、ウイルス感染初期過程の解析を行
い、培養の通常の条件に比べ、低酸素条件下で培養するとウイルス感染が増
加する事を見いだした。新たに見いだした本感染系はこれまでの感染系とは
異なり、CD81の存在を必要としない。生体内組織の酸素分圧を考慮すると、
肝臓へのHCV感染は通常の条件下での培養細胞への感染とは異なる可能性
が考えられた。 

HCV に感染した肝組織においては、各種サイトカイン等の産生により、
周辺の環境が変化する可能性がある。特に生体内の HCV感染肝細胞が取り
巻く周辺の非肝実質細胞との相互作用を介して、ウイルス複製が変化する可
能性を調べた。具体的には HCV感染肝細胞と星細胞とを混合培養する事に
よる各種サイトカイン産生を調べ、それらが HCV感染に与える影響につい
て調べた。その結果、HCV 感染細胞は肝星細胞とサイトカインを介したク
ロストークをしており、それが感染肝細胞の運命を決め、その結果ウイルス
の産生に影響を与えると考えられる結果を得た。 

 
Ａ．研究目的 

C型肝炎ウイルス（HCV）感染に

よる肝疾患増悪の結果肝移植を受け

た患者の中には移植後に HCV が再

活性化され、慢性肝炎を再発するよ

うになる場合が多い。免疫抑制剤投

与によるために、ウイルス増殖が許

容される環境に曝されたためと考え

られ、ウイルス血症を呈するように

なる。近年インターフェロン、リバ

ビリン以外にウイルスタンパク質の

機能を直接抑制する薬剤(DAA)が上

市されてきており、インターフェロ

ン投与がなくてもウイルス血症を抑

える選択肢が増えつつある。しかし、

これらの薬剤も副作用や耐性ウイル

ス出現の問題があるために、有効性

については慎重に対処する必要があ

る。 

種々の宿主因子が HCV の増殖に関
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与している。その中からウイルスの

複製に中心的に働く宿主因子が明ら

かになれば、その因子を標的にして

ウイルス血症に対処する方策を開発

できる可能性がある。一方、ウイル

ス感染細胞の肝組織内環境の変化も

ウイルス産生に影響を与える可能性

が高い。そこで、HCV感染肝細胞を

取り巻く周辺細胞が、HCV増殖と産

生にどのような効果を与えるかを調

べる意義は大きい。また、生体内の

肝組織の酸素暴露を培養細胞で模擬

し、その条件下における HCV 感染

を調べることにより酸素分圧がウイ

ルス感染に与える影響を調べた。 

 

Ｂ．研究方法 

1. herpes simplex virus の thymidine 

kinase (TK)遺伝子を組み込んだ

HCVゲノムの構築と、それを用い

た HCVゲノム複製制御宿主因子単

離の試み。 

HCVフルゲノムに TK遺伝子を組み

込んだ組み換えゲノムを構築して、そ

れが自立的に複製する細胞を単離す

る。細胞が樹立されたら、それにHCV

感染が起こらない細胞から得た

cDNAライブラリーの発現プラスミ

ドを導入し、その後細胞をガンシクロ

ビールで処理し、TKを発現しない細

胞（HCVゲノム複製が抑制されたと

考えられる）を得る。それらの細胞か

ら導入した cDNAを回収してその遺

伝子を特定する。この遺伝子は HCV

ゲノム複製を負に制御すると考えら

れるので、その機能を解明する事によ

り、HCVゲノム複製の詳細を明らか

にする。 

 

2. HCV感染細胞を取り囲む肝非実質

細胞とのクロストークを介した、感

染細胞の変化の解析。 

肝星細胞は類洞と肝細胞の間に介在す

る間質細胞であり、解剖学的には細胞

の突起が肝実質細胞とコンタクトして

いる。HCV感染細胞を取り巻く環境が

ウイルスの増殖を制御している可能性

が考えられるために、両者の混合培養

によるこれまでに予備的解析から

HCV 感染細胞と星細胞を混合培養し

た場合に、サイトカイン産生を介した

クロストークが見られたので、以下の

研究方法でその詳細を明らかにした。 

(1). HCV感染細胞、あるいは HCVゲ

ノム自立複製細胞を肝星細胞と混

合培養して得られるサイトカイン

産生の変化を調べ、そのサイトカ

インを同定した。実験には HCV感

染 JFH1 細胞、樹立肝星細胞であ

る LX2および Li90を用いた。 

(2). 変化が見られた場合、それが何に

起因するかを解析して原因を明ら

かにする。生理活性を示すか否か

についても調べた。 

(3). HCV 感染細胞およびレプリコン

自立複製細胞を用いて同様の実験
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を行った。レプリコン細胞として

は HCV1b 型ゲノムに由来する

NNC、JFH1 サブゲノムレプリコ

ン細胞等を用いた。 

 

3. HCV 感染初期過程の解析（特に酸

素分圧の違いによる HCV 感染様式

の解析） 

試験管内での HCVの感染、増殖を解

析する方法として、HuH7.5細胞への

HCVクローンのひとつである JFH1

感染実験がある。この系は他の方法に

比べ、感染効率、複製効率およびウイ

ルス粒子放出効率が高いために、ウイ

ルス感染実験によく用いられている

が、生理的条件下での感染、増殖を考

える時に、この系が最適であるかは不

明である。細胞の培養条件の違いでも

ウイルス感染性は変化すると考えら

れる。試験管内感染系として出来るだ

け生体に近い条件での HCV感染を

調べる事を目的として、(1) 低酸素条

件下における HCV感染、複製を調べ

る。HuH7.5を低酸素条件で培養し、

ウイルス感染性の違いを調べる。(2) 

低酸素時において細胞表面に発現誘

導され、ウイルス感染に関与する因子

を明らかにする。(3) その因子と

HCV感染の分子機序を明らかにする。 

 

（倫理面への配慮） 

本研究はヒト臨床検体、あるいは動

物実験を含まない。 

Ｃ．研究結果 

(1)TK遺伝子を組み込んだ HCVレプ

リコンの作成とそれを用いた HCV

複製阻害因子の探索の試み。 

 TK遺伝子を組み込んだ HCVゲノム

を発現するプラスミドを構築した。本

プラスミドを細胞に導入し、ウイルス

ゲノム複製細胞を単離する試みをした

が、目的の細胞は得られなかった。TK

遺伝子領域に種々の欠失を導入した場

合、TK活性が失われたものだけは細

胞の回収が可能であった。TKを HCV

レプリコン細胞に別途発現させた場合

にも、レプリコン細胞を単離できるの

で、単に TK活性があるために

TK/HCV組み換えレプリコン細胞が

単離できないというわけではない。原

因が不明であるために本実験の遂行は

中断した。 

 

(2)HCV感染肝細胞と肝星細胞とのク

ロストークによるサイトカイン産生。 

(i)JFH1/HuH7とヒト肝臓由来星細胞

（LX2）の混合培養により培地中に

MIP-1betaの発現が観察された。 

両細胞を混合培養する事により培養液

中にMIP-1betaが放出された。細胞の

接着によるのではなく、培養上清を介

した現象であった。LX2細胞の培養上

清を JFH1/HuH7 に添加したときに

MIP-1beta 産生が観察され、逆に

JFH1/HuH7の上清をLX2に添加して

も産生増加は見られなかった。 
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(ii)培養上清に産生される MIP1-beta

は生理活性を有する。 

MIP-1betaはCCR5のリガンドとして

働く事が知られている。CCR5 を産生

する細胞に対する遊走実験を行ったと

ころ、誘導産生された MIP-1beta に

CCR5 産生細胞の誘引作用のある事が

分かった。 

(iii)LX2 が産生する IL-1alpha が

JFH1/HuH7に働きMIP-1beta産生を

上げた。 

LX2培養上清に分泌される IL-1alpha

がHCV感染細胞からMIP-1beta産生

を誘導する事が分かった。 

(iv)肝星細胞を TGFbeta 処理すると

IL-1alpha 産生が高まり、その結果混

合培養により MIP-1beta 産生が増加

した。 

肝星細胞の活性化と IL-1alpha産生と

の関連性を調べるために、TGFbeta処

理LX2細胞の IL-1alpha産生を調べた。

その結果、TGFbeta 用量依存的に

IL-1alphaの産生が高くなった。 

(v)HCVレプリコン細胞では LX2と混

合培養しても MIP-1beta 産生増加は

観察されない。HCV 感染細胞に

IL-1alphaを添加するとMIP-1beta産

生が亢進した。しかし HCV ゲノムレ

プリコン細胞ではその様な事は観察さ

れなかった。その原因として、HCV感

染 細 胞 が 産 生 す る 転 写 因 子 、

C/EBPbeta が MIP-1beta 産生に関与

している事を見いだした。さらに解析

を進め、混合培養により、HCV感染細

胞から産生される因子は MIP-1beta

以外に、C/EBPbetaにより転写活性化

される他のサイトカイン（IL-6, IL-8, 

CXCL2,MIP-1alpha）なども存在した。 

 

(3) 低酸素条件下においては HCV感

染が亢進した。 

HuH7.5細胞を正常酸素分圧と低酸素

分圧で培養し、その後 HCVを感染さ

せ感染細胞を解析した。その結果、低

酸素条件で培養した細胞において有意

に感染細胞の増加が見られた。感染を

定量的に評価するために、ルシフェラ

ーゼ遺伝子を組み込んだ HCV 

(HCV/Luc)を感染させて感染評価を行

ったところ、低酸素条件下では、通常

の酸素分圧条件に比べて、約３倍の感

染性を示した。 

(i) HuH7.5を低酸素条件で培養すると

VLDLR(very low density lipoprotein 

receptor)の産生が亢進した。 

低酸素条件にする事による感染効率の

増加が何に起因するかを調べるために、

細胞表面の蛋白質の変化を調べた。こ

れまでに HCVは膜表面のリポ蛋白質

受容体と会合して感染するといわれて

いるために、それらの遺伝子候補につ

いて低酸素条件で発現促進されるもの

を探索し、VLDLRを見いだした。

VLDLRは正常の酸素分圧下では発現

が検出できないが、約５％の酸素分圧

下で培養すると発現誘導が見られた。  
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(ii) VLDLRを異所性に発現させた細

胞において、HCV感染は有為に亢進し

た。 

低酸素条件下で発現誘導される

VLDLRが HCV感染を亢進する可能

性を調べるために、これまでに HCV

感染が成立しなく、かつ VLDLRの発

現もない HuH7細胞に VLDL遺伝子

を外来的に発現させて、HCV感染が成

立するかを調べた。VLDLRを発現さ

せないコントロール細胞に比べ、感染

が有意に高くなった。 

(iii) VLDLR遺伝子をノックアウトし

た細胞では低酸素条件で培養しても

HCV感染の増加は見られない。 

HuH7.5細胞は低酸素条件下で VLDL

を発現誘導する。そこで、VLDLR遺

伝子を CRISPRによりノックアウト

した細胞を構築した。この細胞を低酸

素条件下で培養しHCV感染させたが、

有為な感染増加は見られなかった。一

方、この細胞に VLDLR variant 2を発

現させると感染増加が観察された。 

(iv) VLDLRを介した HCV感染に

CD81は必要ない。 

HCV感染にはウイルス外膜蛋白質 E2

が CD81と会合し、その後 Claudin1

等の働きにより、感染が成立するとい

われている。VLDLRを介する感染に

おいても CD81が必要か否かを調べる

ために、CD81発現のない

HuH7.5(-CD81)を作成して、 VLDLR

による HCV感染促進を調べた。その

結果、VLDLR依存的な感染にはCD81

が必要ない事が分かった。 

 

Ｄ．考察 

HCV産生は宿主の種々の要因で制

御されている。ウイルス複製に直接正

に働く因子や、抑制的に働く因子の存

在が明らかにされている。TK遺伝子

を組み込んだHCVゲノムを構築して、

ウイルスゲノム複製を制御している宿

主因子の探索を試みたが、アッセイ系

の樹立が困難であったために、スクリ

ーニングに至らなかった。一方、ウイ

ルス血症を引き起こす要因を探るため

に、HCV感染肝細胞を取り巻く環境が

HCVの増殖にどのような影響を与え

るかについて研究を進めた。 

 HCV感染肝実質細胞を肝星細胞

(LX2)を混合培養したところ、HCV感

染細胞からMIP-1betaの産生が観察

された。MIP-1betaは CCR5を発現し

ている細胞障害性 T細胞を誘引する働

きがある。これらのことから、星細胞

の働きにより HCV感染細胞周辺に細

胞障害性 T細胞が引き寄せられ、感染

細胞を破壊する可能性が考えられた。

詳細な解析の結果、混合培養により

MIP-1betaの他に IL-6, IL-8, CXCL2, 

MIP-1alpha等も誘導される事を見い

だし、これらがウイルス産生に影響を

及ぼしている可能性が考えられた。 

 低酸素条件下で培養した細胞では

HCV感染が亢進する事を明らかにし
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た。その際、低酸素条件下で発現誘導

される VLDLRが感染を亢進する事を

見いだした。HCV感染には、複数の宿

主蛋白質が関与する事が知られている。

その中でも SR-BI, LDLRなどリポ蛋

白質受容体が細胞への吸着に必要とさ

れている。ウイルス粒子にはアポリポ

蛋白質 Eが会合しており、この蛋白質

を除くと培養細胞HuH7.5へのウイル

ス感染性は極端に低下する。従って、

SR-BI, LDLR等は粒子に会合してい

るアポリポ蛋白質 Eを介して吸着し、

その後のウイルスの粒子侵入に寄与す

ると考えられている。一方、アポリポ

蛋白質EはVLDLRのリガンドとして

も働く事が知られている。HuH7.5は

通常の培養条件では、VLDLRを発現

していない。しかし、低酸素条件で培

養すると発現が誘導される。そこで、

低酸素条件下での HCV感染をしらべ

たところ、感染効率が高くなる事を見

いだした。VLDLR遺伝子を外来的に

発現させた細胞では、低酸素条件にし

なくても感染の増加が観察された。

CRISPRで VLDLRをノックアウトし

たHuH7.5では低酸素条件下でも感染

の増加は見られなかった。また、

VLDLRの細胞質側領域を欠失させた

分子を発現する HuH7.5細胞も HCV

感染の増加は観察されなかった。以上

から VLDLRは HCV感染に重要な宿

主因子のひとつであると考えられる。

なお、VLDLR発現による HCVの感染

増加には CD81が必要でない事から、

これまで報告された HCV感染様式と

は異なる感染機構が存在するといえる。 

 生体内における酸素分圧は組織によ

り異なり、肝組織における分圧はおよ

そ 6%と推定される。培養細胞を用い

た通常の酸素分圧下での HCV感染が

生体内にそのまま適用出来るとは限ら

ない。移植後のウイルス血症も、HCV

感染機構の変化によりもたらされる可

能性が考えられる。 

 

Ｅ．結論 

HCV血症要因を明らかにすべく、

HCVの複製制御機構の解析を行った。

HCV感染肝細胞を肝星細胞と混合培

養することにより、感染細胞から IL-6, 

IL-8, MIP1betaが産生されることが

分かった。ウイルス産生制御には感染

細胞を取りまく環境についての理解も

重要である事が分かった。これらのサ

イトカイン産生がウイルス血症にどの

ような効果を発揮するか興味が持たれ

る。 

HCV感染の分子機構を解析し、低酸

素条件下で誘導される VLDLR発現が

感染促進因子として働いている事を明

らかにした。この因子を介した感染は、

CD81を必要としないので、新たな感

染経路であると考えられる。このよう

な感染様式が生体内の低酸素条件下で

存在し、ウイルス血症の要因のひとつ

に寄与すると考えられる。 
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舟見 健児、川上 志保、瀬谷 司、下遠

野 邦忠・HCV感染培養肝細胞は肝星状

細胞と共培養する事によりMIP-1 beta

産生を誘導する・文部科学省新学術領域
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研究 がん研究分野の特性等を踏まえ

た支援活動 公開シンポジウム・平成25

年1月30日・東京 

3. 西辻 裕紀、舟見 健児、清水 裕子、宇

治野 真之、山本 祐美、鈴木 律子、川

上 志保、瀬谷 司、高久 洋、下遠野 邦

忠・HCV感染肝細胞は肝星状細胞と共

培養する事によりMIP-1 beta産生をあ

げる・第60回日本ウイルス学会学術集

会・大阪・平成24年11月13日 

    

Ｇ．知的財産権の出願・登録状況 

（予定を含む。）  

 1. 特許取得 

  なし 

 2. 実用新案登録 

  なし 

 3.その他 

  なし



 
 

 


