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研究要旨：直接作用型抗ウイルス剤により C型慢性肝炎に対する治療は飛躍的に向上するが，一部

では，完治に至らない症例も出現すると思われる．本研究では，これらの症例に対する治療法開発

を目的とし，以下の検討を行い，知見を得た． 

（1）薬剤耐性や種々のgenotypeのHCVに対する既存の薬剤による有効な治療法の開発 

プロテアーゼ阻害剤/PEG-IFN/RBV併用療法において，次世代シークエンサーを用いて，治療後超

早期のウイルスゲノム多様性減変化は IFL3 SNPに有意な関連があり，治療効果を予測しうる因子

となる可能性を示した．HCV感染マウスを用いてNS3 D168変異が約 10%以下の場合にはダクラ

タスビル＋アスナプレビル併用投与によりHCV排除が可能なことを見いだした．培養細胞系を用

いて，HCVが異なる細胞に感染する際，新たな quasispeciesを出現すること，さらにHCV感染マ

ウスでは，培養細胞とは異なる quasispeciesが選択されることを明らかにした． 

（2）現在開発が行われている以外のウイルス蛋白をターゲットとした治療薬の開発 

 HCV培養細胞系を用いてビタミンA誘導体がHCV複製抑制効果を有しており，中でも，肝癌の

chemopreventionの有用性が報告されているPeretinoin（NIK333）が最も強力であることを見いだした． 

（3）宿主因子をターゲットとした治療薬の開発 

 培養細胞系を用いてHCV感染を阻害する化合物をスクリーニングし，ウイルス粒子形成または分

泌過程を阻害することが推測される12種類の化合物を見いだした．うち脂質代謝に関与する化合物

Aの持つPLD阻害活性が感染性HCV産生阻害に重要であり，PLD阻害剤がHCV粒子の分泌を阻害し，

HCV感染の拡大を阻止することを見いだした．HCV感染ヒト肝細胞キメラマウスからヒト肝細胞を

分離培養したところ，培養上清にHCV RNAが放出されることが確認された． 

（4）IFN，その他の抗ウイルス性サイトカインを利用したウイルス排除法の開発 

 HCV感染に対する IFN-λ3遺伝子治療法の開発を試み，HCVレプリコン細胞に IFN-λ3発現プラ

スミドを導入したところ抗HCV効果が確認された．またHCVレプリコン細胞を用いて薬剤ライ

ブラリーによってHCV複製を抑制する新たな薬剤をスクリーニングすることにより，ステアリル

CoAデサチュラーゼ（SCD）阻害薬が効果的にHCVゲノム複製を抑制すること，SCD阻害薬を

DAAや IFNと併用することで相加的および相乗効果的に作用することを見いだした． 

 透析患者および肝移植患者に対するダクラタスビル＋アスナプレビル併用療法の安全性および

有効性を検討する臨床研究を行っていく． 
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A. 研究目的  

 直接作用型抗ウイルス剤（DAA）により

C型慢性肝炎に対する治療は飛躍的に向

上する．しかし，これらの治療が全て実用

化されても多剤耐性ウイルスの存在によ

り，現在考え得る全ての治療薬を使用して

も完治に至らない難治例の存在が既に明

らかになっている．また，genotype 1b型お

よび2型以外のC型肝炎ウイルス（HCV）

感染例に対する対策も十分でない．今後を

講じるべき難治例としては，耐性ウイルス

を有し，インターフェロン（IFN）の効果

が期待出来ない症例，  genotype 1b型，2

型以外の症例，非代償性肝硬変，肝移植後，

腎不全，透析中，腎移植後など臓器不全を

合併した症例があげられる．本研究は，こ

のような症例に対する治療法開発を目的

とし，（1）薬剤耐性や種々のgenotypeの

HCVに対する既存の薬剤による有効な治

療法の開発（2）NS2阻害剤のような現在

開発が行われている以外のウイルス蛋白

をターゲットとした治療薬の開発（3）耐

性出現の可能性の少ない宿主因子をター

ゲットとした治療薬の開発（4）インター

フェロン、その他の抗ウイルス性サイト

カインを利用したウイルス排除法の開発，

の4点を中心に行う．  

  

B．研究方法  

（1）薬剤耐性のウイルスに対する既存

の薬剤による有効な治療法の開発では，

申請者らがこれまでに作製した

infectious clone である KT-9 クローンに

変異を加え，現在開発されている DAA

に対する各種耐性株を作製しヒト肝細

胞キメラマウスに感染させ，異なる

DAA の組み合わせなどによる治療効果

を検証する実験を行う．既存の DAA や

インターフェロン α，β，λ などの組み

合わせ，投与量などを検討し，どのよ

うな耐性株にはどの薬剤の併用が有効



であるかを明らかにする．（2）新しい抗

ウイルス薬の開発と評価では，現状の

DAA以外の薬剤の治療効果および既存の

DAA に対する薬剤耐性の抗 HCV 効果を

検証する．（3）宿主因子を標的とする新

規薬剤の開発では，これまで我々が発見

してきた宿主の蛋白を標的とした治療を

開発するため，Ezetimib，cox2 inhibitor，

Thromboxan A2 阻害剤などの抗ウイルス

効果を増強させる方法を検討し，これら

の組み合わせによりどのような抗ウイル

ス効果が得られるかを検討する．また

siRNA による screening を行い，C 型肝炎

ウイルスの増殖に必須である宿主因子を

同定し，発見された宿主因子とウイルス

蛋白の interaction について解析し，シー

ズの発見を行う．（4）抗ウイルス性サイ

トカインを利用した新規治療法の開発で

は，HCV の増殖に寄与する宿主因子に関

して，HCV 感染前後のトランスクリプト

ームを解析してライブラリーを作製し，

HCV 感染により，特異的に発現が亢進あ

るいは抑制される因子を同定し，IFN 以

外の抗ウイルス因子の研究を行う．この

ような因子は hydrodynamic法によりキメ

ラマウスに強制発現し，その抗ウイルス

効果を検証する．また臓器不全合併症例

に対する治療法を確立するため，肝移植，

腎移植，透析中，非代償性肝硬変など，

臓器不全や免疫抑制などのリスクを負う

症例に対して臨床研究を計画し，最適な

治療法を開発する．  

 

C. 結果および考察  

（1）薬剤耐性や種々の genotype の HCV

に対する既存の薬剤による有効な治

療法の開発  

 NS3 D168変異を種々の割合で有する

HCV感染マウスに対し、ダクラタスビ

ルとアスナプレビルの併用投与を行っ

たところ，D168変異が10%以下の場合

には併用投与によりHCVの排除が可能

であることを見出した（平賀班員）．  

 プロテアーゼ阻害剤 /PEG-IFN/RBV3

剤併用療法において，次世代シークエ

ンサーを用いて HCV quasispecies の動

態および薬剤耐性変異の発生と経過を

解析した（前川班員）．治療後超早期の

ウイルスゲノム多様性減少と最終治療

効果，あるいは宿主 IFL3 SNP は有意な

関連があり，超早期における多様性変

化で治療効果を予測しうる可能性が示

唆された．治療前に少数の耐性変異を

認めた症例では，その HCV は臨床的耐

性 HCV に進展せず，臨床的耐性は野生

型の HCVに変異が生じ耐性を獲得した

と考えられた．一方，治療抵抗性にな

るにつれ，quasispecies の系統は大きく

変化することを明らかにした．   

 In vitro の感染系で，Huh7 細胞に馴化

した HCVcc（HCVcc/Huh7）と Hep3B

細胞に馴化した HCVcc（HCVcc/Hep3B）

を作製し，次世代シーケンスにて解析

し た と こ ろ ， そ れ ぞ れ 異 な っ た

quasispecies を保持しており，異なる細

胞株に感染させた際に，さらに新たな

quasispecies が出現することを明らかに

した（松浦班員）．HCVcc/Huh7 は Huh7

細 胞 に 対 し て ， HCVcc/Hep3B は

Hep3B/miR-122 細胞に対して特異的に



高い感染性を示しており，これらの結果

から，quasispecies は細胞特異的な高い感

染性を得るために重要な役割を果たして

いると思われた．さらに SCID マウスを

用いて，Huh7 細胞や Hep3B 細胞と異な

る quasispecies が in vivo で選択されるこ

とを明らかにした．  

 

（2）現在開発が行われている以外のウ

イルス蛋白をターゲットとした治療薬

の開発  

 新規抗ウイルス薬としてビタミン A 誘

導体に注目して HCV 培養細胞系を用い

てその抗ウイルス効果を解析し，複数の

ビタミン A 誘導体は，genotype 1a 型，1b

型，2a 型のいずれの HCV に対しても複

製抑制効果を有することを見いだした

（島上班員）．またビタミン A 誘導体の中

でも，肝癌の chemoprevention の有用性が

報告されている Peretinoin（NIK333）によ

る HCV 複製抑制効果が最も強力であり，

Peretinoin による HCV 複製抑制効果は，

時間依存性かつ用量依存性であった．さ

らに Peretinoin はウイルスの RNA 複製の

みでなく，感染性粒子産生能も抑制する

ことを見いだした．  

 

（3）宿主因子をターゲットとした治療薬

の開発  

 約 2000例の C型慢性肝炎症例について

高密度のゲノムワイド SNPタイピングを

実施した（三木班員）．今後， HCV の慢

性感染，また IFN 併用から IFN フリーの

レジメンまで含めた治療症例において，

臓器不全合併症例を含む難治例に絞った

治療効果，あるいは治療不応をもたら

すウイルスの薬剤耐性（ウイルスゲノ

ムと宿主ゲノムの相互作用），治療不耐

をもたらす各種副作用などに関連する

宿主の遺伝的要因について解析する．   

 J6/JFH1株の合成全長RNAをHuh7.5.1

細胞にトランスフェクションし上清中

のウイルスの感染性を阻害する化合物

をスクリーニングした（脇田班員）．ウ

イルス粒子形成または分泌過程を阻害

することが推測される 12種類の化合物

を見いだした．うち脂質代謝に関与する

化合物Aの持つ PLD阻害活性が感染性

HCV産生阻害に重要であり，PLD阻害剤

が，HCV粒子の分泌を阻害し，HCV感染

の拡大を阻止することを見いだした．  

 HCV 感染に対する宿主因子の影響を

検討する為，HCV 感染ヒト肝細胞キメ

ラマウスからヒト肝細胞を分離し，コ

ラーゲンコートプレート上で平面培養

を試みた（立野班員）．Genotype 1a 型

HCV 感 染 マ ウ ス の ヒ ト 肝 細 胞 を

PEG-IFN で処理すると明らかな HCV 

RNA 量の低下を認めたことから，培養

12 日目の上清中には in vitro で新規に

合成された HCV RNA が放出されてい

ると思われた．また genotype 3a 型 HCV

感染マウスのヒト肝細胞を培養し，上

清中と細胞内の HCV RNA 量の検討を

行ったところ，細胞内の HCV RNA 量

の低下に伴って上清中の HCV RNA 量

が低下する事が示され，生体内で HCV

に感染したヒト肝細胞であれば，一定

期間は培養下でも HCVを複製し上清中

に放出可能である事が示された．  



 

（4） IFN，その他の抗ウイルス性サイ

トカインを利用したウイルス排除法の

開発  

 IFN-λ3 遺伝子治療法の抗 HCV 効果を

検討した（高倉班員）．本年度は短期発現

型 IFN-λ3 発現ベクターとして pcDNA3.1

ベクター，持続型 IFN-λ 発現ベクターと

して pCpG-mcs を選択し，これにヒト

IFN-λ3 の cDNA を挿入したベクター，

pCMV-IFN-λ3および pCpG-IFN-λ3を構築

した．構築したプラスミドベクターを

HCV レプリコン感染細胞 LucNeo#2 細胞

にトランスフェクションしたところ

IFN-λ3 の発現と HCV レプリコンの減少

が確認された．また，ハイドロダイナミ

クス法により遺伝子導入されたマウスに

おいて，血中 IFN-λ3 が検出されることが

確認された．  

 これまでに報告している感染性 HCV

産生阻害効果を持つトロンボキサン A2

合成酵素（TXAS）阻害薬の薬効作用機序

の解析をおこなった（土方班員）．肝癌由

来培養細胞を TXAS 阻害薬で処理した時

に発現が変動する遺伝子をマイクロアレ

イ法で解析し，数十種類の候補遺伝子を

見出した．また HCV レプリコン細胞を用

いて薬剤ライブラリーによって HCV 複

製を抑制する新たな薬剤をスクリーニン

グすることにより，ステアリル CoA デサ

チュラーゼ（SCD）阻害薬が効果的に HCV

ゲノム複製を抑制することを見出した．

SCD 阻害薬は既存の DAA と併用するこ

とで相加的にその効果を上昇させ，また

インターフェロンと併用することで相乗

効果を示した．このことから SCD 阻害

薬が既存薬の効果を上昇させる併用薬

の候補となると思われた．  

 透析患者および肝移植患者を対象に

ダクラタスビル＋アスナプレビル併用

療法に関する臨床研究を行っていく．

透析患者の C 型慢性肝疾患患者を対象

として，ダクラタスビル＋アスナプレ

ビル併用した場合の薬物動態と有効性

および安全性の評価を多施設共同研究

として実施する（川上班員，正木班員）．

また肝移植患者に対してダクラタスビ

ル＋アスナプレビル併用した際の免疫

抑制薬を含めた薬物動態の解析を行う

とともに，リンパ球混合試験で抗ドナ

ー免疫応答を解析し，有効性・安全性

の評価を行うため，対象患者の抽出を

行い，新規抗 HCV 療法に適した免疫抑

制プロトコールおよび検査スケジュー

ルを作成した（大段班員）．  

 

D. 考察  

 臨床検体，HCV培養細胞系およびヒ

ト肝細胞キメラマウスを用いて新規候

補となる抗ウイルス剤のスクリーニン

グあるいは新規治療法の開発を試みた．

有効性が示された薬剤および治療法は

今後，難治性のC型肝炎患者に対する新

規治療法となることが期待され，さら

に詳細な検討を行っていく．  

  

E. 結論  

 臨床検体，HCV 培養系，HCV 感染

マウスを用いて（1）薬剤耐性や種々

の genotype の HCV に対する既存の薬



剤による有効な治療法の開発（2）NS2

阻害剤のような現在開発が行われてい

る以外のウイルス蛋白をターゲットと

した治療薬の開発（3）耐性出現の可能

性の少ない宿主因子をターゲットとし

た治療薬の開発（4）IFN，その他の抗ウ

イルス性サイトカインを利用したウイ

ルス排除法の開発に関する研究を行っ

た．  
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