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A. 研究目的 
 これまでヒト新鮮肝細胞を用いたin vitro HCV
感染系は存在しない。その原因は、HCV感染による
宿主因子の誘導が考えられている。そこで今回
我々は、HCV感染キメラマウスから分離したヒト肝
細胞のin vitro培養系を用いて、培養条件のHCV
感染に対する影響を調べた。 
 
B. 研究方法 
 ―HCV 感染キメラマウスの作製― 
既報の論文（立野ら 2004 年）に従って、以下の

ようにキメラマウスを作製した。3週令の albumin 
enhancer/promoter-urokinase cDNA-plasminogen 
activator-transgenic/SCID (cDNA-uPA/SCID) マ
ウスに対して、脾臓経由で市販の凍結ヒト肝細胞
（Hispanic、2歳、女児、 BD）を1匹あたり1.25105

個移植した。移植後 3 週目と 8 週目、およびそれ
以降は週 1 回の割合で尾静脈から採血を行い、ラ
テックス凝集免疫比濁法(LZ テスト‘栄研’U-ALB、
栄研化学)にて生化学自動分析装置(JCA-BM6050、
日本電子)を用いて血中のヒトアルブミン濃度を

測定した。13 週齢以降に、7 mg/mL 以上のヒトア
ルブミン濃度を示した個体に対して、HCV 
genotype 1a, 3a を接種した(104 copies/匹)。接
種後 4 週目と 5 週目に採血を行い、以下に示す方
法で血中の HCV 量を定量し、感染が成立している
事を確認した。 
 
―コラゲナーゼ灌流によるヒト肝細胞の分離― 
HCV感染が確認されたキメラマウスから、山崎ら

（2010年）の方法に従ってコラゲナーゼ灌流を行
い、ヒト肝細胞を分離した。平均すると、キメラ
マウス1匹から約1.5×108個の細胞が分離された。
分離された細胞のうち、ヒト肝細胞の割合は90-9
5％程度で、生存率は80％以上であった。 
 
 ―HCV感染ヒト肝細胞の培養― 
 HCV感染ヒト肝細胞を文献（山崎ら2006、石田ら
2015 in press）に従って培養した。培養にはBioc
oat 24-well plate(コーニングインターナショナ
ル)を使用し、細胞の播種密度は0.5-4×105個/wel
lとした。播種2日目以降は5日毎に培地交換を行い、
必要に応じてHCV RNA定量用に培養上清を回収し
た。また一部の細胞に対しては、Pegylated Inter
feron-2a（PEG-IFN、[Pegasys] 中外製薬）を9 
g/mLで培養開始時から持続的に暴露し、HCV RNA
量への影響を評価した。 
 
―HCV RNA 量の定量―  

研究要旨 
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行った。まず genotype 
1a に感染したヒト肝細胞を用いて検討したところ、細胞の播種密度が高い方が上清中
の HCV RNA 量を高く維持出来る事が明らかとなった。また、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 が放出されている事が示唆された。次に genotype 3a に感染したヒ
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た。今回の結果から、
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。 
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ビタミンA誘導体によるC型肝炎ウイルス感染制御 
（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） 

島上哲朗 金沢大学附属病院消化器内科 助教 
 

研究要旨：現在C型肝炎の治療は、インターフェロン製剤を中心にした治療法から、C型肝

炎ウイルス（以下HCV）の複製を直接抑制するDirect Acting Antivirals（DAA）に移行し

つつある。DAAの使用により、インターフェロン製剤を使用した治療法に比べて副作用が少

なく、また高い抗ウイルス効果を得ることが可能となった。しかしながらDAA製剤の問題点

として、DAA耐性ウイルスの出現・選択により治療不成功例となり、多剤耐性ウイルスが残

存しうること、またその高額な薬価があげられる。今回、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た。その結果以

下のことが明らかとなった。1)複数のビタミンA誘導体は、Gt1a、Gt1b、Gt2aいずれのGeno

typeのHCVに対してもHCV複製抑制効果を認めた。2)ビタミンA誘導体の中でも、肝癌のchem

oprevention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

も強力であった。3)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。4)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した。来年

度以降Peretinoinの抗ウイルス作用機序の解明を行う。 
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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った。 

 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。 

 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し

た。 
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A. 研究目的 

 C型肝炎ウイルス（HCV）の慢性感染患者

に対する治療法の開発は近年著しく進歩し、

HCVタンパク質を直接標的とした薬剤、所謂、

DAAによる治療が極めて効果が高いことが

わかっている。一方、DAAによる治療ではHC

Vのゲノム変異による薬剤抵抗性ウイルス

の出現が問題となりつつある。そこで、抵

抗性ウイルスが出現しにくいことが予想さ

れる宿主因子を標的とした薬剤を併用する

ことでこの問題は解決可能でると考えられ

た。そこで、本研究ではHCVの生活環の様々

な過程について、これを阻害するような宿

主細胞因子に対する阻害薬を見出し、その

抗HCV効果について明らかにすることを目

的とした。 

本研究では２つの研究で宿主因子を標的と

した抗HCV薬開発をおこなった。まず一つは、

これまで明らかにしているトロンボキサン

合成酵素（TXAS）阻害薬による感染性HCV

粒子産生抑制の薬効機序の詳細を明らかに

して、さらに直接的に感染性HCV粒子産生抑

制をおこなう薬剤の開発をおこなうもので

ある。これまでの解析からTXAS阻害薬の効

果は脂質メディエーターであるトロンボキ

サンA2 (TXA2)の合成阻害であり、TXA2下流

因子による感染性HCV粒子産生亢進の阻害

であることがわかっているが、ヒト肝細胞

には既知TXA2受容体であるTPの発現が認め

られていない。したがって、ヒト肝細胞に

研究要旨   

近年用いられている C 型肝炎ウイルス（HCV）タンパク質を直接標的とした薬剤、所

謂 DAA に対する抵抗性 HCV の出現に対処するため、抵抗性ウイルスが出現しにくい

ことが予想される宿主因子を標的とした薬剤の開発をおこなった。まずは、これまで既

に我々が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。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ことがわかった。 

 



はTP非依存的なTXA2シグナル系が存在する

ことが考えられた。 

まず、この未知のTXA2シグナル系を同定し、

感染性HCV粒子産生の関連を明らかにして、

これを効率良く阻害する方法の間髪を目指

した。さらに、既存のHCVレプリコン細胞と

薬剤ライブラリー等を用いて、HCV複製に関

与する未知の細胞因子を同定し、その阻害

剤を抗HCV薬へと応用することも目指した。 

 

B. 研究方法 

1. ヒト肝細胞における新規TXA2シグナル

を見出すために、TXAS阻害薬による感染性H

CV粒子産生抑制効果が観察できるHuH7細胞

をTXAS阻害薬ONO1301で処理し、その遺伝子

発現様式を未処理のものとマイクロアレイ

法によって比較した。 

2. HCVサブゲノムレプリコン細胞LucNeo#2

細胞を用いて、いくつかの薬剤ライブラリ

ーをスクリーニングした。効果的にHCVサブ

ゲノムレプリコンの複製を阻害した薬剤に

ついて、その標的に関連する細胞因子に対

する阻害剤などを用いて、その効果を検証

した。また既存の抗HCV薬との併用効果につ

いて検証した。 

 

（倫理面への配慮） 

この研究は既存の培養細胞を用いておこな

っているものであり、特に倫理面に問題と

なるような実験は含まれていない。 

 

C. 研究結果 

1. TXAS阻害剤ONO1301処理／未処理のHuH7

細胞の遺伝子発現様式を比較することで発

現が上昇した遺伝子約150個、発現が著しく

低下した遺伝子490個を見出した。Pathway

解析により活性化されているシグナルが約

70、抑制されているシグナルが約70見出さ

れた。いくつかの遺伝子発現について異な

るTXAS阻害剤Ozagrelに対する反応性を検

証して、標的を絞っている。 

2. 薬剤ライブラリーのスクリーニングに

より、抑制効果を示す薬剤十数種類を見出

した。いくつかの標的に対する薬剤につい

て解析を進めているが、抑制効果に強かっ

たものとして、アセチルCoAカルボキシダー

ゼ1(ACC1)阻害剤CP640186についてさらに

解析を進めた。ACC1は、HCVゲノム複製に関

与することが既に報告されている脂肪酸生

合成系の初発酵素である。ACCにはACC1とA

CC2が存在するが、ACC2阻害剤1717-1はHCV

複製にまったく影響しなかったため、HCV

複製に関与するのがACC1であることが明ら

かになった。脂肪酸生合成経路でACC1下流

に存在する脂肪酸合成酵素FASに対する阻

害剤GSK1995010は他のFAS阻害薬で報告さ

れている通りHCVゲノム複製を抑制したが、

どのようにFASによって産生される長鎖飽

和脂肪酸がHCVゲノム複製に関与するのか

は不明だった。そこで次にFASで産生される

長鎖飽和脂肪酸を修飾する酵素に着目した。

長鎖飽和脂肪酸はステアリルCoA不飽和化

酵素（SCD）により一価不飽和脂肪酸へと修

飾されることが知られている。そこでSCD

阻害薬であるMK8245の効果を検証した結果、

用量依存的に効果的なHCVゲノム複製阻害

が認められた。この抑制効果はSCDの産物で

ある一価不飽和脂肪酸であるオレイン酸や

パルミトレイン酸を培地に添加する事で解

除されたことから、これら一価不飽和脂肪



酸がHCVゲノム複製に機能していることが

わかった。オレイン酸やパルミトレイン酸

の培地への添加はACC1阻害剤によるHCVゲ

ノム複製阻害を抑制したことから、脂肪酸

生合成系のHCVゲノム複製への関与の少な

くとも一部はこの一価不飽和脂肪酸合成が

重要な役割を果たしていると考えられた。M

K8245処理はレプリコン細胞のみならず、組

換え体HCVであるJFH１株の感染増殖をも抑

制した。また、既存の抗HCV薬テラプレビル

（プロテアーゼ阻害薬）、ダクラタスビル

（抗NS5A薬）あるいはインターフェロンal

phaとの同時処理をおこなって、その抑制効

果を検証したところ、テラプレビルとダク

ラタスビルとは相加的に阻害抑制効果を示

し、インターフェロンalphaとは相乗効果を

示すことを明らかにした。 

D. 考察 

 1. HuH7遺伝子発現様式はTXAS阻害剤に

より大きく変化していることがわかった。

このことはこの細胞にはTP非依存的なTXA2

シグナル系が存在し、各種遺伝子発現の制

御に機能していることが推定された。 

 2. SCD阻害剤は効率良くHCVゲノム複製

を抑制することがわかった。このことは本

年度内に海外の別のグループからも報告さ

れ、一価不飽和脂肪酸がHCV複製複合体の形

成に機能することが示されている。つまり、

SCD阻害剤はウイルスタンパク質を介さず

直接HCVゲノム複製を阻害する効果的な抗H

CV薬になることが考えられる。MK8245は構

造上肝臓に運ばれるようにデザインされて

いるため、副作用の少ない薬剤とされてお

り、他の抗HCV薬との併用で十分な効果を示

すことが期待された。近年、脂肪酸生合成

抑制剤は、糖尿病や肥満の治療薬や抗がん

剤としての効果が示されており、抗HCV効果

だけでなく、同時にHCVの感染と関連する疾

患の抑制にも効果がある可能性が考えられ

た。 

 

E. 結論 

 肝細胞ではTXA2が種々の遺伝子発現の制

御に関与している可能性があり、今後の研

究でこの新しい細胞内シグナル系の発見や

その応用としての新たな抗HCV薬細胞因子

標的の同定が期待された。また、脂肪酸生

合成系の阻害薬、特にSCD阻害薬による一価

不飽和脂肪酸合成阻害は耐性変異を誘導し

にくい新たな抗HCV薬となることがわかっ

た。 

 

G. 研究発表 

 1．論文発表 

 準備中 

 2．学会発表 

長谷川輝、岡村 瞳、赤堀祐一、津川陽司、

仁尾泰徳、土方 誠、一価不飽和脂肪酸合

成は HCV ゲノム複製に重要な役割を有す

る、第62回日本ウイルス学会学術集会、平

成26年11月、横浜 

 

阿部雄一、土方 誠、朝長 毅、リン酸化

プロテオミクス解析によるC型肝炎ウイル

ス増殖に必要なウイルスタンパク質リン酸

化就職の網羅的探索、第62回日本ウイルス

学会学術集会、平成26年11月、横浜 

 

土方 誠、HCV培養系開発から見出された新

たなHCV薬の標的、第27回広島肝臓研究会学
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A. 研究目的 

 C型肝炎の治療は直接作用型抗ウイルス

剤（DAA）の登場により大きな変化を迎え

た。現在までに認可され使用されているテ

ラプレビル、シメプレビルによりC型肝炎

治療は格段に改善され、DAA経口剤のみで

も80%を超える高率の治癒が期待されてい

る。しかしながら、これらの高い効果にも

かかわらず、多剤耐性ウイルスの出現によ

って完治が困難となった症例も明らかとな

った。また、患者数が多いために治療の開

発が先行して来たC型肝炎ウイルス（HCV）

のgenotype1b, 2以外の感染に対する治療

手段もいまだ不十分である。また、DAAは

肝機能あるいは腎機能の低下した患者にお

いて使用が困難な場合が存在する。したが

って、難治性あるいは治療適用が困難な症

例に対しての治療手段の開発が望まれる。 

 インターフェロン（IFN）-λは、III型IFN

であり、IFN-λ1, -λ2, -λ3の3種類のサブタイ

プが存在する。IFN-λ1のポリエチレングリ

コール（PEG）修飾体を用いて、C型肝炎患

者に対する臨床試験が行われ、従来汎用さ

れてきたPEG修飾IFN-αと同程度の治療効

果を得られる一方で、副作用の発生を大き

く低減可能であることが報告されている。

この結果は、ユビキタスに発現している

IFN-αの受容体とは異なり、IFN-λの受容体

は肝細胞をはじめとした一部の細胞におい

てのみ発現していることから、標的細胞以

外への作用が少なかったために副作用が誘

導されにくかったことを示す結果と考えら

れる。また、これまでのC型肝炎の治療にお

いて、患者のゲノムDNAにおけるIFN-λ3（別

研究要旨   

インターフェロン（IFN）-λ は 3 種のサブクラスからなる III 型 IFN であり、治療抵

抗性 HCV 感染の治療への適用が期待される。本研究では HCV 感染治療を目的とした

IFN-λ3 遺伝子治療法の開発に関する検討を行った。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 レプリコンの減少を確認し

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

が検出されることを確認した。 



名：インターロイキン-28B）の遺伝子多形

が治療効果に影響すること、とくにIFN-λ3

の発現が低くなる多形を有する患者におい

て治療効果が有意に低いことが報告されて

いたことから、IFN-λ3も抗HCV効果を有す

ると期待されるが、IFN-λ3の抗HCV効果に

ついての情報は乏しい。 

本研究ではIFN-λ3のHCV感染治療への適

用の可能性について検証することを目的と

して、 IFN-λ3を遺伝子の形で導入する

IFN-λ3遺伝子治療の開発について検討を開

始した。これまでの分担者らの遺伝子治療

に関する研究から、治療用遺伝子をコード

したプラスミドDNAの特性が遺伝子発現プ

ロファイルに大きな影響を与えることを明

らかとなっている。そこで本研究では、持

続的あるいは短期の発現を可能とするプラ

スミドベクター、pCpGベクターおよび

pCMVベクターを選択し、これにIFN-λ3遺伝

子を挿入することとした。培養細胞系を用

いて、構築したプラスミドベクターからの

IFN-λ3遺伝子発現の確認を行うとともに、

HCVレプリコン細胞を用いてその抗HCV効

果について検証を行った。また、マウスに

対してハイドロダイナミクス法を用いて遺

伝子導入を行った後に、IFN-λ3の血清中濃

度推移について評価を行った。 

 

B. 研究方法 

プラスミドベクター 

IFN-λ発現プラスミドベクターとして、

pCpGベクターにIFN-λ3遺伝子を挿入した

pCpG-IFN-λ3、および pCMV ベクターに

IFN-λ3遺伝子を挿入したpCMV-IFN-λ3を構

築した。 

培養細胞 

アフリカミドリサル腎細胞COS7細胞、

HCVレプリコン肝細胞LucNeo#2細胞は定

法に従って培養した。 

培養細胞への遺伝子導入 

LucNeo#2 細 胞 へ の 遺 伝 子 導 入 は

X-tremGeneを用いて行った。COS7細胞へ

の遺伝子導入はLipofectamine2000を用い

て行った。 

IFN-λ3濃度の測定 

IFN-λ3濃度はR&D社のIFN-λ3のELISAキ

ットを用いて測定した。 

LucNeo#2細胞を用いた抗HCV効果の評価 

LucNeo#2細胞にIFN-λ遺伝子を導入ある

いはその培養上清にIFN-λを添加した後、細

胞を溶解し、ルシフェラーゼ（Luc）活性を

測定することでHCV数を評価し、抗HCV効

果を判定した。 

マウスへの遺伝子導入と血中濃度推移の評

価 

NakedのプラスミドDNAをマウス体重の

約10%に相当する容量の生理食塩水に溶解

し、マウス尾静脈から急速に投与した。経

時的に採血を行い血清を回収した後、

ELISA法により血清中IFN-λ濃度を測定し

た。 

 

C. 研究結果 

 構築した各プラスミドベクターをCOS7

細胞に遺伝子導入したところ、いずれのプ

ラスミドベクターのトランスフェクション

によっても培養上清中にIFN-λ3が産生され

ることを確認した。また、pCMV-IFN-λ3遺

伝子導入後の培養上清中へのIFN-λ3産生は、

pCpG-IFN-λ3遺伝子導入後の産生量と比較



して10倍以上高かった。次に、COS7細胞に

IFN-λ3遺伝子を導入後に回収した培養上清

を、LucNeo#2細胞に添加し、Luc活性を測定

することでHCVレプリコン量を評価した。

その結果、添加したIFN-λ3量依存的な抗

HCV効果が得られた。 

LucNeo#2細胞に各プラスミドDNAを遺

伝子導入後にLuc活性を測定することで

HCV量について評価した。その結果、

pCMV-IFN-λ3 遺 伝 子 導 入 に よ っ て

pCpG-IFN-λ3群と比較して10倍以上高い

IFN-λ3産生が認められた。pCMV-IFN-λ3の

遺伝子導入によりある程度の抗HCV効果が

得られた一方で、pCpG-IFN-λ3の遺伝子導入

による抗HCV効果はほとんど得られなかっ

た。また、その抗HCV効果はIFN-γ遺伝子導

入により得られるものと比較して有意に低

かった。 

 マウスに対して各プラスミドDNAを遺

伝子導入後のIFN-λ3血清中濃度推移を評価

したところ、pCMV-IFN-λ3遺伝子導入初期

に比較的高いIFN-λ3血中濃度が得られたが、

速やかに低下した。pCpG-IFN-λ3遺伝子導入

後に得られる血中IFN-λ3濃度は低く、投与

後3日後には検出限界以下となった。 

 

D. 考察 

 pCMV-IFN-λ3から発現するIFN-λ3は、抗

HCV効果を有することが明らかとなった。

一方でその抗HCV効果はpCpG-IFN-γ遺伝子

導入と比較して低かったが、これは

pCMV-IFN-λ3 から の IFN-λ3 の 産生量 が

pCpG-IFN-γからのIFN-γ産生量の1/10以下と

低かったためと推察された。また、マウス

にpCMV-IFN-λ3を投与することでIFN-λ3が

認められたことから、IFN-λ3遺伝子導入に

よりIFN-λ3を供給可能であることが実証さ

れた。一方で、pCpG-IFN-λ3を投与した後に

持続的なIFN-λ3発現が得られなかったが、

これはこのベクターからのIFN-λ3の発現効

率が低かったためであると推察された。 

E. 結論 

 IFN-λ3によって抗HCV効果が得られる可

能性が示されるとともに、マウスに対して

遺伝子導入することでIFN-λ3遺伝子発現が

得られることを実証した。今後は、プロモ

ーター領域をはじめとしたプラスミド骨格

の最適化によって、高効率かつ持続的な

IFN-λ3発現を可能とするプラスミドベクタ

ーを開発する。併せて、IFN-λ1遺伝子治療

のC型肝炎への適用の可能性について検討

を行う予定である。 

 

G. 研究発表 

 1．論文発表 

1. Watcharanurak K, Zang L, Nishikawa 

M, Yoshinaga K, Yamamoto Y, 

Takahashi Y, Ando M, Saito K, 

Watanabe Y, Takakura Y. Effects of 

upregulated indoleamine 2, 

3-dioxygenase 1 by interferon γ gene 

transfer on interferon γ-mediated 

antitumor activity. Gene Ther. 

2014;21:794-801. 

2. Yin Y, Takahashi Y, Ebisuura N, 

Nishikawa M, Takakura Y. Removal 

of transgene-expressing cells by a 

specific immune response induced by 

sustained transgene expression. J Gene 

Med. 2014;16:97-106. 
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伝子治療法の開発 アンチセンス・

遺伝子・デリバリーシンポジウム2

014、東京、9月 

2. 濵名温志, 安藤満, 藤本眞衣, 高橋

有己, 西川元也, 高倉喜信．血栓結
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 2．実用新案登録 

なし 

 3．その他 

なし 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

厚生労働科学研究委託費（肝炎等克服実用化研究事業 肝炎等克服緊急対策研究事業） 
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次世代シークエンサーと系統樹解析を用いた DAA 耐性変異の検討 

 (宿主因子を標的とする新規薬剤の開発) 
担当責任者 前川伸哉 山梨大学医学部 第一内科 講師 

 

研究要旨：Direct antiviral agents (DAA)は、従来の治療で難治性の C 型慢性肝炎

に高い有効性を示すが、薬剤耐性の出現が大きな問題となる。しかし耐性変異 HCV

がどのような過程で出現するのか十分に解明されてはいない。 

本研究ではプロテアーゼ阻害剤/PEG-IFN/RBV3 剤併用療法において、DAA 治療に伴う

quasispecies の動態および薬剤耐性変異の発生と経過を明らかにするために、次世

代シークエンサーにより得られる大量のウイルスゲノムデータを系統樹解析によっ

て詳細に解析した。 

その結果、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

IFL3SNP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て、 

Quasispecies の系統は大きく変化することが明らかとなった。 

 

共同研究者氏名 

佐藤光明 

山梨大学医学部第一内科 助教 

榎本信幸 

山梨大学医学部第一内科 教授 

 

A．研究背景・目的 

Direct antiviral agents (DAA)は、従

来の治療で難治性の C 型慢性肝炎に高い

有効性を示すが、薬剤耐性の出現が大き

な問題である。しかし耐性変異 HCV がど

のような過程で出現するのか十分に解明

されてはいない。 

一方、C 型肝炎ウイルス(HCV)は宿主内

でquasispeciesと呼ばれる混在状態で存

在し治療反応や病態形成に関与すること

が想定されていたが詳細な検討はこれま

で技術的に困難であった。しかしながら

近年の次世代シークエンス技術を用いる

ことにより、このような解析も可能にな

りつつある。 

DAA 治療に伴う quasispecies の動態お

よび薬剤耐性変異の発生と経過を明らか

にするために、次世代シークエンサーに



より得られる大量のウイルスゲノムデー

タを系統樹解析によって詳細に解析した。 

 

B．研究方法 

テラプレビル（TVR）/ペグインターフェ

ロン/リバビリン3剤併用療法を施行した

genotype1b HCV 34 例を対象とし、次世代

シークエンサーRoche GS Junior を用い、

HCV の NS3 プロテアーゼ領域の deep 

sequence を行い、以下の検討を行った。 

(1) 3 剤 併 用 療 法 開 始 超 早 期 の

quasispecies の変化と治療効果の関連を

明らかにする。 

(2)Non-SVR 8 症例における TVR 耐性変異

の発生と経過を明らかにする 

(3) 治療に伴うquasispeciesの動態を明

らかにする。 

 (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 

(1) 34 症例中、SVR 群は 26 例（76％）

であり、non-SVR は 8 例（24％）であった。

ウイルスゲノムの多様性をシャノンエン

トロピー(Sn)あるいはウイルスゲノムの

平均変異率(Mf)で求めると、ウイルスゲ

ノム多様性は 3剤併用療法開始わずか 12

時間後には SVR 群で減少していたが、

non-SVR 群では減少は認めなかった。また

IFL3 SNP のメジャー群（TT）ではマイナ

ー群(TG/GG)と比較して多様性の減少が

顕著であった。 

(2）Non-SVR 群では治療抵抗性になるにつ

れて、ウイルス量が再上昇するが、ウイ

ルス量再上昇に伴い、治療前に存在した

一部の population が選択され、

quasispecies の構成が変化した。 

しかし、治療終了後耐性変異が消失して

もquasispeciesの構成変化は維持された。

一方、治療前に認めた少数の耐性変異 HCV

は、臨床的耐性HCVへと進展しなかった。 

(3) ウイルス再上昇に伴う quasispecies

の系統変化はnon-SVR全例で認められた。

耐性変異が消失してもquasispeciesの系

統は治療前に戻らなかった。シメプレビ

ルでもテラプレビル同様quasispeciesの

選択が生じたが、PEG-IFN+RBV 治療経過、

自然経過では特定のquasispeciesの選択

は認めなかった。 

 

D．考察 

3剤併用療法開始後、わずか12時間後の多様

性の変化で治療効果を予測することができ

る可能性が示唆された。その多様性の変化

はIFL3 SNPとも関連があり、IL28B SNPはIFN

反応性を規定するため、早期の多様性の変

化はIFNが関連していると考えられた。 

治療前に少数の耐性変異を認めた症例は、

そのHCVが臨床的耐性HCVに進展せず、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、ウイルス再上昇に伴うquasispecies

の系統変化は、NS3プロテアーゼ阻害剤使用

における一般的な現象であることが考えら

れた。耐性変異が消失しても系統変化が維

持される理由は現時点で明らかではないが、

本現象はその後の経過やDAAによる再治療

に影響を与える可能性があり、今後の検討

を要する。 



E．結論 

耐性変異を含む広範囲の塩基配列を

deep sequence を用いて直列的に解析し、

従来のホットスポット部位だけの検討で

は 分 か ら な か っ た 耐 性 の 起 源 、

quasispecies の動態を詳細に解析し得た。 
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H. 知的財産権の出願・登録状況 

 1．特許取得 

該当なし。 

 2．実用新案登録 

該当なし。 

3．その他 
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HCV 感染の細胞特異性における Quasispecies の意義に関する検討 
(宿主因子を標的とする新規薬剤の開発) 

担当責任者 松浦善治 大阪大学微生物病研究所 教授 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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。ペグ化
IFN とリバビリン、プロテアーゼ阻害剤
の併用により治療効果に改善が認められ
ているが、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る。肝
移植後再発 C 型肝炎は難治性であり、
HCV の再感染機構を明らかにする必要
がある。最近我々は、miR-122 を強制発
現させた Hep3B 細胞が Huh7 細胞と同程
度に HCVcc の感染増幅を許容すること
を明らかにした。本研究では HCVcc が増
幅可能な細胞株である Huh7 細胞および
Hep3B/miR-122 細胞、さらに in vivo モデ
ルとしてヒト肝細胞キメラマウスを用い
て、HCV 感染の細胞特異性における
Quasispecies の意義を明らかにすること
を目的とした。さらに、本研究では、

miR-122 阻害剤の抵抗性獲得における
Quasispecies の役割を明らかにする。 
 
B. 研究方法 
In vitro で合成した JFH1 株由来の

HCV-RNA を Huh7.5.1 および

Hep3B/miR-122 細胞に導入し、それぞれ

の細胞でウイルスの Passage を継続し、そ

れぞれの細胞に馴化した高力価のウイル

スである HCVcc/Huh7 および

HCVcc/Hep3B を産生し、次世代シーケン

サーによる遺伝子変異解析を行った。同

時に、HCVcc/Huh7 および HCVcc/Hep3B

の細胞特異的な感染性を評価した。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

研究要旨 C型肝炎ウイルス (HCV)の慢性感染に伴う末期肝硬変および肝細胞癌に対する治療と

して肝臓移植が広く行われているが、肝移植後再発肝炎は難治性であり、再感染機構を解明する

必要がある。本研究は、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

義を明らかにすることを目的とした。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)を作製した。次世代シーケンスの

結果、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 が出現することが明らかになった。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た。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ことが示唆され

た。さらに、SCID マウスを用いた in vivo の検討では、Huh7細胞やHep3B 細胞と異なるQuasispecies

が in vivo で選択されることが明らかになった。HCV-RNA の Quasispecies は移植時のドナーグラ

フトや新規感染者に対する効率的な感染成立に重要な役割を担う可能性がある。また、ウイルス

が薬剤抵抗性を獲得する際にも Quasispecies が重要な役割を演じる可能性がある。 



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それぞれに感染さ

せ、感染成立後の Quasispecies の変化を

検討した。また、TALEN を用いて miR-122

ノックアウト Huh7 細胞を作製し、HCV

の感染性を評価した。 

 
（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 
In vitro で合成した HCV-RNA を導入した
Huh7.5.1 細胞からは 18 日後に、
Hep3B/miR-122 細胞からは 55 日後に
105FFU/ml を超える力価の感染性粒子が
産生された。Huh7 細胞に馴化した HCVcc
を HCVcc/Huh7、Hep3B 細胞に馴化した
HCVcc を HCVcc/Hep3B とし、それぞれ
から独立した獲得変異が同定された。
HCVcc/Huh7 は Huh7.5.1 細胞に、
HCVcc/Hep3BはHep3B/miR-122細胞に高
い感染性を示した。HCVcc/Hep3B および
HCVcc/Huh7をそれぞれ新たにHuh7細胞
およびHep3B細胞に再馴化させたところ、
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 および 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。
HCVcc/Hep3B は 6 頭中 1 頭で、
HCVcc/Huh7 は 6 頭中 5 頭で感染が成立
した。そこで、HCVcc/Huh7 の感染後 24、
72、120 時間および 7 日での遺伝子多型
を Deep Sequence で検討した。キメラマ
ウス内では、Huh7 細胞では、消失した多
型が主に増殖しており、Huh7 細胞とキメ
ラマウスの肝臓では、異なったウイルス
株が選択されることが示唆された。 
 次に、miR-122 阻害剤の抵抗変異株を
得るために、TALEN を用いて miR-122 ノ
ックアウト Huh7 細胞を作製した。親株
に比べて感染性は低いものの、HCV の感
染増殖は miR-122 非依存的に起こりうる
ことが明らかになった。 
 
D. 考察 
肝移植や急性感染における新規感染巣へ
の HCV の感染成立における Quasispecies
の役割を in vitro および in vivo で Huh7 細
胞およびHep3B細胞を用いることで検討
した。In vitro でも in vivo でも新たな感染
環境で効率的に HCV が増えるために、
Quasispecies が関与していることが示唆
される。今後は、薬剤耐性における
Quasispecies の意義、特に miR-122 阻害剤
に抵抗を示す HCV を用いて、その意義を
明らかにする予定である。 
 
E. 結論 
HCV の肝移植後再感染や急性感染にお
ける効率的な複製において、Quasispecies
が重要な役割を演じている。 
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厚生労働科学研究委託費（肝炎等克服実用化研究事業 肝炎等克服緊急対策研究事業） 

委託業務成果報告（業務項目） 

 

臓器不全合併症例に対する治療法の確立 
-臓器移植後の新規抗 HCV 療法に適した免疫抑制プロトコールの導入- 

担当責任者者 大段 秀樹 広島大学大学院医歯薬保健学研究院 教授 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A. 研究目的 

 肝臓および腎臓移植後のHCV抗体陽性

は移植臓器の機能廃絶と移植後死亡の独立

した危険因子であるため、積極的に抗ウイ

ルス療法を行う必要がある。しかし移植患

者に対するインターフェロン治療は拒絶反

応を誘発する危険性があり、また腎臓移植

後のみならず肝臓移植患者においても腎機

能障害を合併する患者が多く、リバビリン

が十分投与できないため、SVRは低率であ

る。近年、インターフェロンとは異なる作

用機序による抗ウイルス治療としてDAAs

(direct-acting antivirals)が開発され、DA

Aのみを併用した治療法に期待が寄せられ

ている。現在まで移植患者におけるDAAの

使用報告は散見されるが、薬物動態と免疫

抑制剤薬へ及ぼす影響については評価され

ていない。 

 本研究では、C型肝炎合併移植患者に対

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。 

 

B. 研究方法 

 広島大学病院消化器外科・移植外科関連

研究要旨  臓器移植後のHCV抗体陽性は移植臓器の機能廃絶と移植後死亡の独立し

た危険因子であるため、積極的に抗ウイルス療法を行う必要がある。近年、インターフ

ェロンとは異なる作用機序による抗ウイルス治療として DAAs(direct-acting 

antivirals)が開発され、DAA のみを併用した治療法に期待が寄せられている。本研究

では、C 型肝炎合併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。まず広島大学病院消化器外科・移植外科

関連施設に対してHCV感染透析患者および腎臓および肝臓移植患者の現状について調

査を行い、治療対象患者の抽出を行った。そして新規抗 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、臨床研究申請を行った。今後症例登録を

行い順次解析を行う。 



施設に対してHCV感染透析患者および腎

臓および肝臓移植患者の現状について調査

を行い、治療対象患者の抽出を行った。 

 また当施設で過去に施行した肝臓移植症

例において、リンパ球混合試験を用いた抗

ドナー免疫応答の解析をHCV症例と非HC

V症例で比較検討した。 

（倫理面への配慮） 

試験責任医師または試験分担医師は、被験

者が試験に参加する前に、説明文書を用い

て十分説明し、試験への参加について自由

意思による同意を本人から文書として得る。 

(1)人権への配慮（プライバシーの保護） 

1) 研究実施に関わる生データ類および

同意書等を取り扱う際は、被験者の秘

密保護に十分配慮すること。 

2) 病院外に提出する症例報告書等では、

被験者識別コード等を用いて行うこ

と。 

3) 研究の結果を公表する際は、被験者を

特定できる情報を含まないようにす

ること。 

4) 研究の目的以外に、研究で得られた被

験者のデータを使用しないこと。 

 

(2)安全性・不利益への配慮 

透析および移植患者における本治療の有

効性および安全性が十分に確立されてい

ないこと、採血量および回数が増えること。

本研究中に有害事象が発生した場合は、速

やかに適切な診察と処置を行うこと。 

 

C. 研究結果 

 肝臓移植症例において、HCV症例と非H

CV症例の抗ドナー免疫応答の解析をリン

パ球混合試験で行い比較検討した。その結

果、HCV症例であっても非HCV症例と同等

の抗ドナー免疫応答を有しており、免疫抑

制薬の減量は拒絶反応を誘発する恐れがあ

るため、通常の免疫抑制プロトコールで管

理する必要が解明された。またカルシニュ

ーリン阻害薬であるシクロスポリンはDA

Aとの併用は禁忌であるため、導入前にタ

クロリムスに変更する必要がある。 

 以上のことを背景に、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、当院臨床研究倫理審

査委員会へ臨床研究申請を行い、承認され

た（第臨-530号、UMIN000016558）。 

 

D. 考察 

 ウイルス性肝炎では肝臓内の抗原提示細

胞である樹状細胞の機能低下が報告されて

おり、免疫抑制薬の減量が可能であること

が推察されていた。しかし本研究の解析結

果により、HCV症例における免疫抑制薬の

減量は拒絶反応を誘発する恐れがあるため、

非HCV症例と同様に厳重に管理する必要

があることが解明された。 

 



E. 結論 

 新規抗HCV療法に適した免疫抑制プロ

トコールを作成した。今後症例登録を行い

順次解析を行う。 

 

F. 研究発表 

 1．論文発表 

1) Morimoto H, Ishiyama K, Ishifuro 

M, Ohira M, Ide K, Tanaka Y, 

Tahara H, Teraoka Y, Yamashita M, 

Abe T, Hashimoto S, Hirata F, 

Tanimine N, Saeki Y, Shimizu S, 

Sakai H, Yano T, Tashiro H, Ohdan 

H. Clinical efficacy of simultaneous 

splenectomy in liver transplant 

recipients with hepatitis C virus. 

Transplant Proc. 2014; 

46(3):770-773. 

2) Sakai H, Ishiyama K, Tanaka Y, Ide 

K, Ohira M, Tahara H, Abe T, 

Hirata F, Morimoto H, Hashimoto S, 

Tanimine N, Saeki Y, Shimizu S, 

Yano T, Kobayashi T, Tashiro H, 

Ohdan H. Potential benefit of mixed 

lymphocyte reaction assay-based 

immune monitoring after living 

donor liver transplantation for 

recipients with autoimmune 

hepatitis. Transplant Proc. 2014; 

46(3):785-789. 

3) Morimoto H, Ide K, Tanaka Y, 

Ishiyama K, Ohira M, Tahara H, 

Teraoka Y, Yamashita M, Abe T, 

Hashimoto S, Hirata F, Tanimine N, 

Saeki Y, Shimizu S, Sakai H, Yano T, 

Tashiro H, Ohdan H. Bile CXC 

motif chemokine 10 levels correlate 

with anti-donor cytotoxic T cell 

responses after liver 

transplantation. Transplant Proc. 

2014; 46(3):790-793. 

 2．学会発表 

1) 大平真裕，河岡友和，矢野琢也，谷峰

直樹，清水誠一，石山宏平，田中友加，

田代裕尊，今村道夫，茶山一彰，大段

秀樹. C 型肝炎・肝細胞癌に対する肝

移植症例の長期生存を目指した取り

組み .第 50 回日本移植学会総会 . 

2014.9.10-12. 東京. 

2) 谷峰直樹，田中友加，朴金連，安部智

之，石山宏平，井手健太郎，小林剛，

大平真裕，田原裕之，清水誠一，佐伯

吉弘，田代裕尊，大段秀樹. 肝移植後

HCV 再感染における肝臓内 NK 細

胞機能の解析.第 50 回日本移植学会

総会. 2014.9.10-12. 東京. 

3) 田中友加，谷峰直樹，大段秀樹. HLA

ミスマッチ肝移植後の T 細胞応答と

HCV 複製抑制効果.第 23 回日本組織

適合性学会大会. 2014.9.13-15. 長崎. 



 

H. 知的財産権の出願・登録状況 

  

 1．特許取得 

  なし 

 2．実用新案登録 

  なし 

 3．その他 
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厚生労働科学研究委託費（肝炎等克服実用化研究事業 肝炎等克服緊急対策研究事業） 

委託業務成果報告（業務項目） 

 

異なる遺伝子型のHCVの感染増殖に関わる宿主因子の解析 
(宿主因子を標的とする新規薬剤の開発) 

担当責任者：脇田隆字 国立感染症研究所ウイルス第二部 部長 
 

 

 

 

 

 

研究協力者氏名 

渡士幸一 国立感染症研究所 

ウイルス第二部主任研究官 

 

A. 研究目的 

 異なる遺伝子型のHCVの感染増殖に関わ

る宿主因子を解析することにより、HCVに

共通して必要な宿主因子機能を同定する。

現在臨床で使用中および開発中の抗ＨＣＶ

薬は主としてウイルスRNA複製過程を標的

としている。そこで、HCVのライフサイク

ルに関わる宿主因子を標的とした抗ウイル

ス薬を開発することにより、より効果的で、

副作用の少ない治療法開発を目指す。  

 

B. 研究方法 

 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。作用機序が既知の約１００

種類の化合物を含むライブラリーを使用し

た。ヒット化合物をHCVレプリコン、HC

Vppを用いてさらに選抜した。最終的なヒ

ット化合物についてその作用機序を解析し

た。  

 

（倫理面への配慮） 

 各種研究材料の取り扱い及び組換え

DNA 実験は、適切な申請を行い承認を受け

る。また、本研究で使用するヒト由来試

料はすでに樹立された細胞株であり倫理

面での問題はないと考えられるが、新た

にヒト組織などを使用する必然性が生じ

た場合には、文部科学省等でまとめられ

た「ヒトゲノム、遺伝子解析研究に関す

る倫理指針」及び、平成 13 年 3 月 29 日

付 12文科振第266号文部科学省研究振興

局長通知に則り、当該研究機関の医学研

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、

提供試料、個人情報を厳格に管理保存す

る。 

 

C. 研究結果 

 一次スクリーニングで１７種類のヒット

化合物が感染性HCV産生を阻害した。これ

研究要旨  異なる遺伝子型のHCVの感染増殖に関わる宿主因子を解析することによ

り、HCV に共通して必要な宿主因子機能を同定する。現在臨床で使用中および開発中

の抗ＨＣＶ薬は主としてウイルス RNA 複製過程を標的としている。そこで、HCV の

ライフサイクルに関わる宿主因子を標的とした抗ウイルス薬を開発することにより、よ

 



らのヒット化合物をHCVppとHCVレプリ

コンにより二次スクリーニングした。その

結果、HCVppの感染を阻害した化合物が１

種類、HCVレプリコンの複製を阻害した化

合物が４種類あった。残りの１２種類の化

合物は一次スクリーニングで感染性HCV

産生を阻害したが、HCVppおよびHCVレ

プリコンを阻害しなかった。したがって、

これらの化合物は初期感染過程およびRN

Aゲノムの翻訳、複製過程は阻害せず、ウ

イルス粒子形成または分泌過程を阻害する

ことが推測された。１２種類の化合物のな

で、脂質代謝に関与する化合物Aに注目し

て解析をすすめた。化合物Aはドーパミン

受容体の拮抗作用とPLD阻害活性を有する。

そこで他の阻害剤により確認したところ、P

LD阻害活性が感染性HCV産生阻害に重要

であることが明らかとなった。PLD阻害剤

はHCV粒子の分泌を阻害し、HCV感染の拡

大を阻止することができた。 

 

D. 考察 

 HCVのライフサイクル全体をアッセイ

できる実験系を用いて化合物をスクリーニ

ングして、さらにHCVppやレプリコンなど

の実験を駆使し、ウイルスの粒子形成、分

泌過程を阻害する化合物を同定できた。こ

のスクリーニング系を使用することにより、

HCVのライフサイクルの様々な過程を標

的とする化合をスクリーングでし、関係す

る宿主因子の同定につながることが期待で

きる。PLDは形質膜とゴルジ装置に存在し

ており、膜輸送やベジクル形成に関与する

ことが知られている。今後はPLDによるH

CV粒子の分泌過程への関与の分子機構を

解明していく。また、現在の抗HCV薬がほ

とんどウイルスゲノムの複製過程に対して

作用する。そこで、それ以外の過程を標的

とした抗HCV薬を開発することにより、よ

り効果が高く、副作用の少ない治療法を開

発につなげる。 

 

E. 結論 

・化合物スクリーニングにより感染性ウイ

ルス粒子産生阻害活性のある化合物を同定

した。 

・PLDがウイルス粒子分泌に関与すること

を明らかにした。  
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H. 知的財産権の出願・登録状況 
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委託業務成果報告（業務項目） 

 

透析患者の C型慢性肝疾患に対するダクラタスビル＋アスナプレビル併用
の薬物動態と有効性および安全性の検討－ Pilot Study － 

(臓器不全合併症例に対する治療法の確立) 

担当責任者 正木崇生  広島大学病院 腎臓内科 教授 

                 川上由育  広島大学病院 消化器・代謝内科 講師 

        
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
A. 研究目的 

 透析患者の Genotype1 型かつ高ウイ

ルス量の C型慢性肝疾患に対しては、

リバビリンが禁忌となっている（リバ

ビリンは透析できないため血中濃度が

上昇するため）ことから PEG-IFN 単独

治療が主体である。しかしながら、

Genotype1 型かつ高ウイルス量の C型

慢性肝疾患に対するウイルス排除（SVR）

は PEG-IFN 単独では低率であることか

ら治療を断念することが多かった。 

 近年、インターフェロンとは異なる

作用機序による抗ウイルス治療とし

DAAs(direct-acting antivirals)が開

発され、DAA のみを併用した IFN  

 free の治療法が主体となってきている。

日本においては、海外に先駆けて IFN 

free となる経口 DAA 剤であるダクラタ

スビル＋アスナプレビル認可された。ダ

クラタスビル＋アスナプレビルは前治

療歴なしの場合 SVR87.4%、前治療無効の

場合でも SVR80.5%と有効性に優れ、主な

副作用は鼻炎と肝酵素上昇で中止率は

６％と低率で非常に忍容性に優れてい

る。両剤ともに肝代謝のため肝予備能低

下例（肝硬変の child 分類 Bと C）は禁

忌であるが、腎障害については禁忌とな

っていない。また海外のデータではある

が透析患者における各薬剤の薬物動態

の検討はなされており、ダクラタスビル

研究要旨：近年、インターフェロンとは異なる作用機序による抗ウイルス治療として

DAAs(direct-acting antivirals)が開発され、DAA のみを併用した IFN free の治療法が主体となっ

てきている。日本においては、海外に先駆けて IFN free となる経口 DAA 剤であるダクラタスビ

ル＋アスナプレビルが認可された。日本人での透析患者における検討はなされておらず、さら

に両剤併用での薬物動態の検討は海外においても実施されていない。そこで今回透析患者の 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を評価することとした。本研究は多施設共同研究として実施する。現在当

院での倫理委員会の承認が得られ、他施設も審査中である。倫理委員会にて承認が得られた施

設（4 施設）より随時試験を開始している。進捗状況としては、1 例実施、4 例予定されている。 



の AUC は正常腎機能患者に比べ 26.9％

高く、アスナプレビルの AUC は正常腎機

能患者に比べ 10.1％低いことがわかっ

ている。しかしながら、日本人での透析

患者における検討はなされておらず、さ

らに両剤併用での薬物動態の検討は海

外においても実施されていない。そこで

今回透析患者の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

および安全性を評価することを研究目

的とした。 

 

B. 研究方法 

 中央登録方式による多施設共同、オープ

ンラベル、単群、パイロット研究として実

施。 

 登録方法は、 

① ダクラタスビル＋アスナプレビ

ル併用療法開始前に、本研究の選

択基準に合致しかつ除外基準のい

ずれにも抵触しない患者であるか

を確認する。 

② 本研究への参加について同意の

有無を確認後Faxにて登録を行う。 

 PK(Pharmacokinetics)：治療開始１週

時に実施。 

 PKは投与前、1、2、3、4，5or6時間に測

定する（6ポイント、合計30ml採血）。 

 有効性としては早期のHCVウイルス動態

およびSVR率を、安全性としては有害事象や

完遂率などを検討する。さらにPKと有効性

／安全性の検討、正常腎機能患者とPKの比

較を行う。 

 

（倫理面への配慮） 

 透析患者における本治療の有効性および

安全性が十分に確立されていないこと、１

週目の採血量および回数が増えること(た

だし採血は1回（5or6時間）を除きその他の

ポイントにおいては透析ルートより行うた

め痛みは伴わない)が倫理的に問題となる。

この点については、説明文書にて十分説明

し参加の意思を確認する。また、本研究は

『臨床研究に関する倫理指針』を遵守して

実施するため主施設（広島大学）において

倫理審査を受け承認を得た後、参加施設に

おいても倫理審査を受ける。試験は事前登

録(UMIN-CTR)後より実施する。 

 

C. 研究結果 

 現在当院での倫理委員会の承認が得ら

れ、他 

施設も審査中である。倫理委員会にて承

認が得られた施設（4 施設／10 施設中）

より随時試験を開始している。進捗状況

としては、1例実施、4例予定。 

 

D. 考察 

 試験途中。予想（仮説）としてはダクラ

タス 

ビル＋アスナプレビルとも肝代謝なので透

析患 

者でも正常腎機能患者と同様な効果が得ら

れる 

のではないかと考える。 

 

 

E. 結論 

 実施中の1例は4週以内にウイルス陰性化



し、有害事象もなく経過中である。倫理委

員会にて承認が得られた施設より随時実施

していく予定である。 

 

G. 研究発表 

 1．論文発表 

Kumada H ,Chayama K, Kawakami Y, et al: 

Daclatasvir plus asunaprevir for 

chronic HCV genotype 1b infection. 

Hepatology. 2014 Jun;59(6):2083-91. 

 

 2．学会発表 

（発表誌名巻号・頁・発行年等も記入） 

Kawakami Y, Chayama K, Kumada H, et al: 

Effect of demographic and baseline 

disease characteristics on the 

efficacy and safety of daclatasvir in 

combination with asunaprevir in 

japanese patients with HCV genotype 1b 

infection. APASL. Brisbane 2014  

 

H. 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 
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薬剤の効果に関連する宿主因子の検討 
（宿主因子を標的とする新規薬剤の開発） 

担当責任者 三木大樹 独立行政法人理化学研究所統合生命医科学研究センター 

研究員 
 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A. 研究目的 

C型肝炎の治療はIFN/RBV併用のテラプ

レビル、シメプレビル、バニプレビル、

経口剤のみ投与のアスナプレビル＋ダク

ラタスビル併用療法の認可により格段に

改善されることが予測されるものの、多

剤耐性ウイルスの存在により、これら全

ての治療薬を使用しても完治に至らない

難治例がある。また、同様に治療困難な

症例として、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、これらへの

対策が今後より一層重要性を増している。 

本研究では、耐性ウイルス出現の可能

性の少ない宿主因子をターゲットとした

治療薬の開発を目指して、HCV の感染増

殖・慢性感染状態の維持に関連する宿主

因子を探索する。また、種々の治療困難

症例において安全かつ効果的な治療を遂

行できるよう、それらに関連する宿主因

子も探索を行う。 

例えば、ゲノタイプ 1 型・高ウイルス

研究要旨   

C 型慢性肝炎に対する治療効果は、新規抗ウイルス薬の登場により劇的に改善されつ

つあるが、多剤耐性ウイルスの存在によって完治に至らない難治例がある。また、同様

に治療困難な症例として、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、今後はこれらへ個別に最適化された対応が求めら

れる。 

本研究では、耐性ウイルス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

の開発を目指して、HCV の感染増殖に必須な宿主因子を探索する。また、種々の治療困

難症例において安全かつ効果的な治療を遂行できるよう、それらに関連する宿主因子も

探索を行う。 

種々の治療困難症例を含む大規模な C型慢性肝炎集団について、ゲノムワイドな SNP

ジェノタイピングを実施した。得られたデータについては、すでに Quality control を

終えており、複数の関連解析を進めている。同時に、ウイルス変異についても検討して

おり、ヒトゲノムとの相互関係について解析を進めている。 



量症例に対する IFN 併用治療時に有用で

あった IL28B遺伝子多型や HCVコア 70番

のアミノ酸変異などと同様に、臓器不全

を含めた治療困難例や新規治療法施行症

例に最適化されたマーカーとして複数の

宿主およびウイルスの遺伝子多型情報を

利用できるようになれば、治療方針の決

定に役立つ予測モデルを構築できる可能

性が見込まれる。個々人の遺伝子多型情

報を含めて最適化された予測モデルを用

いて、より効果が高く、より副作用発現

の可能性が低い治療方針を選択すること

ができるようになれば、発現した副作用

への対応等も含め、本来必要の無い余分

な治療を減らすことができる。 

 

B. 研究方法 

 本研究が主な目的とするところの宿主因

子の探索においては、これまでにも分担者

らが実績のある、網羅的ヒトゲノム解析を

行う。具体的には、ヒトゲノム全体を網羅

するように配置されたIlumina社製の

BeadChipというDNAチップを用いて、一度に

一 塩 基 多 型 （ single nucleotide 

polymorphism：SNP）の遺伝子型を決定

（genotyping）する。そこから得られた膨

大なデータに対して、Quality controlを行

い、信頼性の高い、解析に耐えうるデータ

のみを抽出する。その後、解析目的とする

表現型について、統計学的手法を用いた関

連解析を行う。得られた結果については、

独立した患者集団を用いてPCR-based 

Invaderアッセイにより、再現性を確認する。

また、ヒトゲノムのみならず、ウイルスゲ

ノムについても耐性変異を中心にゲノム多

様性の評価を行い、宿主における表現型と

の関連やヒトゲノム多様性との相互関係に

ついても、検討を行う。なお、解析にあた

っては正確かつハイスループットな測定系

の開発にも努めると同時に、今後得られる

であろう有用なヒトおよびウイルスのゲノ

ム情報については臨床現場での測定を視野

に簡易化も進める。 

 

（倫理面への配慮） 

「ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する倫

理指針」に基づいて、インフォームド・コ

ンセントが得られた検体を用いて実施した。

所属研究機関の倫理委員会の承認を得て実

施した。 

 

C. 研究結果 

約2000例の C型慢性肝炎症例について、

以前よりも高密度のゲノムワイド SNP タ

イピングを実施した。タイピングデータ

の Quality control を終え、SNP 数は 95

万から 62 万に絞り込まれた。 

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

ては、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、現在、解析

中である。 

 

D. 考察 

 ゲノムワイド関連解析の手法を用いて、

新たに検出されてきた種々の phenotype



（治療効果、副作用、ウイルスの薬剤耐

性変異など）に関連する宿主の遺伝的要

因については、その妥当性を検証するた

めに、独立したコホートを用いた再現性

の確認実験を行う予定である。 

また、関連解析においては、単一の SNP

とphenotypeとの関連解析にとどまらず、

複数の SNP あるいは宿主とウイルス側の

遺伝子多型・変異などによってもたらさ

れる phenotype への影響についても、解

析手法を拡張する必要があると考えられ

る。さらに、遺伝子多型と、当該遺伝子

を含む遺伝子パスウェイやネットワーク

上の遺伝子の発現量との関わりについて

も、マイクロアレイや PCR、in silico解

析などを検討したい。 

 

E. 結論 

 種々の治療困難症例を含む大規模なC型

慢性肝炎集団について、ゲノムワイドなSNP

ジェノタイピングを実施した。得られたデ

ータについては、すでにQuality control

を終えており、複数の関連解析を進めてい

る。同時に、ウイルス変異についても検討

しており、ヒトゲノムとの相互関係につい

て解析を進めている。 
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A. 研究目的 

 近年C型肝炎の治療としてウイルス蛋白

を直接阻害するDirect acting antivirals 

(DAAs) を組み合わせたIFNフリーの治療

によってウイルス排除が可能となった。一

方IFNフリーの治療では、DAAに対する薬

剤耐性変異の存在がDAAsの治療効果を予

測する因子となることが報告された。最近、

遺伝子工学の発展に伴い微量な薬剤耐性ウ

イルスも検出可能となり薬剤耐性ウイルス

の混在比を検討することが可能となった。 

薬剤耐性ウイルスの混在比によるDAAの

抗ウイルス効果を検討するため、薬剤耐性

ウイルスの割合が異なるHCV感染マウス

を作製しDAA投与を行った。 

 

B. 研究方法 

 HCVのNS3領域に薬剤耐性ウイルスD16

8Vが検出される血清を4匹のヒト肝細胞キ

メラマウスへ接種し、HCV感染マウスを作

製した。HCV感染のマウス血中HCV RNA

がプラトーに達した後、ダクラタスビル（N

S5A阻害剤）とアスナプレビル（NS3阻害

剤）を併用投与し、抗ウイルス効果につい

て検討した。薬剤耐性ウイルスの混在比に

ついては、次世代シークエンサー（Ion To

rrent）を用いて検討した。 

 

（倫理面への配慮） 

過去に保存された血清を用いる為、対象者

に対して予測される身体的な危険・不利益

はないと考えられる。個人情報が流出する

ことがないように十分配慮する。 

 

C. 研究結果 

 薬剤耐性ウイルスが感染したマウスに対

し、ダクラタスビルとアスナプレビルの併

用投与を4週間行った。投与開始1週後には2.

8±0.5 log IU/mLのウイルス量の減少を

認め、薬剤投与中にHCVの再燃は認めず、

投与終了直前にはHCV陰性化した。薬剤投

与終了4週間以内に4匹中2匹でマウス血中

研究要旨  DAA に対する薬剤耐性ウイルスの混在比による DAA の治療効果を検討

した。薬剤耐性ウイルスの存在する C 型慢性肝炎患者の血清を 4 匹のヒト肝細胞キメ

ラマウスに感染させ、ダクラタスビルとアスナプレビルの併用投与を 4 週間行った。4

匹中 2 匹は中止後 4 週以内にウイルス再燃を認めたが、残り 2 匹は中止後 9 週まで血

中のウイルスは陰性化を持続し肝臓内の HCV RNA を検出せずウイルス排除を達成し

た。DAA 投与前の薬剤耐性ウイルスの混在比を次世代シークエンサーにて解析したと

ころ、ウイルス陰性化を達成した薬剤耐性ウイルスの割合は 10%以下であった。これ



にHCV RNAが定量可能となったが、残り2

匹では中止後9週目までウイルス陰性化を

持続した。ウイルス陰性化を持続した肝臓

内のHCV RNAも陰性化していたためウイ

ルス排除と考えられた。薬剤投与直前の薬

剤耐性ウイルスの混在比について次世代シ

ークエンサーを用いて検討したところ、NS

3領域の薬剤耐性ウイルスD168Vの割合は

2～90%であった。薬剤耐性ウイルスD168

Vの割合が10%以下の場合には併用投与に

よりウイルス陰性化を達成していた。 

 

D. 考察 

 NS3 D168V薬剤耐性ウイルスに対して、

NS5A阻害剤とNS3阻害剤の併用投与によ

って投与中はウイルス陰性化を達成し、薬

剤耐性ウイルスが10%以下の場合にウイル

ス排除を達成したが、それ以上の場合には

ウイルスが再燃した。 

 

E. 結論 

 薬剤耐性ウイルスの混在比がDAAの抗

ウイルス効果に影響を与える。 
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