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研究要旨； 

C 型慢性肝疾患の治療は近年ウイルス蛋白を直接阻害する Direct acting antivirals (DAAs) による治療が開始され、

インターフェロン(IFN)に抵抗性の症例や合併症にてIFN療法が困難な症例にIFNフリーの治療であるプロテアーゼ阻

害剤と NS5A 阻害剤の内服治療が開始されている。この際 NS3, NS5A 領域の治療前における遺伝子変異（耐性ウイル

ス）の存在は DAAs の治療効果を予測する因子となることが報告されている。本研究は、HCV 感染例を対象とし、新規

薬剤である DAAs 等の治療を行う際の治療効果に関係する HCV 遺伝子変異の新規測定系の確立と臨床応用を目的

とする。 

 Invader 法 NS5A aaY93H (NS5A-Y93H) 相対定量系は、NS5A 領域の aa88-99 番目を増幅するように設計した

primer を用いて PCR と invader 反応を同時に行い PCR サイクルごとに蛍光強度を測定しそれぞれのコピー数を算出

後変異型の相対比率を求め測定系を確立した。また、Invader 法定性系の測定系を NS3-D168E, NS5A-L31M, 

-Y93H で作成した。 

DCV+ASV 併用療法施行例 130 例における治療効果と Invader 法 NS5A-Y93H（相対定量系）のデータを解析した。

全症例での SVR 率は 84%(109/130)であった。Invader 法による NS5A-Y93H（相対定量系）の治療前測定では、Y93H

の検出率は 27%(35/130)であった。Y93H 混在比率(<1%)の症例(95 例)で高率に SVR（97％;92/95）が得られていた。こ

のうち混在比率(<1%)の症例で、NS3 aaD168E, NS5A aaL31M 変異を認めない症例(92 例)では 100%の SVR 率であっ

た。また Y93H の混在比の上昇とともに SVR 率の低下を認めた。一方 PCR direct-sequence 法では、Y93H 変異は 129

例中 32 例(25%)で検出された。Y93(wild)の症例の SVR 率は 96％(93/97)であり、Y93H の症例では 47%(15/32)であっ

た。PCR Direct-sequence 法と Invader 法相対定量測定での測定結果の一致率は 96%(125/130)であった。

Direct-sequence 法で耐性ウイルスが検出されず non-SVR になった 1 例では aaY93H 相対定量系で耐性ウイルスが検

出され、Invader 法の有用性が示された。 

Invader 法定性系と治療成績との関係を検討した。Y93H 定性陽性例は 27 例であったが、このうち Y93H 相対定量

系では24例(88%)で検出され、定性陽性例のSVR率は52%(14/27)であった。またY93H定性弱陽性例20例ではY93H

相対定量系では 6 例(30%)で検出され、定性弱陽性例の SVR 率は 80%(16/20)であった。L31M 定性陽性例は 4 例で

あったが、定性陽性例の SVR 率は 25%(1/4)であった。この 4 例は PCR direct-sequence 法でも陽性であった。また

L31M 定性弱陽性例 3 例では SVR 率は 67%(2/3)であったが、PCR direct-sequence 法では陰性であった。D168E 定

性陽性例は 3 例であったが、定性陽性例の SVR 率は 67%(2/3)であった。この 3 例中 1 例で PCR direct-sequence 法

で陽性であった。また D168E 定性弱陽性例 40 例では、SVR 率は 88%(35/40)であった。しかし全例 PCR 

direct-sequence 法では陰性であった。定性系の弱陽性例は、治療効果との関係が少なかった。 

 Deep sequence 法と Direct sequence 法の比較検討では、Y93H 変異検出は deep sequence 法で 25%以上耐性ウイル

スが存在すると direct sequence 法でも検出された。また Invader 法 NS5A-Y93H 相対定量系と Deep sequence 法との

比較検討では、y = 0.9184x + 5.366、R² = 0.6982 で相関を認めた。一方 DCV+ASV 治療での Viral breakthrough 後の

解析では、direct sequence 法、Invader 法いずれに NS3-D168E, NS5A-L31M, NS5A-Y93H が検出された。さらに治療

終了後108週目の時点では、Invader法NS5A-Y93H相対定量系で99％から42%と耐性ウイルスの減少が認められた。

製造販売後の症例からの検討では、治療開始後 12 週目までの HCV RNA 陰性化率は、Invader 変異相対定量系で

変異を検出された症例で陰性化が遅い傾向にあった。 



 

来年度以降は、製造販売後の DVC+ASV 併用療法施行例における耐性ウイルス(NS3-aaD168E, NS5A-aaL31M, 

aaY93H)の有無と治療効果についての多数例での検討が必要である。また DCV+ASV 治療での non SVR 例における

耐性ウイルスの長期的推移を新規測定系での検討も行う。またサイクリングプローブ法などの新規測定系の耐性ウイル

ス検出や DCV+ASV 治療における臨床効果との関係やペグインターフェロン、リバビリン、DAA(テラプレビル、シメプレ

ビル)治療における non SVR 例での耐性ウイルスの推移を新規測定系で検討する。さらに新たな内服治療（ポリメラー

ゼ阻害剤を含む）における耐性ウイルスの検出と治療効果との関係についても検討する予定である。 
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A. 研究目的 

C 型慢性肝疾患の治療は近年ウイルス蛋白を直接阻

害する Direct acting antivirals (DAAs) による治療が開

始され、インターフェロン(IFN)に抵抗性の症例や合併症

にて IFN 療法が困難な症例に IFN フリーの治療である

プロテアーゼ阻害剤と NS5A 阻害剤の内服治療が開始

されている。この際 NS3, NS5A 領域の治療前における遺

伝子変異（耐性ウイルス）の存在は DAAs の治療効果を

予測する因子となることが報告されている。本研究は、

HCV 感染例を対象とし、新規薬剤である DAAs 等の治

療を行う際の治療効果に関係する HCV 遺伝子変異の

新規測定系の確立と臨床応用を目的とする。 

 

B. 研究方法 

現在Ｃ型肝炎の治療としてプロテアーゼ阻害剤とペグ

インターフェロン＋リバビリン併用療法が行なわれている

が、インターフェロン不適格/不耐容例およびインターフ

ェロン療法の無効例(non response)にはプロテアーゼ阻

害剤、NS5A 阻害剤やポリメラーゼ阻害剤を組み合わせ

た IFN フリーの治療が行われている。しかし、これらの薬

剤は、NS3, NS5A 領域の治療前における遺伝子変異の

存在が DAAs の治療効果を予測する因子となることが報

告されている。今年度は、新規測定系である Invader 法 

NS5A aaY93H 相対定量系の測定の確立とともに変異

測定結果と NS5A 阻害剤(Daclatasvir;DCV)、プロテアー

ゼ阻害剤(Asunaplevir;ASV)併用療法の治療効果の検

討を研究班（上記施設）でおこなった。さらに各業務担

当者の創意工夫に基づいて、それぞれの研究を施行し

た。 

 

C. 研究結果 

業務代表者（鈴木文孝） 

①新規測定系の確立 

Invader 法 NS5A aaY93H 相対定量系は、NS5A 領域

の aa88-99 番目を増幅するように設計した primer を用い

て PCR と invader 反応を同時に行い PCR サイクルごとに

蛍光強度を測定しそれぞれのコピー数を算出後変異型

の相対比率を求め測定系を確立した。（図１）また、

Invader 法 定 性 系 の 測 定 系 を NS3-aaD168E, 

NS5A-aaL31M, aaY93H で作成した。 

②Invader法の測定結果とNS5A阻害剤(DCV)、プロテア

ーゼ阻害剤(ASV)併用療法の治療成績との関係（全班



員の共同研究） 

DCV+ASV 併用療法施行例 130 例における治療効果と

Invader 法 NS5A aaY93H (NS5A-Y93H) 相対定量系の

データを解析した。全症例での SVR 率は 84%(109/130)

であった。Invader法によるNS5A-Y93H相対定量系にて

治療前 Y93H の測定を施行した。Y93H の検出率は

27%(35/130)であった。Y93H 混在比率(<1%)の症例(95

例)では、高率に SVR（97％;92/95）が得られていた。こ

の う ち 混 在 比 率 (<1%) の 症 例 で 、 NS3-D168E, 

NS5A-L31M 変異を認めない症例(92 例)では 100%の

SVR 率であった。一方 Y93H の混在比 1-20％の症例で

は、SVR 率は 75％(6/8)、21％以上では 41%(11/27)であ

り Y93H の混在比の増加とともに SVR 率の低下を認めた。

（図２）一方 PCR direct-sequence 法では、Y93H 変異は

129 例中 32 例(25%)で検出された。Y93(wild)の症例の

SVR 率 は 96 ％ (93/97) で あ り 、 Y93H の 症 例 で は

47%(15/32) で あ っ た 。 PCR Direct-sequence 法 で の

NS5A-aaY93H 変異の測定と Invader 法相対定量系との

測 定 結 果 の 一 致 率 は 96%(125/130) で あ っ た 。

Direct-sequence 法 で 耐 性 ウ イ ル ス が 検 出 さ れ ず

non-SVR になった 1 例では aaY93H 相対定量系で耐性

ウイルスが検出された（5%）。 

次に Invader 法定性系と治療成績との関係を検討した。

Y93H 定性陽性例は 27 例であったが、このうち Y93H 相

対定量系では 24 例(88%)で検出され、定性陽性例の

SVR率は52%(14/27)であった。またY93H定性弱陽性例

20 例では Y93H 相対定量系では 6 例(30%)で検出され、

定性弱陽性例の SVR 率は 80%(16/20)であった。L31M

定性陽性例は 4 例であったが、定性陽性例の SVR 率は

25%(1/4)であった。この 4 例は PCR direct-sequence 法

でも陽性であった。また L31M 定性弱陽性例 3 例では、

SVR 率 は 67%(2/3) で あ っ た 。 こ の 3 例 は PCR 

direct-sequence 法では陰性であった。D168E 定性陽性

例は 3 例であったが、定性陽性例の SVR 率は 67%(2/3)

であった。この 3 例中 1 例で PCR direct-sequence 法で

陽性であった。また D168E 定性弱陽性例 40 例では、

SVR 率 は 88%(35/40) で あ っ た 。 し か し 全 例 PCR 

direct-sequence 法では陰性であった。 

来年度以降は、製造販売後の DVC+ASV併用療法施行

例における耐性ウイルス(NS3-aaD168E, NS5A-aaL31M, 

aaY93H)の有無と治療効果についての多数例での検討

が必要である。また DCV+ASV 治療での non SVR 例に

おける耐性ウイルスの長期的推移を新規測定系での検

討も行う。またサイクリングプローブ法などの新規測定系

の耐性ウイルス検出や DCV+ASV 治療における臨床効

果との関係やペグインターフェロン、リバビリン、DAA(テ

ラプレビル、シメプレビル)治療における non SVR 例での

耐性ウイルスの推移を新規測定系で検討する。さらに新

たな内服治療（ポリメラーゼ阻害剤を含む）における耐性

ウイルスの検出と治療効果との関係についても検討する

予定である。 

 

 業務担当者（小松通治） 

長野県内の経口 2 剤治療予定者を対象に、治療前に耐

性変異を Invader 法定性系にて測定した。372 例で測定

を行った。男性171例、女性201例、年齢69歳(25-84)、

195 例で前治療歴を認めた。長野県における耐性ウイル

スの検出頻度は、Y93H 59/372(15.8%)、L31M/F/V 

16/372(4.3%)、D168A/E/H/T/V 3/372(0.8%) であり既

報と同様の結果が得られた。 

 

 業務担当者（宇都浩文） 

HCV 感染末期腎不全患者における C 型肝炎の臨床的

研究と DCV/ASV 耐性変異について検討した。鹿児島

県における透析症例(n=2588)での HCV 抗体陽性率は

9.4%であり、このうち HCV RNA 陽性率は 79%であった。

ALT 値は、非透析患者より透析患者の方が低値である

が、HCV 感染透析患者の ALT 値は HCV 非感染透析

患者より高く、血小板数は HCV 感染透析患者の肝線維

化を反映した。さらに ALT が 15～20 以上は、 HCV 感

染透析患者の肝線維化進展に寄与していた。 

HCV感染末期腎不全患者のDCV＋ASVに対するHCV

薬剤耐性変異の頻度は、PCR direct-sequence 法で

11.1%(1/9)であり腎機能正常 HCV 感染者(7.5%;20/265)

と差は認めなかった。さらに Invader 法定性系の測定で

DCV+ASV に対する HCV 薬剤耐性変異は、透析の影響

を受けないと考えられた。今後、HCV 感染末期腎不全

患者の DCV+ASV に対する HCV 薬剤耐性変異、

DCV+ASV の効果及び安全性を、多数例で検討する必

要があると思われた。 



 

業務担当者（前川伸哉） 

多数の DAA(direct antiviral agent)が開発され、これらの

組み合わせによる様々な治療・臨床試験が進みつつあ

るが DAA に対する多剤耐性変異出現が懸念されている。

この研究では、高感度かつ簡便な耐性 HCV 検出系を

確立し、その臨床的意義を明らかとすることを目的とした。

DAA 未投与症例(110 例)における NS5A 阻害剤耐性の

解析(deep sequence 法)を行った。NS5A-L31M/V/F 変

異は 12%(13/110)、NS5A-Y93H/N 変異は 35%(34/110)

で検出された。NS5A 阻害剤耐性変異は多変量解析に

て検討すると IL28B SNP major type (TT) 症例に多く認

められた。Direct sequence 法での検討では Y93H 変異

検出は deep sequence 法で 25%以上耐性ウイルスが存在

すると direct sequence 法でも検出された。一方 NS3 領域

のプロテアーゼ阻害剤に対する耐性ウイルスについて

deep sequence 法 で 解 析 を 行 っ た 。 V36A/I/L 

9.1%,T54A/S 7.3%,V55A/K 0.9%,Q80K/R 3.6%,R155Q 

0.9%,A156T 2.7%,D168A/V/T/H/E 0%,V170A/T 1.8%で

検出された。IL28BSNP と耐性ウイルス検出には関係は

認められなかった。今後 Digital PCR 法、Invader 法を用

いたＤＡＡ耐性変異検出法を検討・評価し、最適な検出

システムを確立し、臨床的意義を明らかにする予定であ

る。 

 

業務担当者（荒井邦明） 

DCV/ASV 治療を行った 5 例に関して Invader 法と

direct sequence 法で検討を行った。投与中 viral 

breakthrough を認めた 1 例では、direct sequence 法で

は開始時耐性ウイルスを認めていなかったが、Invader

法 NS5A-Y93H 相対定量系で 14%検出されていた。

Viral breakthrough 後は direct sequence 法、Invader 法

いずれに NS3-D168E, NS5A-L31M, NS5A-Y93H が検

出された。さらに治療終了後 108 週目の時点では、

Invader 法 NS5A-Y93H 相対定量系で 99％から 42%と

耐性ウイルスの減少が認められた。治療 2 週目で中止

になった症例では、開始時耐性ウイルスは Invader 法、

direct sequence 法いずれでも認めていなかったが、中

止後 10 週目で Invader 法 NS5A-Y93H 相対定量系で

24%と耐性ウイルス検出され、NS5A-L31M/V も Invader

法 定 性 で 検 出 さ れ た 。 Direct sequence 法 で は 、

NS5A-L31V,Y93Y/Hであった。その後治療中止後 109

週目では、direct sequence 法では耐性ウイルスは検出

されなかったが、Invader 法 NS5A-Y93H 相対定量系で

11%検出、NS5A-L31Vも Invader 法定性で検出された。

一方残り 3 例は SVR になったが、このうち 2 例は開始

時 Invader 法、direct sequence 法いずれも耐性ウイルス

を認めなかった。残り 1 例は開始時 direct sequence の

みで NS5A-L31M 変異を認めていたが SVR となった。

NS5A Y93H 変 異 に 関 し て 、 invader 法 は 、 direct 

sequence 法 で は detection 困 難 な 10 ～ 20% の

population を検出可能で、治療効果予測に有用と考え

られた。一方コンプライアンスの低下による治療不成功

は、治療終了後も耐性ウイルスを誘発する可能性があ

る。さらに治療開始前の NS3 耐性変異ウイルスの存在

は、相当量の NS5AY93H 変異を伴っていなければ、治

療効果に影響しない可能性が考えられた。 

 

業務担当者（狩野吉康） 

Invader 法による DCV+ASV 療法の薬剤耐性と治療効果

および耐性ウイルスの有無による HCV Dynamicｓの研究

を行った。Invader 法（定性）では Y93H の耐性変異は弱

陽性(29.8%)、陽性(17.7%)と従来の direct sequence 法に

比較し高率に検出された。治験例（35 例)の検討では、

Y93H の direct sequence 検出例、Invader 法（定性）陽性

例の DCV+ASV 療法での SVR 達成は各々71.4％、

66.7％とほぼ同等であった。D168E 単独の弱陽性７例は

全例 SVR を達成した。Y93H 相対定量では Invader 法

（定性）陽性例の 1/4 は耐性株の存在比率が、Invader

法 NS5A-Y93H 相対定量系で１％未満であった。

Invader 法（定性）D168,L31,Y93 の耐性変異（弱陽性を

含む）の有無による HCV dynamics, HCV RNA 陰性化時

期に差を認めなかった。Invader 法（定性）による耐性変

異弱陽性例では、耐性株の存在比率は低率であり、

DCV+ASV 併用への影響は軽微であったことを報告し

た。 

 

業務担当者（平賀伸彦） 

NS3/NS5A 領域の薬剤耐性ウイルスの存在比率と

DCV+ASV の治療効果について Invader 法の相対定量



系と direct sequence 法、次世代シークエンサー(deep 

sequence 法)にて検討した。治験症例 31 例での検討で

は、治療開始時 direct sequence 法では NS3-D168 は全

例 wild type、NS5A-L31M 1 例(3.3%)、NS5A-Y93H/F 8

例(26.7%)で耐性ウイルスが検出された。 NS5A の耐性ウ

イルスが認められなかった症例では 100%(21/21)の SVR

率であったが、耐性を認めた症例では 44%(4/9)であった。

Direct sequence 法と Invader 法の比較では、NS3-D168

変異検出は同等であった。NS5A-Y93H（定性）の変異

検出では感度 95％、特異度 88%であった。Invader 法

NS5A-Y93H 相対定量系での治療効果との関係では、

耐性率 50%で分けた場合、感度 93%、特異度 75%であっ

た。さらに Invader 法 NS5A-Y93H 相対定量系と次世代

シークエンサーとの比較検討では、y = 0.9184x + 5.366、

R² = 0.6982 で相関を認めた。 

 

業務担当者（瀬崎ひとみ） 

DCV+ASV併用療系の治験症例63例で開始時耐性ウイ

ルスの存在と治療効果について検討した。Invader 法

NS5A-Y93H 相対定量系で<1%の場合、98%(42/43)、

1-19％で 67%(4/6)、20%以上で 23%(3/13)の SVR 率であ

った。Invader 法定性 NS3-D168 での陽性例は 1 例であ

り、direct sequence でも検出された。一方弱陽性例は 16

例認めたが、direct sequence では検出されなかった。

Invader 法定性 NS5A-L31 陽性 2 例は direct sequence

でも検出されたが、弱陽性 2 例は direct sequence では

検出されなかった。Invader 法定性 NS3-D168 で弱陽性

例のうち NS5A 領域に変異を認めなかった症例は、全例

SVR であった。 

保険適応後の症例での DCV+ASV 併用療法の早期治

療効果と NS5A-Y93 耐性変異について研究した。359 例

のDCV+ASV併用療法では、Invader法の相対定量系で

変異のある症例が 7%含まれており、変異の有無を検出

できなかった症例は 14%含まれていた。IL28B genotype 

TT の症例では、NS5A-Y93 の変異を有する症例は 14%

であったが、TG/GG では 4.6%であり、TT は TG/GG に

比し有意（P=0.019）に、NS5A-Y93H の変異が高率であ

った。治療開始後 12 週目までの HCV RNA 陰性化率は、

Invader 相対定量系で変異を検出された症例で陰性化

が遅い傾向にあった。 

Invader 定 性 法 で 検 出 さ れ た 変 異 （ 弱 陽 性 ） は 、

NS3-D168 に関しては治療効果と相関がなく NS5A-Y93

については単独でも治療効果と相関した。今後は、

Invader 相対定量系による Y93 変異の測定不能症例に

おいて、他の耐性検出法での検討を行う必要があるとと

もに、実臨床での薬剤耐性変異の有無による最終治療

効果との関係を検討していく必要があると報告した。 

 

D. 考察 

本研究班では、IFN フリーの新規治療薬である DAAs 治

療の効果に関係する NS5A 領域 aaY93H の変異を測定

する Invader 法による相対定量系を確立した。この測定

系は、従来の PCR-direct sequence 法よりも簡便、安価

でかつ定量測定可能な新規検査系である。 

この測定系を用いて DCV と ASV 併用療法を施行し SVR

判定可能な 130 例において治療前の血清より Invader 

法にて NS5A-Y93H 変異の相対定量測定を行った。治

療前 Y93H 相対定量が陰性(変異型混在比率；<1%)であ

った症例では 97%(92/95)の SVR 率であり非常に高率な

効果が得られた。また aaY93H 相対定量値と SVR 率にも

相 関 が 認 め ら れ た 。 さ ら に NS3-D168E ま た は

NS5A-L31M の変異を認めず、治療前 Y93H 相対定量

系が陰性(<1%)であった症例では 100%(92/92)の予測率

であり、耐性ウイルス測定の重要性が示された。特に

DCV+ASV 治療においては NS5A-Y93 の耐性変異率が

27％で認められており、この領域の測定は治療効果予

測に重要である。 

一方 PCR Direct-sequence 法での NS5A-Y93H 変異の

測定と Invader assay 相対定量測定との測定結果の一致

率は 96%(125/130)であった。Direct-sequence 法で耐性

ウイルスが検出されず non-SVR になった 1 例では Y93H

相対定量系で耐性ウイルスが検出され（5%）、Invader 法

の有用性が示された。 

ま た Invader 法 定 性 系 NS3-D168E/T/V 、

NS5A-L31M/V 測定では、陽性例の治療効果との関係

は示されたが、弱陽性例では SVR 例が多く認められ今

後測定系の改良が必要と考えられた。 

来年度以降当研究班は、製造販売後の DVC+ASV 併用

療 法 施 行 例 に お け る 耐 性 ウ イ ル ス (NS3-D168E, 

NS5A-L31M, -Y93H)の有無と治療効果についての多



数例での検討が必要である。また DCV+ASV 治療での

non SVR 例における耐性ウイルスの長期的推移を新規

測定系で検討も行う。またサイクリングプローブ法などの

新規測定系の耐性ウイルス検出や DCV+ASV 治療にお

ける臨床効果との関係、ペグインターフェロン、リバビリン、

DAA(テラプレビル、シメプレビル)治療における non SVR

例での耐性ウイルスの推移を新規測定系で検討する。さ

らに新たな内服治療（ポリメラーゼ阻害剤を含む）におけ

る耐性ウイルスの検出と治療効果との関係についても検

討する予定である。 

 

E. 結論 

インターフェロンフリーの新規治療薬である DAAs 治療

の効果に関係する NS5A 領域 Y93H の変異を測定する

Invader 法による相対定量系を確立した。この測定系を

用いた DCV+ASV 治療の治験症例の成績を解析し、測

定 系 の 有 用 性 を 認 め た 。 こ の 測 定 系 は 、 従 来 の

PCR-direct sequence 法よりも簡便、安価でかつ定量測

定可能な新規検査系であり、IFN フリーの内服治療

(DCV+ASV 等)の効果予測に重要な情報を提供できる。 

このような新規検査系により治療前の詳細な効果予測が

可能となり、Ｃ型慢性肝炎治療のガイドライン（「科学的

根拠に基づくウイルス性肝炎診療ガイドラインの構築に

関する研究」）において研究成果を反映し、診療指針の

作成に貢献できると考えられる。 

さらには IFN フリーの内服治療などの新規治療薬による

効果を予測することにより、効果的な治療法が選択され

医療費の削減に寄与する。  

また全国的な医療の均てん化に貢献できるものである。 
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図１． インターフェロンフリーの新規内服治療(ダクラタスビル＋アスナプレビル)における治療効果に関係する

NS5A aaY93H 変異の測定系の確立（定性系と相対定量系） 

 

Invader assay の相対定量系では、耐性ウイルスを定量的に測定可能であった。 

 

図２． ダクラタスビル＋アスナプレビル治療における治療前 NS5A aaY93H 相対定量系の測定値と治療効果と

の関係 

 

Invader assay 定量測定系で耐性変異混在比率（<1%）では、高率に SVR が得られ測定の有用性が示された 
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