
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
A. 研究目的 
近年、C型肝炎ウイルス（HCV）に対して、顕
著な抗ウイルス効果を示す多数の DAA(direct 
antiviral agent)が開発され、これらの組み合
わせによる様々な臨床試験が進み、また一部の
DAA においてはすでに臨床の場に用いられつつ
ある。一方で、DAA 治療においては耐性変異の
出現が問題となっている。すなわち DAA は HCV 
の特定の限られたウイルス領域をターゲットと
しており、異なる DAA 間で交差耐性を示す多剤
耐性変異出現が容易に起こりうることが懸念さ
れている。 
HCV は遺伝子変異を高頻度に起こし宿主体内
において複雑な変異体の集合(quasispecies)を
形成しているが、DAA 耐性変異 HCV の解析にお
いても、quasispecies の詳細な解析を通じた検
討は不可欠と考えられる。 
このような多剤耐性変異 HCV の問題克服に向
けて、本研究では近年大きく進歩した deep 
sequence の手法を用いて、DAA 耐性 HCV の臨床
意義について詳細に明らかとしてゆく。その一
方で、高感度かつ簡便な耐性 HCV 検出系を確立
することを目指してゆく。 
 
B. 研究方法 
1) NS5A 領域の daclatasvir 耐性変異の検討：
Daclatasvir 未投与の genotype 1b HCV 110 症
を対象とし（IFN 無治療症例 59 例、PEG-IFN/RBV
併用療法後 relapser30 例、null-responder21
例）、NS5A 領域の daclatasvir 耐性変異を deep  
sequencer を用いて解析した。 
(2) NS３領域におけるプロテアーゼ阻害剤耐性
変異の検討： PEG-IFN/RBV/テラプレビル 3剤併
用療法を導入した genotype１b、高ウイルス量 

 
の C 型慢性肝炎患者 34 例。男性/女性＝16/18
例、平均年齢 56.7 歳、初回治療/再治療＝20/14
例、core70 変異 R/nonR＝24/10 例、IL28B:TT/TG 
or GG＝25/9 例。治療前、治療後の血清を用い
deep sequence を行った。  
(3) NS5A-Y93H の検出に関して、deep sequence
とダイレクトシークエンスを同時に行った 80
症例に注目し、Deep sequence を基準とした場
合のダイレクトシークエンスの感度と特異度に
ついて検討を行った。 
 
（倫理面への配慮） 
本研究の遂行においては山梨大学倫理委員会等
に必要な申請を行い、各種倫理指針を遵守して
施行している。 
 
C. 研究結果 
(1) NS5A 耐性変異として知られている Y93H と
L31M/V/F 耐性変異を有意に認めた症例は、全体
では 13/110(11.8%)、34/110(30.9%)であった。
Y93H と L31M/V/F 耐性変異を同時に持つ頻度は
deep sequence の結果、4/110(3.6%)であった。
これらの NS5A 耐性の臨床的因子との関連性を
調べたところ、Y93H は単変量解析で IFN 治療効
果と関連がある core aa70、IRRDR、IL28B SNP
と有意に関連があった。また、多変量解析の結
果、IL28B SNP major type(TT)では NS5A 93 番
耐性変異を有意に多く認めた (p=0.042)。 
 
(2) 34 例中 SVR を達成しなかったのは 8 例
(23.5%)であった。うち訳は、副作用中止 3例、
breakthrough1 例、再燃 2例、NVR2 例であった。
non-SVR8 例中 5 例（62.5%）で明らかな耐性変
異を有したと考えられた。2 例で治療前に耐性
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に関与したと考えられる変異を認め（T54A：2
例）、ウイルス増加時にその変異率が増加し、4
例で経過中に新たな耐性変異が出現した（V36C、
T54A、A156F、A156S 各 1 例）。 
耐性変異が同定できた 5例中 3例（T54A：2例、
A156F：1 例）では TVR 投薬終了後耐性変異の比
率は減少傾向となったが、2 例（V36C、A156S
各 1 例）では 3か月以上高度に耐性変異の比率
が持続した。 
系統樹解析では 8例中全例で治療前にマイナー
クローンであったものが治療介入によってメジ
ャークローンになっていた。そのうち 7例はそ
の後も遺伝的系統を維持しており、1 例は治療
前のメジャークローンに戻っていた。 
 
(3)Deep sequence で Y93H（変異型）を 25%以上
混在すると判定された症例は全例 direct 
sequence で検出可能であった。一方、deep 
sequence で Y93H の混在 が 25%未満の場合には
direct sequenceでの検出感度は40％であった。
しかしながらdirect sequenceでY93Hの混在が
検出された症例はdeep sequenceでもY93Hの混
在を認めており、direct sequence による Y93H
の混在診断の特異性は高かった。 
 
D. 考察 
NS5A 阻害剤において、Daclatasvir 未投与症例
では NS5A 93 番変異が多く混在するこが明らか
になった。また変異例において IL28B SNP major 
type が有意に多く、PEG-IFN/RBV 併用療法効果
の高い IL28B SNP major type に お い て
daclatasvir 耐性が出現しやすい可能性が示唆
された。NS3 阻害剤においては、治療終了後耐
性変異が長期に残存する例も存在し、治療介入
でメジャークローンが変わりその系統が維持さ
れる傾向にあった。今後の DAA 治療の影響を与
える可能性があり、導入に際しては考慮する必
要があると考えられた。耐性変異検出に関して、
簡便に測定可能な direct sequence 法は有用な
方法であることが明らかとなった一方で、その
感度に関してはさらなる方法の確立が必要なこ
とが考えられた。 
 
E. 結論 
 本年度の検討により、ウイルスゲノムの混在
状態を詳細に検討することで以下のことが明ら
かとなった。 
● NS3 阻害剤については、高度耐性の HCV が
当初より存在する可能性は低く、わずかな NS3
阻害剤の耐性が臨床的な耐性に発展する可能性
は低いことが考えられた。 
● 一方、NS3 阻害剤耐性は出現後一定期間、
宿主に残存することが示されたが、臨床的耐性
との関連はさらなる検討が必要と考えられた。 
● NS5A阻害剤耐性HCVは治療前から一定の頻
度で存在し、また宿主の IL28B とも関連するこ
とが示された。 
 

● 耐性 HCV 検出において、精度は高いが手技
の煩雑な deep sequence、簡便なものの感度に劣
る direct sequence 両方の欠点を補う新たな変
異検出システムが望まれること。 
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