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研究要旨
 WHO（2013）によると、世界の肝癌症例の 78%に、C 型肝炎ウイルス（HCV）と B 型肝炎ウイルス（HBV）
の持続感染が認められている。我々はこれまで、カンボジア王国とベトナム社会主義共和国のある地域にお
いて血清疫学調査を行い、HCV あるいは HBV 感染状況を把握し、肝炎対策の重要性を指摘してきた。カンボ
ジア王国とベトナム社会主義共和国は、肝癌年齢調整死亡率が高い国の一つ（21.5/10 万人、23.7/10 万人）
（Globocan 2012）とされており、肝炎ウイルスの高度侵淫地区でもある。
 今回、HCV genome sequence 解析による遺伝的特性を明らかにすること、及び同一人物の保存血清を元に
HCV RNA 遺伝子変異率から HCV 変異速度を推定することを目的に解析を行った。
 広島大学疫学倫理審査委員会の承認（広島大学 第疫 507-2 号、第疫 223-2 号）、カンボジア保健省の承認
（No.0085NECHR）およびベトナム保健省による承認を得ている。なお、対象者からは研究に関しての同意
を得た。

1. カンボジア王国における調査対象者 868 名のうち、HCV 抗体陽性率 3.9% (34/868 [95%CI:2.6-5.2%])、
HCV RNA 陽性率 1.3％（11/868[95%CI:0.55-2.1%]）であった。ベトナム社会主義共和国における調査対
象者 509 名のうち、HCV 抗体陽性率は 3.3％(17/509 [95%CI:1.8-4.9%])、HCV RNA 陽性率 1.8％（9/509
[95%CI: 0.6-2.9%]）であった。

2. 見いだされた HCV キャリアの predominant genotype は genotype 6 であった。
3. 計 20 名（カンボジア王国：11 名、ベトナム社会主義共和国：9 名）の HCV RNA 陽性者の genotype 解

析をしたところ、カンボジア王国の genotype1b はベトナム社会主義共和国の genotype1b と近縁であっ
た。

4. カンボジア王国における HCV RNA 陽性者 11 例中、4 例の near full genome sequence 解析を行い、ベト
ナム社会主義共和国における HCV RNA 陽性者 9 例中、2 例の near full genome sequence 解析を行った。 

5. Near full genome sequence 解析が今回可能であった上記 6 例について同 genotype の近縁既知株を検討し
た結果、カンボジア王国の genotype 6e はベトナム株と近縁であり、カンボジア王国の genotype 6r とベ
トナム社会主義共和国の genotype 6a はカナダ在住のアジア系移民と近縁であった。また、カンボジア
王国の genotype1b は日本株と近縁であり、ベトナム社会主義共和国の genotype 1b はアメリカ株と近縁
であった。

6. カンボジア王国の near full genome sequence 解析を施行した 4 例に関して genotype 1b と genotype 6 の
変異速度を比較したところ、genotype 6 の方が速かった。

7. カンボジア王国において治療介入のない HCV キャリア間の変異速度比較や genotype 1b と genotype 6
（6e、6r）間の変異速度比較は本研究が初めての報告となった。

8. HCV genotype 1b よりも genotype 6 の方が塩基変異速度が速く、異議置換数も多かった。
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A. 研究目的
世界の肝癌症例の 78%に、C 型肝炎ウイルス（HCV）

と B 型肝炎ウイルス（HBV）の持続感染が認められ
ている（WHO 2013）。 

特に肝癌年齢調整死亡率が高い国としてカンボジ
ア王国（21.5/10 万人）とベトナム社会主義共和国
（23.7/10 万人）が挙げられ（Globocan 2012）、両
国は肝炎ウイルスの高度侵淫地区でもある。

本研究では遺伝的特性を明らかにすること、及び
同一人物の保存血清を元に HCV RNA 遺伝子変異率か

ら HCV 変異速度を推定することを目的に HCV
genome sequence 解析を行った。

B. 対象と方法
1. 対象

2010 年から 2014 年の期間にカンボジア王国シェ
ムリアップ州における一般住民 868 名、2012 年ベト
ナム社会主義共和国南部ビントン州の成人住民 509
名を解析対象とした（図１）。

図１．研究対象地域 

2. 研究方法
肝炎ウイルス疫学調査を実施し、HCV RNA 陽性が

判明したキャリアの保存血清を用いて、near full
genome sequence 解析を行った。
 さらに、2012 年のカンボジア王国で施行した調査
の結果、HCV RNA 陽性であった 11 名に対して 2016
年に再調査を試みた。

3. 測定方法
1) HCV 抗体： ルミパルス ○RⅡオーソ ○RHCV
2) HCV RNA： real-time PCR

3) 変異速度：1 年間あたりの変異塩基数を用いて
HCV 変異速度(base/site/year)と定義
した (Marian E Major et al. 1999)。

(倫理面への配慮)
 この研究は広島大学疫学倫理審査委員会の承認
（広島大学 第疫 507-２号、第疫 223-2 号）、カンボ
ジア保健省の承認（No.0085NECHR）およびベトナム
保健省による承認を得ている。
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C. 研究結果 
1. カンボジア王国シェムリアップ州の 868 名にお

ける性・年齢階級別にみた HCV 抗体、HCV RNA
陽性率と HCV RNA 陽性者 11 名の genotype 内訳  

 
a) 対 象 者 868 名 中 、 HCV 抗 体 陽 性 率 は
3.9%(34/868[95%CI:2.6-5.2%])、HCV RNA 陽性率
1.3%（11/868[95%CI:0.55- 2.1%]）であった。 

 
b) HCV RNA 陽性者 11 名における genotype 内訳
は genotype 6 が 6 割、genotype4 が 4 割を占めて
いた（図２）。 

 
2. ベトナム社会主義共和国ビントン州の 509 名に

おける性・年齢階級別にみた HCV 抗体、HCV RNA
陽性率と HCV RNA 陽性者 9 名の genotype 内訳 

 
a) 対象者 509 名中、HCV 抗体陽性率は 3.3%

（17/509[95%CI:1.8-4.9%]）、HCV RNA 陽性率

は 1.8%（9/509[95%CI:0.6- 2.9%]）であった。 
 

b) HCV RNA 陽性者 9 名における genotype 内訳は
genotype 6 が 7 割、genotype 1b が 1 割であっ
た（図３）。 

 
3. HCV RNA 陽性者 11 名（カンボジア王国）、9 名

（ベトナム社会主義共和国）に関して HCV コア
領域を基に決定した HCV genotype 
 

a) 計 21 名の HCV RNA 陽性者に関してコア領域
の系統樹解析により genotype を決定したとこ
ろ、カンボジア王国の genotype 1b はベトナム
社会主義共和国の genotype 1b と近縁であると
いうことが分かった。 
 

b) 今回は矢印で示した 6 例について near full 
genome シークエンス解析を行った（図４）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２.カンボジア王国における HCV 抗体、HCV RNA 陽性率と genotype 内訳 
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図３．ベトナム社会主義共和国における HCV 抗体、
HCV RNA 陽性率と genotype 内訳 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４．コア領域の系統樹解析 
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4. カンボジア王国の HCV RNA 陽性者 4 名とベトナ

ム社会主義共和国の HCV RNA 陽性者 2 名の near 
full genome sequence 解析 

 
a) カンボジア王国の genotype 6r とベトナム社

会主義共和国の genotype 6a はカナダ在住の
東南アジア系移民株と近縁であり、カンボジ
ア王国の genotype 6e はベトナム株と近縁で
あった。 

 
b) また、カンボジア王国の genotype 1b は日本株

と近縁であり、ベトナム社会主義共和国の
genotype 1b はアメリカ株と近縁であること
が明らかになった（図５）。 

 
5. ウイルス変異速度に関して 

 
a) Full genome sequence の HCV 変異速 

度に関する文献は 13 件、partial genome  
sequance の変異速度に関する文献は 12 
件存在した。 

 
b) Full genome sequence 変異速度の算出 

法には 2 種類あり、特定期間内に変異を 
呈した塩基数を検討し、全塩基数で除し 
て年間 1000 塩基あたりの変異速度を算 
出する方法と専用のソフトを用いて自動 
的に変異速度を算出する分子時計という 
方法がある。 

 
c) Partial genome sequance の変異速度算出法と

しては特定期間内に変異を呈した塩基数を検討
し、該当遺伝子領域の塩基数で除して年間 1000
塩基あたりの変異速度を算出する方法と分子時
計を用いて変異速度を算出する方法がある（図
６）。

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図５．Near full genome sequence 解析を基に作成した系統樹 
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図６．HCV 変異速度算出法に関する報告 
 
 

 
6. 4 年間の HCV 変異速度の推定（2012～2016 年）

4 例の検討 
 

a) 今回我々は near full genome sequance 解 
析を行った 6 例のうち、4 年後の 2 時点 
で採血が可能であったカンボジア王国一 
般住民の 4 例について同一人物の 4 年間 
に呈した変異塩基数を検討し、全塩基数 
で除して年間 1000 塩基あたりの変異速 
度を算出した。 

 
b) 4 例の変異速度は 
 1b(No.3009): 

1.96×10-³base substitutions/site/year 
 1b(No.3072): 

1.61×10-³basesubstitutions/site/year 
 6e (No.2804): 

2.52×10-³base/substitutions/site/year 
 6r(No.2911): 

2.66×10-³base substitutions/site/year 
であった。 

 
c) この 4 例の変異速度に関して有意差検定 

を施行したところ、genotype1b よりも 
genotype 6 の方が変異速度は速いことが 
分かった。 

（1b (3009) and 6e (2804)：(p＝0.027*)、 
1b (3072) and 6e (2804) (p＝0.025*)、 
1b (3072) and 6r (2911) (p＝0.005*)） 

 
d) 一方、genotype 1b (3009)と genotype 6r  

(2911)、genotype 6e (2804)と genotype 6r  
(2911)間では変異速度に関して有意差は 
みられなかった。 

 
e) また、genotype 1b よりも genotype 6 の方 

が異議置換が多いということが分かった。 
更に、4 例の共通点として超可変領域 

（Hyper Variable Region: HVR）において異 
議置換を生じていた（図７）。 
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図７．カンボジア王国一般住民 4 名における HCV 変異速度 
 
 
 

D. 考察 
1. カンボジア王国では対象者 868 名の 

うち、HCV 抗体陽性率は 3.9％、 
HCV RNA 陽性率は HCV 抗体陽性者の 
1/3、すなわち 1.3％であった。 
一方、ベトナム社会主義共和国では対 
象者 509 名のうち、HCV 抗体陽性率は 
3.3％、HCV RNA 陽性率は HCV 抗体陽 
性者の約 1/2、すなわち 1.8％であっ 
た。 
以上の結果からカンボジア王国の 
HCV 感染者はベトナム社会主義共和 
国の HCV 感染者よりも一過性感染が 
多いことが示唆された。 

 
2. カンボジア王国、ベトナム社会主義共 

和国共に predominant genotype は 
genotype 6 であり、2 番目に多い 
genotype は genotype 1b であった。 
HCV genotype 1b は他 genotype よりも 
肝疾患進行が速いという報告がある１） 

ことから、カンボジア王国、ベトナム 
社会主義共和国における HCV キャリ 
アかつ HCV genotype 1b の一般住民は 
今後治療を受けないと HCV genotype 6 

の HCV キャリアよりも速く進行性肝 
疾患を呈する可能性がある。 

 
3. Near full genome sequence 解析を行っ 

たカンボジア王国、ベトナム社会主義 
共和国の HCV genotype 6 は東南アジ 
ア株と近縁であり、カンボジア王国の 
HCV genotype 1b は日本株と、ベトナ 
ム社会主義共和国の genotype 1b は 
USA 株と近縁であった。 
HCV genotype 6 は“local epidemic  
strain”と呼ばれ、東南アジアに多く、 
HCV genotype 1b は”global epidemic  
strain”と呼ばれ、世界中に多い２）。 
本研究の系統樹解析より、カンボジア 
王国、ベトナム社会主義共和国の HCV 
genotype 6 は東南アジア諸国間の HCV 
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感染伝播由来の可能性があり、 
genotype 1b は他国からの感染伝播由 
来の可能性がある。 

 
E. 結論 
１） カンボジア王国の一般住民（7 歳～90 歳）

868 名、ベトナム社会主義共和国の成人住民
（20 歳～81 歳）509 名を対象に血清疫学調査
を行い、HCV の感染状況を明らかにした。 
 

２） カンボジア王国の HCV RNA 陽性者 11 例中
4 例、ベトナム社会主義共和国の HCV RNA 陽
性者中 2 例の near full genome sequence 解析
を行い、カンボジア王国の genotype 1b、6e、
6r、ベトナム社会主義共和国の 1b、6a と近縁
関係にある既知株を明らかにした。 
 

３） HCV genotype 1b（No.3009、No.3072）よ
りも genotype 6e（No.2804）の方が塩基変異
速度が速かった。また、HCV genotype 1b
（No.3009）よりも genotype 6r（No.2911）の
方が塩基変異速度が速かった。 
 

４） genotype 1b よりも genotype 6 の方が異議
置換が多いということが分かった。更に、4 例
の共通点として超可変領域（Hyper Variable 
Region: HVR）において異議置換を生じていた。 

 
５） カンボジア王国において治療介入がない

HCV キャリアにおける 2 時点の HCV 遺伝子配
列を比較した報告はなく、本研究が初めての
報告となった。 
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