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はじめに

研究報告

インターフエロン治療に対するC型肝炎ウイルス遺伝子変異の研究

---E2刑S1超可変領域塩基配列置換パターンの分析

C型肝炎ウイルスは1989年に発見同定され、その遺伝子の全体像が明らかになって

以来、 HCVの遺伝子解析も盛んに行われてきた。 HCVは約9.5kbのプラス鎖としてもち、

ペスティウイルス近縁のRNAウイルスである。一般にRNAウイルスが複製する際には、

RNAポリメラーゼが修復機構を持たないため高頻度に塩基置換 (nucleotidesubstitution)を

きたす。この結果として、多様な遺伝子変異を有する多数の変異株 (quasispecies)が混在

した状態が形成される。このようにして形成された宿主内の変異株は、免疫監視機構から

の逃避や抗ウイルス療、法への抵抗'性など、さまざまな生物学的特性に関与していると考え

られる。

HCV遺伝子のエンベロープ領域には塩基配列の多様な領域が存在し、超可変領域

(hypervariable region; HVR)と呼ばれている。 HVRには中和抗体のエピトープが存在する

と思われる、宿主の免疫監視機構から逃避するためにHCVが変異を繰り返す結果として、

HVRの多様性が生じる可能性が考えられている。

臨床的にC型慢性肝炎を治療するのにインターフエロン(IFN)を使うのは的確な効果

が認められているが、著効例(持続的肝機能の正常化とHCV一則Aの陰性化)の頻度は

30%前後に過ぎない。治療効果を左右する因子としてVIRUS量、 HCVゲノタイプ、肝組



織進展度などの関与が指摘されているが、 HCVゲノムの中にHypervariableregion (HVR)の

塩基多様性及び治療前後塩基配列の変化(塩基置換)はIFN治療効果との関係が特に深い

と思われる。

今回我々はIFN(sumiferon)での初回治療に無効を示したC型慢性肝炎6例の保存血清

を使ってHCVRNAを抽出し、 HVR塩基配列の変化を分析し、その変異のパターンを観察

したので報告する。

材料と方法:

C型慢性肝炎と診断したIFN(sumiferon)治療施行し、無効を示した6例、 IFN投与す

る直前(before)、投与完了 (after)、投与完了から 6ヵ月 (6M)三つのポイントで採取し

た血清より、 HCVRNAを抽出、 RT-PCR1法にてHVRを含めたE2/NSl領域 (Fig.l)のcDNA

を作製、増幅した。ついで、そのPCR産物をサブクローニング後、各々8クローンをpick

upし、 ABI社の373ADNAシークエンシングシステムにより塩基配列を決定し、各ポイン

トのクローン聞に 6-p紅ame防法にてND(nucleotide diversity)を算出し、クローンごとに同

方法にて塩基置換数を推定した、 Neighbor-joining法で分子系統樹を書き、 IFN治療前後に

HCVHVR遺伝子の塩基置換パターンを分析した。

結果:

今回研究したIFN(sumiferon)療法で無効例のC型慢性肝炎6例の臨床データはTable

lに示した。 Genotypeの分類は 1例 (MN)を除けば皆 lbであった。組織進展度から見る

と、 SEだけはCAH2Bで、他の症例がCAH2Aであった。各症例を三つのポイント[IFN

(sumiferon)投与前(before)、投与完了(after)、投与完了6ヵ月(6M)]の保存血清を使って分析



した。

各症例のIFN投与前後のND変化はTable1に示した様にOK.KK二症例以外の四症例

が投与期間中に各クローン聞の相違度が一旦収められたが投与中止後にRebound傾向も観

察された。 OK，KK二症例にOKは投与完了6ヵ月時点でReboundが見られなかったけれど

も、 IFN耐性株は確かに存在していると考えられる;KKはIFN投与後にクローン間の相

違(heterogeneity)が一旦大きくなった様に見えるが、投与完了6ヵ月時点で再び投与前の

レベルに戻っていた、これもIFN耐性株が選択されたと言える。

さらに全症例のIFN投与前後の塩基置換パターンをまとめて比べました :A→Gへ

の置換以外は一定の増減傾向は見られなかったが、 A→Gへの置換は全症例のIFN投与前

後で減少していた (P<O.05)0T→C、C→Tへの置換が多いことが観察されたが、統計的

有意差は出なかった (Table2，Fig. 2)。

考案:

1.ほとんどの症例はIFN投与中にHVRの塩基多様度(ND)の減少が見られたが、投与中止

後のReboundも観察された、これは臨床的結果と一致した。

2.C型肝炎ウイルスではC→T、T→Cへの置換が多いことが観察された。 C型肝炎ウイル

スは+strandから-s仕組dとなり、 -s位釦dを増殖系として多量のウイルスvirionを複製するた

めmissreadingは・凶andからウイルスvirionを複製するときに起こりやすいと考えられる

(Fig.3)0 C→Tへの置換が多いとは正常ではCからG、GからCになる、ところがmu阻世onで

はCからG、GからCの代わりにTが取り込まれたと考えられた。一方、 TからCへの置換が

多いとはTからA、AからTになるところが、 T、Cが間違って取り込まれた結果だと思われ

る、従って、 T、CのanalogueがC型'慢性肝炎に有効と思われる。文献的にはTsutsumiらがC



型肝炎ウイルスに対するTのanalogueであるAZTの有効性について報告しており、我々の観

察結果と一致している。

3.1FN投与中にA→Gへの置換の減少が観察された。 A→Gへの置換が減少し、 A→T、A→

Cへの置換には増減がなかったため、 Aはそのまま置換をおこさずAになる確率を高めたと

考えられる。 IFN投与中にはAが取り込まれ易くなり、 Aの加alogueが有効と思われる。

Ribavirinはnucleosideanalogueとしての作用機序を持ち、体内でATP，GTPのanalogueに変化

する。 KakumuらはC型肝炎ウイルスに対するリパピリンとIFNの併用療法の有効性につい

て報告しており、我々の観察結果と一致している。

結語:

IFN投与前後にHCVゲノムの中にHyperv紅iableregion (HVR)の塩基配列の変化(塩

基置換)はIFN治療効果との関係が深いと思われる。 C→T、T→Cへの置換が多いことやA

→Gへの置換の減少することが塩基置換パターン分析によって明らかになり、臨床的にも

意義があると思われる。

主な文献:

1.M. l¥但zokami，T.G吋obori，組dJ. Y.N.Lau: Molecular evolutionary virology: its application ω 
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immunodeficiency virus genes. J Mol Evol.(l991) 32:360・3.

3. T. Imanichi and T. Gojobori: Pattems of nucleotide substitutions infe釘edfrom the phylogenies of 
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Natl Acad Sci USA(1991) 88:3392-96. 

5.溝上雅史、大羽健一 :C型肝炎ウイルスの分子進化学一分子系統樹と分岐時間一
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Table 2. Change of relative substitution frequency by IFN therapy 

Case 1 FromlTo A T C G 

A 15.83 ; 36.29 ; 11.49 0.00; 0.00; 0.00 26.39 ; 0.00 ; 15.32 

T 0.00 ; 0.00 ; 3.58 18.13 ; 32.90 ; 14.30 0.00 ; 0.00; 0.00 

C 0.00 ;0.∞;2.侶 11.25; O.∞;33.92 11.25 ; 0.00; 8.48 

G 4.29 ; 0.00 ; 6.73 8.57 ; 30.81; 3.36 4.29; 0.00; 0.00 

Case2 From ITo A T C G 

A 3.35 ; 14.63 ; 10.04; 0.00; ー 16.73; 0.00; 

T 2.72; 0.00; - 24.46 ; 42.06 ; 2.72;0.∞; 
C 2.08 ; 10.43; ー 12.48 ; 20.87; - ー 10.40 ; 0.00 ;ー

G 6.45; 12.02; ー 2.15; 0.00; - 6.45; O.∞， -

Case3 FromlTo A T C G 

A 11.70; 6.28; 0.00 0.00 ; 9.42 ; 0.00 11.70; 6.28 ; 0.00 

T 0.00; 7.12; O.α) 19.97 ; 7.12 ; O.∞ 9.99; 0.00 ; 0.00 
C 7.50; 9.54; 0.00 22.49 ; 21.46 ; 0.00 7.50 ; 2.38 ; 0.00 

G 0.00 ; 24.89 ; 1∞.00 9.16; 2.77; 0.00 0.00 ; 2.77 ; 0.00 

cas巴4 From ITo A T C G 

A 12.沼;O.∞; 6.88 4.31; 0.00; O.∞ 17.24; 13.52 ;41.29 
T O.∞; O.∞;0.00 15.65; 34.84; 14.50 3.91; O.∞; 0.00 
C 0.00 ; 10.07 ; 6.12 23.56 ; 20.14; 18.37 3.37 ; 10.07; 6.12 

G 15.22; 11.36 ; 6.71 0.00; 0.00; 0.00 3.80; 0.00; 0.00 ー

Case5 From ITo A T C G 

A 0.00; 0.00; 0.00 0.00 ; 0.00; 0.00 16.67; 0.00 ; 0.00 

T 0.00 ; 0.00; 0.00 29.22 ; 0.00 ; 45.56 0.00 ; 0.00 ; 0.00 I 

C 7.73 ;0.∞; 0.00 38.85 ; 100.00 ; 36.64 同 7.73; O.∞;0.00 I 
G 0.00; 0.00; 17.80 0.00 ; 0.00・ 0.00 0.00ρ.00; 0.00 

Case6 FromlTo A T C G 

A O.∞; 0.00; 0.00 0.00; 0.00; 0.00 30.89 ;29.77; 16.76 
T 0.00; 0.00; 0.00 27.25; 19.33 ; 22.60 0.00; 9.街;0.00 

C 0.00; 0.00; 25.02 25.66 ; 21.31 ; 12.51 0.0 0; 0.00; 0.00 

G 16.20; 19.93; 23.11 0.00; 0.00; 0.00 0.00; 0.00; 0.00 
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