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II. 成果の概要（総括研究報告） 

(和文) 

DAA 治療効果・耐性化を規定するウイルス因子の解析と臨床応用 

● ダイレクトシークエンスにおける解析で、RAVs の変異数が増加するほど non-SVR が増加し、3 個以

上ではブレークスルーの確率が最も高くなることを示した（黒崎）。一方、ダイレクトシークエンス

では捉えられず deep sequencing のみで検出される僅かな RAV であっても、RAV が複数かつ同一ウイ

ルスゲノム上に存在する場合、DAA 耐性に関与する可能性があることを示した（疋田・榎本）。 

● アスナプレビル・ダクラタスビル不成功症例における、ソホスブビル・レディパスビル再治療での

効果は 7割程度と満足が得られるものではないことを示した（鈴木）。 

● DAA 耐性 HCV 出現メカニズムにおいて、bioinformatics と分子動態力学シミュレーションを NS5B 耐

性解析に応用し、NTP トンネルの通過効率を変化させる NS5B の RAV が臨床的耐性に関与する可能性

を示した (持田)。 

DAA 治療後の発癌抑止、肝機能・線維化改善におけるウイルス因子の検討 

● DAA 治療後発癌症例における肝癌ゲノム変異と HCV 遺伝子変異について明らかにしてゆくが、H28 年

度はウイルス排除後の発癌症例についてゲノム変異解析を行い、ウイルス排除後にも発癌は生じ、

hTERT promoter、TP53、CTNNB1 に高頻度に変異を認めることを明らかとした (榎本・朝比奈)。 

DAA 治療耐性化・病態進展・発癌におけるウイルス因子の基礎的メカニズムの解明 

● 一分子シークエンスによる DAA 耐性 HCV 遺伝子構造の解明を行うために、PacBio を用いた一分子シ

ークエンス技術による HCV ゲノム変異の解析法におけるプラットフォームの構築を行った(丸澤)。 

● 培養細胞系における変異 HCV の出現機構の解明と制御法の検討するために、感染培養系を用いて DAA

暴露による耐性 HCV の発生を in vitro に再現するシステムを樹立、DAA 感受性を明らかとした (須

田)。 

● HCV 感染モデルマウスによる変異 HCV の動態解析をおこなうため、臨床症例において次世代シークエ

ンス解析で検出される種々の変異から再構成した変異 HCV 感染モデルマウスを作成し、RAV の役割を

検討したところ、RAVs の出現および残存様式は、HCV の領域毎に異なっており、特に NS3 領域と NS5B

領域には大きな違いがあることを明らかとした（今村）。 

C 型肝炎の病態形成におけるウイルス因子の検討 

● C 型肝炎病態進展における HCV 変異体動態の解析のために、次世代シークエンサーを用いた HCV 全ゲ

ノム長にわたる塩基配列決定法における基礎的検討を行い、精度の高くかつ短時間で解析する方法
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を開発しつつある（上野）。 

● 獲得免疫および自然免疫および HCV 遺伝子変異の動態と肝線維化および発癌病態を明らかとするた

めに、肝組織内 IFN-λ４発現量 (mRNA)の分布について検討したところ、組織内の部位（癌組織、実

質部、門脈域）により発現量が異なることを示した (中本)。 

 

(英文) 

Analysis of viral genomes regulating the response to DAA therapy by deep- sequencing technology 

and its clinical application 

● We demonstrated that non-SVR rate is increased when the number of RAVs detected by 

direct-sequencing is increased (Kurosaki). 

● Moreover, we demonstrated that multiple minor-populated RAVs detected only by deep sequencing 

also lower SVR rate when these RAVs exist in the same viral genome (Hikita and Enomoto).  

● The SVR rate in the sofosbuvir plus ribavirin therapy performed for those who had failed in 

the previous asunaprevir/daclatasvir therapy was ~ 70% (Suzuki). 

● Bioinformatics and molecular dynamics revealed that baseline NS5B-A218S mutation developing 

in high linkage with NS5B-C316N mutations is a crucial factor lowering therapeutic efficacy 

of SOF (Mochida). 

Investigation of viral factors contributing to hepatocarcinogenesis/fibrosis/liver dysfunction 

after DAA therapy 

● Cancer-related somatic mutation analysis was performed for the post-SVR HCC tissues, and 

frequent mutations in hTERT promoter, TP53, and CTNNB1 were found in post-SVR HCCs as with 

in HCV-HCCs (Enomoto and Asahina). 

Investigation of the mechanism(s) in the appearance of DAA resistance, disease progression, and 

hepatocarcinogenesis 

● We established the third-generation sequencing platform with single molecular real-time 

technology for HCV genome analysis to clarify the evolution of RAVs in patients receiving 

DAA treatment(Marusawa). 

● We established in vitro HCV cell culture systems with RAVs, which is usually observed after 

failure to DAAs therapy and conducted in vitro analysis regarding sensitivity of those HCV 

to various DAAs (Suda). 

● Using the human chimeric model mouse, it was disclosed that the dynamics of RAVs is different 

between NS3-RAVs and NS5B-RAVs. NS3-RAVs remains even after disappearance of mutant strains 
by deep sequencing(Imamura). 

Contribution of viral factors in pathogenesis of hepatitis C 

● We are developing a method to analyze the full HCV genome deeply with high accuracy using 

the next generation sequencer (Ueno).  

● Distribution of IFN-λ4 mRNA expression in liver tissue was investigated, and it was shown 

that the expression level differs depending on the region (cancer tissue, parenchyma, portal 

region) (Nakamoto). 

 

III. 成果の外部への発表 

（１）学会誌・雑誌等における論文一覧（国内誌 5  件、国際誌 53  件） 
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