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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 ヒト肝細胞キメラ TK-NOG マウスに C 型肝炎患者血清を投与することにより、ウイルス血症が出

現し、HCV 持続感染が成立した。DAA 治療歴のない C 型肝炎患者血清由来の野生型 HCV 感染マ

ウスと、アスナプレビル/ダクラタスビル治療失敗後の患者血清由来の NS3/4A D168V NS5A 
L31V/Y93H 変異型 HCV 感染キメラ TK-NOG マウスに対してレジパスビル/ソホスブビル類似薬を

投与したところ、前者に比し後者はマウス血中 HCV RNA 量の低下が少なく治療抵抗性であること

が示唆された。 
 NS3/4A D168V NS5A L31V/Y93H 変異型 HCV 感染キメラマウスに対し、交差耐性のない DAA の

組み合わせであるテラプレビル/ソホスブビル類似薬の投与によりウイルス陰性化を認め、交差耐性

を十分考慮した治療が重要でることが示唆された。 
 アスナプレビル/ダクラタスビル治療非著効となったC型肝炎患者において治療前後でNS5A L31と

Y93 を同一アンプリコン上で解析し得た 11 例のうち、10 例で治療後にメジャークローンとして

L31M/V-Y93H の二重変異を認め、また野生型 HCV 感染キメラマウスに対し NS5A 阻害薬投与後

再燃を認めたマウスにおいても L31V-Y93H 二重変異出現を認めた。系統樹解析により、治療後二重

変異 HCV 出現機序として、治療前にもともと存在した二重変異 HCV が増殖する機序と、治療前の

Y93H 単独変異や野生型 HCV に新たに変異が加わる機序の両方が存在することが示唆された。 
 野生型フルゲノム HCV RNA をキメラマウス肝に接種してシングルクローン HCV 感染マウスを作

成し、このマウスにレジパスビル単剤投与したところ、治療後に Y93H 変異が新規に出現し、DAA
治療により新たな変異が生み出されることが確認された。 

 Transthyretin (TTR) 遺伝子プロモーター作動性 HSVtk トランスジェニック免疫不全 NOG マウス

（TtrTK-NOG マウス）を樹立した。本モデルでは５週齢でヒト肝細胞移植に十分な肝傷害が誘導で

き、かつ、雌雄差がないことも明らかにした。肝傷害を誘導した TtrTK-NOG マウスには移植した

ヒト肝細胞が生着することを確認した。 
 マウス Mac-2bp（Mac-2 binding protein）に対するモノクローナル抗体を作製し、ELISA システム

の構築に成功した。普通食投与マウス、複数の肝疾患モデルマウスの血中 Mac-2bp は、病態進展と

ともに上昇し、治療により有意に低下した。 
 NS3-4A プロテアーゼにより切断される宿主因子である Glutathione peroxidase 8（GPx8）を同定

し、HCV のエントリーや RNA 複製ではなくウイルス粒子産生に関与している事が示唆された。 
 NS3-4A プロテアーゼにより切断される宿主因子である Ovarian cancer immunoreactive antigen 

domain containing protein 1 (OCIAD1)を同定し、HCV の病原性への関与が示唆された。 
 ヒト iPS 細胞のシングルセル・クローニング法を確立した。ヒト iPS 細胞由来肝細胞における

HCV 接種による自然免疫応答プロファイルを明らかにした。 
 ゲノム編集技術を用いて HCV による自然免疫活性化に重要な IPS-1 遺伝子をノックアウトしたヒ

ト iPS 細胞を樹立した。IPS-1 遺伝子をノックアウトしたヒト iPS 細胞由来肝細胞では、HCV によ

る自然免疫応答が抑制されるとともに、HCV ゲノムの複製能が上昇傾向を示した。 
 肝切除検体の余剰サンプルから日本人由来初代培養肝細胞の単離に成功し、TK-NOG マウスに移植

することで、日本人由来ヒト肝細胞キメラマウスの作成に成功した。 
 強い耐性が報告されている Y93H 変異をもつ株が培養細胞において強い増殖力を持つこと、さらに

この耐性株が第二世代プロテアーゼ阻害剤に感受性を示すことを見出した。 
 Persistent HCV infection was established in human hepatocyte chimeric TK-NOG mice via 

intravenous injection with HCV-positive human serum samples. When inoculated with sera from 
a patient with treatment failure of asunaprevir/daclatasvir therapy, TK-NOG human hepatocyte 
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chimeric mice developed persistent HCV infection with triple variants of NS3/4A D168V, NS5A 
L31V/Y93H. Administration of ledipasvir/sofosbuvir-like NS5B inhibitor in these mice failed to 
achieve end-of-treatment response, which was a sharp contrast with the results in mice with 
wild-type virus infection.  

 The administration of telaprevir/sofosbuvir-like NS5B inhibitor successfully achieved end-of-
treatment response in mice infected with NS3/4A D168V, NS5A L31V/Y93H mutant HCV. The 
results suggest that it is better to use a combination of DAAs that do not share a resistance profile 
when treating patients with previous DAA failure.  

 Among 11 HCV genotype 1b patients who experienced virologic failure with asunaprevir 
/daclatasvir treatment in facilities participating in the OLF, 10 had major NS5A L31M/V-Y93H 
variants after treatment. NS5A L31V-Y93H variants also emerged after repeated NS5A inhibitor 
treatment in human hepatocyte chimeric mice infected with wild-type HCV.  

 We performed phylogenetic tree analysis to investigate the origin of a double substitution after 
virologic failure, and it is suggested that both the selection of pre-existing substituted variants 
in quasispecies and the generation of new mutations during DAA treatment are important 
mechanisms for emerging RASs of HCV in non-SVR patients. 

 We intrahepatically injected full-genome HCV RNA (engineered based on the wild-type genotype 
1b sequence) into chimeric mice. A new Y93H mutation actually occurred in this model after LDV 
monotherapy failure. 

 We established transthyretin (TTR) gene promoter-driven HSVtk transgenic immunodeficient NOG (TtrTK-

NOG) mice. In TK-NOG mice, liver injury was not induced by ganciclovir injection until 8 weeks of age or 

later, however, advanced TK-NOG mice, TtrTK-NOG mice showed liver injury sufficient for hepatocyte 

transplantation by ganciclovir injection at 5 weeks of age, and no gender difference in GCV sensitivity was 

observed. We confirmed the engraftment of human hepatocytes transplanted to liver injured TtrTK-NOG mice. 

 We produced anti-mouse Mac-2bp monoclonal antibodies and established an ELISA kit, using 
these antibodies. We found that serum Mac-2bp levels were increased in various kinds of mouse 
NASH models and reported the results in Hepatology Research. Serum levels of Mac-2bp in 
mouse NASH models were decreased after diet therapy. 

 Quantitative proteomics identified Glutathione peroxidase 8 (GPx8) as novel cellular substrate 
of the HCV NS3-4A protease. GPx8 cleavage validated in replicon and HCVcc systems as well as 
in liver biopsies from patients with chronic hepatitis C. GPx8 facilitates HCV particle production, 
but does not affect viral entry or RNA replication. 

 Ovarian cancer immunoreactive antigen domain containing protein 1 (OCIAD1) as novel cellular 
substrate of the HCV NS3-4A protease. OCIAD1 was identified by quantitative proteomics 
involving stable isotopic labeling using amino acids in cell culture coupled with mass 
spectrometry. Overexpression as well as knock down and rescue experiments did not affect the 
HCV life cycle in vitro, raising the possibility that OCIAD1 may be involved in the pathogenesis 
of hepatitis C in vivo. 

 We developed a method for single cell cloning of human iPS cells by optimizing cell culture 
medium and extracellular maticies. We evaluated HCV-induced innate immune responses in 
human iPS cell-derived hepatocytes following infection. 

 IPS-1 gene-knockout human iPS cells were established by CRIPSR/Cas9 system. HCV-induced 
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innate immune responses were suppressed, leading to enhancement of HCV genome replication, 
in IPS-1 gene-knockout human iPS cell-derived hepatocyte-like cells. 

 We successfully isolated human primary hepatocytes derived from Japanese using surplus 
resected livers. We engrafted the isolated human primary hepatocytes to TK-NOG mice liver 
via spleen, and human albumin levels in mice sera gradually elevated and maintained for as long 
as 10 months. We confirmed histologically that the engrafted human hepatocytes successfully 
replaced mice livers. As mentioned above, we established human hepatocyte chimeric mice with 
human hepatocytes isolated from Japanese resected livers.   

 We assessed the characteristics of resistance-associated variants and explored efficacious anti-
HCV reagents using recombinant HCV with NS5A from a genotype 1b strain. We replaced the 
NS5A of JFH-1 with that of Con1 and introduced known NS5A inhibitor resistance mutations 
individually or in combination. Susceptibilities against anti-HCV reagents were also investigated. 
We found that the Y93H mutation enhanced infectious virus production but the strain with this 
mutation is susceptible to protease inhibitors. 
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