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II. 成果の概要（総括研究報告） 
・ HCV 感染キメラマウスからコラゲナーゼ灌流法により分離したヒト新鮮肝細胞を用いた in vitro HCV

感染系を開発した。IFN の誘導を抑制するために Jak 阻害剤（Tofacitinib）と、Tofacitinib の主要

な代謝酵素である CYP の阻害剤である ABT の添加により、培養 22 日目まで高い HCV RNA 量を維持す

ることができた（立野班員）。 

・ 培養細胞およびヒト肝細胞キメラマウスを用いて DAA 併用治療が肝内 ISGs 非依存的に HCV を排

除すること、新規候補となる抗 HCV 薬を見いだした。DAA 治療非 SVR 例に出現した protease 阻害薬

耐性株は次第に減少していくのに対し、NS5A 阻害薬耐性変異は長期間残存することを明らかに

した。ただしprotease阻害薬耐性変異がdeep sequenceにて検出感度以下になっても耐性profile
の同じ薬剤の再投与にて、耐性変異が速やかに出現することを見いだした（茶山班長、今村班員）。 

・ C 型慢性肝炎患者において、宿主の IFNL4 遺伝子多型と HCV の DAA 耐性アミノ酸変異に関連があるこ

とを明らかにした。C型肝炎ウイルスの DAA耐性変異を迅速かつ高感度に検出する測定法を開発した。

ダクラタスビル＋アスナプレビル併用療法では、高齢・肝硬変・腎障害といったこれまで難治であっ
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た症例においても、安全かつ良好な治療効果が得られることを示した。C 型慢性肝炎患者の血清中

miRNA プロファイルを明らかにした（茶山班長、三木班員）。 

・ 抗 miR-122 療法と DAA を併用することで HCV に対する相加・相乗的な抗ウイルス効果が得られた。ま

た両者を併用することで、DAA 耐性ウイルスの出現を抑制し、感染細胞からの HCV 駆除が可能であっ

た。また Peretinoin は肝細胞の脂肪滴抑制することで感染性粒子放出を抑制することが明らかとな

った（島上班員）。 

・ DAA （直接作用型抗ウルス薬）耐性 HCV に対する各種インターフェロン（IFN）の治療効果の評価を

目的として IFN-α, γ, λ の持続発現ベクターを開発した。DAA 耐性 HCV 感染ヒト肝細胞キメラマ

ウスを用いてその効果を検証した。その結果 DAA 耐性 HCV 感染に対しては IFN-γおよびλが有効で

あり、副作用の観点から治療適用の際には IFN-λ がより望ましいのではないかと考えられた（高倉

班員）。 

・ 本研究は、次世代シークエンスと系統樹解析を併用、DAA 耐性 HCV 変異体の構造を臨床検体を用いて

明らかとすること、さらにはウイルスゲノム変異に依存しない抗ウイルス治療としての宿主標的分子

を見出すことが最終的な目標である。これまで NS3、NS5A、NS5B の領域毎に direct あるいは deep 

sequence 解析を行う方法を確立したが、特に NS5A の deep sequence と系統樹を用いた quasispecies

解析が治療法効果予測に有用であることを明らかにしている（前川班員）。 

・ 本研究では HCV の miR-122 非依存性の獲得機構を、miR-122 を欠損させたヒト肝癌由来細胞株を用い

て解析した。miR-122 欠損細胞株で遺伝子型 2aの JFH1 株を継代培養すると、miR-122 非依存的に増

殖可能な変異ウイルスが得られた。そのウイルスゲノムを解析すると miR-122 結合領域に G28A とい

う変異が同定された。同様の実験を遺伝子型 1bのキメラウイルスで検討したところ、C30U という変

異が同定されたことから、miR-122 結合領域近傍の変異が、HCV の miR-122 非依存的増殖に関与する

ことが明らかになった（松浦班員）。 

・ 抗 HCV 作用を有する薬剤のスクリーニングにより、肝臓への親和性を高めた、一価不飽和長鎖脂肪酸

合成酵素の阻害薬 MK8245 が HCV ゲノム複製を効果的に抑制することを見出した。MK8245 と既存の抗

HCV 薬剤との併用効果について検討したところ、相加あるいは相乗効果を示したことから、MK8245 が

多剤 HCV 治療における抗 HCV 薬の一つとして有用である可能性を明らかにした（土方班員）。 

・ Study1: 透析患者の C 型慢性肝疾患に対するダクラタスビル＋アスナプレビル併用の薬物動態と有

効性および安全性の検討－ Pilot Study －を計画し実施、結果尾を論文にて公表した（川上班員、

鈴木班員、正木班員、茶山班長）。 

・ Study2:ダクラダスビル＋アスナプレビル治療不成功例のC型慢性肝疾患に対するハーボニー®配合錠

＋リバビリン治療の有効性と安全性の検討-多施設共同 pilot study-を計画し実施した（川上班員、

茶山班長）。 

・ We have developed in vitro HCV-infection model using human hepatocytes isolated from 

HCV-infected chimeric mice with humanized livers. Addition of Jak-inhibitor (Tofacitinib, to 

suppress INF induction) and CYP inhibitor (ABT, to inhibit metabolism of Tofacitinib) into 

the culture medium maintained high HCV RNA levels in the culture supernatant up to 22 days 

(Chise Tateno).  

・ Using human hepatocyte chimeric mice, we founded that HCV could be was eradicated without ISGs 

induction by DAA combination treatment, and founded a new anti-HCV during. While 

asunaprevir-resistant variants that emerged during therapy returned to wild-type, 

daclatasvir-resistant variants tended to persist after cessation of the drugs. The virological 

response to daclatasvir plus asunaprevir treatment was low in patients with simeprevir 
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treatment failure. PI resistance remains even after disappearance of mutant strains by deep 

sequencing (Kazuaki Chayama and Michio Imamura).  

・ We found that the association between variants in the interferon lambda 4 locus and 

substitutions in the hepatitis C virus non-structural protein 5A. We could measure rapidly 

and accurately drug resistant mutant (NS5A-Y93H) strain frequency in genotype 1b HCV by Invader 

assay. We reported that the efficacy and safety of daclatasvir plus asunaprevir therapy for 

chronic hepatitis C patients with older age, cirrhosis and renal dysfunction. We identified 

HCV-specific serum microRNA profiles (Kazuaki Chayama and Daiki Miki). 

・ The combination treatment with DAA and anti-miR-122 showed an additive or synergistic antiviral 

effect against HCV. Furthermore, the combination treatment successfully eliminated HCV from 

its infected cells by suppressing emergence of DAA-resistant virus. Peretinoin inhibited 

infectious virus release from cell by reducing production of lipid droplets (Teturo Shimakami).  

・ In order to evaluate therapeutic effect of interferons (IFNs), vectors showing sustained 

expression of IFN-α, -γ, -λ were constructed. By using human liver chimeric mice infected 

with Direct acting antivirals (DAA)-resistant HCV, it was found that IFN-γ and -λ were 

effective in treating DAA-resistant HCV. Moreover, it was also found that IFN-λ was more 

favorable for therapeutic application than IFN-γ from the viewpoint of side-effect  

(Takakura). 

・ In this study, we aimed to clarify the structure of DAA-resistant HCV variant by using 

next-generation sequencing and phylogenetic tree analysis through analyzing clinical samples. 

Ultimately, our goal is to find appropriate host molecules to be targeted as anti-HCV therapy 

not affected by viral genomic mutations. Until now, we have performed direct and/or deep 

sequence analysis for NS3, NS5A, NS5B, and in particular, we have shown that quasispecies 

analysis of NS5A with deep sequence and phylogenetic trees is useful for predicting DAA response 

(Maekawa). 

・ In this study, we established miR-122 deficient human hepatoma cell lines to characterize 

miR-122-independent propagation of HCV. After serial passages of HCV in miR-122 deficient cells, 

we obtained mutant viruses possessing substitution of either G28A or C30U, which are capable 

of replicating in miR-122-independent manner. These results suggest that the mutation in the 

miR-122 binding region is involved in the miR-122-independent propagation of HCV (Matsuura). 

・ By anti-HCV drug screening, a liver specific inhibitor of stearoyl-CoA desaturase, MK8245, 

was shown to suppress the proliferation of HCV efficiently. Study of combination therapy showed 

MK8245’s additive or synergistic anti-HCV effects on current direct anti-viral agents and 

interferon-alpha therapy, suggesting MK8245 is an option for anti-HCV multi-drug therapy 

(Hijikata). 

・ Study 1: Pharmacokinetics, efficacy and safety of daclatasvir plus asunaprevir in dialysis 

patients with chronic hepatitis C: pilot study was planned and implemented, and the results 

were published in the paper (Yoshiiku Kawakami, Michihiro Suzuki, Takao Masaki and Kazuaki 

Chayama). Study 2: Efficacy and safe of Ledipasvir/Sofosbuvir with Ribavirin in Patients who 

failed Daclatasvir/Asunaprevir with chronic hepatitis C: Pilot Study   planned and 

implemented. (Yoshiiku Kawakami and Kazuaki Chayama). 
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