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論文内容の要旨

[目的]

C型肝炎ウイルス (HCV) は，単一の宿主内において多数の変異体が混在した状態で存在している事が知れてい

る o このような性質は， quasispecies nature と呼ばれており，他のウイルスにおいて幾つかの生物学的に重要な性

質をもたらす事が報告されているo

HCV ゲノム上で， この様な多様性が最も顕著に認められる領域は，エンベロープ 2 (E 2) 領域内1こ同定されて

おり， hypervariable region (H V R) と名付けられている。この研究の目的は， HCVゲノムの多様性をこの E2

HVR 1 にて評価し，その程度とインターフエロン (1 F N) 治療効果との関連性の有無を明らかにする事である o

[方法ならびに成績]

1) 1 F N治療を受けた C型慢性肝炎患者 8 例の血清から HCV-RNA を抽出し， RT-PCR 法により

E 2 HVR 1 を含む領域を増幅，サブクローニングした。個々の患者に対し，各々，任意に10-13 クローンを選択し，

dideoxy 法を用いて塩基配列を決定した。塩基配列の alignment から IFN投与前の著効群のHVR1 は，再燃群・

無効群に比してより homogeneous である事が示された。

2 )決定した塩基配列を基に，多様性を complexity と diversity の 2 つの要素に分け，客観的指標を用いて分析

した。すなわち， complexity に関しては，各症例における異なるクローン種数を比較した。また， diversity に関し

ては，各症例に対して，任意に選び出した 2 つのクローン間の塩基配列の違い (Hamming distance) をすべての組

み合わせに対して計算し，その頻度と共に plot した。また， Hamming distance をさらに平均化した塩基多様度

(nucleotide diversity) を算出した。

IFN投与前のHVR1 の complexity は，著効群に比べて，再燃群・無効群において有意に高値であった (P<

0.05)0 Hamming distance の分布様式も， 1 F N投与前において，著効群ではパーが極端に左へシフトしており，

HVR1 の塩基配列がクローン間で非常に均一であるということを示した。それに対して再燃群・無効群においては，

パーが右方へシフトし， HV R 1 の不均一性を示した。塩基多様度 (XlO- 2 per si te) も，著効群では0.21から 5.61 と

低値であるのに対し再燃群・無効群では5.79から 20 .1 4 と有意に高値であった (P<0.05) 。

3) Single strand conformation polymorphism 法 (S s C P 法)を用いて，多様性評価のための簡便法を確立し，

多検体での検討を行った。
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まず，基礎的検討としてHVR1 の PCR産物をサブクローニングした plasmid クローンを用いて SSCP 解析

を行った結果，それぞれのクローンの塩基配列に応じて特異的なバンドパターンが観察され，混合したクローン数の

増加に伴いバンド数も増加した。また， 16例の患者血清を用いて SSCP解析と sequence analysis を行った結果，

SSCP法によるバンド数と塩基多様度の間に有意な相関が認められ (P<O.05) ， S S C P 法による多様性の評価が

sequence analysis による評価の代替となり得ることを確認した。

そこで IFN治療を受けた C型慢性肝炎患者49例の，治療前の血清に対する SSCP解析を行った結果，著効例は，

2 本以下のバンド数を示す low heterogenei ty の症例が有意に多く (P<O.Ol) , 3 本以上のバンド数が観察される

high heterogeneity の症例での著効は期待し難い事が示された。

[総括]

Conventional な sequence analysis により HCVHVR1 の genetic heterogeneity と， 1 F N治療効果との間に

関連が認められた。さらに， S S C P 法を用いることにより， heterogenei ty の評価を簡便に行うことが可能であり，

多検体の検討の結果，治療前のHVR1 の多様性が高い症例では， 1 F N治療の有効性は期待し難く，その多様性が

低値であることが，著効例の必要条件である事が示された。

論文審査の結果の要旨

C型慢性肝炎のインターフエロン治療効果に影響を与えるウイルス側の因子としては，既にウイルス量・サブタイ

プが報告されている。後者のサプタイプはこのウイルスの遺伝的多様性を示すものであるが，更に，一種類のサブタ

イプが感染した単一の宿主内のレベルにおいても， quasispecies nature と呼ばれるゲノム多様性の存在が報告され

ている。

本研究は，この quasispecies nature とインターフエロン治療効果との関連を検討したものであり， この性質に基

づく治療前のゲノム多様性の程度が，インターフエロン治療の inefficacy の指標となることを明らかにした。更に，

SSCP法を用いたゲノム多様性評価のための簡便法を確立し，多様性解析の多検体処理を可能にした。これらの事

は， ウイルス量・サブタイプのみでは，インターフエロン治療効果の予測が困難な症例での効果予測を可能にし，例

えばインターフエロン再投与を行うべき症例の選択に寄与するなど，実際の臨床の場において有益な情報をもたらす

ものであり，且つ簡便法を確立したことで，臨床応用が容易であると考えられる。従って，本研究で得られた知見は，

C型慢性肝炎のインターフエロン治療において重要な意義を有しており，学位に値するものと認められるO
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