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講 座

C型 ウイルス肝炎 における臨床分子生物学

北里研究所病院内科

くま　　 がい　　馨8」　　 3

熊 谷　直 樹
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は じめに

　 C型 ウ イ ル ス 肝 炎 の 臨 床 は,C型 肝 炎 ウ イ ル ス

(Hepatitis　 C　Virus.,以 下HCV)の 発 見 の 契 機 匡〕'2}から

現 在 の様 々 な抗 ウ イ ル ス療 法 の 開 発 に 至 る まで あ らゆ る

場 面 で分 子 生 物 学 の 進 歩 が 多 大 な 貢 献 を して い る分 野 で

あ る.そ の意 味 で我 々臨 床 医 に と って も分 子 生 物 学 は避

け て は通 れ な い領 域 で あ り,今 回 特 にC型 肝 炎 の 診 療

とい う観 点 か らその 意 義 を 解 説 した い と思 う.

HCVゲ ノム(HCVRNA)の 構造 と機能

　C型 肝 炎 の 診 断 と治 療 はHCVゲ ノ ムの 構 造 と機 能 を

解 析 す る こ とか ら発展 して き た.

　 HCVは9500-9600塩 基 か らな る プ ラ ス 鎖RNAを

ウ イ ル スの ゲ ノム と して もち。 そ の遺 伝 子 構造 か ら フ ラ

ビウ イ ル ス科 ヘ パ シ ウイ ル ス属 に分 穎 さ れ て い る(第1

図).HCVゲ ノ ムか ら前 駆 体 蛋 白 質 が 産 生 さ れ こ れ が

宿 主 細 胞 由 来 の シ グナ ル ベ プ チ タ ー ゼ とHCVゲ ノ ム に

コ ー ドされ て い る2鍾 類 の プ ロテ ア ー ゼ に よ り切 断 され

各種 蛋 白質 が 塵 生 され る.ア ミノ末端 側 に は ウ イ ル ス粒

子 を 構 成 す る構造 蛋 白 が 位 置 し,コ ア蛋 白質(C),エ

ンベ ロ ー プ 蛋 白質(El,　 E2)の 順 に 配 置 さ れ て い る.

この後 に は 一巡 の非 構造(Non-structure巳region,　 NS)

蛋 白質 が配 置 され て い る.

　 U15'非 翻 訳 領 域(5'UTR):5'UTRは339塩 基 以 上 存

在 し.全 体 的 に は高 度 に保 存 さ れ て お り,ウ イ ル ス ゲ ノ

ム の複 製 や ウ イ ル ス蛋 白 質 の 翻 訳 な どに 垂 要 な機 能 を 果

た して い る.こ の 領 域 の 重 要 な 点 はHCV蛋 白 翻 訳 の た

め の リ ボ ゾ ー ム の 内 部 開 始 機 構 に よ る エ ン ト リー 部 位

(interns且ribosomal　 entry　 site.,　lRES)が 存 在 す る こ

とで あ る.ま た5'UTRはHCV株 間 で 塩 基 配 列 が 最 も

よ く保 存 され て い る 領 域 な の で,後 述 す るRT・PCRに

お け るプ ラ イマ ー に用 い られ る.

　f21コ ア領 域(C):分 子 鍛20kDa前 後 の コ ア蛋 白 質 が

コ ー ドされ て い る.コ ア 蛋 白 質 はHCVゲ ノ ム を 包 む カ

プ シ ドを 形 成 す る.

　131エ ンベ ロ ー プ 領 域(E1。E2):こ の 領 域 か らは ウ イ

ル スの 外 被 を 形rkす るEl(分 子 量35kDa前 後)とE2

(分 子 量70kDa前 後)と 呼 ば れ る 糖 蛋 白 質 が 産 生 さ れ

る,E2蛋 白 質 の ア ミノ末 端 部 に はHCV株 間 で 著 し く

配 列 の異 な る領 域 がfifiし,超 可 変 領域 且(HVRUと

呼 ば れ て い る,..HVRIは 高 度 な 変 異 性 を 示 す こ とか

ら後述 す るよ う にHCVの 持 続 感 染 の 成II.に 関 与 して い

る と 考 え られ て い る.

　 〔4}非構 造 領 域(NS):こ の 領 域 か らはHCVゲ ノ ムの

プ ロ セ ッ シ ン グ と 複 製 に 必 要 な 一 連 の 機 能 的 蛋 白 質

(NS蛋 自 質)が 産 生 さ れ る.ウ イ ル ス 自 身 の

metaloproteaseとserine　 proteaseに よ る 切 断 の 結 果

NS2,　 NS3,　 NS4A,　 NS4B,　 NS5A,　 NSsBの6種 類 の非 構

造 蛋 白質 が 産 生 さ れ る.NS2蛋 白 は 膜 蛋 白 で あ る こ と

以 外 その 働 き に っ い て は 明 確 で は な い.NS2か らNS3

の 一 部 に か け てmelaloprotease活 性 が 存 在 しNS2・

NS3間 を 自 己 切 断 す る.　 NS3は70kDaの 蛋 白 で そ の

N末 端 側1/3にserine　 protease活 性 が あ り,　 NS3・

NS4A間 を シ ス 切 断 す る.切 断 さ れ たNS3は そ の

serine　 protease活 霊生に よ っ て 残 りのNS蛋 白 を 切 断 す

る.NS3C末 端 側1/2に はhelicase活 性 が 認 め られ 二

iT{鎖RNAを 解 い て 一 本鎖RNAに す る機 能 を も ち,ウ

イ ル ス 由 来RNAの 生 成 に関 与 して い る.こ れ らHCV

遺 伝 子 に コ ー ドされ て い るproteaseやhelicaseな ど の

酵 素 は抗 ウ イ ル ス療 法 の 標 的 と して 現 在 研 究 や 薬 剤 の開

発 が 進 め られ て い る 領 域 で もあ る.NS4AはNS3蛋 白

と強 固 な複 合 体 を 形 成 して,proteaseの 補 酵 素 と して

働 く,NS4Bの 機 能 は十 分 に分 か って い な い がNS4A/

B蛋 白 は宿 主 の 総 合的 な 蛋 白 合 成 機 能 を 抑 制 し,ウ イ ル
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第1図 　HCVゲ ノムの週伝 子購逝 と産生蛋白

ス 蛋 自 合 成 を 優 先 させ る機 能 を持 っ可 能 性 が 示 唆 され て

い る.NS5A蛋 白 は約450ア ミノ酸 残 基 か らな る リ ン

酸 化 蛋 白 で,そ の 作 用 が 注 目 され た の は わ ず か90ア ミ

ノ酸 残 基 の 変 異 が イ ン タ ー フエ ロ ン(lnterferon,以 ド

IFN)の 治 療 効 果 に関 与 す る と報 告 さ れ た こ とで あ るSi.

同 部 位 はinterferon　 sensitivity　 determining　 region,

lSDRと よ ば れ,　 double　 strand　 RNA-activated　 pro・

tein　kinase(PKR)一binding　 domainのN末 端 側 に位 置

す る こ とか ら,NS5AはlFNに よ って 誘 導 さ れ 抗 ウ

イ ル ス作 用 を起 こす 酵 素 の 一 っ で あ るPKRを 抑 制 す る

と考 え られ て い る.NS5Bに はRNA依 存{生RNAポi)

メ ラ ー ゼ(RNA-dependent　 RNA　 polymerase,以 下

RdRp)活 性 が あ り,ウ イ ル スRNA腹 製 に お い て中 心

的 に 働 く.他 のpolymeraseと 同 様 に'finger・palm・

thumb'irkの 蛋 白 立 体 構 造 を とる.最 近C型 肝 炎 の治 療

にIFNと 併 用 で 用 い られ る よ う に な ったRibavirinと

い うnucleoside　 analogueの 作 用 機 序 の 一 っ と して,

RdRpに 対 す る直 接 の 阻P作 用 が考 え られ て い る61.]1.

　 1513':非翻 訳 領 域(3'UTR):ウ イ ル スゲ ノム の3'末 端

領 域 と考 え られ て いたUス トレッ チの ド流 に98塩 基 か

ら な る配 列 が 確 認 され,3'Xと 命 名 さ れ た.後 述 す る細

胞 内 で 自 立 複 製 が で き るHCVレ プ7コ ン細 胞tllの登場

で,3'Xが5'UTRと と もにHCVゲ ノ ムの 複 製 に必 須

で あ る こ とが 証 明 され た.

HCVゲ ノムの多様性

一 般 にRNAウ イ ル ス のRNA -dependent　 RNA

polymerase(RdRp)に はDNA　 polymeraseが もっ よ う

な 修 復 機 構 が な く,polymeraseに よ る ゲ ノ ム の読 み 間

遜 いが 受 け 継 が れ て い.って しま う.こ れ が 原 因 とな って

RNAウ イ ル スで はDNAウ イ ル ス と比 べ て ゲ ノム に 多

様 性 が 生 じる と考 え られ て い る.ま た生 体 内 で は宿 主 の

免 疫 学 的 圧 力(immune　 pressure)や ウ イ ル スの 生 存

能 力 な どに よ って もゲ ノム の選 択 が 起 こ りウ イ ル スは 経

時 的 に 変 化 して い く.こ の よ うに して 生 じた 多様 性 を

quasispeciesと 呼 ん で い る.

　 (lli9伝 子 型:HCVウ イ ル ス間 の 檀 同 性 を も とに 現 在

ま で にn種 類 の 大 き な グ ル ー プ(genotype)の 中 に

30以.1:の 遺 伝 子 型 が 同定 され て い る91.そ れ ぞ れ の 遺 伝

子 型 間 で は塩 基 配 列 レベ ル で20%以..is,ア ミノ酸 配 列

レベ ル で15%以 上 の 違 い が あ る.領 域 別 に み る と5'

UTR,コ ア領 域,3'Xで は90%以.ヒ の相 同性 が あ るが,

エ ンベ ロ ープ 領 域 やNS2領 域 で は塩 基 配 列 で40%程 度

も　 is　 て い る.わ が 国 で はlbが 主 要 な遺 伝 子 型(約

70%)で,そ の ほか に2a(約20%),2b(約10%)
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第1衷 　HCV持 続悪染者にお けるHVR1領 域 の変異の解桁

無症候性 キ ャリア 糧性活動性肝炎 有意差検定

ALT平 均値(IU/1)

◆クローン数

　 開始期

　 終了期

　年平均変化率

◆塩基多様度

　 闘始期

　 終了期

　年平均変化率

2L6ま7.0

6.2x3.5

7.9x2.0

0.5221.40

8.9士7.6

1Llx8.]

0.86忠3.5

62.4:16.0

4.5x2.5

6.813.1

0.91x1.82

8.1士7.6

9.6皇7.5

0.51忠256

p=0.00001

S

S

S

N

N

N

S

S

S

N

N

N

平均観察期間:約3隼 問 NS=not　 significant

が 存 在 す る,こ の遺 伝 子 型 に よ ってIFN治 療 に対 す る

反 応性 が 大 き く異 な る こ と は周 知 の 事 実 で あ る.す な わ

ち 一 般 にgenotype　 2,3。6はIFN感 受 性 が あ り,

genolypel,4は1FN抵 抗 性 で あ る,

　 121同 一 宿 主 内 で の 多 様 性:同 一 宿 主 内 に 存 在 す る

HCVゲ ノ ム全 体 の 多 様 性 に っ いて も検 討 が 行 なわ れ,

全 体 と し て は,塩 基 配 列 で1%程 度,ア ミノ酸 配 列 で

0.7%程 度 異 な うて い る.す な わ ちHCVは 生 体 内 で 変

異 しな が らpolyclonalに 存 在 して い る と 考 え られ る.

　 131超可 変 領 域(HVR):HCVゲ ノ ム の 巾 で も っ と も

多 搬性 の 富 む 部 分 がE2蛋 白質 の ア ミノ末 端 部 に 存在 す

るHVRで あ る3).　it.一 般 に ウ イ ル スの 外 岐 を 形 成 す る

エ ンベ ロー プ領 域 に は中 和 抗 体 の エ ピ トー プが 存 在 す る

と考 え られ る.宿 主 の 免 疫 監 視 機fd9か ら逃 避(escape)

す る た めHCVが 変 異 を繰 り返 す 結 果,　 HVRの 多 様 性

が 生 じる と考 え られ て い る.HVRの 多 様 性 はHCVに

対 す る ワ クチ ンの開 発 が 困 難 な原 因 に も な って い る.肝

炎 の 活 動 性 とHVR1の 変 異 の 速 さ との 関 係 も注 目 され

て き た が,筆 者 らのC型 慢 性 活 動 挫 肝 炎 と 無 症 候 性C

型肝 炎 ウ イル ス キ ャ リア ーを 対 象 と した 自然 経 過 の 中 で

の 検 討 か らは,血 清ALT値 の 変動 とHVR1のquasis-

peciesの 進 展 と の 間 に は虜 らか な 梱 関 関 係 は認 め られ

なか ったP(第1表).

HCV関 連検査法の進歩

　 111HCV抗 体 検 査法:現 在 日常 の 診 療 で最 も汎 用 され

て い るの は第3世 代HCV抗 体 測 定 系 で あ る.こ れ は コ

ア抗 原 エ ピ トー ブ と してc22-3抗 原,　 NS抗 原 エ ピ トー

プ と してc200抗 原 お よ び 遺 伝 子 組 み 換 え 発 現 蛋 白 で あ

るNS5エ ピ トー プ(aa2054・2995)を 用 いて い る.こ

の 測 定 系 に よ りHCV感 染 を よ り確xに 診 断 で き る よ う

になった.高 力価陽性の場合はHCVキ ャリアと判定 し

て良いが,低 力価陽性の場合.ウ イルスi61症があるのか

過去の既感染を示 しているのかの鑑別が必要になる.感

染の直接的な証明には次項の血清HCVRNA測 定が必

要になるが,抗 体測定系と してはHCVコ ア抗体測定系

(コア領域の遺伝子組み換え発現蛋白または合成ペプチ

ドを抗原エピトーブとして用いている)が 有用である.

コア抗体はHCVの 構造蛋白に対する抗体 であるため

HCVの 感染を確実に診断で きる利点がある.コ ア抗体

が6uNlsまたは低力価の場合は過去の感染の既往を示唆す

る.コ ア抗体価は血中か らウイルス消失後漸減 していく

のでIFN治 療後の経過観察にも適 している.

　121HCVRNA検 出検査法:定 性的測定法と定量的測定

法がある,{a淀 性法 は定量法より感度が良 く 亘.HCV

抗体低力価の場合の既感染とHCVキ ャリアの鑑別,　z.

急性C型 肝炎の早期診断,3.IFN治 療の効果判定など

に適 している.現 在臨床で測定可能なSri:法 は 「アンプ

リコア定性法」で,10'copies/m艮 の感度がある.実 験

室 レベルでは10copies/m且 以下の感度を もつnested

RT・PCR法 も馬 い られて いる.(b)定 趾 法にはCRT・

PCR法,　 bDNA法,ア ンプ リコア・M法 などがあるが

詳細はここでは省略する.こ れまでの検討からは1血清中

のHCVRNA置 とC型 肝炎の臨床像や予後 との間には

一定の関係は見出されていない.従 って定量法の臨床的

意義はIFN治 療の効果予測 といえ る.　C型 肝炎に対 し

て様々な抗ウイルス療法が開発されてきたが,多 くのレ

ジメにおいて永続的 なウイルス排除(sustained　 virall

response,以 下SVR)が 得 られ るか 否か はHCVの

genotypeと 血清HCVRNA最 に大 きく依存している.

現在臨床で汎用されているア ンプ リコア・M法 は高濃度

領域の定量性が不十 分であ ったが,最 近高HCVRNA

量 測定 に適 した 「ハ イ レ ン ジ法」 が開 発 され,

一23一
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5000KIU,/m且 ま で 測 定 が 可 能 と な り,治 康 前 の 血 滑

HCVRNA量 の よ り 正 確 な 層 別 化 が 可 能 と な っ た.

HCVの 定 鼠 法 と して は以 上 のRNA遺 伝 子 検 出 法 の 他

に抗HCVコ ア モ ノ ク ロ ー ナ ル抗 体 を固 相 化 した サ ン ド

ウ イ ・ソチEIA法 に よ る 「HCVコ ア抗 原測 定 法 」 が あ る,

これ はPCR法 と較 べ て 簡 便 で安 価 な点 が 利 点 で あ る が

詳 細 は割 愛 す る.

　 131HCVの タ イ ピ ン グ:HCVの 遣 俵 子 型 の 判 定 は 臨

床 的 にIFN治 療 に 対 す る反 応 性 を 予 測 す る 上 で 必 要 不

可 欠 で あ る が,現 在 臨 床 の 場 で は1(IIA9反 応 を 用 い た

HCV郡 別 判 定(HCVグ ル ー ピ ン グ)が 汎 用 さ れ て い

る.こ れ はgenotype　 1とgenotype　 2間 で 塩 基 配 列 の

大 き な 差 が 存 在 す るNS4領 域 の 合成 ペ プ チ ドを 各 々作

成 し,microplateに 固 柑 化 しELISA法 で 抗 体 を 検 出

す る方 法 で,同 方 法 で の遺 伝 子 型 判 別 可 能 例 は約80%

とい わ れ て い る.PCR法 を用 い たHCV　 genotypingは

NS5領 域 の 配 列 を も と に 判 別 が 行 な わ れ,当 然 精 度 は

高 い が まだ 保 険 収'載は され て い な い.

イ ンター フエ ロンの抗 ウイ ルス作用

　IFNがC型 肝炎に対する抗ウイルス療法の主役とし

て汎用 されて久 しい.1FNの 抗ウイルス作用発現の分

子機構も詳細に検討され,臨 床にフイー ドパックされて

い る部 分 も多 い.IFNレ セ プ タ ー と シ グ ナ ル伝 達 に 関

して は 割 愛 し,こ こ で はIFNに よ り誘 導 され る 抗 ウ イ

ル ス因 子 に っ い て触 れ る こ とにす る甲(第2図) .ヒ ト ・

イ ンタ ー フ エ ロ ン(Hu1FN)に よ って発 現 が 誘 導 ・増 強

さ れ る ヒ ト遺 伝 子(IFN　 stimulated　 genes,　 HuISGs)

は 多 種 多 搬 で2001年 現 在 そ の 数 は335個 と 報 告 され

て お り,そ のEli:子 産 物 の 機 能 は 多 鼓 に わ た って い る.

C型 肝 炎 治 療 に 用 い られ る1FNはIFNα ま た はIFN　 R

で こ れ ら は1型 豆FNと 総 称 さ れ る が,1型IFNで 誘 導

され るHulSGsの 中 で 主 要 な抗 ウ イル ス 因 子 と し て は,

2'5'く〕且igoadenylate　 synthetase　 (250AS),　 RNA　 de・

pendent　 protein　 kinase(PKRI,　 Mx因 子 な どが あ げ ら

れ る.

　1112-50AS　 lウ イ ル ス 由 来 の 高 分 子 量2重 鎖RNA

〔dsRNA)と 繕 合 す る こ と に よ り活 性 化 され て オ リ ゴ ア

デ ニ ー ル酸(2.5A)を 産 生 す る.2・5Aは 細 胞 内 に 不 活

性 化 型 で 存 在 す るRNAase　 Lを 活 性 化 し これ が ウ イ ル

スRNA(mRNAお よ び ゲ ノ ムRNA)を 分 解 す る こ と

に よ り ウ イル スの 増 殖 を 阻 害 す る.ウ イル ス感 染細 胞 内

で は広 範 囲 で の2・50ASの 活 性 化 が 起 こ り,細 胞 側 の

mRNAな どの 分解 とそ れ に続 く蛋 自 合 成 の 停1ヒか ら ア

ポ トー シ スの 誘 導 も起 こ る.臨 床 の 場 で のlll【清2・50AS

の 測 定 はIFNの 効 果 発 現 の モ ニ ター と して の意 義 が あ

り,治 療途 巾 の2・50AS活 性 の 低 下 はIFN中 和 抗 体 の

Fiu6Us

Ma因 子

　　　　　　　　オりゴ7デニル酸0《S　 　　ホスホ

ウ蟹 楽一 一 聞 剛Jx:C?5-tt

　　　 誘性化

岬」

ウイルス舳 ←FOnsu● し

　　1
ウイルスR臆A8

　 　砲壊

　 　 　 　 　 　 　 分解

　 　 　 　 F
2』5r才　 7デ ニル

　 隙{2覗 台虞

　　　1
融化← 霞臨

　 ww十 の
COA稟 罎切断

　　i
　 wN《 の

　樋艇痢朱

　　↓
ポリペブチド

　 律鼠囲書

蟹白リン

ウイルス・ポリ
ゾーム聯歳囲書

第2図 　1型IFNの よる抗 ウイルス作用発現機構
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出現 等 に よ る効 果 失活 を示 唆 す る.

　 (21PKRは リボ ソ ー ム と糟 合 して 存 在 す る 蛋 白 リ ン酸

化 酵 素 で あ り,dsRNAあ る い は特 定 の 高 次 構 造 を 有 す

るssRNAと 結 合 す る こと に よ り活 性 化 され る.活 性 化

され たPKRは リポ ソ ー ム をfNiirkす るeukaryotic　 ini・

nation　 factor-2〔e1F-2)のQ　 subunitを リ ン酸 化 して そ

のGTP結 合 能 を 消 失 させ,ウ イ ル ス蛋 白 の 合成 を阻 霧

す る.ウ イ ル ス感 染 細胞 内 で は2-50ASと 同 様 にPKR

に よ るア ポ トー シス も誘 導 され る.

　 前 述 の よ うにHCVのNS5A領 域 のISDRを 含 む 領

域(PKR　 binding　 domain;)はPKRと 直 接 結 合す る こ

とに よ りPKRの 抗 ウイ ル ス作 用 を 阻 害 す るIT.し た が っ

てISDRの 変 異 がHCVの1FN感 受 性 に 影 響 を もた ら

す と考 え られ て い る.

リバビリンの抗ウイルス作用

　 7パ ビ!'ン(ribavirin.以FRBV)は,　 ig72年 に

Witkowskiら に よ って 合成 さ れ た プiン ヌ ク レオ シ ッ

ドア ナ ロ グで,イ ノ シ ン,ア デ ノ シ ンと グ ア ノ シ ンの構

造 に 類 似 す る こ とが 可 能 で あ るB3:.　RBVはIn　 vitroで

樋 々 のDNAお よ びRNAウ イ ル ス に 対 して 抗 ウ イ ル ス

効 果 を示 す が,そ の 正 確 な抗 ウ イル ス作 用 機 序 は判 明 し

て い な い.臨 床 上RBV単 独 で はC型 肝 炎 ウ イ ル ス に対

す る抗 ウ イ ル ス効 果 は 明 らか で は な い が,IFNと 併 用

す る こ と に よ り1FN単 独 療 法 で は得 られ な い優 れ た ウ

イル ス排 除 効 果 が 期 待 で きる 薬 剤 で あ る.現 時 点 で 想 定

さ れ るRBVの 作 用 機序 と して は以.ドの 分 子 機 樽 が あ る.

　 mエ ラ ー カ タ ス ト ロ7の 誘 導:HCVのRNA

polymeraseがproof-reading機 構 を 有 さ な い た め 高 頻

度 で ゲ ノ ム変 異 を 来 た しそ の 結 果quasispeciesと よ ば

れ る多 様 な遺 伝 子変 異 を有 す る変 異 株 が 混 在 した 状 態 を

形成 して い る こ と は既 に述 べ た.こ の よ うな 変 異 は 宿 主

の 免疫 監 視 機 構 か らの 逃 避 や抗 ウ イ ル ス象 法 に対 す る抵

抗性 の 獲 得 な ど に は有 利 に 働 くが,変 異 に よ り ウ イ ル ス

の遺 伝 子情 報 を 保 持 で きな くな る と ウ イ ル ス は 死 滅 す る

こと に な る.RdRpに よ り二重 鎖RNAがhQ成 さ れ る際,

RBVが 誤 って 取 り込 ま れ る こ とで ウ イ ル ス変 異 を 加 速

さ せ る と い う考 え 方 がerror　 catastrophe仮 説 で あ る.

　 {2)RNA・dependent　 RNA　 polymerase{RdRp)の 阻

害:RBVは 組 織 細 胞 中 で リ ン酸 化 され 代 謝 物 と して3

種 類 の リ ン酸 化 体(mono一.　 di、　tri・phosphate)を 生 じ

る.RdRpを 用 い た実 験 系 でRBV三 り ン酸(RTP:)が

誤 ってRNAに 取 り込 ま れ,こ のRTPが 取 り込 まれ た

RNAを 基 質 と した 場 合,新 た なRNAの 合 成 が 阻 害 さ

れ る こ とが 示 さ れRBVのHCVのRdRpに 対 す る直 接

的 な阻1馴 乍用 の 存 在 が 考 え られt-m.n.　 C型 慢 性 肝 炎 の

IFN・RBV併 用 療 法 に お け る治 療 効 果 予 測 の 観 点 か ら,

RdRpが 存 在 す るNS56　 白 の 変 異 がRBVの 抗 ウ イ ル

ス効 果 に どの よ うな 影 響 を もた ら すか が 注dさ れ た が,

笹 者 らはIFNとRBVの 併 用 療 法 を 行 な ったgenotype

!bのC型 慢 性 肝 炎 で 治 療 前 にNS5B頷 域 の 遺 伝 子 解 桁

を行 な い。 そ のear且y　viral　responseのfi　 に 関 与 す る

NSSB　 Ni白 の 変 異 点 を見 出 した1`'(第2表).

　 131?Ci二t:免疫 能 に 及 ぼ す 影 響:in　 vivo,7n　 vitroの 研 究

よ りRBVがtype　 l　cytokine(IL-2JFNγ な ど)の 発

現 を 冗 進 させ,type　 2　cytokine{iL・4,　 IL-6な ど}の 発

現 を 抑 制 す る こ とが 報 告 され,RBVの 抗 ウ イ ル ス 作 用

機序 の一 っ と して 注 目 さ れ て い る19.

今後の治療戦略(分 子生物学的アプローチ)

　HCVの ゲノム解析に伴い抗 ウイルス療法の研究は飛

躍的な進歩を続 けている.臨 床応用にはまだ年数を有す

第2表 　 　Amino　 acid　 residues　 at　 position　 85　 and　 l　24　 and　 early　 clearancc　 of　 HCV　 6y.

　 interferon　 plus　 ribavirin(文 献14よ り改 変)

Patient　 No.　 　 　 Viral　 Clearance　 in

　 　 　 　 　 　 serum　 at　8　weeks　 Tx

　 NSSB

Position　 85

　 NSSB

Position　 l24

i

2

3

4

5

6

7

8

eS

㏄

鈴

鈴

eS

O

O

O

Y

Y

Y

Y

Y

N

N

N

V(valincl

　 　 v

　 　 V

　 　 V

　 　 V

llisoleucinl

　 　 I

　 　 I

　 K(lysine)

　 　 　 K

　 　 　 K

　 　 　 K

　 　 　 K

E(glutamic　 acid)

　 　 　 E

　 　 　 e
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るが,現 在進 行 中 の 新 た な治 療 へ の ア プ ロ ー チ につ いて

触 れ て み る.

　 uiウ イル ス酵 素 阻 害 剤=既 述 の よ うにHCVの 非 構 造

出 白 はHCVRNAの 複 製 に 関 与 して い る,特 にrS3蛋

白 は 抗 久 イ ル ス療 法 の 格 好 の 標 的 とな って き た.現 在

protease　 inhibitorが 臨 床 応 用 に向 け て開 発 中 で あ る.

helicase　 inhibitorな ど も検 討 され て い る.　RdRpで あ

るNS5B蛋 白 はHCVの 遺 伝 子 型 を 超 え て 高 度 に保 存 さ

れ,ウ イ ル ス 特 異 的 で もあ るの で,こ れ を 標 的 と した

RdRp　 inhibitorの 開 発 も進 め られ て い る.

　 121nucleoside　 analogues:RBVに 続 く各 種nucleo-

side　analogueの 臨 床 試 験 も進 行 巾 で あ る.

　 (31antisense　 oligonucleotides:擦 的 と な るmRNA

に特 異 的 に結 合 して蛋 白合 成 を抑 制 す る15～40塩 墓 の

合 成nucleotideで,5幽UTR領 域 のHCV蛋 白 翻 訳 の た

め のIRESのinitiation　 codon　 を ター ゲ ッ トと して デ

ザ イ ン され た もの が 検 討 巾 で あ る.

　 /Alshort　 interfering　 RNA(siRNA〕:RNA　 interfer・

ence〔RNAi}と は 二 本 鎖RNA〔dsRNA}を 細 胞 に 導 入

す る こ と に よ り相 同 なmRNAが 特 異 的 に 分 解 され,遺

伝 子 産 物 の 合 成 が 抑 制 さ れ る現 象 を指 すIFi.こ れ まで 哺

乳 動 物 細 胞 に 長 鎖 のdsRNAを 導 入 す る とIFNに よ っ

て 誘 導 さ れ たPKRに よ って 蛋 白翻 訳 が 停 止 され る ため

有 意 な 効 果 が 観 察 さ れ な か っ た が 。21塩 基 前 後 の

short　 iRNA(siRNA}と して 導 入 す れ ばPKRに よ る反

応 を 起 こ さず にRNAiと して の 特 異 的 な 効 果 が 発 現 す

る こ と が 分 か う た.そ の 分 解 機 構 と して はsiRNAに 特

異 的 な 蛋 白 が 結 合 してRISC(RNA・induced　 silencing

complex)を 形 成 し,こ のRICSが 同 じ 配 列 を も つ

mRNAを 認 識 して結 合 し,　siRNAの 巾 央 部 でmRNA

を 切 断 す る と いわ れて い る.臨 床 応 胴 に 向 け て 後述 す る

レブ リコ ン シ ス テ ムを 用 い たHCVゲ ノムの コ ア遺 伝 子

領 域 に 対 す るsiRNAの 導 入 効 果 な どが 検 討 さ れ て い

る 匹η.

　 そ の 他,RNAを 塩 基 配 列 特 異 的 に 切 断 す るRNA

(ribozyme)がIRESの 切 断 を 目的 に 研 究 され た が,臨

床 応 用 に まで は 至 って い な い.

HCVレ プ リコンシステムについて

　最後にHCVの 複製,増 殖機構の解明に大 きな進展を

もたらした実験系であるHCVレ ブ リコンについて触れ

る.

　 1999年Lohmannら によっz.　 HCVRNA複 製に必

須と思われるウイルス遣伝子領域をもち自己旗製で きる

HCVレ プ リコ ンが作成 されたfll.こ の レプ リコ ンは

HCVRNAの 複製に必要な蛋白をコー ドする非構造領域,

および非翻訳領域(5●UTR,3'UTR)に 存在する機能 ド

メインを含み,さ らにネオマイシン薬剤耐性遺伝子を組

み込んだ組み替えサブゲノムRNAで,導 入細胞におい

てウイルスゲノムの持続的な自己増殖を得ることができ

る.(第3図).こ のシステムにより従米解析が困難であっ

た細胞内ウイルス複製増殖機構を培養細胞 にて再現する

ことが可能 となり,感 染機序の解明や,抗 ウイルス療法

における感受性や抵抗性の解明のための重要なツールと

なりつつある.

5'UTR 3じU'「R

HCV　 　　　　L　 　EI　 　 E2　 p7　 NS2　 NS3　 　NS4　 　 NSSA NSi(3 州
.
..

、

・CV励 ・♪→ 圏 ■ 一 ・S・NSA　 NSA NSSB ハ《

EMCV-IRES

第3図 　HC¥'レ ブ リ コ ンの 遺 伝 チ櫛 透
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おわ りに

　 これ まで 概 説 した よ うに,C型 ウ イ ル ス肝 炎 の臨 床 は

分 子 生 物 学 と深 く関 わ って 進 歩 して き た.分 子 生 物 学 的

ア プ ロ ー チの 結 果 新 たな 抗 ウ イル ス療 法 が 開 発 さ れ,結

果 と して わ れ わ れ 臨 床 医 は治 療 の た め の 様 々 なmoda且 ・

ityを 得 る こ とが で き た.そ の意 味 でC型 ウ イ ル ス肝 炎

の 診療 は ま さ にtranslational　 researchの 賜 物 とい え る

か も しれ な い,基 礎 的 研 究 の 臨 床 応 用 に際 して そ の 臨 床

的 意義 を検 証 す る と と もに,臨 床 の 場 か ら生 じた 疑 問 や

アイ デ ア を再 度 基 礎 研 究 ヘ ブ イ ー ドパ ッ ク して い くこ と

もわ れ わ れ 臨床 医 の使 命 で あ る と 考 え る 次 第 で あ る.
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