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日本人から検出された希なC型肝炎ウイルスサブタイプ

(genotype 3 b)の全塩基配列の決定とその構造の解析

茶山一彰
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く緒言〉

C型肝炎ウイルス(HCV)は1989年に米国Chiron社のM.Houghtonらのグループによ

りλgt11のスクリーニング;去を用いて、感染実験に使用されていた高感染力価のチンパ

ンジーの血清から発見されたRNAウイルスである(1，2)。それまで肝炎ウイルスには経口

感染するA型肝炎ウイルス(3)と、輸血、性行為など非経口的な経路から感染するB型肝

炎ウイルス(4)の2種類が存在することが知られていた。しかし、肝炎を起こすウイルス

がこの2種類以外にも存在することは当時既に明らかであり(5-7)、いわゆる非A非B型

肝炎ウイルスと称されていた.疫学的な研究と、チンパンジーの感染実験などにより、

この非A非B型肝炎ウイルスには経口感染するものと、輸血など経口感染以外の経路で

感染するものの2種類が存在することが明らかにされていた(5-8)。最近、経口感染し、

インド、東南アジアなどで雨季に大流行を引き起こす原因ウイルスとして、 E型肝炎ウイ

ルスが発見された(9)。このウイルスと、非経口経路で感染するHCVの発見(1，2)によ

り、ウイルス性肝炎の大部分がA型からE型までの肝炎ウイルスによるものであることが

明らかとなった。そして、HCVに対する抗体(HCV抗体)によるスクリーニング法の改善

により、とくに、慢性肝炎、肝硬変においては、非A非B型とされた肝疾患の90%以上が

HCVによるものであることが明らかとなった(10-19)。

HCV はgenom巴の全長が9400塩基程度の4鎖、 一本銭RNAウイルスであり、5'末端

と3'末端にそれぞれnoncodingregionが存在する。そして、その中間にウイルス

polyproteinをコードしている約3，000アミノ酸からなる一つの大きなopenreading 

frameが存在する(20-34).このウイルスpolyproteinは宿主細胞のプロテアーゼと、

ウイルス自身のコードしているプロテアーゼにより少なくとも10個の断片へと分解され

る.その犠成はアミノ末端から、 NHz-C-E1 -E2 -p 7 -NS2-NS3-NS4A-NS4B-NS 5A-

NS5B-COOHとなっている(35、36).polyproteinのアミノ末端側に存在するC、日、

E2は構造蛋白であり、 nucleocapsid、envelopeを構成している。 E2領坂のアミノ末

端恨IJにはhypervariableregionと呼ばれる高度にアミノ訟の変異に富む部位が存在す

る(37、38)。この部位のアミノ滋の経時的な変異は、 宿主の，夜性免疫によるウイルスの

中和からの、抗原性の変化による逃避を反映していると考えられている(39-48).p7の

機能に関しては現在のところ明らかにされていない。 カルボキシ末端側に存在するNS2

、NS3、NS4、NS5は非権造蛋白と考えられている(24-36)。これらの蛋白はウイルス



がt普殖する上で必要な機能性の蛋白をコードしていると考えられている。これまでにわ

かっている機能性蛋自の機能としては、 (i)NS2/3領岐にコードされている亜鉛依存性プ

ロテアーゼ(49-51)、これはNS2/3閣の切断を行っている。(ii)NS3領域のアミノ末端

側にコードされているセリンプ口テアーゼ(52-55)、これはNS3/4A、NS4A14B、

NS4B/5A、NS5A15Bの間の切断を行っている。 (iii)NS3領域のカルボキシ末端側に

コードされているRNAhelicase (56)， (iv)NS5領岐にコードされているRNA依存性

RNA polymerase (57)などが知られている。

このウイルスの培養は困難であると考えられ、チンパンジーによる感染実験が唯一の

感染モデルと考えられていたが、最近ある種の培養細胞を用いると、感染実験が行える

ことが報告された (58-60)。しかし、その増殖はわずかであり、 polymerasechain 

reaction (PCR)でようやく検出できる程度のものにすぎず、このウイルスの研究が困難

であることの理由のーっとなっている。

HCVの病原性については、このウイルスは、成人に感染しでも容易に持続性感染とな

ることが知られており多くは慢性肝炎を発症し、少数は肝機能が正常である、いわゆる

ウイルスキャリアーとなる (61-67)。慢性肝炎を発症した症例の多くは、 20年から30

年の経過で肝硬変へと進行する(65、67)。肝硬変へ進展した患者からは年率約 5%の割

合で肝細胞癌が発生するため(67、70)、ウイルスを排除し、肝硬変、肝痕への進行を防

ぐことが重要な課題となっている。

このウイルスの主な感染経路は輸血などの血液製剤の投与によるものであり、 HCV抗

体による献血者のスクリーニングが施行されるようになった現在、日本では新たなキャ

リアーの発生は著滅することが期待されている(71、72)。しかしながら、現在日本には

すでに100万人以上の慢性肝炎患者、あるいはキャリアーが存在し、これらの患者を見

出し、適切な治療を行うことが重要と考えられる。さらに、 HCV抗体のスクリーニング

が未だなされていない東南アジア、アフリカ等においてはさらにキャリアーの増加も予

測されることから、 有効なワクチンの開発が必要とされている。しかしながら、このウ

イルスは、 RNAウイルスの特徴である抗原の高変異性を有しているため (73、74)、数

多くのサプタイプが存在し、ワクチンの開発には困難が予想されている。

サプタイプに関しては、 1990年!こEnomotoet al (75).が愚初に 4種類のサブタイプ

の存在を明らかにして以来、数多くのサブタイプが報告されてきた(76-81)，HCVのサ

2 



ブタイプの分類は、中和抗体を用いた分類が現在不可能であることから、その遺伝子の

配列を解析することにより決定する方法が主にとられている。従って、サブタイプもge-

notypeと表現される場合が多い。現在少なくとも38種類のgenotypeが存在することが

明らかにされている(82)。このgenotypeの分類に関しては、現在若干の問題がある。

最も現在広く用いられている9巴notypeの分類はSimmondset al(83， 84)が提唱した

ものである。彼らはNS5B領織の222塩基の配列を決定し、分子系統樹による解析を行

い、当初 9種頬報告されていたgenotypeを6種類のtyp巴(type1-type 6)に大まかに

分け、さらに‘そのtype中の比較的類似性の高かった 2種の亙裂を、それぞれ1a、1b

、2a、2b‘3a、3bのsubtypeに細分した(83)。彼らの解析によればtype聞の塩基配

列のhomologyは72%未満であり、 subtype間て1ま75-86%、subtype内のisolate簡

では88%以上であった.このため彼らは、 homologyが72%未満の新たな温基配列を有

する株が見出されれば新たなtype、75-86%の範囲にはいるもので・あれば新たなsub-

typ巴とすべきであると提唱した。ところが、その後Tokitaet al(84-87).により東南

アジアから‘多数の新たなgenotypeが発見され(85)、Simmondset al.が行ったよう

な部分的な配列の解析ではtyp巴とsubtypeの中間に当たるような配列を有するような

isolateが多数見出され、この分類法が必ずしも適用できない場合があることが明らか

になった(85).これは、 Simmondset al(83).が塩基配列の解析を行った際に、 222

塩基という短い配列を用いたためであり、それまでに報告されていた9穫類のサブタイ

プを分類する上では問題がなかったが、それ以外のサブタイプが発見されたときにこの

ような混乱が生じるもととなったと考えられる。より全配9"lJに近い配列を用い、さらに

多くのisolatesが発見されてから分類j去を作製すれば、より正確な分類;去の確立が可能

であったと考えられる(85).しかし、何れにせよ現在はこのSimmondsの分類(83、

84)に準じて分類が行われている。これまでに1aから11aまで、 38種類ものgenotypeが

報告されているが(82)、これらのほとんどは部分的な配列に基づくものであり、全塩基

配列が決定されているgenotyp巴は少数にすぎない。

最初にHCVの全配列を決定したのはKato巴tal(20)。であり、 1b型の全配列を決定

して報告した。次いで、同じ1b型の配列は5施設から報告され(23、27-30).さらに1a 

型(21，22、24、25)、2a型(33)、2b型(32)の配列が相次いで決定され‘その後1c型

(31 )、 3a型(88、89)の配列が決定された。
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これらの全境基配列の決定はサブタイプの分類を行い、疫学上の解析を行う上でも重

要であるが、それのみならず、現在難航している(90、91)ワクチンの開発を考える上で

も重要である。効率の良いワクチンを開発するためには、各genotyp巴聞で共通の抗原性

を有する部分に対する抗体を誘導し得るような抗原epltopeを見出す必要があるが、 ho-

mologyの低いサブタイプ間でそのような部位を見いだせるかどうかは今後のワクチン戦

略を考えるよで重要なテーマであるといえる。このためにも、各genotypeの全配列を決

定し、比較検討することが必要である。

さらにgenotypeに関して重要なことは、このウイルスに対して現在唯 有効な治療で

あるインターフエロンの治療効果の効果予測l因子としてgenotypeが大きく関与している

ことが明らかとなってきたことである(92-100)。すなわち、 genotype1 bのHCVが感

染している患者はインターフエロンによる治癒が得られにくく、逆lこgenotype2aある

いは2bのHCVが感染している患者では治癒しやすいということである。これは、 geno-

type間でウイルス量に差があり、 genotype1 b感染者のウイルス量はgenotype2aあ

るいは2b感染者のウイルス量より有意に多いということにも関連しているが(92-97)、

多変霊解析により9巴notype自体も独立要因として治療効果に寄与していることが証明さ

れている(94、96)。さらに、最近インターフエロン治療開始早期のウイルス量の減少度

を測定することにより、インターフエロンに対するHCVの感受性がgenotypeにより異

なることが明らかにされた(99、100)。この差異がウイルスのどの権造に依存するのか

は未だに明らかにされていないが、このようなgenotype間の生物学的な差異を解明する

ためにも各genotypeの全配列の決定とその構造の比較は重要であると考えられる。

筆者らは、 1993年に日本人患者から得られたHCVのNS5B領繊の340境基の配列を

検討しているうちに、それまで報告されていた4種のサブタイプとは異なる、新たなge-

notypeと考えられる配列を見出した.この配列は、既知のサブタイプの伺れともho-

mologyが69%未満と低く、新たなgenotypeであると考え‘Tr型と して報告した(78)

.さらに、このサブタイプを含めて、日本に存在すると考えられた5種類のgenotypeを

一度のPCRの反応を行うことにより簡易に決定する方法を開発した(78)。筆者らがこの

方法で1，000例以上のC型慢性肝炎患者のgenotypeの頒度を調べたところ、 Tr型は、

日本人患者のおよそ0.6%と希であることが明らかとなった(101)。この9巴notypeは

Mori et al(77).がタイ国の患者から発見したgenotypeTbと、また、Simmondsらが
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報告したgenotype3bと相同性が高く、同一のgenotypeである可能性が考えられた@

そこで、このgenotypeのサブタイプ分類上の位置を明らかにし、生物学的特性との関連

を明らかにするために、筆者はこのgenotypeの全配列を決定し、これまでに報告されて

いるgenotypeの配列と比絞し、その特徴を明らかにすることを試みた。さらに、この

genotype 3bが検出される患者は、ある診療所の受信者に集中していることを明らかに

し、このようなgenotype解析の臨床疫学的な意義についても考察を加えた。

く対象と方法〉

患者血清

genotype 3b型HCV感染患者血清はC型慢性肝炎に羅患した患者のうちからNS5領

域の配列をもとにしたmixprimerを用いたPCR法(78)によって選択した(後述)。 全配

列の決定に使用した症例は、 1929年生まれの男性であり、1980年に受診し、腹腔鏡、

肝生検で肝硬変と診断され、 1993年に肝癌を発症して治療中である。

ウイルスRNAの抽出

血清からのRNAの抽出は、既報のごとく行った(102-104)。すなわち、血清100μ|

に400μlのグアニジンバッファー (4M guanidine thiocyanate、1OOmM Tris-HCI 

[pH7.5]、0.5%sarkosyl、0.1% 2- mercaptoethanol)を加え、室温で30分間撹祥

し、 500μ|の蒸留水飽和フェノール/ク口口フォルム(4/1)で3回抽出し、 さらにク口

口フォルムで1回抽出した後にエタノール沈殿を行いRNAを沈殿させた.この沈殿に

1 U/μ|のRNaseinhibitor溶液9μ|を加えて溶解し、 RNA溶液と した。

cDNA合成

上記RNA溶液9μ|に対して、終濃度50mMTris-HCI(pH7.5)、75mMKCI、10mM

dithiothreitol、3mMMgClz、1U/μI RNase inhibitor、80μg/mlrandom 

primer、1mM dNTP (N=A、丁、 C、G)10U/μI M-MLV reverse transcriptase 

(Bethesda R巴searchLaboratories， Gaithersburg， MD)総量20μ!となるように各溶

液を加え、 42
0

Cで30分間逆転写の反応を行った。
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Mixed primerを用いたnestedPCRによる genotypeの決定

genotypeを決定するためのpnmerはNS5領織の配列を比較し、各タイプに特徴的

で、しかもタイプ内では保存されている領域を選択してデザインした(78)。各genotype

特異なsensepnmerを5種類(g巴notype1 a用 ;5'-TCATCTCGACCCCCAAGCCCGC 

GT-3'， 1 b用 ;5 '-AGGCCACTGCGGCCTGTCGAGCTGCGAA-3'， 2a用;5 '-

TATGTICAACAGCAAGGGCCAGA-3'， 2b用;5 '-GGCTIGTICCCTGCCTCAAGAGGC 

CA-3'. 3b用 ;5'-CCGCGCTAGCGGCGTC下fGC-3')と、 genotype共通のantisense

primer ( 5 '-CCTGGTCAT AGCCTCCGTGAA-3 ')を混合し、 mixedprimerとして使用

した。これらのprimerはNS5領域の異なる部位に設定しであるので、各genotypeの

増幅されたDNA断片はサイズが異なっており、 agarosegelで電気泳動するとそのサイ

ズを比駁することによりgenotypeが決定できる(78)。

上記cDNA溶液1μ|に対して終濃度1OmM Tris-HCI (pH 9.0)、1.5mMMgCI2、

50mM KCI、200mMdNTP (n=A、丁、 C、G)、0.01%9巴ratin、0.75U/mLTaq DNA 

polym巴rase(Perki円 ElmerJapan、Tokyo、Japan)、及び、各600pMの6種類の

primerを加え、総量25μ!とし、 94
0

Cで4分間最初の熱変性を行った後に、 940C1 

分、 61
0

C1分‘ 72
0

C1分のサイクルで10サイクル、次いで900C0.5分、 590C1.5分、

72
0

C 1分のサイクルで30サイクルのPCRの反応を行った.なお、反応の特異性を指す

ために、 pnmerのみを精製水 5μlに溶解し、最初のheatdenatur巴後に加える、い

わゆるhotstart ;去を採用した。反応産物は 3%agarose gelにより電気泳動を行い、

ethidium bromideにより染色を行った後に紫外線照射下に写真撮影を行い、 geno-

typeを決定した。

genotype 3bの全ゲノムの PCRによる増幅

これまでに報告された4種類のgenotype間で保存されている領織にpnmerを設定

し、 genotype3bの全ゲノムのPCRによる増幅を試みた。しかし、 genotype3bと、

他の 4f重のgenotyp巴との塩基配列の違いのために、増幅:不能の箆所が全長の約1/3を

しめた。このため、増幅不能の箇所については、 RACE法(105)を一部改変して用い、

未知の部位の配列を決定した。すなわち、まず、 cDNAをRNaseH処理後、DNA
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polymerase Iを作用させることにより 2本鎖DNAとした。この合成反応には

Boehringer Mannheim社製のcDNA合成キットを使用した。合成した2本鎖DNAを適

当な制限酵素で切断した後に1ハ0量の3molの酢酸ナトリウムを加え、さらに2.5倍量
のエタノールを加え、 -20

0

Cで2時間冷却後16，000rpmで30分遠心しDNAを沈殿さ

せた。上清を吸引除去後、 DNAを精製水に溶解し、 200mM  sodium cacodylate 

(pH7.2)、1mM  MgClz、1mM  2-mercaptoethanol、1mM  dCTPとし、これにToyobo

社製terminaldeoxynucleotidyl transferaseを500units/ml となるように加え、

poly Cによるtailingの付加を行った。このtailに対して、 polyGを3'側に有する

RACE用primer(105)を作製し、このprim巴「と既知の部位にあわせて作製したprim-

erとを使用してPCRを行うことにより、未知の部位の配事IJを決定した。タ及び3'末端

の配91Jも同様!こRACE法(105)によって決定した。これらのt割高に使用したprimerを

表 1に示した。

表1、C型肝炎ウイルスgenotype 3b(isolote Trつの全長を増幅するために
使用したprimero

.0. sense(5'-3・〉 ρosi.ti.on ontisense(5'-3・〉 posi.tion 

i TTTATCCAAGAAAGGACCC 204 -186 
2 GCCATAGTGGTCTGCGGAAC 135 -15'ト GATGCACGGTCTACGAGACC 339 -32自
3 ACTGCTAGCCGAGTAGTGTT 244 -263 ATTCCCTGTTGCATAGTT 843 -826 
4 ATGGGGTACATACCGCTCGT 739 -758 TTCAGAGCGGTCCTGTTGATGTGCCA 1625 -1600 
5 ACCCGAGGTCCAAGTCAGAA 1552 -1571 GCTTCAATGTCCCTCATCCC 2084 -2白65
6 GTGTGGATGAACAGTACAGG 2002 -2白21 AGCTTCCCTCGGATGTGCCA 27白8-2689 
7 ATCGCGGACGTGCAATACCT 2449 -2468 GCCATTTGGACGTACTTCCC 3173 -3154 
8 GTCCTTGGTCCGCTGTATTT 3046 -3065 CCAGCACCATGGTACACAGT 362日- 3601 
9 GTGGTGACTGGTGAGGTGCA 3523 -3542 GGGTCAATCCCATAGGCTTT 4190 -4171 
iomc仁川州附ACCAA 4060 -4079 ACCCCCATCCCTCTGAGCTT 4598 -4579 
1 AAGAAGAAGTGTGACGAGCTCGC 4552 -4574 GGCCGGCATGCATGTCATGATGTAT 5316 -5292 T CCTCTCCT~T;T;G~~T;~G~~~ 523日 - 5252 ATGAAGCAATGGCGGGGTTA 5731 -5712 
J ATTCAGTACCTGGCCGGTCT 5677 -5696 CGGTTCATCCACTGCACAGC 6116 -6097 
U TGGCGTGATATGTGCTGCAG 6045 -6064 GGGAAAGGTCCATGCCACAT 6545 -6526 
~ GGGTCCATGAGGATAGCAGG 6487 -6506 TCAGGGGCTCGAAAGAGTCA 7141 -7122 
6 TCACCCGGGTGGAGTCAGAGA 7085 -71白5 CAACGAATTCCTGAGTGGACTGATAG 7725 -7700 
7 CTCAGCGACGGGTCTTGGTCTACCGT 7576 -7601 TGCCTTACGAGCTTCTGGTTCA 8391 -8370 
8 CGCTGCTTTGACTCAACGGTCAC 8300 -8321 CCTGGTCATAGCCTCCGTGAA 8670 -865白
9 GGAGGACAGACCAGCCCTGC 8625 -8644 TGTTGCCTAGCCAGGAGTTG 8869 -8850 
.0 T~G~;~;~~~~~~~~~;~;~ 8824 -8843 TGATAAATGTGGATCCCGCC 9320 -9301 
'1 TATCACAGCGTGTCGCGTGC 9316 -9335 
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PCR産物のcloningと塩基配列の決定

PCRで増幅されたDNA断片の塩基配列を決定するために、予測されたサイズのDNA

断片をagarosegelから回収し、 2-10μ| のTE溶液(1 OmM Tris-HCL (pH7.S)、

1 mM EDTA)に溶解した。この溶液1μ|とStratagene社製のplasmidvector 

pBluescript 11 2ngをT4DNA ligase (Toyobo， Tokyo， Japan)でligationを行った

後にE.coliJM 109のcompetentcellを用いてcloningした.Taq DNA polymerase 

のmis-incorporationを排除するため、各DNA断片に対して 3clone以上の配列を決

定した.塩基配列の決定はSang巴「のdideoxy法(106)により行った。 ParkinElmer社

製Taqdye primer cycle sequencing kitを用いて反応を行い、同社製373A

sequencerを用いて塩基配列を決定した。

塩基配列、 アミノ酸配列の解析

得られた温基配列の解析はHitachi社製DNASISsystemを用いて行った。 RNAの2

次情造の予測はZuck巴rand Stieglar (107)の方;去を用いて行った。塩基配列間の遺伝

学的距離の算出にはSixparameter method (108)を使用した。分子系統樹の作製は

Neighbor Joining 法(109)を用いて行った。塩基配列のalignment、分子系統樹の作製

はFujitsu社製BioResearchSystemを用いて行った。



く成績>

HCV genotypeの決定と genotype3bの頻度

各type(こ特異的なprim巴「を加えて、 mixedprimer setとし、これを用いてPCR

を行うと、増幅されたDNA断片のサイズを比較することにより、容易に genotypeを決

定することが可能であった(78)。

この方法を用いて1100例のC型慢性肝炎患者のgenotypeを決定したところ、 9巴no-

typ巴3bは7例(0.6%)に認められた。このうち 6例はgenotype3b単独感染であった

が、残りの1i伊111;まgenotype1 bとの合併感染例であった。

genotype 3bの感染に関する臨床疫学的解析

最近筆者らは、 1397例のC型慢性肝疾患患者の血清を解析し、 genotype3bの頻度が

genotyp巴検出可能であった1330例中14例(1.1%)であることを明らかにし、さらにこ

の14例中11例(79%)がある診療所を受診していたことを見いだした(110)。日本人に見

いだされるgenotypeの頻度は‘このときの調査ではgenotype1 a 1例(0.1%)、1b

960例(72.2%)、2a243例(18.3%)、2b97例(7.3%)、 3a1例(0.1%)であったが、こ

の診療所を受診したことのあるC型慢性肝疾患患者32例では9巴notype3bが11例

(34.4%)と高頻度であり、この診療所を受診したことによるgenotype3bのHCVに感

染するrelativeriskは、 multivariatelogistic analysisによると、 207.2

(Pく0.0001‘95%confidence interval 53.5-802.6)と、極めて高かった。この診療

所を受診していない、残り 3例のgenotype3b陽性者の感染経路については不明であっ

た.

Polymerase chain reactionと改変RACE;去を用いたgenotype3b ge-

nomic RNAの増幅

RACE;去を改変した方法により未知の部分の配列を決定し、決定し得た部位に順次

primerを設定して行くことにより‘最終的にgenotyp巴3bの全genomeを、表 1に示

したpnmerによって21のoverlapするsegmentとしてt別言することが可能であった
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(図 1)。

genotyp巴 3bのHCVの全配列とg巴nomeの構造

図21こ9巴notype3bの全塩基配列とアミノ酸配列を示した。全塩基配列は3'末端のu-

stretchを除いて94391g基からなり、3023アミノ酸からなるsingleopen reading 

frameをコードしていた。このifI:列には、宿主のsignalaseの認識部位と考えられる配

列 (111)、 helicase/ATPase(112、113)、RNAd巴pendentRNA polymerase 

(114)などに保存されている共通のモチーフが何れも存在していたe

1090 2090 3000 40QO 5000 6000 7000 8000 9000 

寸cI E IE2/NS11 NS2 I 

2-
3-

8-
9-一一10-
11-

打丁l NS5 

15---
16・ーーーー

4ーーーーーー
5-
6-ー圃

12-

17--
18-
19-
20-
21-7-ーーー 13一一

14一一

図1、genotype3bの塩基配列決定のための polymerasechain reactionに

よる僧幅。 ト21のsegmentに分けてI曽縮し、得られたDNA断片をcloningし、塩基配列を決定した.

2-20の各segmentでは最低3clone、1は10clone、21は8cloneについて配列を決定した.
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図2、genotype3bのC型肝炎ウイルスの全塩基配列とアミ ノ酸配

列。 口はflavivirus‘ pestlvlrusにおいてみられるtripsin-likeserine protease 

に保存されたアミノ酸、ムはflavivirus、pestlvlrusでみられるNTPbinding 

helicaseで保存されているアミノ酸、 0はRNAdependent RNA polymeraseで保存

されているアミノ酸を示す。太い矢印は宿主のsingnalpeptidaseの認識配事IJ(von

HeiJneの予測法(110)による)と考えられるアミノ酸を示す。=は3'末端付近に存在す

ると想定されているstemand loop structureを形成する部分の配列を示す。

13 



全配列が報告されている genotypeとの比較

これらの配列を既報の6種のgenotyp巴と比較すると(表2)、5・noncodingregion 

は、 genotype1， 2では341塩基であるのに対してgenotyp巴3bではgenotyp巴3aと

ともに339塩基と 2!_g基の欠失を認めた。 singleopen reading fram巴にコードされ

ているpolyproteinはgenotype1では3010-3011アミノ酸、genotype2では3033

アミノ酸であるのに対して、 genotype3bでは3023アミノ援であり、 3021アミノ酸と

報告されたgenotype3aとともにgenotype1と2の中間のサイズとなっていた。U

stretchを除く3'noncoding regionはgenotype3bでは31J:軍基であり、genotyp巴

3aの23塩基に次いで短かった.

表 2 HCV-Trの構造と他のgenotypeとの比較

genotype 5' noncoding region polyprotein 3' noncoding region 

1ロ 341 nt 3010 日日 36 nt 
lb 341 nt 3自11口口 41 nt 
1c 341円t 3011 0日 66 nt 
Zo 340 or 341 nt 3033 0ロ 42 nt 
2b 341 nt 3033 ロロ 41 nt 
3日 339 nt 3021 口口 23 nt 
3b 339 nt 3023 口口 31 nt 

比較に用いた配列、 genotyep10 3例 (11，1Z，14，15)，genotype1b 7例 (10，13，16-20)，
genotype 1c 1{91J (21)、genotype 20 1{91J 23)， genotype 2b 1例 (22)genotype 30 2 
仔1) (68，69)。

14 



さらに、ウイルスの各部位ごとに、極基配列及びアミノ酸配列のhomologyを比較した

(表3).5' noncoding regionの塩基配列が最も高度に保存されていた。この部位にお

いてはhomo l ogyが最も低~¥genotype 2bとでも90.0%と高い保存性を示し、最もho-

mology の高いgenotype3aとの閣では96.7-97.1%であった。

表3、C型肝炎ウイルスgenotype3bの全配列と、他の全配列が決定さ
ているgenotyp巴(10、旬、Zb、30)との比較

HepotitlS ( Virus G巴notype

regton nucleot1de 10 1b 1c 20 2b 30 
(omino oc¥dJ 

5'NC 339 93.9-94.5 90.6-93.2 93.9 91. 7 90.0 96.7-宮7.1
core 573 8白 8-81.2 79.4-81. 3 81.3 77.7 76.8 81.7-84.6 

(191) (85.3-86.4) (84.3-86.9) (86.4) (81.7) (81.2) (84.8-89.0) 
E1 579 63.4-63.6 65.1-67.7 62.9 61.8 59.2 72.8-73:5 
(193) (60.1-60.6) (60.4・64.1) (58.由〕 (55.2) (54.2) (73.6-74.6) 

E2/NS1 1059 52.3-54.0 51.8-55.8 54.8 61. 8 62.5 73.5-73.9 
(353) (69.97-7日.8)(69.1-72.2) (70.2) (66.0) (68.3) (78.7-79.3) 

NS2 891 58.9-59.9 60.4-62.6 61.5 58.6 56.0 74.3-75.4 
(353) (60.3-61.6) (6自3-63.6) (62.0) (58.3) (53.9) (81.1-82.8) 

NS3 1893 69.5-70.2 69.1-7也8 7自4 69.3 68.1 79.1-79.2 
(631) (80.0-81.1) (79.2-81.5) (81.9) (79. Z) (78.8) (89.7-90.2) 

NS4 945 68.3-68.8 66.8-68.5 67.1 63.4 63.0 77.5-77:6 
(315) (76.2-78.7) (73.7-75.9) (74.0) (68.9) (67.9) (9目。2-90.5)

NS5A 1356 63.7-64.8 63.2-65自 63.9 57.8 62.0 72.4-73 :4 
(452) (67.7-69.3) (67.7-70.1) (69.2) (56.0) (56.4) (81.4・82.1)

NS5B 1773 69.8-7自.4 68.7-70.1 71.6 68.7 68.1 82.1-83:0 
(591) (75.8-77.0) (75.5-77.2) (78.8) (75.5) (75.6) (88.2-89.2) 

3 'N( 31 58.4-64.3 61. 3-64.5 65. Z 51. 6 48.4 76.7-83.3 
Totol 9439 68.4・68.7 68.3-69.0 67. Z 65.8 65.6 77.9-78.5 
(3010-3039) (72.9-73.6) (72.7-74.3) (74.2) (67.2) (67.1) (84.9-85.5) 

NC: noncod¥ ng 比較に用いた配列、 genotype10 3伊11(1l，12，14，15)，genotype 1b 71911 (10，13，16-20)， 
genotype 1c 1 f9l1 (21). genotype 20 1例 23)，genotype 2b 1例 (22)genotype 30 2例 (68，69)。
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6種のgenotypeの5'末端の200塩基の配列をalignmentしたものを図3に示し

た。高度に保存されたこの領織でも最もS'末端の17復基はgenotype間での変異が多く

認められた。しかしながら、この5'の末端の20-21塩基はhairpin機造をとることが知

られているが(32)、これらの変異はすべてこのha irpin矯造を保持する様な変異であっ

た(図 4)。

図3、C型肝炎ウイルス各 genotypeの5'末端の塩基配列。

core prot巴InのATGのAを1として番号をつけてある。

は同ーの塩基、はdeletionを示す。

'6 
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17 

考えられる hairpin構造。



S' noncoding regionとは逆に. 3' noncoding r巴glOnはgenotyp巴間て'最もホho-

mologyが低かった(表 3).genotype 3bと最もhomologyの高いgenotype3aでも

76.7-83.3%であり、最も低いgenotype2bとでは48.4%ときわめて低かった。さら

に、 genotype1及び2では、 2カ所のinframeのstopcodonが存在することが知ら

れているが(20-33、8S、88、89)、genotype3bでは、genotype3aとともに‘

stop codonは1カ所しか存在しなかった(図 5)。

~e CA寸rATCACAGC~TGTCTC ~TGCCCGGCC CCGCTGGTTC TGGTTCTGC仁
士守一-A 一一ー--C一一二-~一一一A-- 一一一一TCT---G一一
旬一一一-一一ヲー b一一+ー一一TA--AETEE刊-

jtJ三三三三:二:i:i二二:奪三;if:jill:;;;;
相 TACTCCT~CT T~CTCÇAGGG GTAGGCATCT ACCTCCTCCC CAACCGA目訂

認二二二1:::ι:t:二7二二二(-仁f二:i:二二;桁二点G1
5 二二二:二二二三:二二三:二三:三;宏iEε:三Ji砂iE位T予宰引1主HH:3主iじι:二ゴ:

一ι 一 - - ーーーT-T-匂ー--A--TGCT--GトG-./ 

iZ4f庶民r~~~~竺TP25PJiF??? 竺R72TPTF竺TTTTT
?g ~~EaaE~~~口瞳!:M214i相鈴木1i541:1二二二­
jO uLluulAA-A T-=ττ二ー--ATTTCT --T丁TGTT-ーーーT-T-T 
3b GCTGGTA--句 T-----C--AA--CTG-G汁汁下一ー十ナイー

図5、 C型肝炎ウイルス各 genotypeの3'末端の塩基配列。

ーは同一の塩基を示す。 polyproteinのstopcodonを口で囲んで示した。ge-

notype 1 a、1b、2a、2bでは2力所のinframe stop codonが存在するが

3a、3bでは 1力所しか存在しない。
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また、この3'末端には3つのstem-Ioop俗造が存在することが知られているが(115)、

この構造はgenotype3bにおいても同様に存在することが想定された(図 6)。さらに、

ウイルスpolyproteinのアミノ酸配列をgenotyp巴間で比較すると、全polyproteinて・は

そのhomologyは最も低い9巴notype2bとの間で67.1%、最も高いgenotype3aとの

間で84.9-85.5%でもあった。このpolyprot巴inを各部位ごとにgenotype間で比較すると

(図 7トcore、NS3、NS5領I或ではアミノ酸の保存性が高かったが、 NS2、NS5A領i或

では保存性は低かった。さらに、アミノ酸の保存性の低い部位について、詳細にみる

と、 E2/NS1領域(図 8)とNS5A領域(図 9)1こ各genotype聞できわめて保存性の低い

domainが存在した。
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59 bases 

C型肝炎ウイルス genotype3bの3'末端のとりうる図6、

stem-Ioop構造。

Han et al.が報告したgenotype1 a‘ lb、2aに存在するものとほぼ同様の

繕i宣とspaclngがみられる。
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NS5日

1a VS 2b 

1 a VS 3b 

2a VS 3b 

I I I ~ ~ 0 
>94% 87-93% 80-86% 73ー79% 66-72% <65% 

図7、 C型肝炎ウイルスの genotype1、 2、 3のアミノ酸配列の

homologyの比較。

代表として1a、lb、3bの配列を用いて比較した。 homologyの高低を下に示し

た塗りで表した。また、 genotyp巴間でalignm巴ntを行ったときにアミノ酸の

deletionあるいはinsertionが存在すると考えられる部位をVで示した。
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genotype E2IN51 
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図8、E2/NS1に認められたアミノ酸の保存性の低い部位。

特に保存性の低い部位を口で示した。
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図9、NS5A領域に認められたアミノ酸の保存性の低い部位。

特に保存性の低い部位を口で示した。
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全配列が決定されていない genotypeの部分配列との比較

表4にこれまでに部分的な配列が報告されている。genotype3a-3f及び4a，Sa、

6aとの配列のhomologyの比較を示した。同じgenotype3の中での比較では、S'

noncoding regionの保存性は高〈、homologyは96.8-98.1%であった。core領i或も同

織に比較的高いhomologyを呈していたが、短い配列しか比較できなかったisolateでは

79%と低いhomologyのものもみられた。E1以下の領域でも短い部分的な配列の比較で

はhomologyは低いものもあり、十分な長さの配列による比較が必要と考えられた。同様

に、 genotyp巴4a、Sa、6aではNSSB領i或のわずか219-222塩基の配列の比較のみ可

能であり、そのhomologyは63.1-70.7%と低かった。

genotype 3bのhypervariableregionの配列の検討による

quasispecies natureの解析

HCVのE2/NS1領織のアミノ末端側にはアミノ酸の変異が高度に認められる

hypervariable regionが存在することが知られている.この部位の配列は一人の患者

から得られたcloneでも多彩で白あることが知られている。genotyp巴3bでも同様の

hypervariable regionが存在するものと想定し、この部位の配列を10cloneについて

決定して比較した(図10)。核酸レベルでも、アミノ酸レベルでも、全く同ーの配列が得

られたのは 2clonelこ過ぎず、残りは全て配列が少しずつ異なる、いわゆる

quasispeciesを形成していた。
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図10、genotype3 bのHCVのE2/NSl領域に見られた

hypervariable regionの解析。

上段、10cloneの塩基配列の比較。

下段、10cloneのアミノ酸配列の比較。
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分子系統樹による genotypeの解析

既報の各genotypeの塩基配列をもとに、NS5領織の222塩基の配列をalignment

し、その遺伝学的距離を算出した.これらの遺伝学的距離をもとに、Neighborjoining 

;去により作製した分子系統樹を図11に示したo genotype 3bは相対的にはgenotype1 

と近く、genotyp巴Z、5、6とは遠い関係にあることが示された。
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図11、NS5B領域の222塩基の配列を利用して作製した

phylogenetic tree。

この領域を利用すると、 tt絞的短い配列でも各司enotypeに分かれている僚子がよく表現される.
[1]， Okamoto et al(115).，[2]， Mori et al(77).， [3]， Tokita et al(82).， [4]， Simmonds et 

al(81 ).，[5]， Chayama et al(78).，[6]， Okamoto et al(25).， [7J Choo et al(21 ).，[8]， 

Inchauspe et al(24).，[9]， Honda et al(28).，[10]， Okamoto et al(74)，[1リ， Kato et 

al(20).，[12J， Wang et al(26).，[13]， Bi et al(unpublished).， 1992，.， Chen et al 

(29).，[15J， Tanaka et al(27).， [16J， Cho et al(unpublished).， 1992， [17]， Takamizawa 

et al(23).，[18J， Hayashi et al(30).，[19]， Ok包motoet al(31 ).，[20J， Okamoto et 

al(32).，[21 J， Okamoto et al(33). 
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く考察〉

Enomoto et al(7S).が最初にサブタイプの存在を報告して以来、数多くのサプタイプ

が報告され(76、77-81，11ふ118)、最近のTokitaet al(82).の報告を含めると、世

界各国からのgenotypeの総数は38に及ぶ。

従来ウイルスのサブタイプは中和抗体のタイピングに基づくserotypeによってもっぱ

ら分類されてきた。しかし、 HCVにおいては持続性感染となる頻度が高く、中和抗体に

よるタイピングが困難である.Tsukiyama-Iくoharaet al(118).による、非中和抗体で

あるNS4領l或の蛋白に対する抗体による分類、あるいはMachidaet al( 119)による

core蛋自に対する抗体による分類;去が報告されているが、これらはgenotype1とge-

notype 2を大まかに 2分するものであり、数多くの9巴notypeを分類することはできな

い。特!こcore蛋白を用いた方法では検出率が低く (119)、実用的とはいえない。さら

に、最近Bhattacherj巴巴 etal(120) によりtype1-6に対する抗体を合成ぺプタイド

を用いて検出する方;去も報告されたが、これもサブタイプまでは判定することはできな

• 1
 
L
 
一方、genotypeについての決定法もいくつか報告されているが(78、101、116、

121・124)これらはすべて、比較的早期に発見されたgenotypeのいくつかを判別する

ものであり、数多くのgenotypeが発見された現在‘そのすべてについて正確に判定する

ものではない。結局9巴notyp巴の判別には、ウイルスの塩基配列を決定して分子遺伝学的

な解析を行わなければならない。しかも、分子遺伝学的な解析を行うにしても、部分的

な短い配列をもとにして行うと、遺伝学的な距離の推定において誤差が生じやすいた

め、 isolateごとになるべく長い配列を決定して判定を行う必要がある。現在最もよく

用いられているgenotypeの分類はSimmondset al(83、84).により提唱されたもの

である。彼らはgenotypeを大きく 6種のタイプと、それを細分するサブタイプとに分類

した。しかし、この分類は、彼らがNSSB領域のわずか222塩基の配列をもとに分子系

統樹による解析を行って決定したものである。この分類が提唱された当時では未だ6種

類のタイプと、 9種類のサブタイプしか発見されておらず、この9種類の中ではタイプ

とサブタイプ、さらには同一サブタイプ内のisol ateのhomologyはoverlapしていな

かった。しかし、その後特に東南アジアから多数の新しいgenotypeが発見されるにつれ

(82、85-87)、タイプとサブタイプとの中間に相当するような配列を有するisolateが

27 



存在することが明らかになってきた(82、88)。このようなoverlapは、短い配列を利用

して分類しようとすればするほど顕著となる可能性が考えられる(82、88)。従って、全

配列を決定し、各isolat巴聞の関係を明らかにすることが‘正しいサブタイプ分類を行

う上でも重要と考えられる a

筆者らはHCVのNS5B領i渓の340塩基の配列を解析し、日本人患者から、それまでに

報告されていないgenotyp巴と考えられる配列を有するisolat巴を見出し、 genotype

Trとして報告し(34、78)、日本には5種類のgenotypeが存在することを示した(78、

125)。そして、これらの塩基配列に基づき、各genotypeIこ特異的なprimerを設定

し、これらをmixedprimerとしてPCRを行うgenotypeの決定;去を開発した(78、

126)。その後‘筆者らは、在日パキスタン人から第6のgenotypeを見出し、これら 6

種類の9巴notypeすべてを検出し得るようにgenotype決定;去を改良した(101)。筆者ら

が新たに見出したこれらのgenotypeは、 その後Moriet al(77).あるいは5immonds

et al(83).によって報告された配列と比較することにより、 3bおよび:3aのgenotype

と最もhomologyが高いことが明らかとなった。しかし、これらが本当に同じサブタイ

プ内のisolat eなのか、あるいは異なるサブタイプなのかはさらに詳細な配列の検討を

行わなければ明らかにできない匂そこで、筆者はこのisolateの全配列を決定し、検討

を行った。筆者がこのgenotype3bの全配列を決定するまでに、 1くatoet al(20).によ

り、最初にgenotype1 b型の全配列が決定され、次いで、同じ1b型の配列が(23，27-

30)、さらに1a型(21、22、24、25)、2a型(33)、2b型(32)の配列が相次いで決定さ

れた。その後1c型(31)、 3a型(88‘89)の配列も決定された(表2、3).これらの全配

列と、今回筆者が解析したgenotype3bの配列をgenome全体で比較すると、タイプの

異なる1a、1b、1cとでは72.7-74，3%、2a、2bとは67，1-67.2%、同じタイプ内の3a

とは77.9-78.5%であった(表3)。さらに、 Tokitaet al.が最近新たに見出した9巴no-

typ巴1Oa， 11 aの全配列と比較しでも明らかに異なるgenotypeであると考えられた

(82)。今後さらに残りのgenotypeの全配列の解析も進み、全配列が決定された配列と

の比絞が行われれば、これらサプタイプ間の関係もより明確にされるものと考えられ

た。

現在までlこgenotype3bの存在が報告されているのは、タイ(77、87、127)、ネ

パール(85)、ベトナム(86)、インド(128)など、アジア諸国に限られている。このよう
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に限局した地I或分布を示すgenotypeはその伝婚経路を解析する上でも重要と考えられ

る.

genotype 3bは日本人のC型慢性肝疾患患者でも1%程度と少なかったため、 C型肝炎

ウイルス感染の伝播に関する好材料であると考え、このサブタイプが陽性であった患者

に関する疫学的調査をおこなった。その結果、 genotype3bのHCVを有する患者の多く

(14例中11例[78，6%])が、ある診療所を受診した経験があるという事実が明らかとなっ

た(110)。この診療所は現在はすで・に閉鎖されており、診療を担当していた医師も他界し

ている。この医師は東南アジアへの渡航歴があり、注射による治療をよく用いていたと

いう患者の話などから、 genotype3bはこの医師を通じて東南アジアから日本へ伝揮し

た可能性が考えられた。

次に、新たに全配列を決定したgenotype3bとこれまでに報告された他のgenotype

とを比較してみると、ウイルスの増殖に関わると考えられる重要なエレメン卜は全て保

存されていた。

まず、塩基配列に注目して、5'noncoding regionをみてみると、この領媛では

genotype聞で高度に痘基配列が保存されており(123、129-135)、InternalRibo-

some Entry Siteとしての機能を担っている(136-140)ことが知られているが、 5'末

端の 17~基の配列は、 genotype 3bとgenotype1， 2では大きく異なっていた(図3)。

しかしながら、その末端19塩基が形成するhairpin僑造は、各9巴notype間できわめて

類似しており、この備造がウイルスの増殖、あるいは保持に何らかの重要な働きを演じ

ていると考えられた。さらに、 3・末端の配列をみると、この部位に存在が懇定されてい

る3つのstem-Ioop術造(114)もほぼ同じ形で存在しており、同篠になんらかの役割

(例えは'RNA-dependentRNA polymeraseの付着ー複製開始など)を果たしていること

が想定された。しかし、 genotyp巴1a、1b、2a、2bで共通に存在する 2カ所のIn

frame stop codon l;J:genotype 3bでは 1カ所しか存在せず(115、116)、一方のstop

codonは不必要なものであることが示された。

最近これまでにデ末端であるとされてLたU-stretchのさらに3'側に約100泡基の保

存性の高い領域が存在することが示され、 3'X r巴glonとして報告された(141-144)。

genotype 3bに関しでも、この領域は存在すると考えられる。この領域はRNAdepen-

dent RNA polymeraseがn巴gativestrand RNAを合成する際の反応の開始点となっ
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ている可能性が考えられ、 HCVの増殖機僑を解明する上でも重要であると考えられる。

g巴notype3bのHCVについてもこの領織の配列は他の9巴notyp巴との間でhomology

が高〈、想定される高次構造も保たれていることが報告された(144)。この症例ではこの

部分の配列は決定していないが、同機の配列であることが予測される。

さらに‘アミノ酸配列についてみてみると、 9巴notype1 a、1b、2a、2bではE1 -

E21トJS1領岐に15-16カ所のN-glycosylation site (アミノ酸配列のNXSまたはNXT)

が存在することが報告されているが(20、32、33)、genotype3bのこのisolateでも

同じく 16カ所のN-glycosylationsiteが存在した。また、vonト|巴ijne(111)の予測式

に基づくsignalpeptidaseによる認識部位もE1領織とE2/NS1領域の境界と、 E2/NS1

領域とNS2領織の境界とに認められた。 さらに、 Flavivirusおよび‘Pestivirusで共通

にみられるtripsin-likes巴rineprotease (112、113)で保存されているアミノ滋が

やはりみられ、さらに、 RNAウイルスのRNAdep巴ndentRNA polymerase (114)で

共通に保存されているアミノ酸も同様に保存されていた(図2)。これらの保存されている

アミノ酸の存在は、 genotypeが異なっても、 HCVがFlavivirus、Pestivirusと共通

の増嫡機備を利用して増殖していることを示している。しかしながら、各genotype間で

アミノ酸配列を比較すると、 core、NS3、NS5B領綬では比較的アミノ酸の配91Jが保た

れていたが、 E1、NS2、NS5Aなどではアミノ滋のhomologyがきわめて低かった。さ

らに、 E2/NS1、およびNS5Aの一部にはgenotype聞でアミノ酸のinsertionあるいは

deletionが集中している部位がみられ、これらの部位ではアミノ磁配列の椙同性がきわ

めて低かった(図7)。さらに、 9巴notype聞におけるアミノ酸のdeletionあるいはIn-

sertionがきわめて限定された部位に集中していた(図8、9)。このように

hypervariable region以外にアミノ酸の変化に富む部位が存在することの意義は現在

のところ明らかでない.これらの部位の高度の変異が何らかの宿主の排除機犠から逃避

するためのものなのか、あるいはこのウイルスにおいて重要でないために変異が多いの

かを今後明らかにする必要があると考えられた。さらに、 hypervariableregionも他

のHCVgenotype同榛に、このサブタイプにおいても存在していた。この部分の配列を

見ると、全く同一の配列を有するcloneは僅か 2c10neのみであり、このRNAウイルスの

quasispecies natureをよく反映していた。このようなquaslspeclesからなるウイル

スの配列は、一般的には数値のcloneの配列を比較し、頻度の高いものをそのウイルスの
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配列としているのが通常である。しかしながら、本研究のようなウイルスの全配列を問

題とする場合、果たして記されたような配列を有するウイルスが実際に存在するのかと

いう疑問が当然生じる。これは1個のウイルスの全配列を決定するような技術が確立する

までは、 quaslspeclesnatureを有するウイルスの配列を解析する上ではやむを得ない

技術上の限界であるといえよう。今後完全長のcloneを用いて、 infectiouscloneを作

製し得たなら、感染性を有する、当該ウイルスに極めて近いようなウイルスの実存を確

認しうる手段となりうるであろう。

さらに、最近注目すべき話題として、 Enomotoet al(145、146).はインターフェ口

ンの治療効果を規定する領i或がNS5A領I或のアミノ末端傾1)に存在することを見出し、 In-

terferon Sensitivity Determining Region (ISDR)として報告した。この部位に注目

して、 genotype3bと1a、あるいはgenotype3bと2bとの間での配列の比較をみてみ

ると、この部分のアミノ酸配列はgenotypeによりかなり異なっており(図的、 geno-

type間でアミノ酸のinsertion、deletionもみられる部位であった。なぜこのような保

存性の高くない部位がインターフエロンの治療効果と深く関わっているのかは現在不明

であり、今後究明すべき課題であるといえる。

さらに‘今後解決すべき問題として、 HCVの感染経路の究明とワクチンによる感染の

予防の問題が存在する。筆者らは、 HCVの感染経路のーっとして、配偶者間でのHCV感

染の有無を調べるために配偶者!こHCVの感染が認められた患者及ひoその配偶者の血清か

らHCVRNAを抽出し、その配列を解析した(147)。その結果、解析した8組の夫婦のう

ち5組で塩基配列の相向性が有意に高く、また、これらの夫婦が他に感染の機会を共有

していなかったため、夫婦問での感染が強く示唆されることを示した。しかし、これら

の夫婦問感染の頻度は3%程度と低く、さらには輸血歴もなく、家族にもHCV感染が認

められないにも拘わらず、 HCVに感染している症例もあり、このような症例の感染経路

については現在のところ不明である。HCVのgenotype解析、塩基配列の解析はこのよ

うな感染経路の究明にも有用な手段のーっと考えられる。

さらに、今後HCVに対するワクチンの開発を考えるときに、今回筆者が明らかにした

ようなgenotype間でのHCVの構造の違い(図8、9)は重視すべき問題点であるといえ

る。特に、 envelopeの蛋白をコード しており、ワクチン戦略のターゲツ 卜となると考え

られるEl、E2/NS1領域のアミノ酸配列がgenotype間で非常に変異が多いという事実
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はgenotype共通のワクチンの開発が困難であることを予想させる。今後さらに未決定の

genotypeの全配列を決定し、各genotype簡で保存されている、 免疫原性の高いドメ

インを見出し、多くのgenotypeに有効なワクチンを作製して行く必要があろう。

最後に、現在部分的な配列によりgenotype分類がなされ、若干の混乱を来している

が、今後さらに世界に存在する多数のgenotypeの全配列を決定し、 phylog巴netlcな関

係を明らかにし‘明確なgenotype分類を確立すれば、感染経路などの問題の解明にさら

に貢献するものと期待される。

くまとめ〉

1 日本人患者から、新たなHCVgenotype (3bまたはTr)を見出し、その全配列 (3'

X-regionを除く)を決定した。

2、ウイルスの埼殖に必要と考えられる特徴的な構造は他のgenotypeと同様に

genotype 3bでも保存されていた。

3、genotype間でアミノ酸配列の保存性が極めて低く、 insertion、deletionが集中

している部位がE2/NSl、NS5A領域に存在することを明らかにした。

4、このような全配列の解析は明確なgenotyp巴分類法の確立、疫学的な研究、ワクチン

戦略などにおいて重要と考えられた。
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