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研究成果の概要（和文）：　本研究はC型慢性肝炎におけるIFN応答・不応答の機序をIL28Bに注目して解析した。末梢
血と肝組織のIFN誘導遺伝子（ISGs）発現解析から、IL28Bマイナーでは両者の発現の相関が消失し、肝臓での免疫担当
細胞の減少が起こっていた。IL28Bマイナーではnon-canonical wntリガンドであるWnt5Aの発現亢進が認められ、Wnt5A
は肝細胞のISGsの誘導、ストレス顆粒蛋白G3BP1の発現誘導とHCV複製増強、さらにはケモカインの発現抑制を促し肝で
の免疫細胞浸潤の低下を誘導していると考えられた。IL28B・KOマウスの解析から、IL28Bと肝細胞浸潤との直接的な関
連が示唆された。

研究成果の概要（英文）： The aim of this study is to investigate how IL28B is involved in the IFN 
resistance in patients of chronic hepatitis C. Comparison of gene expression profiling in PBMC and liver 
showed that the loss of correlation of ISGs expression between PBMC and liver in IL28B minor patients. 
Laser capture micro dissection analysis (LCM) of hepatocyte and liver infiltrated lymphocytes combined 
with immune-staining of surface marker of immune cells showed that infiltration of lymphocyte into the 
liver was impaired in patients with IL28B minor patients. Interestingly, non-canonical wnt ligand, WNT5A 
was up-regulated in the liver of IL28B minor patients and WNT5A induced ISGs and stress granule protein 
G3BP1, and increased HCV replication. WN5A repressed the expression of chemokines and play roles in the 
impairment of lymphocytes infiltration in liver. The analysis of newly developed IL28B knockout mouse 
showed that IL28B was directly involved in the lymphocytes infiltration in liver.

研究分野： 肝臓病学、ウイルス学、消化器癌
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１．研究開始当初の背景 
我が国の肝癌死亡数は年間3.5万人であり、

その内 7 割以上が C 型慢性肝炎（CH-C)症例
である。肝炎に対する治療法は確実に進歩し
ており、ペグインターフェロン（Peg-IFN）+
リバビリン（Rib）併用療法により、ゲノタ
イプ1b（G1b)+高ウイルス症例に対して約50%
のウイルス学的著効（sustained virological 
response: SVR）が得られるようになった。
2011 年末より、Peg-IFN+ Rib に加えて直接
抗ウイルス剤：directly acting antivirals 
(DAA) で あ る NS3 protease inhibitor ：
telaprevir を加えた 3 剤併用療法が始まり、
治療効果の改善が見込まれる。しかし、これ
までに無効（non response: NR)であった症
例では 3 剤併用療法でも低い SVR 率（3 割程
度）となることが問題であった。IFN 治療は
肝癌の発生抑制、肝切除やラジオ波焼灼療法
(RFA)による根治的治療後の再発抑制に有用
であることが多くの施設からすでに報告さ
れており、本研究は CH-C の治療成績の向上
に加え肝発癌、再発抑制を目的とした IFN の
応答・不応答性の分子機構を明らかにし、肝
疾患症例の生命予後の改善を目的とした基
盤的研究を行うことを目的とした。 
 
２．研究の目的 
CH-C症例に対するIFN治療成績を規定する

因子としてウイルス側因子に加え、宿主因子
も極めて重要であることが示唆され、申請者
は治療前、治療中の肝生検組織の遺伝子発現
解析から IFN 誘導遺伝子：ISGs（interferon 
stimulated genes）の発現誘導が治療反応性
と 関 連 す る こ と を 明 ら か に し た
（J.Hepatology 2011）。次いで GWAS(genome 
wide association study)を用いたホストゲ
ノムからの解析が申請者を含む全国 19 施設
の協力のもと溝上・田中らにより行われ、
IL28B の遺伝子多型（メジャー型/マイナー
型）が治療効果と関連することが明らかとな
った（Nature Genetics 2009）。申請者は IL28B
遺伝子多型と治療前肝組織内 ISGs 発現の関
連性を解析し、治療抵抗性を示す IL28B マイ
ナーでは治療前 ISGs 発現が高値であること
を 世 界 に 先 駆 け て 明 ら か に し た
（Gastroenterology 2010）（図１）。IL28B マ
イナーでは治療前に既に ISGs 発現が誘導さ
れ、治療による IFN 投与によっても ISGs が
誘導されない病態が示唆された。本研究は臨
床検体及びマウスモデルを用いてIL28B遺伝
子多型、ISGs 誘導及び IFN 治療抵抗性の病態
を明らかにすることを目的とした。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
３．研究の方法 
臨床サンプルを用いた解析として、同一症

例における肝細胞、PALT、末梢血液の遺伝子
発現の関連を明らかにし、遺伝子発現パスウ
ェイ解析技術を用いて、IL28B メジャー／マ
イナーの PALT・肝細胞・末梢血液におけるシ
グナルパスウェイを解析し CH-C 状態での
IL28B メジャー／マイナーの免疫学応答の違
いを明らかにする。 
マウスモデルを用いた解析として IL28B 

K/O マウスを新たに作成し、肝浸潤リンパ球
や肝細胞の免疫応答について解析する。 
 
４．研究成果 
平成 24 年度は末梢血と肝組織のインター

フェロン誘導遺伝子（ISGs）発現を 148 例の
C 型慢性肝炎で比較した。IL28B メジャーで
は両者の発現に有意な相関が見られたが、
IL28B マイナーでは両者の発現の相関が消失
していた（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
LCMを用いた肝小葉部とPALTの発現解析で

は、IL28B メジャーでは両者の ISGs 発現に相
関が見られたが、IL28B マイナーでは両者の
相関が消失しており、肝浸潤リンパ球の肝小
葉と PALT 間の移行が IL28B マイナーでは障
害されていることが示唆された（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
免疫組織染色では、CD163、CD8 細胞の肝小

葉での減少が IL28B マイナーで確認された。
また、マクロファージ、樹状細胞、T細胞、B
細胞、顆粒球の細胞表面マーカーの発現も
IL28B マイナーの肝臓で減少していることが

図1 治療前の肝組織ISGとIL28B遺伝子多型
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図2 同一症例の肝内ISGsと末梢血ISGs
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確認された。さらに、各種ケモカインの発現
も IL28B マイナーの肝臓で減少しており、免
疫担当細胞の減少がIL28Bマイナーの肝臓で
起こっていることが明らかとなった。 
 平成 25年度は ISGs 誘導因子に関して検討
した。IL28A/B 発現は肝内 ISGs と有意な相関
を示したが、IFN-β発現は肝内 ISGs と相関
せず、肝内 ISGs は主に IL28A/B で誘導され
ていることが明らかとなった。さらに、IL28B
マイナーでは、新規に発見された IFN-λ4と
肝内 ISGs が有意な相関を示したことから、
IL28B マイナーの肝内 ISGs は複数の因子（少
なくとも IL28A/B と IFN-λ4）で誘導されう
ることが明らかとなった。遺伝子発現プロフ
ァイルの検討から IL28B マイナーでは
non-canonical wnt シグナル・リガンドであ
る Wnt5A の発現亢進が認められた。Wnt5A と
そのレセプターFZD5の発現はIL28Bマイナー
で有意に発現亢進しており、肝内 ISGs と有
意な相関を認めた。興味深いことに、Wnt5A
はストレス顆粒蛋白であるG3BP1の発現を誘
導し、HCV の複製を支持する機能を有してい
ることが培養細胞を用いたHCVの複製実験で
明らかとなった。また、Wnt5A は HCV 感染細
胞のケモカインの発現を抑制し、IL28B マイ
ナーでの免疫細胞浸潤の低下と関連してい
ると考えられた。 
 平成 26 年度は、作成した IL28B-KO マウス
を用いて innate immunity の解析を行った。
IL28B-KO マウスと WT マウスから初代肝細胞
を分離し、Poly:IC の反応を比較すると
IL28B-KO 肝細胞では WT マウス肝細胞に比し
Mx1、IL6、TLR3 の発現誘導の低下が顕著に認
められ、IL28B 欠損に伴う肝細胞の自然免疫
応答低下が示された。IL28B-KO マウスを用い
て Poly:IC を尾静注後、肝組織及び脾臓のリ
ンパ球を採取し、フローサイトメトリー解析
を行った。興味深いことに投与前、IL28B-KO
マウスでは Neutrophil/Macrophage、CD3・
CD4・CD8・NK・NKT 及び CD8+CD25+Foxp3+の
T-reg細胞数がWTマウスに比し有意に上昇し
ていた。Poly:IC 投与により、それらの細胞
は WT マウスでは上昇を示したが、IL28B-KO
マウスでは有意な減少を認めた。一方、脾臓
の免疫細胞では IL28B-KO マウスと WTマウス
で著変は見られなかった。 
肝臓は腸管から侵入する様々な病原体の

暴露から生体を守る防御機構として重要な
役割を果たしている。IL28B の欠損による肝
細胞の免疫バリアーの破綻を補う目的で多
数の免疫細胞が肝臓に浸潤していた可能性
が示唆された。興味深いことに Poly:IC 投与
により IL28B-KO マウスの肝臓における免疫
細胞の減少を認めたことから、IL28B には免
疫細胞を肝臓内に保持する機能があると考
えられ、IL28B 欠損に伴うウイルス感染の遷
延化の機構が推定された。これらの結果は、
IL28B マイナー型症例における、C 型肝炎の
高度慢性化、治療抵抗性の機序を説明する一
つと考えられた。 

 今後の展望として、IL28B 本来の役割とし
て、リンパ球肝浸潤における役割、さらには
IL28B と自然免疫機構、肝発癌との関連の解
析が重要と考えられる。 
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