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C型 慢性肝炎におけるHCV-免 疫複合体形成 と

インターフェロン治療効果 との関係

眞 鍋 良 二
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緒 言

Watoら1)は,C型 慢 性 肝 炎 症 例 の組 織 分 類 に よ る肝 組

織 障 害 の 程 度 とHCVの ウ イ ル ス 量 をそ ろ え てInterferon

の 有 効 性 を調 べ る と,比 重 密 度 勾 配 法 で 上 清 分 画 に ウ イ

ル ス 量 が 多 い症 例 の 方 がIFN抵 抗 性 の 傾 向 が あ る と報 告

して い る.一 方,こ の 研 究 は,定 性 的判 断 に基 づ い て い

る こ と,比 重 の差 だ けで 分 離 し,そ の重 い 部 分 が 抗 原 抗

体 複 合 体 で あ るか は不 明 で あ る こ と,ま た,他 の 施 設2,3)

か ら は,組 織 病 型 を統 一 して い な い が,HCV粒 子 の免 疫

複 合 体 が 多 い ほ どIFNの 無 効 例 が 多 い な ど相 反 す る成 績

も報 告 され て お り,一 致 した 成 績 は ない.

今 回 は,す で にIFN治 療 を行 っ たC型 慢 性 肝 炎 症 例 の

中 でIFN耐 性 の 多 いGenotype 1bの 症 例 につ い て,厚 生 省

のIFN判 定 基 準(1991年)4,5)でIFN有 効(Complete

Response:CR)で あ っ た もの と無 効(Non-Response:

NR)で あ った 症 例 を対 象 と し,retrospectiveに,IFN投

与 前 のHCV RNAが 同 じウ イ ル ス量(遊 離 の ウ イ ル ス と

免 疫 複 合 体 中 の ウ イ ル ス の 総 量)で あ り,か つ 組 織 病 型

を一 致 させ て,抗 ヒ ト免 疫 グ ロ ブ リ ン抗 体 を血 清 に添 加

して,人 工 的 に免 疫 複 合 体 と上 清 に 分 離 し,各 分 画 の

HCV RNA量 を微 量 か ら高 濃 度 まで 比 較 的 直 線 的 に測 定 可

能 と され るReal-time PCR法6)で 測 定 ・解 析 す る こ と に

よ り,IFNの 治 療 効 果 をIFN投 与 開 始 前 に予 想 す る こ と

が可能かどうかを検討 したので報告する.

対 象 と 方 法

対 象:Genotype 1bで ア ン プ リ コ ア法1)に よ る定 量 で

ほ ぼ 同程 度 の 治 療 前 の ウ イ ル ス量 で あ り,同 時 に肝 組 織

病 型 が 新 犬 山分 類7)でfibrosis(F)の 程 度 がII～IIIのC

型 慢 性 肝 炎 症 例 の うち,年 齢,性 別 も 同 じ よ う に考 慮 し

て,IFN有 効 例(CR例)5例 とIFN無 効 例(NR例)5例

のIFN治 療 前 日 の 血 清 を研 究 対 象 と した.各 々 の 年 齢,

性 別 を含 む 臨床 背 景 を 表1に 示 した.

方 法:各 保 存 血 清100μlを 蒸 留 水 で1mlに 希 釈 し,抗

ヒ トIgG+A+Mウ サ ギ 抗 体(DAKO社)42 .9μ1を 添 加,

室 温 で2時 間撹 拌 後,15,000rpm15分 間遠 沈 し上 清(Sup)

と沈 渣(Ppt)を 分 離 し沈 渣 は 生 理 食 塩 水1mlに 溶 解 し

た.な お,各 々 の詳 細 は さ きの 報 告8)に 従 っ た.上 清 と

沈 渣 を そ れ ぞ れ0.5mlず つ,SRL社 に提 出 し,Real-time

PCR法6)で 定量 を行 った.

一 方HCV RNA定 量 の た め に
,希 釈 法 に よる 半 定 量 的

reversetranscription-PCR(RT-PCR)法9)に よ る解 析 も

実 施 した.各 上清(Sup)と 沈 渣(Ppt)を さ きの方 法 で,

表1対 象症例の臨床的背景
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最 終 的 に1mlに 溶 解 した もの の う ち0.5mlをSRL社 に提 出

した 残 りの0.5mlを 用 い,5μ1か らス タ ー トし,生 理 食 塩

水 で100倍,1,000倍,10,000倍 希 釈 液 を作 成 し,各 々希 釈

液 を200μ1ず つ 用 い て,Nakagawa9)ら の 方 法 に準 じ て

RT-PCRを 行 っ た.増 幅 産 物 は3%ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気

泳 動 後,エ チ ジ ウム ブ ロ マ イ ドに よ り染 色 し写 真 撮 影

した.

表2免 疫沈降後の分画別HCVRNA量 とINF治療効果

A Amplicor法(HCV RNA K copy/ml)
,B Real-time PCR法(HCV RNA

copy/ml)

結 果

CR例 とNR例 の ア ン プ リコ ア法 に よるHCVRNA量 の測

定 は,表2に 示 す よ う にCR群 とNR群 の 問 に は 有 意 な差

は なか った.

Real-time PCR法 に よ る 各 症 例 のSupとPptの 成 績 につ

い て は,表2に 示 す よ う にCR群(症 例No.1～No.5)と

NR群(症 例No.6～No.10)に お い て,ア ン プ リ コ ア法 に

よ る測 定 結 果 はK copyに よ り表 しReal-time PCRはSupと

Pptに 区 別 し,各 々,Sup(S)単 独,Ppt(P)単 独,

Sup/Ppt(S/P),両 者 の和(S+P)に つ い て も検 討 を行

っ て み た.CR群 がSup/Pptで 大 きい 傾 向 に(p=0.1172),

Ppt単 独 で 少 な い傾 向 に(p=0.1732)あ っ た が 有 意 な 差

は認 め なか っ た.ま た,Sup+Ppt(S+P)の 和 は 表2の

よ う に7300か ら19,800ま で,幅 広 い 分 布 を示 して い た.

同量 のPpt溶 解 液 とSupを 採 取 して い る の で,両 者 の 和 は

ほ ぼ 一 定 に な る と予 想 して い た が,結 果 は広 い範 囲 に分

布 して い た.(表2)

一 方
,SupとPptを 各 々 希 釈 して 行 っ た 半 定 量 的RT-

PCR法 に よる結 果 は.図1に 示 す 通 りで あ り,各 々 の希

CR例
症例1 症例2 症例3 症例4 症例5

NR例
症例6 症例7 症例8 症例9 症例10

図1半 定 量 的RT-PCRに よる 免 役 沈 降 分 画 に お け るHCV

レ ー ン1:100倍 希 釈 検 体,レ ー ン2:1,000倍 希 釈 検 体,レ ー ン3:10,000倍 希 釈 検 体,M:DNA size marker

(DNA Molecular Weight Marker V,Roche Diagnostics,Tokyo,Japan),C:陰 性 対 照(生 理 的 食 塩 水 の み)
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表3免 疫沈降後のHCVRNA量 とINF治 療効果 ―一定量法 による比較 ―

A Arnplicor法(HCV RNA K copy/ml)
,B Real-time PCR法(HCV RNA copy/ml),c半 定 量 的RT-PCR法,DS+P

釈倍数 における検出感度は明確であったが,個 々のIFN

治療効果との関連については差がなかった.(表3)

考 察

C型 慢性肝炎症例 において,(1)ウ イルス量が多 い,

(2)Genotypeが1bで ある,(3)NS5Aが 野生型である,(4)肝

組織の線維化fibrosis(F)が 進行 している,(5)血 小板が

低値である症例などはIFNの 治療効果が乏 しいと考えら

れている10,11).しかし,同 じ1bにおいてもウイルス量が多

いにもかかわらず治療効果がある症例(CR例)が あ り,

その有効性の原因については不明のままである.

今回,私 は,さ きのAraki8)ら の成績から考えられる

ようにC型 慢性肝炎症例の血中において,同 じHCV RNA

量であって もすで にHCV粒 子 に対する抗体がで きてお

り,soluble immune complexと してウイルス粒子に免疫

グロブリンが結合 しているものがあると考 え,抗 ヒ ト

IgG+A+M抗 体 を用 いて,免 疫グロブ リンが結合 した

HCV粒 子 と遊離のHCV粒 子を選別 して各々のHCV RNA

量 を測定 しその結果か らIFNの 投与前に,IFNの 治療効

果が予想できるか否かを検討 した.

その結果,Wato1)ら が粒子の重い方,す なわち沈渣の

HCVRNA量 が多い方が,そ して上清に少ない方が若干

IFN治 療効果が高いとした報告と異な り,免 疫 グロブリ

ンを結合 している(沈 渣のHCV RNA)比 率が小さい方

が,ま た沈渣のHCV RNA単 独で少ない方にIFN治 療効

果が高い(CR)例 が多い傾向があったが,統 計的には有

意な差はなかった.一 般的にはC型 慢性肝炎例では,血

清 トランスアミラーゼ値が高い症例あるいは変動 してい

る症例 に,よ りIFNの 治療効果がある10)といわれてお り,

沈渣のHCV RNA量 が多い症例では血清 トランスアミラー

ゼ値の変動 も予想され,効 果が多いと予想されたが必ず

しも一定の傾向ではなかった.

今回は,抗 体の量をあらか じめ一定にしてお り症例数

が少なかったため,今 後,添 加する抗体量を多 くしたり

症例 を重ね ること,特 に1b以 外の2aや2bな どの他 の

Genotypeも 併せて検討する事 により有意な成績が得 られ

るのではないかと考えられた.

また,免 疫グロブリン結合HCV粒 子と血清 トランスア

ミナーゼの急性増悪 との関係 に関 して,現 時点ではほと

んど報告がみられない.す でに報告8)さ れているように,

Clqを 結合するような免疫複合体 は,慢 性肝炎の急性増

悪の前後で高 く,急 性増悪期では低下 していることなど

が,B型 肝炎 と非A非B型 肝炎では明らかにされているが,

免疫グロブリン結合HCV粒 子 については,さ らに知見が

集積 されることにより,今 後,興 味ある結果が得られる

可能性が示唆 された.

なお,ア ンプリコア法により測定 したHCV RNA量 を一

定にしても,Real-time PCR法 では種々のばらついた定
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量値が得られる所から,HCV RNAの 正確な定量は困難で

ある こと,さ らに今 回行 った ような100倍,1,000倍,

10,000倍希釈など,希 釈法による半定量法 もHCV RNA量

の定量法 として有用であることが示唆された.

結 論

ア ンプ リコア法 によるHCV RNA量 が ほぼ等 しい

Genotype 1bのC型 慢性肝炎症例10例(IFN有 効例(CR

例)5例IFN無 効例(NR例)5例)に ついてIFN治 療効

果を投与前にHCV粒 子に対する免疫グロブリンの結合状

態から予想することができるか否か検討した.

その結果,免 疫グロブリンを結合 したHCV粒 子(沈 渣

のHCVRNA)の 比率が小 さい方 に,ま た沈渣のHCV

RNA単 独で少ない方にCR例 が多い傾向にあったが,有 意

とはいえない結果を得た.HCV RNAの 定量は,ア ンプリ

コア法 とReal-time PCR法 で一致 しない症例もあ り,血 清

希釈法 による半定量的RT-PCR法 による測定 もHCV

RNA定 量法 として有用 と考えられた.
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Relationship between formation of HCV-bearing immune complexes and

response to interferon therapy for chronic hepatitis C

Ryouji MANABE

Department of Medicine and Medical Science,Okayama University

Graduate School of Medicine and Dentistry

Okayama 700-8558,Japan

(Director:Prof.T.Tsuji)

We retrospectively analyzed the relationship between formation of HCV-bearing immune complexes(HCV-IC)and
response to interferon(IFN)therapy for chronic hepatitis C(CH-C).Five CH-C patients with complete response(CR)

to IFN therapy and pre-treatment HCV RNA titer measured by Amplicor HCV-monitor and five stage(biopsy proved

fibrosis of the liver)-matiched CH-C patients who were non-responders(NR)to IFN therapy were enrolled. Pre-
tretment sera were separated into HCV-IC(supernatant)and anti-HCV antibody-free virions(pellet)by addition of
anti-human immunoglobulins and centrifugation. HCV RNA was quantified in the supernatant and the pellet, by

real-time PCR and semi-quantitative RT-PCR respectively.There were discrepancies in the HCV RNA titers
measured by Amplicor and the results of real-time PCR.We found a larges quantity of HCV RNA in the supernatan

and a smaller quantity in the pellet in CR than in NR by using by real-time PCR.Our data indicate that response to
interferon therapy for CH-C patients may be associated with the conditions underlying the formation of HCV-IC.


