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略語 

 

本研究では下記の略語を使用した。 

 

ASTQ : allele specific transcript quantification 

ADP : adenosine diphosphate 

ATP : adenosine triphosphate 

bp : base pair 

CREB : cyclic AMP responsive element binding protein 

GDP : guanosine diphosphate 

GTP : guanosine triphosphate 

EDTA : ethylene diamine tetraacetic acid 

eIF-2 : eukaryotic initiation factor-2 

EMCV : encephalomyocarditis virus 

FACS : fluorescence activated cell sorter 

FCS : fetal calf serum 

FRET : fluorescence resonance energy transfer 

GAF : interferon-gamma activated factor 

GAS : IFN-γ activated site  

GAPDH : glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

GFP : green fluorecent protein 

GTP : guanosine triphosphate 

HCV : hepatitis C virus  

IFN : interferon  

IFNAR1 : type I IFN receptor-1  

IMPDH : inosine-monophosphate dehydrogenase 

IRES : internal ribosome entry site 

ISRE : IFN-stimulated response element  

ISGF3 : interferon-stimulated gene factor 3 

JAK : Janus-activated kinase  

LAP : liver-enriched transcriptional activator protein 

MAP : mitogen-activated protein  

MAPKAPK : MAP kinase-activated protein kinase  

MAPKK : MAP kinase kinases  

MEQ : million genome equivalents 

mRNA : messenger RNA 
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MxA : myxovirus resistance A 

OAS1 : 2',5'-oligoadenylate synthetase 1 

PKR : double strand RNA-dependent protein kinase 

PVDF : polyvinylidene difluoride 

RAC : ras-related C3 botulinum toxin substrate 

rpm : rounds per minute  

RT-PCR : reverse transcriptase polymerase chain reaction 

SDS-PAGE : sodium dodecyl sulfate- polyacrylamide gel electrophoresis 

SNP : single nucleotide polymorphism 

SOCS1 : suppressor of cytokine signaling 1 

STAT : signal transducer and activator of transcription 

Tris : tris (hydroxymethyl) aminomethane 
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1. 研究の背景 

 

1.1 慢性 C 型肝炎患者に対するインターフェロン (IFN) 療法とその課題 

慢性 C 型肝炎は、C 型肝炎ウイルス（hepatitis virus C, HCV）の持続感染により発症する

(1)。HCV に感染すると急性肝炎となり、20-40%の患者では HCV が排除されて自然治癒す

る（図 1.1）。一方、残り 60-80%の患者では HCV が排除されず慢性肝炎に移行する。HCV

は主に肝細胞に感染して、宿主ゲノムに取り込まれることなく 30 年以上にわたって持続感

染する。慢性肝炎が長期間持続すると、炎症による細胞死と再生の繰り返しにより肝組織

の繊維化が進行して、30-40%の患者が肝硬変となる。さらに肝硬変に移行した患者では、

60-80%の高率で肝細胞癌に進展する(1)。日本国内では年間約 2.5 万人が肝細胞癌で死亡し

ており、その約 8 割は HCV 感染によると考えられている。HCV の主な感染経路は血液で

あり、HCV 感染者は日本国内で約 200 万人以上、世界で約 1.7 億人以上と推定されている。

肝硬変から高率で肝細胞癌に進展することに加え、肝細胞癌は切除後の再発率も高く治療

困難であるため、慢性 C 型肝炎の段階での治療および肝硬変への移行防止が重要な治療戦

略となっている。 
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図 1.1 HCV 感染からの自然経過  

 

 慢性 C 型肝炎の治療には HCV の排除が重要であり、HCV に対して単独で抗ウイルス作

用を示す治療薬は I 型インターフェロン（type I interferon, IFN-αと IFN-β）のみが臨床応

用されている。日本国内では 1992 年に慢性 C 型肝炎に対する IFN 療法が保険適応となり、

さらに血中安定性向上のためにポリエチレングリコール化した IFN-αと抗ウイルス剤リ

バビリンとの併用療法が 2004 年 12 月に承認されている。1 本鎖プラス鎖 RNA ウイルスで

あるHCVには数種類の遺伝子型が存在し、日本ではHCV遺伝子型1bの感染患者が約70%、

HCV 遺伝子型 2a が約 20%、HCV 遺伝子型 2b が約 10%と報告されている（2）。日本人に

多い HCV 遺伝子型 1b 感染かつ高ウイルス量患者では IFN 治療効果が低く、最も有効と報
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告されているリバビリンとの併用療法においても約 50%の患者は HCV が排除されない

（1,3,4）。また、IFN 療法は投与期間が半年以上と長く、発熱、全身倦怠感、抑うつなど副

作用も認められ（5）、治療効果の個人差が臨床上の重要な課題となっている。 

IFN治療効果の個人差の原因となる因子が明らかとなれば、それぞれの患者に適した IFN

投与方法（投与量、投与期間、ポリエチレングリコール化 IFN、併用剤など）を選択する

ための判断に有用と考えられる。また、副作用との兼ね合いによる IFN 投与中止や対症療

法（肝庇護療法、瀉血療法など）への早期変更の判断にも有用と考えられる。また、IFN

治療効果の個人差の原因が明らかとなれば、新たな治療方法や治療薬の開発につながるこ

とも期待される。 

慢性 C 型肝炎患者の IFN 治療効果と関連する因子として、ウイルス側因子、患者側因子

および薬剤因子が報告されている（表 1.1）。ウイルス側因子としては、HCV 遺伝子型 1b

感染患者および治療前の血中 HCV RNA 量が高値の患者において、IFN 治療効果が低いこ

とが報告され（6）、ウイルス側因子を指標とした治療効果の予測が臨床で用いられている。

しかし、ウイルス側因子が類似の患者においても、IFN 治療効果に個人差が認められるた

め、患者側因子の影響も重要と考えられている。これまでに患者側因子として、年齢、性

別、人種、肝線維化、および肥満度など報告されている (7,8)。また、サイトカイン、ケモ

カインおよび IFN 誘導遺伝子などの遺伝的多型が IFN 治療効果と関連することも報告され

ている（8-12）。しかしながら、これら患者側因子の IFN 治療効果への関連は弱く、より強

く IFN 治療効果と関連する患者側因子の同定が、臨床上の重要な課題とされている。 

 

 

 

表 1.1 慢性 C 型肝炎患者の IFN 治療効果と関連する代表的因子 

 

HCV RNA量
HCV遺伝子型

ウイルスゲノム変異

年齢 ：高齢（治療効果低い）、若齢（治療効果高い）
性別 ：女性（治療効果低い）、男性（治療効果高い）
肥満度 ：高い（治療効果低い）、低い（治療効果高い）
肝繊維化：繊維化F2- F4（治療効果低い）、繊維化F0-F1（治療効果高い）
遺伝的多型（IFN-γ, IL-2, MxA, etc.）

IFN ：投与量、投与期間、種類（ポリエチレングリコール化）

抗ウイルス剤リバビリンとの併用

ウイルス側因子

患者側因子

薬剤因子

：多い（治療効果低い）、 少ない（治療効果高い）
：HCV-1b（治療効果低い）、HCV-non 1b（治療効果高い）

IL-2; interleukin-2,  MxA; myxovirus resistance A. 
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1.2 IFN 療法の抗ウイルス作用と I 型 IFN シグナル伝達経路 

I 型 IFN は多面的な機能をもつサイトカインであり、抗ウイルス作用、免疫調節作用、

細胞増殖抑制作用および細胞分化誘導作用などを示し、IFN 受容体下流のシグナル伝達経

路は複数存在することが報告されている (13,14)。慢性 C 型肝炎患者の IFN 療法では、I 型

IFN の抗ウイルス作用による HCV の排除が重要であり、IFN 受容体下流の主に 2 経路が重

要であることが報告されている(14)。 

第一に、Janus-activated kinase (JAK)-signal transducer and activator of transcription (STAT) 経

路が I 型 IFN の抗ウイルス作用に必須の経路であることが報告されている(図 1.2)。I 型 IFN

が細胞表面の I型 IFN受容体 (type I IFN receptor, IFNAR1と IFNAR2のヘテロダイマー) に

結合すると、受容体細胞内領域に結合する JAK1 と tyrosine kinase 2 が活性化され、その後

STAT1および STAT2がリン酸化される。さらに、STAT1および STAT2は IFN regulatory factor 

9と複合体を形成して、転写因子 IFN-stimulated gene factor 3 (ISGF3)として機能する。また、

リン酸化された STAT1 はホモダイマーを形成して、転写因子 IFN-gamma activated factor 

(GAF)として機能する。核に移行した転写因子 ISGF3 および GAF は、IFN 誘導遺伝子の転

写制御領域に存在する IFN-stimulated response element (ISRE) 配列および IFN-γ activated site 

(GAS) 配列に結合して、多数の遺伝子の転写を誘導して抗ウイルス作用を惹起する。ウイ

ルス感染細胞内では、誘導された 2',5'-oligoadenylate synthetase 1 (OAS1)、myxovirus 

resistance A (MxA)、double strand RNA-dependent protein kinase (PKR)などにより、ウイルス

RNA の分解および転写抑制作用、ウイルスタンパクの合成阻害作用などが活性化される

(図 1.3)。また、免疫系によるウイルス感染細胞の排除も活性化され、I 型 IFN の多面的な

作用により抗ウイルス作用が誘導される（1,15）。 

IFNAR1, IFNAR2

RacⅠ

MAPKAPK2, MAPKAPK3

p38 MAPキナーゼ

MKK3, MKK6

Jak-1, Tyk-2

STAT1, STAT2

IRF9

ISGF3

核内

ISRE, GAS
OAS1, MxA, PKR, MHC, etc.

I型IFN

JAK-STAT経路 p38 MAPキナーゼ経路

GAF

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1.2 I 型 IFN シグナル伝達経路と抗ウイルス作用の誘導 

 - 8 -



 第二に、p38 mitogen-activated protein (MAP) キナーゼ経路が I 型 IFN の抗ウイルス作用

に重要であることが報告されている（図 1.2）。I 型 IFN が IFN 受容体に結合すると、低分

子量 GTP 結合タンパク質の ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 (RAC1) が活性化され、

その後 MAP kinase kinases (MAPKK) ファミリーの MAPKK3 および MAPKK6 がリン酸化

される (16,17)。リン酸化された MAPKK3 および MAPKK6 は p38 MAP キナーゼを活性化

して、活性化された p38 MAP キナーゼは MAP kinase-activated protein kinase 2 (MAPKAPK2) 

および MAPKAPK3 を活性化し、抗ウイルス作用を誘導する(18-21)。p38 MAP キナーゼ経

路の遺伝子欠損マウス (MAPKK3, MAPKK6, p38 MAP キナーゼ, MAPKAPK2)では、I 型

IFN 刺激後の ISRE および GAS 配列からの転写誘導が抑制され、I 型 IFN の抗ウイルス作

用が低下するため、p38 MAP キナーゼ経路は I 型 IFN による抗ウイルス作用の誘導に必要

であることが証明されている(17,19,20)。 

近年、IFN 受容体 (IFNAR1, type I IFN receptor-1)プロモーター領域の GT 塩基繰り返し数

の遺伝的多型について、特定の GT 繰り返し数の患者では IFN 治療効果が高いことが報告

された(22)。この遺伝的多型が IFN 治療効果に影響を与える機序は不明であるが、IFNAR1

発現量の変化を介して治療効果に影響する可能性が考えられている。同様に、IFN 受容体

下流のシグナル伝達分子に質的または量的変異の原因となる遺伝的多型が存在する場合、

IFN 治療効果が影響を受ける可能性が考えられる。しかし、これまでに IFN シグナル伝達

分子の遺伝的多型について、IFN 治療効果との関連は報告されていない。そこで本研究で

は、IFN 治療効果と関連する患者側遺伝因子の同定を目的として、IFN シグナル伝達分子

の遺伝的多型と IFN 治療効果との関連を検討した。 
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（elF-2α）
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転写阻害 etc.

ATP

ADP

ATP

ADP
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図 1.3 IFN 誘導遺伝子によるウイルス感染細胞内でのウイルス阻害作用 
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1.3 ケース・コントロール関連解析による IFN 感受性関連遺伝子の探索 

本研究では、single nucleotide polymorphism（SNP）を遺伝的多型マーカーに用いたケー

ス・コントロール関連解析を行い、IFN シグナル伝達分子の遺伝的多型が慢性 C 型肝炎患

者の IFN 治療効果と関連する可能性を検討した。SNP は 一般集団において頻度が 1％以上

の一塩基置換と定義され、ある SNP (A/a) では A 対立遺伝子の染色体と a 対立遺伝子の染

色体が存在する。ヒトは両親由来の 1 対の相同染色体をもつため、対立遺伝子の組み合わ

せは遺伝子型と定義され、SNP (A/a) では AA、Aa および aa の遺伝子型のヒトが集団内に

存在する。SNP はゲノム DNA 上には約 1000 万ヶ所、平均で約 300 塩基対ごとに 1 ヶ所存

在するため、ゲノム上に最も高密度に存在する遺伝的多型マーカーとなる。この 1000 万ヶ

所の SNP が人類の遺伝的多型の 90%を占めると推定されている（23,24）。 

SNP を遺伝的多型マーカーに用いたケース・コントロール関連解析では、IFN 療法の著

効患者（ケース）と非著効患者（コントロール）の SNP 遺伝子型を解析して、著効群と非

著効群間での SNP 対立遺伝子や SNP 遺伝子型の出現頻度の違いを統計学的手法により検

定する（図 1.4）。ある SNP (A/a)について、著効群で A 対立遺伝子の頻度が高く、非著効

群で a 対立遺伝子の頻度が高い場合、SNP (A/a) は IFN 治療効果と関連する遺伝的多型マ

ーカーであることが統計学的に示される。また SNP (A/a) が位置する遺伝子は、慢性 C 型

肝炎患者の IFN 感受性と関連する IFN 感受性関連遺伝子であることが示される。2 群間で

の SNP 出現頻度の違いは、分割表における独立性の検定により評価する。統計学的な検定

方法については、2.2 項で詳細に説明する。 

 

 

Informed consent取得

本研究への登録

 母集団
（慢性C型肝炎患者）

；著効患者

；非著効患者 

 

 
標本集団 

 著効群 非著効群

 
SNP遺伝子型の解析 

著効群

非著効群

SNP (A/a) の遺伝子型

AA Aa aa 計

S

Rr0 r1 r2

s0 s1 s2

 

 

 R；著効患者数
S；非著効患者数 

 

図 1.4 ケース・コントロール関連解析の例 
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SNP を遺伝的多型マーカーに用いたケース・コントロール関連解析では、一般集団の共

通祖先の染色体上に IFN 抵抗性となる原因変異 a およびその近傍に連鎖する SNP の b 対立

遺伝子が存在する場合を想定する（図 1.5）。染色体上で連鎖する対立遺伝子の組み合わせ

はハプロタイプと定義され、共通祖先ゲノムにはハプロタイプ A-B とハプロタイプ a-b の

2 種類が存在する。ヒトは両親由来の 1 対の相同染色体をもち、新たな突然変異または減

数分裂時の相同染色体間での組換えが起こらない限り、ハプロタイプの対立遺伝子の組み

合わせは保たれて次世代に伝達（共遺伝）される。その結果、隣接する対立遺伝子間に関

連性が生じ、これを連鎖不平衡と定義される。図 1.5 の例では、原因変異 a と SNP b 対立

遺伝子の組み合わせであるハプロタイプ a-b は保たれて現在の集団に共遺伝される確率が

高いため、非著効患者にはハプロタイプ a-b が有意に高頻度に認められることが期待され

る。 
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図 1.5 著効群および非著効群における IFN 抵抗性変異と近傍 SNP の共遺伝の例 
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IFNシグナル伝達分子をコードする遺伝子領域にはイントロンも含むと多数の SNPが存

在するため、それら全ての SNP を解析することは効率的ではなく、遺伝子の多型性を代表

する必要最少数の SNP を解析することが望ましい。近年、tag SNP の概念が実証され(25-27)、

染色体上で密接に連鎖する複数の SNP からその領域の遺伝的多型性を代表する tag SNP を

選定することが可能となった(28,29)。tag SNP の概要を図 1.6 に示す。図 1.6-A は集団内で

認められる染色体の例を示す。染色体上で連鎖する SNP1 から SNP4 について 4 種類のハ

プロタイプが集団内に存在する(図 1.6-B)。図 1.6-B では、SNP1 と SNP2 が連鎖不平衡を示

し、SNP1 が A 対立遺伝子の場合 SNP2 は G 対立遺伝子、SNP1 が C 対立遺伝子の場合 SNP2

は A 対立遺伝子と特定される関連性が生じる。同様に SNP3 と SNP4 も強い連鎖不平衡を

示す結果、集団内には 4 種類のハプロタイプのみが認められる。4 SNP で構成されるハプ

ロタイプは、理論上の組み合わせでは 24 の 16 通りが考えられるが、強い連鎖不平衡が認

められる領域ではハプロタイプの種類が限定される。その結果、その領域の遺伝的多様性

は限られた SNP で代表可能であり、代表となる SNP が tag SNP と定義される。図 1.6-B の

場合、SNP1 と SNP2 間、SNP3 と SNP4 間の 2 つの連鎖不平衡が強い領域があり、SNP1

および SNP3 の 2 つの tag SNP で代表可能となる。 
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図 1.6 ハプロタイプおよび tag SNP の概要 
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ヒトゲノムの全領域において tag SNP の選定を可能にする国際 HapMap プロジェクトの

完了が 2005 年に報告され(30,31)、ゲノム全体から選択した 100 万ヶ所以上の SNP につい

て、アフリカ、アジアおよびヨーロッパをそれぞれ起源とする合計 269 人分の SNP 遺伝子

型データが公開された。これにより、tag SNP を用いたケース・コントロール関連解析が

近年急速に発展した。その結果、これまで困難であった多数の遺伝因子や環境因子が関与

する複雑な形質（体質、多遺伝子性疾患、薬剤応答性など）と関連する遺伝因子が多数同

定され注目を集めている(32, 33)。 

ケース・コントロール関連解析は、血縁関係にない一般集団でのケース群とコントロー

ル群において遺伝的多型マーカーの出現頻度の違いを比較する手法であり、血縁関係にあ

る集団内において表現型と遺伝的多型マーカーの共分離を解析する連鎖解析とは異なる手

法である。連鎖解析では、目的とする形質（疾患の有無など）を有する大きな家系サンプ

ルを収集することが困難な場合が多いこと、4 世代前後の家系では組換えも少なく染色体

領域の絞込み範囲が狭いこと、単独の遺伝子が関与する形質の遺伝因子の同定には有効で

あるが、多数の遺伝因子や環境因子が関与する複雑な形質と関連する遺伝因子の同定は困

難であるなどの課題が知られている。一方、ケース・コントロール関連解析は、血縁関係

にない一般集団を用いるため多数のサンプル収集が容易であり、祖先ゲノムからの数千世

代での組換えを想定するため絞込み範囲も狭く、連鎖解析では困難であった多数の遺伝因

子や環境因子が関与する複雑な形質と関連する遺伝因子の同定に有効であることが報告さ

れている (34,35)。 

慢性C型肝炎患者に対する IFN療法の治療効果には複数の患者遺伝因子の関与が示唆さ

れ(8)、また HCV 遺伝子型や血中 HCV RNA 量などウイルス側因子の影響も大きく(6)、慢

性 C 型肝炎患者が多数存在する家系サンプルの収集も困難であるため、IFN 治療効果と関

連する患者遺伝因子の同定にはケース・コントロール関連解析が有効と考えられる。 

 

 - 13 -



1.4 本論文の構成   

本研究では、慢性 C 型肝炎患者に対する IFN 療法の治療効果と関連する患者遺伝因子の

同定を目的とする。 

第 2 章では、tag SNP を用いたケース・コントロール関連解析を行い、IFN シグナル伝達

分子の遺伝的多型と IFN 治療効果との関連を検討した。その結果、MAPKAPK3 遺伝子領

域の tag SNP が HCV 遺伝子型 1b 感染患者の IFN 治療効果と関連することを見出し、

MAPKAPK3 は新規の IFN 感受性関連遺伝子であることを同定した。IFN 治療効果の個人

差の原因として、MAPKAPK3 遺伝的多型がその遺伝子産物への質的または量的変化を介

して IFN 治療効果に影響を与える可能性が考えられた。また、同定した MAPKAPK3 遺伝

子領域の tag SNP について、IFN 抵抗性対立遺伝子をもつ場合に非著効となる可能性が 3.4

倍高いことが示され、MAPKAPK3 tag SNP 遺伝子型の判定は IFN 治療効果の予測に有用と

示唆された。 

第 3 章では、慢性 C 型肝炎患者の IFN 治療効果に対する MAPKAPK3 遺伝的多型の機能

的意義を検討した。その結果、MAPKAPK3 遺伝的多型によりその転写活性が変化するこ

と、MAPKAPK3 高発現により I 型 IFN シグナル伝達が抑制され、I 型 IFN の抗ウイルス作

用が減弱されることを明らかにした。以下に得られた知見を報告する。 
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2. 慢性 C 型肝炎患者の IFN 感受性関連遺伝子 MAPKAPK3 の同定 

 

2.1 本研究の目的  

 

本章では、慢性 C 型肝炎患者の IFN 治療効果と関連する患者遺伝因子の同定を目的とし

て、tag SNP を用いたケース・コントロール関連解析を行い、IFN シグナル伝達分子の遺伝

的多型と IFN 治療効果との関連を検討した。 

IFN 治療効果との関連が見出された MAPKAPK3 遺伝子領域の tag SNP について、得ら

れた知見を報告する。 
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2.2 材料および方法 

 

2.2.1 対象患者および試料収集  

広島大学病院、広島大学医学部関連病院、および虎ノ門病院において慢性 C 型肝炎に対

する IFN 療法を受けた患者のうち、書面での informed consent を得た患者を登録した。患

者登録条件は、民族的に日本人であり、治療前の血清中 Alanine transaminase が 6 ヶ月以上

異常値、抗 HCV 抗体および血中 HCV RNA 陽性、B 型肝炎ウイルス抗原陰性、他の肝臓疾

患なし、免疫抑制剤および抗ウイルス剤による治療を受けていない患者とした。各患者は

1 日 1 回 600 万単位 IFN を 8 週間連続で筋肉内投与後、1 週間に 2 回 600 万単位 IFN を 16

週間投与する IFN 治療を完了した。治療効果の判定は、治療完了 6 ヶ月後の血中 HCV RNA

陰性の 468 名を著効群、血中 HCV RNA 陽性の 587 名を非著効群とした。治療途中で中断

した患者および治療完了 6 ヶ月後の効果判定以降に再燃した患者は解析から除外した。 

全患者の臨床背景を表 2.13 に示した。患者血中 HCV RNA の測定は Amplicor-monitor 

assay または branched-chain DNA assay を用いた。治療前の血中 HCV RNA 量について、

Amplicor-monitor assay で 1.0 MEQ/mL 以上または branched-chain DNA assay で 100 KIU/mL

以上の患者では、IFN 治療効果が低い傾向が報告されているため(36,37)、これら閾値によ

り患者ウイルス量を 2 群(高ウイルス量/低ウイルス量)に分類した。組織学的な肝繊維化段

階の判定は、肝生検試料を用いて分類した(38)。著効群と非著効群間では、慢性 C 型肝炎

患者の IFN 治療効果と関連する HCV 遺伝子型、治療前血中 HCV RNA 量および性別に偏

りが認められた(表 2.13)。全患者のゲノム DNA は、末梢血から標準的なフェノールクロロ

ホルム法により調製した(39)。 

 

2.2.2 tag SNP の選定 

I 型 IFN シグナル伝達に関与する遺伝子として、IFNAR1、IFNAR2、JAK1、tyrosine kinase 

2、STAT1、STAT2、IFN regulatory factor 9、RAC1、MAPKK3、MAPKK6、p38 MAP kinase、

MAPKAPK2 および MAPKAPK3 の 13 遺伝子から tag SNP を選定した。HapMap data base 

(http://www.hapmap.org/index.html.ja) に登録されている日本人 45 名の SNP 遺伝子型データ

において、各 SNP の低頻度対立遺伝子が 5%以上の頻度を示す SNP を、各遺伝子領域 (転

写開始点 2000bp 上流から終止コドン 1500bp 下流まで)から抽出した。抽出した SNP の日

本人 45 名の遺伝子型データを Haploview software (http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview) 

に入力して、SNP 間の連鎖不平衡の尺度となる連鎖不平衡係数 r2 および D’を全 SNP 間で

算出した(40,41)。tag SNP 選定のため、r2 >0.8 の強い連鎖不平衡となる SNP 群をグループ

化して（各グループは連鎖不平衡 bin と定義される）、各連鎖不平衡 bin を代表する SNP を

tag SNP とした。 

Haploview software により算出される連鎖不平衡係数 r2 および D’について、以下にその

概要を示す。染色体上に連鎖する第一の SNP（A/a）および第二の SNP（B/ b）を想定して、
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集団内での A 対立遺伝子の頻度を PA、a 対立遺伝子の頻度を(1-PA)、B 対立遺伝子の頻度

を PB、b 対立遺伝子の頻度を(1-PB)とする。4 通りのハプロタイプ（A-B, A-b, a-B, a-b）の

頻度は PAB, PAb, PaB, Pabとする。ハプロタイプ頻度は SNP 遺伝子型データから Haploview 

software の EM アルゴリズムにより推定され、2.2.8 項にて詳細に説明する。2 SNP が連鎖

不平衡の関係にない場合には、2 SNP の対立遺伝子の組み合わせは独立であるため、ハプ

ロタイプ A-B の頻度 PABは各対立遺伝子の頻度 PAと PBの積となる。同様に各ハプロタイ

プ頻度は式 2.1 となる。一方、2 SNP が連鎖不平衡の関係にある場合には、2 SNP の対立遺

伝子の組み合わせは非独立となり、式 2.1 の等号は成立しない。 

 

PAB = PA PB 

PAb = PA (1-PB) 

PaB = (1-PA) PB 

Pab = (1-PA) (1-PB)                                     (2.1) 

 

連鎖不平衡係数 D を式 2.2 のように定義すると、2 SNP が連鎖不平衡の関係にない場合に

は式 2.1 より D=0 となるが、2 SNP が連鎖不平衡の関係にある場合は式 2.1 が成立しない

ため D≠0 となる。連鎖不平衡係数 D は連鎖不平衡の強さの尺度であり、ハプロタイプ頻

度と対立遺伝子頻度との”ずれ”を表す。連鎖不平衡が強く、ハプロタイプの頻度と対立遺

伝子頻度との”ずれ”が大きい程、D は 0 から離れた値となる。 

 

       D = PAB Pab－PAb PaB                      (2.2) 

 

連鎖不平衡係数 r2 は、連鎖不平衡係数 D を用いて式 2.3 から算出される。r2は 0 から 1 の

値をとり、2 SNP が連鎖不平衡の関係にない場合に r2=0 となる。 

 

r2 = D2／(PAB＋PaB)(PaB＋Pab)(PAB＋PAb)(PAb＋Pab)          (2.3) 

 

連鎖不平衡係数 D’ は、連鎖不平衡係数 D を用いて式 2.4 から算出される。D’ は 0 から 1

の値をとり、2 SNP が連鎖不平衡の関係にない場合に D’= 0 となる。 

 

D’ = D／Dmax (D>0 の場合) 

D’ = D／Dmin (D<0 の場合)                   (2.4) 

 

ここで Dmax および Dmin は式 2.5 のように定義される。 
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Dmax = min (PAPb, Pa PB) 

Dmin = max (-PAPB, Pa Pb) = (-1)×min (PAPB, Pa Pb)         (2.5) 

 

連鎖不平衡係数 r2 および D’と集団内に存在するハプロタイプとの関係の一例を図 2.1 に

示す。図 2.1-A では、染色体上に連鎖する SNP（A/a）および SNP（B/b）について、ハプ

ロタイプ A-B のみの集団 1 とハプロタイプ a-b のみの集団 2 が混合する場合を仮定する。

混合集団で組換えが起きるまではハプロタイプ A-B および a-b のみであり（r2 = 1, D’= 1）、

組換えによりハプロタイプ A-b および a-B が発生した状態で r2<1 および D’<1 となる。さ

らに組換えにより混合集団内で4通りのハプロタイプ頻度が等しい場合に r2 = 0およびD’= 

0 となる。 

図 2.1-B では、ある一つの集団においてハプロタイプ A-B のみが最初に存在する場合を

仮定する。変異により SNP（A/a）が生じると、ハプロタイプ a-B が生じ、集団内には 2

種類のハプロタイプ存在する（r2 = 1, D’= 1）。さらに変異によりハプロタイプ a-b が発生す

ると、集団内には 3 種類のハプロタイプ A-B、a-B および a-b が存在して、この状態で r2<1

および D’= 1 となる。集団内に 4 種類のハプロタイプが存在する状態で D’<1 となる。 
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 図2.1 集団内ハプロタイプと連鎖不平衡係数の関係の一例

 

 

2.2.3 SNP 遺伝子型の判定 

SNP 遺伝子型の判定は Invader 法(42)または Taqman 法(43)を用い、方法は各引用文献に

従った。Invader 法および Taqman 法の概要を以下に示す。 

Invader法では、SNPの各対立遺伝子の検出に2種類の signal probeと1種類の invader probe

を用いる。signal probe は鋳型 DNA 配列と相補的であり、5’末端が各 SNP 対立遺伝子と相

補的となる（図 2.2）。signal probe の 5’側末端には、それぞれ異なる flap 配列が付加されて
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いる。invader probe の 3’末端は SNP 部位となるように設計され、SNP 対立遺伝子とミスマ

ッチとなる配列に設計されている。鋳型 DNA と signal probe の SNP 部分が相補的である場

合に、SNP 部位で invader probe の 3’末端の塩基が入り込む構造（invader structure）が形

成される（図 2.2）。 
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Invader 反応では、invader structure を酵素 Cleavase が認識して flap 配列を切断する（図

2.3）。その結果、鋳型 DNA の SNP 対立遺伝子に相補的な signal probe の flap 配列のみが切

断され（図 2.3-A）、相補的でない signal probe の flap 配列は切断されない（図 2.3-B）。2 種

類の flap 配列は、それぞれ FAM または VIC で標識された fluorescence resonance energy 

transfer (FRET) probe の 1 本鎖部分に相補的に設計され、切断された flap 配列はそれぞれ相

補的な FRET probe と結合して invader 構造を形成する（図 2.3-A）。この invader structure を

酵素 Cleavase が認識して、FRET probe の蛍光色素が切断されると、消光剤によるクエンチ

ングが解除されて、蛍光シグナルが検出される。各サンプルでの 2 種類の蛍光強度を解析

して、SNP 対立遺伝子型を判定する（図 2.4）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2.3 ある SNP (A/G)に対する Invader 法による SNP 検出方法の概要 
鋳型DNAのA対立遺伝子と相補的（A）および相補的でないsignal probe（B）の例を示す

を示す

r probeの例図2.2 あるSNP (A/G)に対するsignal probeおよびInvade
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flap配列

(VIC用）

A
N

invader probe
signal probeC

消光剤VIC

切断されない

FRET probe （VIC標識）
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 VIC蛍光強度 (G対立遺伝子)

FA
M
蛍
光
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AGヘテロ
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AAホモ接合体（FAM 2単位） AGヘテロ接合体（FAMとVIC 1単位）

GGホモ接合体（VIC 2単位）

A

T
flap 配列

（FAM用）

N

G

C
flap 配列
（VIC用）

N

A

T
flap 配列

（FAM用）

N

A

T
flap 配列

（FAM用）

N

G

C
flap 配列
（VIC用）

N

G

C
flap 配列
（VIC用）

N

 
図2.4 SNP遺伝子型の判定

 
あるSNP (A/G)について、各接合体でのSNP遺伝子型判定の概要を示す。各接
ンプルの蛍光量をグラフにプロットして、SNP遺伝子型を判定する。

合体のサ

 

 

 Taqman 法では、SNP の各対立遺伝子と相補的であり、それぞれ異なる蛍光色素 (FAM

または VIC) で標識された 2 種類の Taqman probe を用いる（図 2.5）。鋳型ゲノム DNA の

SNP を含む領域を特異的 PCR プライマーにより伸長・増幅する際、Taqman probe が鋳型

DNA の相補配列に結合する。Forward プライマーが Taqman probe の 5’側まで伸展したとき

に Taqman probe と鋳型 DNA が相補的な場合に限り、Taq ポリメラーゼの 5’-3’ nuclease 活

性により Taqman probe が分解される（図 2.6-A）。一方、Taqman probe と鋳型 DNA が相補

的でない場合には、Taqman プローブが分解されず、蛍光は発生しない（図 2.6-B）。Invader

法と同様に、2 種類の蛍光強度を解析することで、SNP 対立遺伝子型を判定する。 

 

 

 

 

 

 

図 2.5 ある SNP (A/G)に対する Taqman probe の例 

 A対立遺伝子を検出するTaqman probe (A)およびG対立遺伝子を検出するTaqman probe (B)を示す

A
T

鋳型DNA

A B
FAM 消光剤

Taqman probe

VIC 消光剤

G
C
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図 2.6 ある SNP (A/G)に対する Taqman 法による SNP 検出方法の概要 

 鋳型DNAのA対立遺伝子と相補的（A）および相補的でないTaqman probe（B）の例を示す

 

 

2.2.4 Hardy-Weinberg 平衡への適合度検定  

Hardy-Weinberg 平衡の概略を図 2.7 に示した。集団内で、着目する SNP（A/a）が生物学

的に中立であり、この集団内で自由婚（ランダムな交配）が行われている場合を仮定した。

その場合、集団における SNP 対立遺伝子の頻度は世代を経ても一定であり (A：a = p：q)、

対立遺伝子の頻度依存的に SNP 遺伝子型の頻度も一定となる。この状態にあるとき、SNP

（A/a）は Hardy-Weinberg 平衡を満たすと定義される(44)。 

 

 

 

 

 

 

A：a
= (2p2+2pq)：(2pq+2q2)
= 2p(p+q)：2q(p+q)
= p：q

自由婚（ランダム交配）

♂
♀ p (A) q (a)

p (A)

q (a)

p2 (AA) pq (Aa)

pq (Aa) q2 (aa)
：q

p+q=1

A対立遺伝子頻度：p
A：a = p：q

a対立遺伝子頻度 ：q
p+q=1

A対立遺伝子頻度：p
A：a = p：q

a対立遺伝子頻度

図 2.7 Hardy-Weinberg 平衡 

 

本研究に登録した患者集団において SNP（A/a）が Hardy-Weinberg 平衡を満たすか否か

について、χ2 検定により評価した (44)。帰無仮説「Hardy-Weinberg 平衡が成立する」と

して、観測された各 SNP 遺伝子型の患者数（観測度数）と、帰無仮説から期待される各

SNP 遺伝子型の患者数（期待度数）には差がないと仮定した。まず、患者 SNP 遺伝子型の

観測度数（表 2.1）より、SNP 対立遺伝子頻度を算出した（式 2.6）。 
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表 2.1 各 SNP 遺伝子型の患者数（観測度数） 

 AA Aa aa 合計

n0 N観測度数 n1 n2
 

 

 A 対立遺伝子頻度 = (2n0+n1) / 2N = p 

 a 対立遺伝子頻度 = (n1+2n2) / 2N = 1-p         (2.6) 

 

つぎに、帰無仮説から期待される各 SNP 遺伝子型の患者数（期待度数）を算出した。帰無

仮説から期待される各 SNP 遺伝子型頻度は、SNP 対立遺伝子の頻度依存的であるため、A

対立遺伝子の頻度が p の場合、遺伝子型 AA の頻度は p2 となり、患者合計 N の場合遺伝子

型 AA の患者数は Np2と算出される。各遺伝子型患者の期待度数は表 2.2 と算出される。 

 

表 2.2 各 SNP 遺伝子型の患者数（期待度数） 

 AA Aa aa 合計

N期待度数 Np2 2Np(1-p) N(1-p)2 

 

 

式 2.7 により、各 SNP 遺伝子型での期待度数と観測度数の偏りを算出して、全 SNP 遺伝子

型について合計すると Pearson のχ2 統計量が算出される。Oi および Eiは各 SNP 遺伝子型

患者数の観測度数（表 2.1）および期待度数（表 2.2）であり、i は 3 種類の遺伝子型（AA, 

Aa, aa）それぞれについて計算して合計すると（k=3）、χ2統計量は式 2.8 となる。自由度

1 のχ2 分布より P 値を求め、多重検定を考慮して 0.1%有意水準で帰無仮説を棄却した。

以上の検定を、全 tag SNP について全患者の SNP 遺伝子型データを用いて行った。 

 

                                        (2.7) 
Σ Ei

(O – Ei)i
2

i = 1

k

χ2 = 
 *  O；観測度数,  E；期待度数

 

                                                             (2.8) (n 2 }2
0-Np2)2

Np2

{n1-2Np(1-p)2}

2Np(1-p) N(1-p)2

{n2-2N(1-p)2

+ +χ2 = 
 

 

2.2.5 ケース・コントロール関連解析（SNP 対立遺伝子頻度モデル） 

ある SNP (A/a) について、対立遺伝子 a が IFN 抵抗性となる対立遺伝子の場合、a 対立

遺伝子は非著効群に高頻度に出現すると予想される。そのため、著効群と非著効群間での

SNP 対立遺伝子頻度の違いをχ2 検定により評価した。帰無仮説「著効群と非著効群での

SNP 対立遺伝子頻度には差がない」として、患者において観測された SNP 対立遺伝子数（観

測度数）と、帰無仮説から期待される SNP 対立遺伝子数（期待度数）との偏りをχ2 統計
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量として算出して、有意に偏る場合に帰無仮説を棄却した。 

患者の SNP 遺伝子型 (AA, Aa, aa) と治療効果の 3×2 分割表より（表 2.3）、SNP 対立遺

伝子 (A,a) と治療効果での 2×2 分割表を作成した（表 2.4）。ヒトは両親由来の 1 対の相

同染色体をもつため、対立遺伝子数は患者数の 2 倍となる。 

 

表 2.3 患者 SNP 遺伝子型と治療効果の 3×2 分割表 

 

著効

非著効

AA Aa aa 合計

S

Rr0 r1 r2

s0 s1 s2

 

 

 

 

表 2.4 SNP 対立遺伝子数と治療効果の 2×2 分割表 

 

著効

非著効

A 合計

2S

2RRA

a

SA

Ra

Sa

RA= 2r0+r1,  Ra= r1+2r2
SA = 2s0+s1,  Sa = s1+2s2

 

 

 

 

つぎに、帰無仮説から期待される著効群および非著効群における SNP 対立遺伝子数の期

待度数を算出した。表 2.4 の 2×2 分割表より、A 対立遺伝子の頻度は(RA+SA)/(2R+2S)、著

効群の頻度は 2R/(2R+2S)であり、SNP 対立遺伝子頻度と治療効果が独立の場合（関連がな

い場合）、著効群での A 対立遺伝子頻度はそれぞれの頻度の積となる。SNP 対立遺伝子の

合計が(2R+2S)の場合、著効群での A 対立遺伝子の期待度数は(RA+SA)/(2R+2S)、2R/(2R+2S)

および(2R+2S) の積となる。各群の SNP 対立遺伝子の期待度数は表 2.5 となる。 

 

表 2.5 SNP 対立遺伝子数の期待度数 

著効

非著効

A 合計

2R
(RA+ SA)R

a

(R+S)

(RA+ SA)S
(R+S) 2S

(Ra+ Sa)R
(R+S)

(Ra+ Sa)S
(R+S)

 

 

 

 

 

 

式 2.7 により、2×2 分割表の各セルでの SNP 対立遺伝子数の期待度数と観測度数の偏りを

算出して、全セルについて合計すると Pearson のχ2 統計量が算出される。Oi および Eiは各

セルの SNP 対立遺伝子数の観測度数（表 2.4）および期待度数（表 2.5）であり、i は 4 つ

のセルのそれぞれについて計算して合計すると（k=4）、χ2 統計量は式 2.9 となる。多重検

定の補正としてBonferroni法を適用した補正後 P値<0.05の場合に帰無仮説を棄却した (補
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正後 P 値 = 各 SNP の P 値×解析 tag SNP 数 116)。なお、2×2 分割表のいずれかのセルが

5 未満の場合は、Fisher の直接確率検定を行った。 

 

                                                  (2.9) (2R + 2S) (SA Ra – Sa RA)

(SA+ RA) (Sa+ Ra) (SA+ Sa) (RA+ Ra)

2

 

 

SNP と治療効果との関連の強さの指標としてオッズ比を式 2.10 より算出した。a 対立遺

伝子が著効群に高頻度（a 対立遺伝子は著効と関連する）の場合にオッズ比は 1 より大き

く、a 対立遺伝子が非著効に高頻度（a 対立遺伝子は非著効と関連する）の場合に 1 より小

さくなり、SNP と治療効果との関連が弱い場合は 1 に近い値となる。オッズ比の 95%信頼

区間は、woolf 法の式 2.11 より算出した。 

 

 

                                   (2.10) 

 

 

(2.11) 

                                                           

 

2.2.6 ケース・コントロール関連解析 (SNP 遺伝子型頻度モデル) 

ある SNP (A/a) の a 対立遺伝子が IFN 抵抗性となる対立遺伝子であり、A 対立遺伝子に

対して優性の場合、a 対立遺伝子のホモまたはヘテロ接合体は非著効群で高頻度になると

予想される。また、a 対立遺伝子が劣性の場合は a 対立遺伝子のホモ接合体が非著効群で

高頻度と予想される。そのため、著効群と非著効群間での SNP 遺伝子型頻度の違いをχ2

検定により評価して、SNP 遺伝子型と IFN 治療効果との関連の有無を検定した。 

IFN 抵抗性対立遺伝子 a の優性モデルでは、患者 SNP 遺伝子型 (AA, Aa, aa) と治療効果

の 3×2 分割表より(表 2.3)、Aa ヘテロ接合体を aa ホモ接合体と併合した 2×2 分割表を作

成した(表 2.6)。帰無仮説「著効群と非著効群において、IFN 抵抗性対立遺伝子 a を少なく

とも 1 つもつ患者の頻度には差がない」を検定するため、2.2.5 項と同様の方法でχ2 検定

およびオッズ比を算出した。 

 

表 2.6 a 対立遺伝子優性モデルでの 2×2 分割表 

 

 

 

  

著効

非著効

AA 合計

S

RRA

Aa+aa

SA

Ra

Sa
RA= r0,  Ra= r1+r2
SA = s0,  Sa = s1+s2

χ2  =

Ra RA

Sa SA
オッズ比 =

オッズ比の
95%信頼区間

オッズ比 1.96≦ ≦

オッズ比

1.96×
1 
RA
＋

1 
Ra
＋

1 
SA

1 
S＋

a

× ×
1 
RA
＋

1 
Ra
＋

1 
SA

1 
Sa

＋
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IFN 抵抗性対立遺伝子 a の劣性モデルでは、患者 SNP 遺伝子型 (AA, Aa, aa) と治療効果の

3×2 分割表より(表 2.3)、Aa ヘテロ接合体を AA ホモ接合体と併合した 2×2 分割表を作成

した(表 2.7)。帰無仮説「著効群と非著効群において、IFN 抵抗性対立遺伝子 a を 2 つもつ

患者の頻度には差がない」を検定するため、2.2.5 項と同様の方法でχ2 検定およびオッズ

比を算出した。 

 

表 2.7 a 対立遺伝子劣性モデルでの 2×2 分割表 

 

著効

非著効

AA+Aa 合計

S

RRA

aa

SA

Ra

Sa
RA= r0+r1,  Ra= r2
SA = s0+s1,  Sa = s2

 

 

 

 

2.2.7 ケース・コントロール関連解析 (SNP 対立遺伝子の相加モデル) 

ある SNP (A/a) の a 対立遺伝子が IFN 抵抗性となる対立遺伝子の場合、SNP 遺伝子型 

(AA, Aa, aa) において、IFN 抵抗性対立遺伝子 a の増加にともなって非著効となる頻度が増

加する傾向について、Cochran-Armitage trend 検定により評価した (45)。Cochran-Armitage 

trend 検定では、帰無仮説を「著効群と非著効群において、IFN 抵抗性対立遺伝子 a の個数

が 0、1、2 個である患者の頻度には差がない」として、その対立仮説「非著効群において、

IFN 抵抗性対立遺伝子 a の個数が 0、1、2 個である患者の頻度は直線的に増加する」の確

からしさを検定した。 

患者の SNP 遺伝子型 (AA, Aa, aa) と治療効果の 3×2 分割表より(表 2.8)、trendχ2統計

量を式 2.12 より算出した。自由度 1 のχ2 分布表より P 値を求め、多重検定の補正として

Bonferroni 法を適用した補正後 P 値<0.05 の場合に帰無仮説を棄却した (補正後 P 値 = 各

SNP の P 値×解析 tag SNP 数 116)。 

 

 

表 2.8 患者 SNP 遺伝子型と治療効果の 3×2 分割表 

 

著効

非著効

AA Aa aa 合計

r0

S

R

合計 Nn0 n1 n2

r1 r2

s0 s1 s2

 

 

 

 

 

 

trend χ2 =                                             (2.12) 
N{N(r1+2r2)-R(n1+2n2)}2

R(N-R){N(n1+4n2)-(n1+2n2)2}
 

 - 25 -



IFN 抵抗性対立遺伝子 a が 1 つ増加した場合のオッズ比 (AA vs. Aa) は、AA ホモ接合体と

Aa ヘテロ接合体の 2×2 分割表より(表 2.9)、2.2.5 項と同様に求めた。 

 

表 2.9 患者 SNP 遺伝子型（AA, Aa）と治療効果の 2×2 分割表 

 

著効

非著効

AA

RA

Aa

SA

Ra

Sa
RA= r0,  Ra= r1
SA = s0,  Sa = s1

 

 

 

 

IFN 抵抗性対立遺伝子 a が 2 つ増加した場合のオッズ比 (AA vs. aa) は、AA ホモ接合体と

aa ホモ接合体の 2×2 分割表より(表 2.10)、2.2.5 項と同様に求めた。 

 

表 2.10 患者 SNP 遺伝子型（AA, aa）と治療効果の 2×2 分割表 

 

著効

非著効

AA

RA

aa

SA

Ra

Sa

RA= r0,  Ra= r2
SA = s0,  Sa = s2

 

 

 

 

2.2.8 ケース・コントロール関連解析（ハプロタイプ頻度モデル）  

遺伝子領域中の tag SNP で構成されるハプロタイプについて、あるハプロタイプが IFN

抵抗性ハプロタイプの場合、そのハプロタイプは非著効群に高頻度に出現すると予想され

る。そのため、著効群と非著効群間でのハプロタイプ頻度の違いをχ2 検定により評価した。 

連鎖する 2 SNP について、片方がホモ接合型である場合には SNP 遺伝子型からハプロタ

イプが特定される（図 2.8-A）。一方、2 SNP の遺伝子型が互いにヘテロ接合型の場合には

SNP 遺伝子型からハプロタイプは特定されない（図 2.8-B）。そのため、集団内の SNP 遺伝

子型データから集団内のハプロタイプ頻度を推定する EM アルゴリズムが開発され、

Haploview software にて利用可能である(41)。 

 

 

 

 

 

 

 

SNP1 SNP2
A B

SNP1 SNP2
A bA bまたは

遺伝子型 ハプロタイプ

Aa Bb

SNP1 SNP2

a ba b a Ba B
×

A B
SNP1 SNP2

AA       Bb

SNP1 SNP2

A b

A

B

 図2.8 SNP遺伝子型とハプロタイプ

 連鎖するSNP (A/a)とSNP (B/b)のSNP遺伝子型について、片方のみヘテロ接合型の場合
(A)および互いにヘテロ接合型の場合(B)を示す。
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ある遺伝子領域中の n 個の tag SNP について、各患者の SNP 遺伝子型と治療効果を

Haploview software へ入力すると、m 種類のハプロタイプが推定され、治療効果との m×2

分割表が作成される(表 2.11)。ハプロタイプ 1 についてχ2統計量を算出する場合、ハプロ

タイプ 1 とその他ハプロタイプに集計した 2×2 分割表が作成される(表 2.12)。 

 

 

表 2.11 m 種類のハプロタイプと治療効果との m×2 分割表 

著効

非著効

ハプロタイプ1 合計

r1

2S

2R

ハプロタイプ2 ・・・ハプロタイプm

s1

r2

s2

rm

sm

・・・

・・・
R = 著効患者数

S = 非著効患者数

 

 

 

 

 

 

表 2.12 ハプロタイプ 1 についての 2×2 分割表 

 

著効

非著効

ハプロタイプ1 合計

2S

2R

その他ハプロタイプ

RA= r
SA = s

RA

SA

Ra

Sa
1,  Ra= 2R-r1

1,  Sa = 2S-s1

 

 

 

 

 

帰無仮説「著効群と非著効群でのハプロタイプ頻度には差がない」を検定するため、表

2.12 より 2.2.5 項と同様の方法でχ2 統計量が算出される。同様に、m 種類のハプロタイプ

それぞれについて、2×2 分割表が作成されてχ2統計量が算出される。 

各ハプロタイプのχ2 統計量より、Haploview software を用いて並べ替え検定（permutation 

test）の P 値を算出した。並べ替え検定では、帰無仮説「著効群と非著効群でのハプロタイ

プ頻度は差がない」に従って、治療効果の区別なしに患者を著効群と非著効群に再割付を

n 回繰り返す（図 2.9）。各回の再割付において、m 種類のハプロタイプそれぞれについて

2×2 分割表が作成され、算出される m 種類のχ2 統計量のうち最も値の大きい値を各回の

再割付の代表χ2
n 値とする（図 2.9）。n 回の再割付において得られた n 個のχ2

n 値において

（図 2.10）、実際の著効・非著効群の患者割付から算出されたχ2 観測値より大きなχ2
n 値

の割合を算出する式 2.13 より P 値を決定する。本研究では 10,000 回の再割付を行い、5%

有意水準で帰無仮説を棄却した。 
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著効群 非著効群

丸 ；著効患者

四角；非著効患者

白；非著効リスク因子なし

黒；非著効リスク因子あり

χ2値算出

患者のランダム割付

著効群 非著効群

1 2

3 4

56

34

5 6

1211 22

33 44

5566

3344

55 66

1122

χ2
1値

1 2

3 4

5 6

1 2

3 4
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χ2
2値 χ2

n-1値・・・・・・

・・・・・・

・・・・・・

著効群 非著効群

χ2
n値

1 2

3 4

5 6

1 2

3 4

5 6

1 2

3 4
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3 4
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図 2.9 並べ替え検定の再割付の概要 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2.10 n 回の再割付により得られる n 個のχ2
n値の度数分布の例 

 横軸にχ2
n値、縦軸に各χ2

n値となる再割付の回数（度数）を示す。

 

 

     並べ替え検定 P 値 =                                           (2.13) χ2
n値 >χ2観測値となる再割付の回数

再割付の回数 

 

2.2.9 集団階層化の補正  

ケース・コントロール関連解析では、IFN 著効群と非著効群において治療効果と関連の

ない SNP 頻度は等しいと仮定する。しかし、母集団中に遺伝的に異なる分集団構造がある

場合（集団階層化）、著効群および非著効群において治療効果と関連のない SNP 頻度を等

しくすることは困難な場合が多い。図 2.11 の例では、著効群における分集団 1 からの割合

(f)が、非著効群における分集団 1 からの割合(g)よりも大きく、治療効果と関連のない遺伝
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的背景に偏りが生じる。このような 2 群間でケース・コントロール関連解析を行うと、2

群間の遺伝的背景の偏りに関連する SNP を、治療効果に関連する SNP として検出する偽

陽性の可能性が高くなることが知られている。 

 

 
分集団1 分集団2

著効群

非著効群

f

g

患者登録

慢性C型
肝炎患者

慢性C型
肝炎患者

非著効患者

著効患者

非著効患者

著効患者

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2.11 集団階層化による 2 群間の遺伝的背景の偏り 

 母集団中に

の割合fが、

遺伝的に異なる分集団1、分集団2が存在する例を示す。著効群における分集団1からの患者

非著効群における割合gよりも大きい。この場合、2群間で遺伝的背景に偏りが生じる。 

 

集団階層化の補正は、Freedman らの報告の Genomic Control 法により行った (46)。治療

効果に関連のない SNP のケース・コントロール関連解析から得られるχ2 統計量の分布は、

集団階層化がないと仮定した場合には自由度 1 のχ2 分布に従うが、集団階層化の影響が存

在する場合はχ2 統計量の分散が大きくなること (variance inflation) が知られている。

Genomic Control 法では、集団階層化による variance inflation の影響を補正する variance 

inflation factorλを尤度に基づく推定手法を用いて算出する (46)。variance inflation factorλ

は式 2.14 より算出した。N 個の SNP のうち j 番目の SNP から得られた観測統計量（χ2 値）

を cj、χ2 分布の確率密度関数を f とすると、λに対して尤度 L が表され、最大の尤度 L

を与えるλを求める。 

 

              (2.14) 

 

variance inflation factorλによるχ2 統計量の補正は式 2.15 で算出した。補正後χ2 値から

自由度 1 のχ2 分布表を用いて、ケース・コントロール関連解析の補正後 P 値を求めた。 

 

補正後χ2 値 =χ2 値/ variance inflation factorλ         (2.15) 
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2.2.10 多変量 Logistic 回帰分析 

 SNP と IFN 治療効果との関連を評価する際、治療効果と関連する SNP 以外の因子（交

絡因子）の影響で、SNP と治療効果との真の関連が歪められる可能性が考えられる。そこ

で、交絡因子の影響を除外して SNP と治療効果との関連を評価するため、多変量 Logistic

回帰分析を変数強制投入法により行った。変数強制投入法では、治療前血中 HCV RNA 量 

(低 vs.高)、患者年齢 (加齢 1 歳あたり)、性別 (男性 vs.女性) および肝線維化段階 (F0-1 vs. 

F2-4) を説明変数に用い、全ての説明変数を強制的に Logistic 回帰式に取り込み、それら因

子の影響を調整した。SNP は、1 SNP ずつ説明変数に加え、SNP ごとに評価した。 

IFN 治療効果に独立して関連する因子を検討するため、ステップワイズ変数増加法によ

り多変量 Logistic 回帰分析を行った。ステップワイズ変数増加法では、治療効果と関連す

る有意な説明変数をLogistic回帰式に取り込み、取り込みの可否は5%有意水準で判定した。

類似の作用を示す説明変数の一方は除外されるため、回帰係数の推定精度が低下する多重

共線性を回避することが可能となる。用いた説明変数は変数強制投入法と同様であり、治

療効果と関連することが同定された SNP を同時に説明変数に加えて解析した。解析ソフト

には StatFlex 5.0 software package (Artec 社) を用いた。 
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2.3 結果   

 

2.3.1 tag SNP の選定  

I 型 IFN シグナル伝達に関与する 13 遺伝子から tag SNP として 116 SNP を選定した (表

2.14)。HapMap data base から抽出した各遺伝子領域中の SNP について、連鎖不平衡係数

r2>0.8 以上の強い連鎖不平衡の関係にある SNP 群を、連鎖不平衡 bin としてグループ化し

た。その結果、各遺伝子の連鎖不平衡 bin の数は、IFNAR1 は 3、IFNAR2 は 6、JAK1 は 8、

Tyrosine kinase 2 は 3、STAT1 は 23、STAT2 は 1、IFN regulatory factor 9 は 5、Rac1 は 7、

MAPKK3 は 5、MAPKK6 は 35、p38 MAP kinase は 10、MAPKAPK2 は 6 および MAPKAPK3

は 4 となり、各連鎖不平衡 bin を代表する SNP を tag SNP とした (表 2.14)。 

 

2.3.2 tag SNP 遺伝子型の判定 

全 116 tag SNP の遺伝子型の判定を、慢性 C 型肝炎患者の IFN 治療著効 468 名および非

著効 587 名のゲノム DNA を用いて行った (全患者の遺伝子型データは Gastroenterology 

2009;136(5):1796-1805 の supplemental data として公開)。遺伝子型判定の成功確率は、全 116 

tag SNP で平均 99.4%であり、残り 0.6%の遺伝子型が不明な結果は集計から除外した。 

つぎに、集計した全 116 tag SNP の遺伝子型データについて、Hardy-Weinberg 平衡への適

合度をχ2 検定により評価した。Hardy-Weinberg 平衡に適合しない場合には、(1) SNP 遺伝

子型判定の正確性が低いための SNP 遺伝子型頻度の偏り、(2) サンプリングバイアスや集

団階層化による SNP 遺伝子型頻度の偏り、などによりケース・コントロール関連解析にお

いて偽陽性の可能性が高くなることが知られている。しかし検定の結果、全 116 tag SNP に

ついて Hardy-Weinberg 平衡からの有意な逸脱は認められなかった（図 2.12）。 

以上より、全 116 tag SNP の遺伝子型判定の正確性は高く、ケース・コントロール関連

解析に用いるのに十分な遺伝子型データの質であることが示された。 

 

2.3.3 ケース・コントロール関連解析（SNP 対立遺伝子頻度モデル）  

全 116 tag SNP の SNP 対立遺伝子頻度と IFN 治療効果との関連について、全 HCV 感染

患者において解析した (図 2.13-A)。また、IFN 治療効果が低い HCV 遺伝子型 1b 感染患者

のみに層別化して同様に解析した (図 2.13-B)。その結果、 HCV 遺伝子型 1b 感染患者に

おいて、治療効果と関連する 2 つの tag SNP を見出した (図 2.13-B, 表 2.15)。これら 2 SNP

は MAPKAPK3 の第 2 イントロンに位置する SNP rs3792323 (A>T) および rs616589 (G>A)

であり、Bonferroni 法による多重検定の補正後 P 値<0.05 の有意水準を満たすことを確認し

た (補正後 P 値 = SNP の P 値×解析 tag SNP 数 116)。これら 2 つの tag SNP 間の連鎖不平

衡係数 r2 は、HapMap data base の日本人 45 名のデータでは 0.79 であったため、異なる連

鎖不平衡 bin に分類された。一方、本研究の日本人 1055 名では 2 つの tag SNP 間の連鎖不

平衡係数 r2は 0.82であった。この結果より、IFN治療効果と関連する 2つの tag SNPは r2>0.8
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以上の強い連鎖不平衡の関係にあることが示された。 

tag SNP rs3792323 (A>T) の対立遺伝子頻度と治療効果との関連について、HCV 遺伝子型

1b 感染患者において解析した結果を示す (表 2.15-A)。χ2検定の結果、著効群および非著

効群の 2 群間において、SNP 対立遺伝子頻度に有意な差が認められた (P 値 0.000052、オ

ッズ比 0.57)。オッズ比 0.57 より、T 対立遺伝子をもつ場合は A 対立遺伝子をもつ場合と

比較して著効となる可能性は 0.57 倍 (非著効となる可能性が 1.75 倍) と示された。従って、

tag SNP rs3792323 (A>T) の低頻度対立遺伝子 T は、IFN 抵抗性対立遺伝子と示された。同

様に、tag SNP rs616589 (G>A) においても、低頻度対立遺伝子 A は、IFN 抵抗性対立遺伝

子と示された (表 2.15-A, P 値 0.000056、オッズ比 0.57)。低頻度対立遺伝子 A をもつ場合

は対立遺伝子 G をもつ場合と比較して著効となる可能性が 0.59 倍と示された。 

以上の結果より、MAPKAPK3 遺伝子領域の tag SNP rs3792323 (A>T) および rs616589 

(G>A)は HCV 遺伝子型 1b 感染患者の IFN 治療効果と関連し、2 つの tag SNP の低頻度対立

遺伝子は IFN 抵抗性対立遺伝子であることが示された。また本研究の患者集団では、2 SNP

は r2>0.8 以上の強い連鎖不平衡の関係にあることが示された。残り 114 tag SNP では、補正

後 P 値<0.05 の有意水準を満たす SNP は認められなかった。 

 

2.3.4 ケース・コントロール関連解析（SNP 遺伝子型頻度モデル） 

tag SNP rs3792323 (A>T) の SNP 遺伝子型頻度と治療効果との関連について、HCV 遺伝

子型 1b 感染患者において解析した。その結果、2.3.3 項より IFN 抵抗性対立遺伝子と示さ

れた低頻度対立遺伝子 T の優性モデルにおいて治療効果との強い関連が認められた (表

2.15-B, P 値 0.00019、オッズ比 0.53)。オッズ比 0.53 より、対立遺伝子 T をもつ場合は対立

遺伝子 A をもつ場合と比較して IFN 治療効果が低く、著効となる可能性が 0.53 倍 (非著効

となる可能性が 1.89 倍) と示された。同様に、tag SNP rs616589 (G>A) においても、IFN

抵抗性対立遺伝子と示された低頻度対立遺伝子Aの優性モデルにおいて治療効果との強い

関連が認められた（表 2.15-B, P 値 0.00023、オッズ比 0.53)。2 つの tag SNP ともに、Bonferroni

法による多重検定の補正後 P 値 (SNP の P 値×解析 tag SNP 数 116) において有意と判定さ

れた。一方、2 SNP ともに低頻度対立遺伝子の劣性モデルでは、有意な差は認められなか

った (補正後 P 値>0.05, data not shown)。 

以上より、tag SNP rs3792323 (A>T) および rs616589 (G>A) において、低頻度対立遺伝子

は高頻度対立遺伝子に対して優性の IFN抵抗性対立遺伝子であることが示された。残り114 

tag SNP での SNP 遺伝子型頻度モデルでは、有意な関連は認められなかった。 

 

2.3.5 ケース・コントロール関連解析（SNP 対立遺伝子の相加モデル）  

tag SNP rs3792323 (A>T) の遺伝子型 (AA, AT, TT) において、2.3.4 項で優性の IFN 抵抗

性対立遺伝子と示された対立遺伝子 T の増加に従って、相加的に非著効となる患者の頻度

が増加する傾向の有無について、Cochran-Armitage trend 検定により解析した。その結果、
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IFN 抵抗性対立遺伝子 T が加わるごとに IFN 治療効果が低くなる傾向が HCV 遺伝子型 1b

感染患者において示された (表 2.15-B, P 値 0.000046)。表 2.15-B の AA vs. AT では、AA ホ

モ接合体と比較して IFN 抵抗性対立遺伝子 T が 1 つ増加する AT ヘテロ接合体では、著効

となる可能性が 0.58 倍 (非著効となる可能性が 1.72 倍) と示された。さらに AA vs. TT で

は、AA ホモ接合体と比較して IFN 抵抗性対立遺伝子 T が 2 つ増加する TT ホモ接合体で

は、著効となる可能性が 0.3 倍 (非著効となる可能性が 3.3 倍) と示された。同様に、tag SNP 

rs616589 (G>A) においても、IFN 抵抗性対立遺伝子 A の増加にともない、相加的に非著効

となる患者の頻度が増加する傾向が示された(表 2.15-B, P 値 0.000048)。2 つの tag SNP と

もに、Bonferroni 法による多重検定の補正後 P 値(SNP の P 値×解析 tag SNP 数 116) にお

いて有意と判定された。 

以上より、tag SNP rs3792323 (A>T) および rs616589 (G>A) において、IFN 抵抗性対立遺

伝子の増加にともない、相加的に非著効となる患者の頻度が増加する傾向が示された。残

り 114 tag SNP では、SNP 対立遺伝子の相加モデルでは有意な差は認められなかった。 

 

2.3.6 ケース・コントロール関連解析（ハプロタイプ頻度モデル）  

MAPKAPK3 遺伝子領域の tag SNP で構成されるハプロタイプについて、ある特定のハプ

ロタイプが IFN 抵抗性ハプロタイプである場合、そのハプロタイプは非著効群に高頻度に

出現すると予想される。そのため、2.3.1 項で選定した MAPKAPK3 遺伝子領域の 4 つの tag 

SNP (rs3792323 A>T, rs3804628 G>A, rs616589 G>A, rs2040397 C>T) で構成されるハプロタ

イプと IFN 治療効果との関連について、HCV 遺伝子型 1b 感染患者において解析した。 

その結果、頻度 5%以上の 3 種類のハプロタイプ A-G-G-C、T-G-A-C および A-G-G-T が、

全ハプロタイプの 94.3%以上を占めると推定された。ハプロタイプ A-G-G-C が有意に著効

群に高頻度に認められ(P 値=0.03)、ハプロタイプ T-G-A-C が有意に非著効群に高頻度に認

められた(P 値=0.0001)。また、IFN 抵抗性対立遺伝子である tag SNP rs3792323 および

rs616589 の低頻度対立遺伝子（T および A）は、非著効群に高頻度のハプロタイプ TGAC

に認められ、それぞれ独立ではなく同じハプロタイプを構成して治療効果と関連すること

が示された。この結果は、tag SNP rs3792323 および rs616589 間の連鎖不平衡係数 r2=0.82

であり（2.3.3 項）、2 SNP が強い連鎖不平衡の関係にあることと矛盾しない結果であった。 

 

2.3.7 集団階層化の補正  

tag SNP rs3792323 および rs616589 は、IFN 抵抗性対立遺伝子の相加モデルにおいて最も

強い関連を示した (2.3.5 項)。本研究に用いた著効群および非著効群において集団階層化が

存在する場合、治療効果に関連のない SNP が偽陽性として検出される可能性が高くなる。

そこで Genomic Control 法を用いて、2.3.5 項の相加モデルにおける P 値から集団階層化の

影響を補正した。全 116 tag SNP について算出した trendχ2統計量を用いて、HCV 遺伝子

型 1b 感染患者における集団階層化を補正する variance inflation factorλを推定した結果、λ
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値は 1.1775であった。tag SNP rs3792323および rs616589の集団階層化補正後 P値は 0.00017

となり、さらに Bonferroni 法による多重検定の補正後 P 値(P 値×解析 tag SNP 数 116) にお

いても、有意と判定された（p<0.05）。 

以上より、集団階層化の影響を補正した場合においても、HCV 遺伝子型 1b 感染患者に

おける tag SNP rs3792323 および rs616589 と治療効果との関連は有意であり、集団階層化に

よる偽陽性である可能性は低いことが示された。 

 

2.3.8 多変量 Logistic 回帰分析  

SNP と IFN 治療効果との関連を評価する際、IFN 治療効果と関連する SNP 以外の因子は

交絡因子となりえる。そのため、変数強制投入法での多変量 Logistic 回帰分析により交絡

因子の影響を調整して、tag SNP rs3792323および rs616589と治療効果との関連を評価した。

その結果、tag SNP rs3792323 は交絡因子の影響を調整した後も、HCV 遺伝子型 1b 感染患

者の治療効果と関連することが示された (表 2.17-A, P値 0.0014, オッズ比 0.30, 95%信頼区

間 0.14-0.63)。tag SNP rs3792323 の IFN 抵抗性対立遺伝子 T をもつ場合は、A 対立遺伝子

をもつ場合と比較して治療非著効となる可能性が 0.3 倍 (治療著効となる可能性が 3.3 倍) 

であることが示された。IFN治療効果と他因子との関連は、HCV RNA量 (オッズ比 8.14) 、

肝繊維化 (オッズ比 1.64)、年齢 (オッズ比 0.97) および性別 (オッズ比 1.49) であった。同

様に、tag SNP rs616589 も交絡因子の影響を調整した後も、HCV 遺伝子型 1b 感染患者の治

療効果と関連することが示された (表 2.17-A, P 値 0.0012, オッズ比 0.31, 95%信頼区間

0.15-0.63)。 

つぎに、IFN 治療効果に独立して関連する因子を検討するため、ステップワイズ変数増

加法での多変量 Logistic 回帰分析を行った。説明変数には、tag SNP rs3792323 および

rs616589 を同時に加えて解析した。その結果、SNP rs3792323 は他の説明変数と独立して

IFN 治療効果に関連することが示された (表 2.17-B, P 値 0.0011, オッズ比 0.29, 95%信頼区

間 0.14 - 0.61)。一方、tag SNP rs616589 は他の説明変数と独立して治療効果と関連する因子

として選択されなかった。この結果は、治療効果との関連は tag SNP rs3792323 により代表

されることを示し、2 SNP が r2>0.8 の強い連鎖不平衡の関係にあること（2.3.3 項）に矛盾

しない結果であった。 

以上より、tag SNP rs3792323 および rs616589 と治療効果との関連は交絡因子の影響を調

整した後も HCV 遺伝子型 1b 感染患者の IFN 治療効果と有意に関連することが示された。

2 つの tag SNP と治療効果との関連は tag SNP rs3792323 により代表され、tag SNP rs3792323

の T 対立遺伝子は IFN 抵抗性となる危険因子であることが示された。 

 

2.3.9 MAPKAPK3 遺伝子領域のその他 SNP での関連解析 

MAPKAPK3 遺伝的多型と IFN 治療効果との関連は、2.3.8 項より tag SNP rs3792323 に代

表されることが示された。tag SNP rs3792323 は、r2>0.8 以上の強い連鎖不平衡を示す SNP

 - 34 -



群（連鎖不平衡 bin）を代表する tag SNP であるため、同一の連鎖不平衡 bin に含まれるそ

の他 SNP も同様に IFN 治療効果と関連すると考えられる。そこで、tag SNP rs3792323 と同

一の連鎖不平衡 bin に含まれる SNP について、HCV 遺伝子型 1b 感染患者における治療効

果との関連を SNP 対立遺伝子の相加モデルにより解析した。 

2.3.1 項の結果より、HapMap data base の日本人 45 名の遺伝子型データでは、MAPKAPK3

遺伝子領域から抽出した 24 SNP は 4 つの連鎖不平衡 bin にグループ分けされた。この際に、

Haploview softwareにより全SNP間で算出した連鎖不平衡係数 r2およびD’を図2.14に示し、

rs3792323 と各 SNP 間の r2 を表 2.19 にまとめた。tag SNP rs3792323 と r2>0.8 以上の強い連

鎖不平衡の関係にある 10 SNP は連鎖不平衡 bin 1 にグループ分けされた。それらは

MAPKAPK3 遺伝子の第 2 イントロンから 3’UTR に存在するため、広範囲に渡って強い連

鎖不平衡が保たれていることが示された。また D’を指標とした場合も同様に、大部分の

SNP 間で D’= 1 となり、広範囲に渡って強い連鎖不平衡の関係にあることが示された。tag 

SNP rs3792323 と r2>0.8 以上の強い連鎖不平衡の関係にある 7 SNP (rs616689, rs808148, 

rs745356, rs876105, rs876104, rs9879397, rs2170840)について、治療効果との関連を解析した。

その結果、いずれも rs3792323 と同程度の P 値を示した(図 2.14)。 

以上より、tag SNP rs3792323 と r2>0.8 の強い連鎖不平衡を示す他の SNP も同様に、IFN

治療効果と有意に関連することが示された。この結果より、tag SNP rs3792323 と r2>0.8 の

強い連鎖不平衡を示す遺伝的多型が、MAPKAPK3 遺伝子産物への質的または量的変化を

介して IFN 治療効果に影響を与える可能性が考えられた。 
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表 2.13 患者臨床背景 

著効群 非著効群 P値
患者数 468 587 -
年齢 (平均 ± 標準偏差) 54.6±11.8 55.9±10.3 0.1*
性別 0.002

男性 325 354
女性 143 233

HCV遺伝子型 <0.0001†
1a 3 3
1b 208 434
2a 209 101
2b 48 49

HCV RNA量 <0.0001‡
高 177 420
低 216 69

データなし 75 98
肝線維化 0.19§

F0 5 5
F1 213 254
F2 130 173
F3 24 43
F4 17 28

肝生検なし 79 84
 

* 著効群と非著効群の年齢は Mann-Whitney U-test により比較した (StatFlex 5.0 software package, Artec 社) 

†‡§ 著効群と非著効群のカテゴリーデータの比較はχ2検定により行った (Excel 2003, Microsoft 社)  

† HCV 遺伝子型 1b vs. non-1b, ‡ HCV RNA 量 高 vs. 低, § 肝繊維化 F0-1 vs. F2-4. 

低 HCV RNA 量： 100 KIU/mL 未満(Amplicor-monitor assay)、または 1.0 MEQ/mL 未満(branched-chain DNA 

assay) 
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表 2.14 I 型 IFN シグナル伝達に関与する 13 遺伝子から選択した 116 tag SNP 

Gene Symbol 抽出SNP数 tag SNP数 tag SNP ID

IFNAR1 24 3 rs2243594, rs2243600, rs2252930

IFNAR2 38 6 rs2252650, rs6517154, rs2073362, rs2248202,
rs10211925, rs2248412

JAK1 54 8 rs310209, rs3790541, rs310247, rs3790532, rs2254002,
rs3818753, rs17127024, rs2274948

Tyrosine kinase2 4 3 rs280523, rs280519, rs280496

STAT1 42 23

rs11885069, rs9789428, rs2280233, rs13395505,
rs12693589, rs2066805, rs1400657, rs3771300,
rs11677408, rs11887698, rs2030171, rs1467199,
rs10199181, rs2066802, rs16833155, rs2066799,
rs11693463, rs10208033, rs3755312, rs2280232,
rs13029532, rs7562024, rs1914408

STAT2 6 1 rs2066807

IFN regulatory factor 9 6 5 rs12432194, rs4981494, rs12432304, rs2277484,
rs2236350

RAC I 29 7 rs2303364, rs836483, rs6954996, rs7456834, rs702484,
rs2347339, rs768409

MAPKK3 20 5 rs2305871, rs9901404, rs12602109, rs3760201,
rs8074866

MAPKK6 118 35

rs2074028, rs2034100, rs817565, rs2251862,
rs2072073, rs2716213, rs12451722,　rs6501326,
rs2716225, rs8080760 rs12948059 rs2074027
rs2716222, rs4968857, rs756944 rs2715806,
rs8078890, rs2716191, rs2715812, rs11869073,
rs12945375 rs12939509 rs8082399, rs2716195
rs2716223, rs2715810, rs7213686, rs8067307,
rs4968859, rs9893349 rs17690015, rs2715834,
rs1548444, rs2715817, rs2715832

p38 MAP kinase 50 10
rs7761118, rs2145362, rs3752525 rs3730326,
rs7770710, rs16884694, rs13196204, rs3804453,
rs3804454, rs10807156

MAPKAPK2 29 6 rs4844550, rs10863784, rs12028997, rs4073250,
rs4072677, rs12060808

MAPKAPK3 24 4 rs616589, rs3792323, rs3804628, rs2040397

 
IFNAR, type I IFN receptor; JAK, Janus-activated kinase; STAT, signal transducer and activator of transcription; 

RAC, ras-related C3 botulinum toxin substrate; MAP, mitogen-activated protein; MAPKK, MAP kinase kinases; 

MAPKAPK, MAP kinase-activated protein kinase. 
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図 2.12 全 116 tag SNP の Hardy-Weinberg 平衡への適合度検定 

 縦軸はχ2検定のP値の常用対数の負値のため、縦軸の値が大きい程P値が小さいことを示す。横軸

の各番号は以下の遺伝子を示す。各遺伝子中のtag SNPは表2.14の順に示す。 1 (IFNAR1), 2 
(IFNAR2), 3 (JAK1), 4 (Tyrosine kinase 2), 5 (STAT1), 6 (STAT2), 7 (IFN regulatory factor 9), 8 (Rac I), 9 
(MAPKK3), 10 (MAPKK6), 11 (p38 MAP kinase), 12 (MAPKAPK2), 13 (MAPKAPK3)
(A) HCV全遺伝子型、(B) HCV遺伝子型1b
※1はHardy-Weinberg平衡への適合度の有意水準を示す
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図 2.13 全 116 tag SNP でのケース・コントロール関連解析（SNP 対立遺伝子頻度モデル） 

 縦軸はχ2検定のP値の常用対数の負値のため、縦軸の値が大きい程P値が小さいことを示す。横軸

の各番号は以下の遺伝子を示す。各遺伝子中のtag SNPは表2.14の順に示す。 1 (IFNAR1), 2 
(IFNAR2), 3 (JAK1), 4 (Tyrosine kinase 2), 5 (STAT1), 6 (STAT2), 7 (IFN regulatory factor 9), 8 (Rac I), 9 
(MAPKK3), 10 (MAPKK6), 11 (p38 MAP kinase), 12 (MAPKAPK2), 13 (MAPKAPK3)
(A) HCV全遺伝子型（著効患者468名, 非著効患者587名）
(B) HCV遺伝子型1b （著効患者208名, 非著効患者434名）
※1は116 SNPでのBonferoni補正後の有意水準を示す
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表 2.15 ケース・コントロール関連解析（HCV 遺伝子型 1b 感染患者） 

 

A SNP 対立遺伝子頻度モデル 

対立遺伝子 オッズ比

 1/2 1 2 (95%信頼区間)

著効 (n=208) 77.6 22.4

非著効 (n=434) 66.6 33.4

著効 (n=208) 73.6 26.4

非著効 (n=434) 62.2 37.8

0.57 (0.44-0.75)rs3792323 A/T

rs616589 G/A 0.000056 0.59  (0.45-0.76)

0.000052

SNP 治療効果
対立遺伝子頻度, %

P値

 

 

 

B SNP 対立遺伝子の優性モデルおよび相加モデル 

オッズ比
 (95%信頼区間)

 1/2 11 12 22 11 vs. 12, 22 11 VS. 12 11 VS. 22

著効 59.6 36.1 4.3

非著効 43.9 45.5 10.7

著効 53.4 40.4 6.3

非著効 38.0 48.4 13.7

0.58
(0.41-0.83)

0.30
(0.14-0.63)

0.000048 0.59
(0.42-0.84)

0.33
(0.17-0.62)

0.000046

rs616589 G/A 0.00023 0.53
(0.38-0.75)

rs3792323 A/T 0.00019 0.53
(0.38-0.74)

SNP

Cochran-Armitage 検定

P値

オッズ比

(95%信頼区間)

対立遺伝子
遺伝子型
頻度, %

対立遺伝子2の優性モデル

P値

治療
効果

  
V 遺伝子型 1b 感染患者：著効患者 208 名, 非著効患者 434 名 HC
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表 2.16 ケース・コントロール関連解析（ハプロタイプ頻度モデル） 

 

 

並べ替え検定 全体 著効群 非著効群 
χ2値 ハプロタイプ 

頻度, % 頻度, % 頻度, % P値 

A-G-G-C 43.6 49.0 41.0 7.227 0.0325 

T-G-A-C 30.0 22.4 33.6 17.052 0.0001 

A-G-G-T 20.6 22.2 19.8 0.972 0.7919 

 

ハプロタイプの SNP 対立遺伝子は rs3792323 (A>T), rs3804628 (G>A), rs616589 (G>A), 

rs2040397 (C>T) の順に示す。 
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表 2.17 多変量 Logistic 回帰分析 （変数強制投入法） 

 

A) tag SNP rs3792323 

 

HCV遺伝子型1b 
説明変数 

P値 95% 信頼区間 オッズ比

0.0014  0.30 0.14-0.63 rs3792323 (T対立遺伝子/ A対立遺伝子) 

性別 (男性/女性) 0.12 1.49 0.90-2.46 

年齢 (1歳ずつ加齢) 0.018  0.97  0.95-1.00 

肝繊維化 (F0-1/F2-4) 0.040 1.64  1.02-2.63 

HCV RNA量 (低/高) * <0.00001 8.14  4.97-13.33 

 

 

 

B) tag SNP rs616589  

 

HCV遺伝子型1b 
説明変数 

P値 95% 信頼区間 オッズ比

0.0012  0.31 0.15-0.63 rs616589 (A対立遺伝子/ G対立遺伝子) 

性別 (男性/女性) 0.096 1.53 0.93-2.53 

年齢 (1歳ずつ加齢) 0.015  0.97  0.95-0.99 

肝繊維化 (F0-1/F2-4) 0.030 1.68  1.05-2.69 

HCV RNA量 (低/高) * <0.00001 8.27  5.05-13.54 

 

低 HCV RNA 量： 100 KIU/mL 未満(Amplicor-monitor assay)、または 1.0 MEQ/mL 未満

(branched-chain DNA assay) 
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表 2.18 多変量 Logistic 回帰分析 （ステップワイズ変数増加法） 

 

 

HCV遺伝子型1b 
説明変数 

P値 95% 信頼区間 オッズ比

0.0011  0.29 0.14-0.61 rs3792323 (T対立遺伝子/ A対立遺伝子) 

年齢 (1歳ずつ加齢) 0.0096  0.97  0.95-0.99 

肝繊維化 (F0-1/F2-4) 0.035 1.66  1.04-2.66 

HCV RNA量 (低/高) * <0.00001 8.25  5.05-13.50 

 

 

低 HCV RNA 量： 100 KIU/mL 未満(Amplicor-monitor assay)、または 1.0 MEQ/mL 未満

(branched-chain DNA assay) 
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図 2.14 MAPKAPK3 遺伝子領域のその他 SNP での関連解析  

 (A) MAPKAPK3 遺伝的多型を代表する 4 つの tag SNP および tag SNP rs3792323 と同一の連鎖不平衡 bin

に含まれる 7 SNP について HCV 遺伝子型 1b 感染患者における IFN 治療効果との関連を解析した。縦軸

はχ2検定の P 値の常用対数の負値のため、縦軸の値が大きい程 P 値が小さいことを示す。(B) MAPKAPK3

エクソン・イントロン構造を示し、HapMap data base の日本人 45 名において MAPKAPK3 遺伝子領域で

5%以上の頻度を示す 24 SNP の位置を示す。(C) HapMap data base の日本人 45 名の遺伝子型データを用い

て、MAPKAPK3 遺伝子領域の 24 SNP について、全 2 SNP 間の連鎖不平衡係数 r2および D’を算出した結

果を示す。各 SNP 番号を示し、tag SNP rs3792323 を黒背景で示す。tag SNP rs3792323 を含む連鎖不平衡

bin の SNP は で示す。同様に、tag SNP rs616589 を含む連鎖不平衡 bin の SNP は で、tag SNP rs3804628

を含む連鎖不平衡 bin の SNP は で示す。tag SNP rs2040397 は・で示し、1 SNP のみを含む連鎖不平衡

bin となる。 の box は 0.8≦r2≦1 または D’=1 を示し、 の box は 0.2≦r2＜0.8 または D’≠1、□の box

は 0≦r2＜0.2 を示した。r2=1 および D’=1 以外の値は box 中に示した。※1; tag SNP rs3792323, ※2; tag SNP 

rs616589, ※3; tag SNP rs3804628, ※4; tag SNP rs2040397.  
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表 2.19 tag SNP rs3792323 と MAPKAPK3 遺伝子領域の SNP との連鎖不平衡係数 r2 

 

連鎖不平衡bin tag SNP 同一bin内の

SNP
rs3792323との

連鎖不平衡係数 r2
tag SNPとの

連鎖不平衡係数 r2 位置

bin 1 rs3792323 rs3792323  -  - intron2

rs616689 1 1 intron2

rs808148 1 1 intron3

rs6771348 1 1 intron5

rs745356 1 1 intron5

rs876105 1 1 intron8

rs876104 1 1 intron8

rs876103 1 1 intron8

rs9879397 1 1 exon11

rs2170840 1 1 exon11

bin 2 rs616589 rs616589 0.79  - intron2

rs3792325 0.71 0.908 intron2

rs813243 0.68 0.865 intron2

rs3792328 0.68 0.865 intron2

rs448028 0.68 0.865 intron2

rs9682401 0.68 0.865 intron5

rs375544 0.68 0.862 intron2

rs1385025 0.68 0.862 exon11

rs443436 0.67 0.859 intron2

rs396302 0.64 0.822 intron2

bin 3 rs2040397 rs2040397 0.073  - intron2

bin 4 rs3804628 rs3804628 0.036  - intron2

rs13096264 0.036 1 intron3

rs6791880 0.036 1 intron4

 
 

HapMap data base から抽出した MAPKAPK3 遺伝子領域の 24 SNP について、IFN 治療効果と関連する tag 

SNP rs3792323 との連鎖不平衡係数 r2を示す。 
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2.4 考察 

本章では、MAPKAPK3 遺伝子領域の tag SNP rs3792323 (A>T) および rs616589 (G>A) が

HCV 遺伝子型 1b 感染患者における慢性 C 型肝炎の IFN 治療効果と関連することを見出し

た(表 2.15, 表 2.16)。多変量 Logistic 回帰分析の結果、tag SNP rs3792323 の T 対立遺伝子を

もつ場合に非著効となる可能性が 3.4 倍高いことが示され (表 2.18)、tag SNP rs3792323 の

遺伝子型判定は IFN 治療効果の予測に有用と示唆された。 

MAPKAPK3 はマイトジェンおよびストレス刺激に応答する mitogen-activated protein 

kinase-activated protein kinase (MAPKAPK)として 1996 年に同定され（47,48）、ストレス耐性

や細胞分化などに関与することが示唆されている（49-51）。MAPKAPK3 はホモログである

MAPKAPK2 とアミノ酸配列で 75%の相同性を示し、両者は I 型 IFN 刺激時に p38 MAP キ

ナーゼにより活性化される (20)。MAPKAPK2 欠損マウスでは、I 型 IFN の抗ウイルス作

用が低下するため、MAPKAPK2 は I 型 IFN による抗ウイルス作用の誘導に重要と報告さ

れている(20)。一方、I 型 IFN の抗ウイルス作用における MAPKAPK3 の機能はこれまで明

らかにされていない。本章にて MAPKAPK3 の遺伝的多型と IFN 治療効果との関連が示さ

れたことは、MAPKAPK3 の新たな生理的機能の解明につながる糸口としても興味深い。 

MAPKAPK3 遺伝子の第 2 イントロンから 3’UTR までの広範囲において、tag SNP 

rs3792323 と r2>0.8 の強い連鎖不平衡を示す SNP が多数存在し、これら SNPも同程度に IFN

治療効果と関連することが示された (表 2.19, 図 2.14)。この結果、tag SNP rs3792323 と

r2>0.8 の強い連鎖不平衡の関係となる遺伝的多型が、MAPKAPK3 遺伝子産物への質的また

は量的変化を介して IFN 治療効果に影響を与える可能性が考えられた。関連解析の結果の

みでは機能的多型の特定は困難であるため、機能解析により MAPKAPK3 遺伝子の質的ま

たは量的変化の原因となる遺伝的多型を明らかにすることが必要である。また、原因変異

となる遺伝的多型は、これまで未知の遺伝的多型である可能性も考えられ、MAPKAPK3

遺伝子のコーディング領域や転写調節領域における新規の遺伝的多型の探索も重要と考え

られる。HapMap data base の日本人データでは、MAPKAPK3 遺伝子の転写開始点から 1.5 kb

までのプロモーター領域に頻度 5%以上の SNP が登録されていなかったが、登録されてい

る 1.5 kb より上流の SNP についても tag SNP rs3792323 と r2>0.8 および D’=1 の強い連鎖不

平衡を示した (data not shown)。そのため、MAPKAPK3 遺伝子のプロモーターから 3’UTR

まで広範囲に渡って、IFN 治療効果に影響を与える機能的多型が存在する可能性が考えら

れる。 

MAPKAPK3 遺伝子領域の tag SNP rs3792323 および rs616589 は、一般に難治性とされる

HCV 遺伝子型 1b 感染患者において IFN 治療効果と関連を示したが、治療効果の高い HCV

遺伝子型 1b 以外も含めた HCV 全遺伝子型感染患者では関連が認められなかった(図

2.13-A)。この原因は明らかでないが、osteopontin 遺伝子の SNP についても同様の報告があ

り、SNP と IFN 治療効果との関連は、難治性の HCV 遺伝子型 1b 感染患者において強く認

められ、HCV 遺伝子型 1b 以外の感染患者では関連が認められない（52）。現在までに、
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HCV 遺伝子型 1a、1b および 2a 由来の HCV RNA が自律複製する HCV replicon 細胞が樹立

されているため、これら細胞を用いて HCV 遺伝子型ごとに MAPKAPK3 遺伝的多型の影

響を比較することが可能である。MAPKAPK3 の遺伝的多型は質的または量的変化を介し

て IFN治療効果に影響する可能性が考えられるため、質的変化の場合は変異型MAPKAPK3

を、量的変化の場合は野生型 MAPKAPK3 を HCV replicon 細胞に一過性に過剰発現させ、

I 型 IFN の抗ウイルス作用への影響を比較することは興味深いと考えられる。IFN 治療効

果に対する MAPKAPK3 遺伝的多型の機能的意義も含め、今後のさらなる解析が必要であ

る。 

HCV 遺伝子型 1b 感染患者での IFN 治療効果は低く個人差も大きいため、治療効果予測

法の確立が臨床上の重要課題である。本研究の結果、MAPKAPK3 tag SNP rs3792323 の IFN

抵抗性対立遺伝子をもつ場合に、非著効となる可能性が 3.4 倍高いと予測されることが示

され、MAPKAPK3 tag SNP の遺伝子型判定が IFN 治療効果の予測に有用であることが示唆

された。今後、MAPKAPK3 tag SNP の遺伝子型判定による治療効果予測を臨床で用いるた

めには、独立した患者集団での再現性や予測方法の有用性の検証が必要と考えられる。ま

た近年、ポリエチレングリコール化 IFN-αと抗ウイルス剤リバビリンとの併用療法に高い

治療効果が報告されているが（1,4）、本研究にはリバビリン併用療法の患者は含まれてい

ない。そのため、今後これら患者での解析も重要と考えられる。HCV に対するリバビリン

の作用機序については、HCV RNA polymerase の阻害作用、HCV RNA への変異誘発作用、

T helper-1/ T helper-2 バ ラ ン ス の 調 節 に よ る 細 胞 性 免 疫 活 性 化 作 用 お よ び

inosine-monophosphate dehydrogenase (IMPDH) 阻害活性を介した HCV RNA 複製阻害作用

（細胞内 GTP 減少による HCV RNA 複製阻害）など様々示唆されている（53）。しかし、

リバビリンのみを患者に投与した場合、血中 HCV RNA 量は減少せず HCV は排除されな

い（54,55）。そのため、リバビリン併用療法においても I 型 IFN シグナル伝達経路を介し

た抗 HCV 作用の惹起は重要と考えられ、リバビリン併用療法においても、MAPKAPK3 遺

伝的多型は IFN 治療効果と関連する可能性は高いと予想される。 

本研究では、IFN シグナル伝達経路の 13 遺伝子から選択した 116 tag SNP を用いたケー

ス・コントロール関連解析を行った。しかし近年、全ゲノム上の約 50 万ヶ所の tag SNP を

用いて、全ゲノムレベルで網羅的にケース・コントロール関連解析を行う genome wide 

association study の手法が開発された。これにより、IFN との関連が明らかでない遺伝子を

含め、網羅的に IFN 治療効果との関連を解析することが可能となった。IFN シグナル伝達

経路は多様であり、その下流で誘導される遺伝子も多様であるため、今後は genome wide 

association study により、IFN 治療効果に関連する遺伝子上の tag SNP が多数同定されると

期待される。MAPKAPK3 遺伝的多型について、IFN 抵抗性対立遺伝子をもつ場合に非著

効となる可能性は 3.4 倍と予測されるが（表 2.18）、さらに異なる遺伝子上の tag SNP を加

えた予測により、臨床上より有用な精度の高い予測が可能になると考えられる。また、IFN

治療効果との関連が示された遺伝子は、IFN 治療において重要な生理的機能を担う可能性
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が高く、IFN治療効果を向上させる新しい糸口になると期待される。2009年9月にはgenome 

wide association study の手法により IFN 治療効果と関連する IFN-lambda 3 (IL-28B)の遺伝的

多型が報告された（56）。IFN 治療効果に影響を与える因子の同定は、ウイルス側因子や薬

剤因子に加えて患者側因子も進みつつある。今後 IFN 治療効果の個人差の解明が進めば、

患者個人に最適な治療を選択する個別化医療が可能になるものと期待される。 

これまでに、慢性 C 型肝炎患者 157 名を用いたケース・コントロール関連解析により、

IFNAR1 プロモーター領域の GT 繰返し数多型と IFN 治療効果との関連(P=0.008)が報告さ

れた（22）。一方、本研究では慢性 C 型肝炎患者 1055 名を用いたが、IFNAR1 tag SNP と

IFN 治療効果に関連は認められなかった。HapMap data base には GT 塩基繰り返し数多型は

登録されていないため、本研究で用いた tag SNP との連鎖不平衡係数は明らかでない。2

つの研究での異なる結果の原因を明らかにするためには、本研究に用いた患者の IFN 受容

体のプロモーター領域の GT 塩基繰り返し数をダイレクトシークエンス法により解析して、

治療効果との関連を解析することが必要と考えられる。 

以上より、本章では HCV 遺伝子型 1b 感染患者の IFN 治療効果と関連する MAPKAPK3

遺伝的多型を見出した。MAPKAPK3 遺伝的多型はその遺伝子産物への質的または量的変

化を介して IFN 治療効果に影響を与える可能性が考えられた。そのため次章では、慢性 C

型肝炎患者の IFN 治療効果に対する MAPKAPK3 遺伝的多型の機能的意義について解析し

た。 
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3.  IFN 感受性関連遺伝子 MAPKAPK3 の機能解析 
 
3.1 本研究の目的 

 

第 2 章の結果より、MAPKAPK3 遺伝的多型はその遺伝子産物への質的または量的変化

を介して IFN 治療効果に影響を与える可能性が考えられた。 

本章では、慢性 C 型肝炎患者の IFN 治療効果に対する MAPKAPK3 遺伝的多型の機能的

意義を検討した。その結果、MAPKAPK3 遺伝的多型によりその転写活性が変化すること、

MAPKAPK3 高発現により I 型 IFN シグナル伝達が抑制され、抗ウイルス作用が減弱され

ることを明らかにした。以下に得られた知見を報告する。 
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3.2 材料および方法 

3.2.1 MAPKAPK3 遺伝子のコーディング領域における新規 SNP の探索 

患者 48 名分のゲノム DNA を用いて MAPKAPK3 遺伝子のコーディング領域における

SNP を探索した。各患者のゲノム DNA を鋳型として MAPKAPK3 遺伝子の全てのコーデ

ィング領域を PCR 法により増幅後、飯田ら (57) および尾崎ら (39) の PCR 産物からのダ

イレクトシークエンス法を用いて SNP の有無を確認した。PCR 産物からのダイレクトシー

クエンス法による SNP 判定の例を図 3.1 に示す。 

TT接合体

TC接合体

CC接合体

↓ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3.1 PCR 産物からのダイレクトシークエンス法による SNP 検出の例 

 

3.2.2 培養細胞 

ヒト肝癌由来株 Huh7 細胞は RIKEN Cell Bank から購入して、10% (v/v) ウシ胎児血清、

100 U/mL penicillin および 100 μg/mL streptomycin を含む Dulbecco’s modified minimal 

essential medium を用いて 37℃5%CO2 存在下で培養した。ヒト急性 T 細胞白血病由来株

Jurkat 細胞は ATCC (American Type Culture Collection)から購入して、10% (v/v) ウシ胎児血

清、100 U/mL penicillin および 100 μg/mL streptomycin を含む RPMI Medium 1640 を用いて

37℃5%CO2 存在下で培養した。 

 

3.2.3 HCV replicon 細胞 

I 型 IFN の抗 HCV 作用を解析する in vitro モデルとして、HCV RNA が自律複製する HCV 

replicon 細胞を用いた（図 3.2)。HCV replicon 細胞では、HCV RNA ゲノム（図 3.2-A）の構

造蛋白遺伝子を neomycin 耐性遺伝子と encephalomyocarditis virus (EMCV)の internal 

ribosome entry site (IRES)に置換したサブゲノム HCV RNA（図 3.2-B）が自律複製して、I

型 IFN の抗 HCV 作用によりサブゲノム HCV RNA の増幅が抑制される。本研究では、HCV

遺伝子型 1b 感染患者において、MAPKAPK3 遺伝的多型と IFN 治療効果に関連が認められ

たため、HCV 遺伝子型 1b 由来の HCV RNA が自律複製する HCV-N replicon 細胞株を用い

た。HCV-N replicon 細胞株は Dr. Christoph Seeger (58)より供与され、10% (v/v) ウシ胎児血
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清、100 U/mL penicillin、100 μg/mL streptomycin および 400 μg/mL G418 を含む Dulbecco’s 

modified minimal essential medium を用いて 37℃5%CO2 存在下で培養した。 

 

 

A HCV RNA ゲノム 

 

NS5BC E1 E2 NS2 NS3 NS4A NS5ANS4Bp7

構造タンパク 非構造タンパク

5’UTR 3’
IRES

 
UTR 

 

B サブゲノム HCV RNA 

 

NS5Bネオマイシン
耐性遺伝子

NS3 NS4A NS5ANS4B

非構造タンパク

5’UTR 3’
IRES

EMCV
IRES 

 

 

C HCV replicon 細胞     サブゲノム HCV RNA を培養細胞に導入して、G418 により選択  

 

図 3.2 HCV replicon 細胞の概要 

UTR

C, core protein; E, envelope; NS, non structual protein; IRES, internal ribosome entoly site. 

 

3.2.4 ヒト末梢血単核球の調製 

理化学研究所遺伝子多型研究センター所属の健常人ボランティアより提供された血液よ

り、Ficoll 密度勾配遠心法を用いて末梢血単核球を調製した。抗凝固剤ヘパリンを含むシ

リンジで採血した血液を等量の生理食塩水で希釈した。50 mL 遠沈管に Ficoll 400 を含む血

球分離溶液 (和光純薬工業社) を 15 mL 加え、30 mL の希釈血液を静かに重層した。400×

g、20℃で 40 分遠心した後、中間層を新しい 15 mL 遠沈管に回収して、末梢血単核球を分

離した。10 mL 生理食塩水で 2 回洗浄後、ゲノム DNA の精製は、QIAamp DNA Mini kit 

(Qiagen 社) を用い、RNA の精製は 3.2.5 項の方法に従った。 

 

3.2.5 リアルタイム定量 PCR 法  

MAPKAPK3 mRNA の組織分布の解析には、クロンテック MTC Multiple Tissue cDNA 

Pannel Human I (cat. 636742)、Human II (cat. 636743) および Human Immune (cat. 636748) 

を用いた。培養細胞、ヒト末梢血単核球および肝生検試料からの RNA 精製は RNeasy Mini 

kit または RNeasy Micro kit (Qiagen 社) を用いた。RNase-Free DNase I (Qiagen 社) を用いて

DNA を分解した後に、SuperScript III Platimun Two-Step qRT-PCR kit (Invitrogen 社) を用い

て first strand cDNA を合成した。 

リアルタイム定量PCR法は、SYBR Green法またはTaqman probe法を用いた。SYBR Green
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法では、PCR 反応液として 1×Platinum SYBR Green qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen 社)、

200 nM each primer、50 nM ROX reference dye (Invitrogen 社)、および 5 µL first strand cDNA

を含む 20 µL の反応液を調製した。PCR 反応条件は 50℃2 分、95℃2 分、(95℃15 秒, 60℃

30 秒)×50 サイクルで行った。MAPKAPK3 (GenBank Accession No., NM_004635)、MxA 

(GenBank Accession No., NM_002462)、HCV RNA (GenBank Accession No., S62220)および

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH, GenBank Accession No., NM_002046) の

検出に用いたプライマーを以下に示す。 

 

MAPKAPK3  Forward, 5’-CCCTGGATCAACCAATCGAT-3’ 

Reverse, 5’- TGACTTCGTCCCAGTGGTCTT -3’ 

HCV RNA   Forward, 5’–CCGCTCAATGCCTGGAGAT-3’ 

Reverse, 5’–CTTTCGCGACCCAACACTACTC-3’ 

MxA       Forward, 5’-CCAGGTATACAGGGGTGCATT-3’ 

Reverse, 5’-CGTCTGGAGCATGAAGAACTG-3’ 

GAPDH    Forward, 5’-CCACATGGCCTCCAAGGA-3’ 

Reverse, 5’-CCCAGCAGTGAGGGTCTCTCT-3’ 

 

Taqman probe 法では、PCR 反応液として 1×Ex Taq buffer (Takara 社)、0.5 U Takara Ex Taq 

HS (Takara 社)、200 µM dNTPs、0.25 µL Taqman probe (Applied Biosystems 社)、50 nM ROX 

reference dye (Invitrogen 社)、および 4 µL first strand cDNA を含む 20 µL の反応液を調製し

た。PCR反応条件は 95℃1分、 (95℃15秒, 60℃1分)×50サイクルで行った。OAS1 (GenBank 

Accession No., NM_001032409.1)の検出に用いたプローブを以下に示す。 

 

OAS1     Assay ID Hs00242943_m1  

 

リアルタイム定量 PCR 法の標準曲線の作成には、各標的配列が挿入されたベクターの段

階希釈系列を用いた。各遺伝子の相対発現量は、GAPDH を内部標準として算出した。リ

アルタイム定量 PCR 法の反応および検出は Mx3000P Multiplex Quantitative PCR system 

(Stratagene 社) を用いた。 

 

3.2.6 allele specific transcript quantification 法（ASTQ 法） 

ASTQ 法とは、着目する SNP（A/a）についてヘテロ接合体の mRNA に含まれる A 対立

遺伝子および a 対立遺伝子に特異的な転写産物を定量する方法であり、大沢ら (59) およ

び神山ら (60) の方法に従った。同定した tag SNP rs3792323 (A>T) はイントロンに位置す

るため、スプライシングにより mRNA 上では検出できない。そのため、tag SNP rs3792323

と強い連鎖不平衡の関係にあり、mRNA 上で検出できる SNP を HapMap データおよび
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Haploview software を用いて検索した結果、MAPKAPK3 の 3’非翻訳領域の SNP rs1385025 

(A>G) がマーカーSNP として利用可能であった。tag SNP rs3792323 との連鎖不平衡係数は

D’=1 であり、2 SNP で構成されるハプロタイプは日本人集団内に 3 種類のみと推定された

（図 3.3）。tag SNP rs3792323 の A 対立遺伝子がマーカーSNP rs1385025 の A 対立遺伝子と

同一染色体上にあるハプロタイプ 1 (A-A)、同様にハプロタイプ 2 (T-G)およびハプロタイ

プ 3 (A-G)と推定される。tag SNP rs3792323 の遺伝子型が AT およびマーカーSNP rs 1385025

の遺伝子型が AG と 2 SNP ともヘテロ接合型である個人のハプロタイプは、ハプロタイプ

1 およびハプロタイプ 2 の 2 種類に特定される。 

 

 

A A

T G

tag SNP
rs3792323

(A>T)

マーカーSNP
rs1385025

(A>G)

A G

ハプロタイプ1

ハプロタイプ2

ハプロタイプ3

日本人集団での
推定頻度

62.5%

28.8%

8.8%

 

 

 

 

 

図 3.3 tag SNP rs3792323 およびマーカーSNP rs1385025 から推定されるハプロタイプ 

 Haploview softwareによる日本人集団での推定頻度も示す。

 

上記 2 SNP ともにヘテロ接合型のヒト試料として、健常人ボランティア 5 名の末梢血単

核球および慢性 C 型肝炎患者 5 名の肝生検試料を用いた。ゲノム DNA および cDNA を鋳

型として、マーカーSNP rs 1385025 (A>G)を含む領域を PCR 反応により増幅した。PCR 反

応には下に示すプライマーを用い、0.4 U KOD plus DNA polymerase (東洋紡ライフサイエン

ス社)、1 X KOD buffer、0.2 mM dNTPs、1.0 mM MgSO4、0.3 µM primer および template 2.0 µL

を含む 20 µL の反応液を調製した。反応条件は 98℃, 120 秒-(98℃, 10 秒- 60℃, 30 秒- 68℃, 

40 秒)×40 サイクルで行い、得られた PCR 産物を ASTQ 法の鋳型に用いた。 

 

Forward プライマー  5’-CCTGTGAATGCTGAGTGAGCGAGTA-3’ 

Reverse プライマー  5’-AGTCACCCTTTGGGTCGGGAATAGT-3’ 

 

ASTQ 反応では、マーカーSNP rs 1385025 (A>G) の A 対立遺伝子および G 対立遺伝子に

特異的 signal probe を含む probe mixture (Third Wave Technologies 社, Probe No. #136431) を

用い、鋳型 PCR 産物中に含まれる各対立遺伝子特異的な MAPKAPK3 遺伝子を Invader 法

により定量した。ASTQ 反応液として 1×signal buffer、1×FRET Mix (FRET22/FTRE7)、30 ng 

cleavase® enzyme、0.3 µL probe mixture (全試薬 Third Wave Technologies 社) および 2 ng PCR

産物を含む total 5 µL の反応液を調製した。ASTQ 反応条件は 95ºC 5 分- (63ºC 1 分)×40 サ

イクルで行い、マーカーSNP rs1385025 の A 対立遺伝子特異的 MAPKAPK3（ハプロタイプ
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1）を蛍光色素 VIC で、G 対立遺伝子特異的 MAPKAPK3（ハプロタイプ 2）を蛍光色素 FAM

で検出した（図 3.4）。ASTQ 反応および検出は、M×3000P Multiplex Quantitative PCR system

を用いた。 

 

C
flap 配列

（FAM用）
flap配列
(VIC用） T

A A

ハプロタイプ1

tag SNP
rs3792323

マーカーSNP
rs1385025

T G

ハプロタイプ2

tag SNP
rs3792323

マーカーSNP
rs1385025

N N
・・・・・・ ・・・・・・

 

 

 

 

 

 

図 3.4 各ハプロタイプを特異的に検出する signal probe 

 

ASTQ 反応の検量線には、ASTQ 反応の鋳型に用いたゲノム DNA 由来 PCR 産物の段階

希釈系列（公比 1.25）を用いた。各個人のゲノム DNA および cDNA 由来 PCR 産物におけ

るVICおよびFAM蛍光強度から、ハプロタイプ1およびハプロタイプ2特異的MAPKAPK3

の相対濃度を検量線から算出した後に、相対濃度比 (ハプロタイプ 2/ハプロタイプ 1) をグ

ラフにプロットした。5 名分のゲノム DNA および cDNA における相対濃度比 (ハプロタイ

プ 2/ハプロタイプ 1) の統計学的有意性については、unpaired t test により検定した (StatFlex 

5.0 software package)。 

 

3.2.7 MAPKAPK3 発現ベクター構築 

ヒト MAPKAPK3 の全長 cDNA を単離するため、MAPKAPK3 全長塩基配列 (GenBank 

Accession No., NM_004635) に対して、開始コドンを含む forward プライマーおよび終止コ

ドンを含む reverse プライマーを設計した。forward プライマーの 5’側にはサブクローニン

グのため CACC 配列を付加した。単離に用いたプライマーを以下に示す。 

 

forwardプライマー  5’- CACCATGGATGGTGAAACAGCAGAGG-3’ 

reverse プライマー   5’- CTACTGGTTGTTGCAGCCCTG-3’ 

 

PCR 反応液として、0.3 U KOD plus DNA polymerase (東洋紡ライフサイエンス社)、1 X 

KOD buffer、0.2 mM dNTPs、1.0 mM MgSO4、0.3 µM primer および 3.2.3 項のヒト肝臓 cDNA 

1.5 µL を含む 15 µL の反応液を調製し、反応条件は 94℃, 120 秒-(95℃, 15 秒- 59℃, 30 秒- 

68℃ , 90 秒 )×33 サイクルで行った。得られた PCR 産物はエントリーベクター

pENTER/D-TOPO (Invitrogen 社) の添付文書に従い TOPO 反応によりサブクローニングし

て、ABI 3700 sequencer (Applied Biosystems 社) により配列を確認した。Gateway LR Clonase 

Enzyme mix（Invitrogen 社)の添付文書に従い、エントリーベクターの attL site と哺乳類発
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現ベクターpEF-DEST51（Invitrogen 社）の attR site の組み換え反応により、ヒト MAPKAPK3

全長 cDNA を pEF-DEST51 へ挿入し、ABI 3700 sequencer により正しい読み枠であること

を確認した。 

 

3.2.8 ウェスタンブロッティング 

Huh7 細胞を 12 well plate に 13×104 cells/well で播種した 24 時間後に、Lipofectamine LTX 

(Invitrogen 社) を用いて 1000 ng の MAPKAPK3 発現ベクター (pEF-DEST51/MAPKAPK3) 

を導入した。遺伝子導入の 48 時間後に氷冷した phosphate-buffered saline で洗浄して、200 

ul/well の lysis buffer (1% Nonidet P-40, 0.15 M NaCl, 10 mM EDTA, 1 mg/mL iodoacetamide, 1 

mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 20 mM Tris-HCl, pH7.5) を用いて 10 分間 on ice で可溶化

した。15,000 rpm 4℃で 5 分間遠心した上清を Laemmli の方法(61)に従って還元条件下

10-20%ポリアクリルアミドグラジエントゲルで SDD-PAGE を行った。セミドライ法によ

りゲルから PVDF 膜へタンパク質を転写した後に、blocking buffer (3% BSA, 0.1% Tween 20, 

0.5 M NaCl, 20 mM Tris-HCl, pH 7.4) により室温で 1 時間 blocking 反応を行った。その後、

blocking buffer で 1,000 倍希釈した抗 MAPKAPK3 抗体 H50 (Santa Cruz Biotecnology 社, cat. 

sc-28782) と室温で 2 時間反応させ、washing buffer (0.1% Tween 20, 0.5 M NaCl, 20 mM 

Tris-HCl, pH 7.4) で 10 分間 3 回の洗浄後に、blocking buffer で 20,000 倍希釈したペルオキ

シターゼ標識 2 次抗体と室温で 1 時間反応させた。その後、washing buffer で 10 分間 4 回

の洗浄後に、ECL 試薬 (GE ヘルスケアバイオサイエンス社) により膜上のバンドを検出し

た。β-actin の検出は、1 次抗体に 1,000 倍希釈の抗 beta actin 抗体 (Abcam 社, cat. ab8226)、

2 次抗体に 50,000 倍希釈のペルオキシターゼ標識 2 次抗体を用いて同様に行った。 

 

3.2.9 luciferase reporter assay 

ヒト肝癌由来細胞株 Huh7 細胞を 7×103 cells/well で 96 well plate に播種した 24 時間後、

FuGENE 6 transfection reagent (Roche Applied Science 社) を用いて 10 ng の ISRE 配列または

GAS 配列を含む firefly luciferase vector (pISRE-TA-Luc または pGAS-TA-Luc、BD biosciences

社) と 1 ng renilla luciferase vector (pRL-TK, Promega 社) を導入し、同時に 40 ng の

MAPKAPK3 発現ベクター (pEF-DEST51/MAPKAPK3)、mock ベクター (pEF-DEST51/mock) 

またはSOCS1 (suppressor of cytokine signaling 1) 発現ベクター (pEF-DEST51/ SOCS1) を導

入した。遺伝子導入の 24 時間後に IFN-αを添加して、さらに 24 時間培養後に

Dual-Luciferase Assay kit (Promega 社) を用いてルシフェラーゼ活性を測定した。firefly 

luciferase 活性は、renilla luciferase 活性によって導入効率の補正を行い、luciferase 相対活性

として示した。各 IFN-α添加濃度における luciferase 相対活性について、MAPKAPK3 発現

ベクター、mock ベクターおよび SOCS1 発現ベクターの 3 群間において分散分析として

Kruskal-Wallis test を行った後に、2 群間の差の検定のために Scheffe’s test を行った (StatFlex 

5.0 software package)。 
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3.2.10 HCV replicon 細胞への遺伝子導入、cell sorting、リアルタイム定量 PCR 

HCV replicon 細胞を 12 well plate に 13×104 cells/well で播種した 24 時間後に、

Lipofectamine LTX (Invitrogen 社) を用いて 300 ng の GFP 発現ベクターを導入し、同時に

700 ng の MAPKAPK3 発現ベクター (pEF-DEST51/MAPKAPK3) または mock ベクター 

(pEF-DEST51/mock) を導入した。遺伝子導入の 24 時間後に回収して、FACS Vantage フロ

ーサイトメトリー (Becton Dickinson 社) を用いて GFP 陽性細胞を分離して、96 well plate

に 3×104 cells/well で再播種した。24 時間培養後に IFN-αを添加し、さらに 24 時間培養後

に細胞を回収した。first strand cDNA の合成およびリアルタイム定量 PCR 法は、3.2.5 項に

記載の方法で行った。IFN-αの抗 HCV 作用は、IFN-α未刺激時の HCV RNA 量を基準とし

た各 IFN-α濃度での HCV RNA 量の比 (% of control) を指標に評価した。各 IFN-α刺激濃

度における 2 群間の有意差検定は student’s t-test により行った (Excel, Microsoft 社)。 
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3.3 結果 

3.3.1 MAPKAPK3 遺伝子のコーディング領域における SNP の探索 

MAPKAPK3 遺伝子の全てのコーディング領域において患者 48 名分のゲノム DNA の塩

基配列を解析して、アミノ酸置換・欠失などを伴う遺伝的多型の存在の有無を確認した。

その結果、48 名全ての患者においてアミノ酸置換または欠失などを伴う遺伝的多型は認め

られないことを確認した。この結果は、HapMap data base の日本人 45 名のデータでは、

MAPKAPK3遺伝子のコーディング領域において頻度1%以上のアミノ酸置換または欠失な

どを伴う SNP が認められない結果と一致した。 

これまでに、MAPKAPK3 スプライスバリアントの存在は確認されていないため、

MAPKAPK3 遺伝的多型はその遺伝子産物の量的変化を介して IFN 治療効果に影響を与え

る可能性が高いと考えられた。 

 

3.3.2 MAPKAPK3 組織分布 

MAPKAPK3 mRNA の組織分布をリアルタイム定量 PCR 法により検討した。その結果、

MAPKAPK3 mRNA は広範囲の組織において発現することを確認した(図 3.5)。心臓および

白血球に強い発現が確認され、HCV が慢性感染する肝臓においても発現が認められた。 

 

3.3.3 I 型 IFN 刺激による MAPKAPK3 発現変動 

I 型 IFN (IFN-α) 刺激による MAPKAPK3 発現変動をリアルタイム定量 PCR 法により検

討した。3.3.2 項より MAPKAPK3 は広範囲の組織で発現が確認されたため、IFN-αの作用

部位を想定して肝細胞および血液系細胞由来株における発現変動を解析した。ヒト肝癌由

来株 Huh7 細胞およびヒト急性 T 細胞白血病由来株 Jurkat 細胞の培養上清に IFN-αを終濃

度 1000 U/mL の濃度で添加して、2 時間、6 時間、12 時間、24 時間および 48 時間後の

MAPKAPK3 発現量を解析した。その結果、MAPKAPK3 の発現は IFN-α刺激に関わらず恒

常的に認められ、IFN-α刺激による発現量の変化は認められなかった (図 3.6)。 

 

3.3.4 ASTQ 法 

MAPKAPK3 遺伝子領域の tag SNP rs3792323 (A>T) の SNP 対立遺伝子の違いが、

MAPKAPK3 転写活性の違いと関連する可能性を ASTQ 法により検討した。ASTQ 法では、

tag SNP rs3792323 (A>T) およびマーカーSNP rs1385025 (A/G)で構成されるハプロタイプに

ついて、ハプロタイプ 1 (rs3792323A- rs1385025A)とハプロタイプ 2 (rs3792323T- 

rs1385025G)のヘテロ接合型のヒト試料を用いた。Invader 法により、ハプロタイプ 1 およ

びハプロタイプ 2 特異的 MAPKAPK3 を、それぞれ蛍光色素 VIC および FAM で検出した。 

ASTQ 法の検量線を図 3.7 に示す。鋳型相対濃度を横軸に、VIC（図 3.7-A）および FAM

（図 3.7-B）蛍光強度を縦軸にプロットした結果、相対濃度 10 から 1.7 の範囲において直

線的な検量線が作成された。r2 値は VIC で 0.98 および FAM で 0.99 であり、鋳型相対濃度
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と蛍光強度間に良好な相関が認められた。この結果より、各ハプロタイプ特異的

MAPKAPK3 を良好に定量可能であることが示された。 

健常人 5 名の末梢血単核球の結果を図 3.7-C に示す。tag SNP およびマーカーSNP 両方に

ついてヘテロ接合型の場合、2 倍体であるヒトゲノム DNA にはハプロタイプ 1 およびハプ

ロタイプ 2 の 2 種類が 1：1 で存在するため、ハプロタイプ 1 およびハプロタイプ 2 特異的

MAPKAPK3 の相対濃度比（ハプロタイプ 2/ハプロタイプ 1）は理論上 1.0 となる。5 名分

のゲノム DNA における相対濃度比の平均値は 1.03±0.14 と理論値 1.0 に近い値であった。

一方 cDNA においても、ハプロタイプ特異的 MAPKAPK3 の相対濃度比（ハプロタイプ 2/

ハプロタイプ 1）は、5 名分の平均値が 1.09±0.14 であり、ゲノム DNA との有意な差は認

められなかった。 

慢性 C 型肝炎患者 5 名の肝生検試料の結果を図 3.7-D に示す。ハプロタイプ特異的

MAPKAPK3 の相対濃度比（ハプロタイプ 2/ハプロタイプ 1）は、5 名分ゲノム DNA の平

均値は 1.16±0.15 に対して、5 名分 cDNA の平均値が 1.97± 0.37 であり、ゲノム DNA と

cDNA 間で有意な差が認められた（P=0.01）。この結果より、肝臓ではハプロタイプ 2 由来

の MAPKAPK3 転写活性がより高いことが示された。ハプロタイプ 2 は tag SNP rs3792323 

(A>T) の IFN 抵抗性対立遺伝子 T を含むため、T 対立遺伝子をもつ患者の肝臓では

MAPKAPK3 高発現が一つの原因となって、IFN 治療効果が低くなる可能性が考えられた。 

 

3.3.5 MAPKAPK3 一過性過剰発現の確認 

ヒト肝臓 cDNA を鋳型として、MAPKAPK3 遺伝子全長 cDNA を単離した。シークエン

スを確認した結果、MAPKAPK3 登録配列 (GenBank Accession No., NM_004635) と完全に

一致する配列であったため、哺乳類発現ベクターpEF-DEST51 に挿入して MAPKAPK3 発

現ベクターを構築した。MAPKAPK3 発現ベクターを Huh7 細胞に一過性に導入した 48 時

間後に、リアルタイム定量 PCR 法により MAPKAPK3 発現量を解析した結果、コントロー

ルベクター (pEF-DEST51/mock) を導入した場合と比較して、RNA レベルで 5,000 倍以上

の高発現が認められた (図 3.8)。また、ウェスタンブロッティングによりタンパクレベル

での MAPKAPK3 発現量を確認した結果、MAPKAPK3 発現ベクター導入により特異的な

バンドが検出され、コントロールベクター導入ではバンドは認められなかった(図 3.8)。 

以上より、MAPKAPK3 発現ベクターの導入により、RNA およびタンパクレベルにおい

て MAPKAPK3 の高発現が認められた。 

 

3.3.6 I 型 IFN シグナル伝達に対する MAPKAPK3 の抑制作用 

MAPKAPK3 の高発現が I 型 IFN シグナル伝達に与える影響を解析するため、I 型 IFN 

(IFN-α) 刺激による ISRE および GAS 配列からの luciferase 遺伝子の転写誘導を指標とし

た reporter gene assay を行った。MAPKAPK3 を一過性に高発現させた結果、陰性コントロ

ールの mock ベクターと比較して、ISRE 配列および GAS 配列からのルシフェラーゼの転
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写誘導が 5 U/mL、50 U/mL および 100 U/mL の IFN-α刺激において有意に抑制された（図

3.9）。陽性コントロールとして IFN-αシグナル伝達を抑制する SOCS1 を一過性に高発現さ

せた場合も同様に、mock ベクターと比較して有意に抑制された。 

以上の結果より、MAPKAPK3 の高発現により I 型 IFN シグナル伝達が抑制されること

が示された。 

 

3.3.7 I 型 IFN の抗 HCV 作用に対する MAPKAPK3 の抑制作用 

I型 IFN (IFN-α)の抗HCV作用に対するMAPKAPK3 高発現の影響を検討するため、HCV 

RNA が自律複製する HCV replicon 細胞へ MAPKAPK3 発現ベクターおよび GFP 発現ベク

ターを一過性に導入した。24 時間後に FACS Vantage フローサイトメトリーを用いて GFP

陽性細胞を分離した結果、GFP 陽性 HCV replicon 細胞は分離前の 33%から 99.5%まで濃縮

された(図 3.10)。分離後の HCV replicon 細胞を再播種して、IFN-αで 24 時間刺激後の HCV 

RNA 量および抗ウイルス遺伝子（OAS1 および MxA）の発現量をリアルタイム定量 PCR

法により解析した。 

MAPKAPK3 を一過性に高発現させた場合、陰性コントロールの mock ベクターと比較し

て、OAS1 遺伝子の転写誘導は IFN-α刺激濃度 5 U/mL、50 U/mL および 100 U/mL におい

て有意に抑制された (図 3.11-A)。同様に、MAPKAPK3 高発現により、MxA 遺伝子の転写

誘導も mock ベクターと比較して各 IFN-α刺激濃度において有意に抑制された(図 3.11-B)。

さらに MAPKAPK3 高発現により、mock ベクターと比較して、IFN-αの抗 HCV 作用は IFN-

α刺激濃度 5 U/mL、50 U/mL および 100 U/mL において有意に減弱された (図 3.11-C)。 

以上の結果より、MAPKAPK3 高発現により、I 型 IFN の抗ウイルス作用に重要な OAS1

遺伝子および MxA 遺伝子の発現が抑制され、I 型 IFN の抗 HCV 作用が減弱されることが

示された。 
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図 3.5 MAPKAPK3 mRNA の組織分布 

MAPKAPK3 mRNA の組織分布をリアルタイム定量 PCR 法にて解析した。MAPKAPK3 遺伝子発現量は、

内部標準遺伝子 GAPDH により補正した。 
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図 3.6 I 型 IFN 刺激による MAPKAPK3 遺伝子の発現誘導 

I 型 IFN (IFN-α) 刺激による MAPKAPK3 遺伝子の発現誘導をリアルタイム定量 PCR 法にて解析した。(A) 

ヒト肝癌由来細胞株 Huh7 細胞および (B) ヒト急性 T 細胞白血病株 Jurkat 細胞の培養上清に IFN-αを終

濃度 1000 U/mL の濃度で添加して、2 時間、6 時間、12 時間、24 時間および 48 時間後に細胞を回収した。

MAPKAPK3 遺伝子発現量は、内部標準遺伝子 GAPDH により補正した。 
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図 3.7 健常人末梢血単核球および慢性 C 型肝炎患者肝生検試料における ASTQ 法 

tag SNPrs3792323 (A/T)と連鎖不平衡となり MAPKAPK3 の 3’UTR に位置するマーカーSNP rs1385025 

(A/G) について、両 SNP ともヘテロ接合型の健常人および慢性 C 型肝炎患者について解析した。これら

各人の tag SNP rs3792323 とマーカーSNP rs1385025 で構成されるハプロタイプは、ハプロタイプ 1 (A-A) 

およびハプロタイプ 2 (T-G) の 2 種類となる。検量線作成のため、ゲノム DNA 由来 PCR 産物の公比 1.25

の段階希釈系列を用い、相対濃度 ( Relative concentration) を横軸に、VIC (A) および FAM (B) 蛍光強度

を縦軸にプロットして、r2値を算出した。5 名分の健常人末梢血単核球（C）および慢性 C 型肝炎患者肝

生検試料（D）において、ハプロタイプ 1 およびハプロタイプ 2 特異的 MAPKAPK3 の相対濃度比(ハプロ

タイプ 2/ハプロタイプ 1)をプロットした。各健常人および患者は、No.1 (●)、No.2 (○)、No.3 (▲)、No.4 

(△)および No.5 (□) により示す。統計学的有意性は unpaired t test により検定した。肝生検試料での有意

差は triplicate で 3 回繰り返し実験により再現性を確認した。  
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図 3.8 MAPKAPK3 発現ベクターによる一過性過剰発現の確認 

ヒト肝癌由来細胞株 Huh7 細胞に MAPKAPK3 発現ベクター (pEF-DEST51/MAPKAPK3) またはコントロ

ールベクター (pEF-DEST51/mock) を一過性に導入した 48 時間後に回収して、リアルタイム定量 PCR 法 

(A) およびウェスタンブロッティング法 (B) により、MAPKAPK3 発現量を解析した。内部標準として、

リアルタイム定量PCR法ではGAPDHにより発現量を補正した。ウェスタンブロッティング法ではβ-actin

の発現量を確認した。 
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図 3.9 I 型 IFN シグナル伝達に対する MAPKAPK3 の抑制作用の解析 

MAPKAPK3 の高発現が I 型 IFN シグナル伝達に与える影響を解析するため、I 型 IFN (IFN-α)刺激による

ISRE および GAS 配列からの luciferase 遺伝子の転写誘導を指標とした reporter gene assay を行った。ヒト

肝癌由来細胞株 Huh7 細胞に 10 ng の firefly luciferase vector pISRE-TA-Luc (A) または pGAS-TA-Luc (B) と

1 ng renilla luciferase vector pRL-TK を導入し、同時に 40 ng の MAPKAPK3 発現ベクター、陰性コントロー

ルとして mock ベクターまたは陽性コントロールとして SOCS1 (suppressor of cytokine signaling 1) 発現ベ

クターを導入した。遺伝子導入の 24 時間後に IFN-αを添加して、さらに 24 時間培養後に Dual-Luciferase 

Assay kit を用いてルシフェラーゼ活性を測定した。firefly luciferase 活性は renilla luciferase 活性によって

導入効率の補正を行い、縦軸にルシフェラーゼ相対活性として示した。統計学的検定は、Kruskal-Wallis test

により多群間の有意性を確認した後に、Scheffe’s test により 2 群間の有意性を検定した。各群 3 サンプル

ずつ解析 (triplicate) して、実験は 3 回繰り返し行った。データは平均値±標準偏差で示す。＊は各 IFN-

α濃度での陰性コントロールと比較した P 値が 0.05 未満であることを示す。 
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図 3.10 GFP 陽性 HCV replicon 細胞のソーティング 

HCV replicon 細 胞 に GFP 発 現 ベ ク タ ー を 導 入 し 、 同 時 に MAPKAPK3 発 現 ベ ク タ ー 

(pEF-DEST51/MAPKAPK3) または mock ベクター (pEF-DEST51/mock) を導入した。導入 24 時間後に回

収して、GFP 陽性細胞を FACS Vantage フローサイトメトリーを用いて分離した。HCV replicon 細胞 (A) お

よび GFP 発現ベクター導入 HCV replicon 細胞 (B) の蛍光強度より、GFP 陽性細胞として分離する範囲を

指定した (C)。分離後の HCV replicon 細胞における GFP 陽性率を示す(D)。 
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図 3.11 I 型 IFN の抗 HCV 作用に対する MAPKAPK3 の抑制作用の解析 

HCV RNA が自律複製する HCV replicon 細胞に GFP 発現ベクターを導入し、同時に MAPKAPK3 発現ベク

ター (pEF-DEST51/MAPKAPK3) または mock ベクター (pEF-DEST51/mock) を導入した。導入 24 時間後

に GFP 陽性細胞を FACS Vantage フローサイトメトリにより分離した後に、I 型 IFN (IFN-α) 刺激 24 時間

後の OAS1 遺伝子 (A)、MxA 遺伝子 (B)、および HCV RNA (C) の発現をリアルタイム定量 PCR 法にて

解析した。各遺伝子発現量は、内部標準遺伝子 GAPDH により補正した。図 C の縦軸は IFN-α未刺激時

の HCV RNA 量を基準として、各 IFN-α濃度での HCV RNA 量の比 (% of control) を示す。実験は 3 回繰

り返し行い、代表データを示す。各群 3 サンプルずつ解析して(triplicate)、データは平均値±標準偏差で

示す。＊は各 IFN-α濃度でのベクターコントロールと比較した P 値が 0.05 未満であることを示す 

(Student’s t-test)。 
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3.4 考察  

本章では、慢性 C 型肝炎患者の IFN 治療効果に対する MAPKAPK3 遺伝的多型の機能的

意義を検討した。その結果、tag SNP rs3792323 の IFN 抵抗性対立遺伝子 T において

MAPKAPK3 転写活性が高いこと（図 3.7）、MAPKAPK3 高発現により I 型 IFN シグナル伝

達が抑制され（図 3.9）、I 型 IFN の抗 HCV 作用が減弱されることを明らかにした（図 3.11）。 

ASTQ 法の結果、MAPKAPK3 遺伝的多型による転写活性への影響は、末梢血単核球で

は認められず、肝生検試料において認められた。その原因として、肝臓特異的発現に関与

する転写制御配列に遺伝的多型が存在することで、肝臓特異的に MAPKAPK3 転写活性が

変化する可能性が考えられた。そこで、MAPKAPK3 プロモーターの転写制御配列を

TFSEARCH (http://mbs.cbrc.jp/research/db/TFSEARCHJ.html) により検索した結果、転写予想

開始点の-821bp (GenBank Accession NT_022517.17, contig position 50593783) に肝臓特異的

発現に関与する転写因子 liver-enriched transcriptional activator protein (LAP) (62,63) の結合

配列の存在が予測された。肝臓は HCV が慢性感染する臓器であるため興味深い知見と考

えられたが、現時点では Hapmap data base および代表的な SNP data base である NCBI の

Entrez SNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=snp)には LAP 結合配列上に SNP は登

録されていない。今後、LAP 結合配列も含め MAPKAPK3 プロモーターの遺伝的多型を解

析して、MAPKAPK3 転写活性の違いの原因となる真の機能的な多型を同定することは重

要な課題である。また、イントロンや 3’UTR の遺伝的多型により mRNA 安定性や転写活

性が変化することも報告されているため、真の機能的多型の同定にはさらに広範囲な解析

の必要性も考えられる。 

Luciferase reporter assay の結果、MAPKAPK3 は I 型 IFN の抗ウイルス作用に重要な ISRE

および GAS 配列からの転写誘導を抑制することが示された（図 3.9）。I 型 IFN の抗ウイル

ス作用における MAPKAPK3 の機能はこれまで不明であったため、興味深い知見と考えら

れる。MAPKAPK3 のホモログである MAPKAPK2 は、IFN-αシグナル伝達の活性化に関与

することが報告され(20)、MAPKAPK3とMAPKAPK2 は相反する機能を担うと考えられる。

MAPKAPK2 を高発現させた luciferase reporter assay の予備検討では、IFN-αシグナル抑制

作用は認められないため(data not shown)、IFN-αシグナル抑制作用には MAPKAPK3 特異

的な下流分子が重要と考えられる。これまでに、IFN-α刺激で活性化される MAPKAPK3

特異的下流分子は不明であり、今後の解析が望まれる。 

p38 MAP キナーゼ経路は、ISRE および GAS 配列に結合する転写因子 ISGF3 および GAF

の形成・核移行には関与せず (14,16,20)、核移行後の転写活性を制御する可能性が高いと

考えられている (14)。核移行後の ISGF3 および GAF の転写活性化には転写共役因子との

相互作用が重要であり、相互作用する転写共役因子として E1A-binding protein (64)、cyclic 

AMP responsive element binding protein (CREB)-binding protein (65) および general control 

nondepressible 5 (66)など報告されている。p38 MAP キナーゼ経路の下流分子である

MAPKAPK3 が、これら相互作用の制御に関与する可能性も含めて、今後のさらなる解析
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が必要である。 

HCV RNAが自律複製するHCV replicon細胞にMAPKAPK3を高発現させた結果、I型 IFN

の抗ウイルス作用に重要な OAS1 遺伝子および MxA 遺伝子の転写誘導が抑制され (図

3.11-A, B)、IFN-αによる抗 HCV 作用が減弱された(図 3.11-C)。OAS1 遺伝子および MxA

遺伝子はウイルス感染細胞内での直接的な抗ウイルス作用の惹起に重要であり、これら遺

伝子の発現が抑制された結果、IFN-αの抗ウイルス作用が減弱されたと考えられる。tag 

SNP rs3792323 の IFN 抵抗性対立遺伝子 T の場合、肝臓での MAPKAPK3 転写活性が高い

ことが示されたため (図 3.7)、慢性 C 型肝炎患者では肝臓での MAPKAPK3 高発現が原因

となって、IFN-αの抗 HCV 作用が減弱され、十分な治療効果が得られないことが示唆さ

れた。今後、MAPKAPK3 発現量の違いが IFN 治療効果に寄与する程度を明らかにするた

めには、多数の患者肝生検試料を用いた MAPKAPK3 発現量と治療効果との相関解析が重

要と考えられる。また、HCV 感染の in vivo 病態モデルとして、ヒト肝細胞をもつキメラ

マウスも開発されているため、この in vivo モデルを用いて IFN-αの抗 HCV 作用に対する

MAPKAPK3 高発現または発現抑制の影響を評価することも重要と考えられる。 

以上より、新規の IFN 感受性関連遺伝子である MAPKAPK3 の遺伝的多型は、肝臓にお

ける発現量の違いを介して治療効果の個人差に関与することが示唆された。本研究の成果

は、臨床上の課題である IFN 治療効果の個人差の一つの原因を示唆する重要な発見と考え

られた。今後さらに MAPKAPK3 作用機序の詳細な解析が必要であり、その作用機序の解

明により新しい治療方法や治療薬の開発につながる有用な知見が得られることも期待され

る。 
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図 3.12 I 型 IFN の抗ウイルス作用に対する MAPKAPK3 作用機序の一つの仮説 
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4. 結論 

 

本研究により、以下を明らかにした。  

 

1. MAPKAPK3 遺伝子領域の tag SNP rs3792323 (A>T) および rs616589 (G>A)が HCV 遺伝

子型 1b 感染患者における慢性 C 型肝炎の IFN 治療効果と関連する。 

2. tag SNP rs3792323 (A>T) および rs616589 (G>A)の低頻度対立遺伝子 T および A が優性

の IFN 抵抗性対立遺伝子である。 

3. 多変量 Logistic 回帰分析の結果、tag SNP rs3792323 および rs616589 と IFN 治療効果と

の関連は tag SNP rs3792323 に代表される。 

4. tag SNP rs3792323 (A>T)の IFN 抵抗性対立遺伝子 T をもつ場合、非著効となる可能性が

3.4 倍高い。 

5. tag SNP rs3792323 と r2>0.8 の強い連鎖不平衡を示す MAPKAPK3 遺伝子領域のその他

の SNP も同様に、HCV 遺伝子型 1b 感染患者の IFN 治療効果と有意に関連する。 

6. MAPKAPK3 遺伝子の全てのコーディング領域には、アミノ酸置換または欠失を伴う遺

伝的多型は認められない。 

7. MAPKAPK3 mRNA は広範囲の組織に発現して、HCV が慢性感染する肝臓では中程度

の発現が認められる。 

8. ヒト肝癌由来株 Huh7 細胞およびヒト急性 T 細胞白血病由来株 Jurkat 細胞では、

MAPKAPK3 mRNA の発現は恒常的であり、IFN-α刺激による発現変動は認められない。 

9. tag SNP rs3792323 (A>T)の IFN 抵抗性対立遺伝子 T において、肝臓での MAPKAPK3

転写活性が高い。 

10. MAPKAPK3 高発現により IFN-αシグナル伝達が抑制され、IFN-αの抗 HCV 作用が減

弱される。 

11. 慢性 C 型肝炎患者に対する IFN 治療効果の個人差の原因として、肝臓における

MAPKAPK3 発現量の違いが関与することが示唆された。 

 

本研究の成果は、臨床上の課題である IFN 治療効果の個人差の一つの原因を示唆する重

要な発見と考えられる。IFN 治療効果の個人差の原因の解明は、ウイルス側因子や薬剤因

子に加え、患者側因子も進みつつある。今後、患者個人に最適な治療を選択する個別化医

療が可能になるものと期待される。 
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