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	【研究目的】

本研究は、G型肝炎ウイルス（GB virus C：GBV-C/HGV）の二重感染が成人T細胞白血病ウイルス（Human T Lymphotropic Virus type 1 ：HTLV-1）の母子感染に与える影響を、後向きコホート研究によって評価する研究である。これまでに行われた研究から演繹される仮説として、我々は「GBV-C/HGVの二重感染がHTLV-1母子感染を抑制する可能性がある」との仮説を得た。この研究仮説を検証することを目的とする。

上記仮説設定に至った理由として、以下の理由を挙げる。第1に、HTLV-1は、HIV-1と同じヒト・レトロウイルスの一種であり、複製に際し逆転写酵素を用いる、また、感染に際し、染色体へのインテグレーションが見られるといった点を含め、幾つかの点で、HIV-1と共通の生物学的特性を共有しているということ。第2に、GBV-C/HGVが、HIV-1の複製や、HIV感染からエイズ発症までの潜伏期間を修飾している可能性が示唆されたことが挙げられる。

GBV-C/HGVがHIV-1に与える影響としては、以下の報告がある。

· GBV-C/HGV感染がHIV-1感染者の死亡率を低減させ、またエイズ発症までの期間を延長させるという報告[1, 2, 3]

· HIV-1感染者の血清HIVウイルス量が、HIV-1単独感染者に比較してGBV-C/HGVとの二重感染者において有意に低いという報告[1]

· GBV-C/HGVはin vitroにおいて、CD4の発現を抑制することなく、HIV-1の複製を抑制するという報告[2]
1． Tillmann HL., Heiken H., Knapik-Botor A., et al. Infection with GB virus C and reduced mortality among HIV-infected patients. N Engl J Med. 2001; 345: 715-724.

2． Xiang J., Wunschmann S., Diekeman DJ., et al. Effect of coinfection with GBV virus C on survival among patients with HIV infection. N Engl J Med. 2001; 345: 707-714.

3． Toyoda H., Fukuda Y., Hayakawa T., et al. Effect of GB virus C/hepatitis G virus coinfection on the course of HIV infection in hemophilia patients in Japan. J Acquir Immune Defies Syndr Hum Retrovirol 1998; 17: 209-213.

こうした先行研究より、研究代表者らは、GBV-C/HGVが、HIV-1と同じヒト・レトロウイルスであるHTLV-1においても、同様の生物学的影響を与える可能性があると考えた。その上で、その影響を評価する一つの疫学的方法として、GBV-C/HGVとの二重感染が、HTLV-1の母子感染に与える影響を評価することとした。

【G型肝炎ウイルス（GBV-C/HGV）】

GBV-C/HGVはFlaviviridae familyに属するRNAウイルスであり、C型肝炎ウイルスとの関連も指摘されている。主たる標的細胞はリンパ球であり、感染経路として性的接触あるいは母子間の感染が知られている。感染の結果引き起こされる長期的な影響については今後の注意深い観察が必要とされているが、GBV-C/HGV感染がヒトに何らかの疾病を引き起こすという事実はこれまでのところ知られていない。

【研究期間内に明らかにしたいこと】

以上の研究目的を達成するために、研究期間内に明らかにすることは、「GBV-C/HGVとの二重感染が、HTLV-1の母子感染率を低減する可能性があるか否か」ということになる。

【本研究の特色・結果と意義】

これまでの疫学的研究から、幾つかのウイルスとの二重感染は、HIV-1の複製あるいはエイズ発症までの潜伏期間を修飾することが知られている。そうしたウイルスとして、B型肝炎ウイルス[4]、


	研究目的（つづき）
C型肝炎ウイルス[4, 5]、HTLV-1[6]などが知られているが、そうしたウイルスは、全て、HIV-1の複製スピードを亢進し、また発症までの潜伏期間を短縮するというネガティブな影響を与えてきた。そうしたなかで、GBV-C/HGVのみが、HIV-1の複製を抑制し、エイズ発症までの潜伏期間を延長させるというポジティブな影響を与えることが知られている。しかし、その修飾メカニズムに関しては、まだ不明な点が多い。

4． Ockenga J, Tillmann HL, Trautwein C, Stoll M, Manns MP, Schmidt RE. Hepatitis B and C in HIV-infected patients: prevalence and prognostic value. J Hepatol 1997;27:18-24.
5． Greub G, Ledergerber B, Battegay M, et al. Clinical progression, survival, and immune recovery during antiretroviral therapy in patients with HIV-1 and hepatitis C virus coinfection: the Swiss HIV Cohort Study. Lancet. 2000;356:1800-1805.

6． Bartholomew C, Blattner W, Cleghorn F. Progression to AIDS in homosexual men co-infected with HIV and HTLV-I in Trinidad. Lancet. 1987;2:1469-1469.

本研究は、HTLV-1の母子感染への影響という生物学的事象を通して、GBV-C/HGVが、HTLV-1感染に与える影響を疫学的に評価し、それによって、ウイルスの二重感染におけるウイルスの相互作用に対する理解を進めると共に、もし、GBV-C/HGVとの二重感染が、HTLV-1の母子感染を抑制する方向に影響を与えるとすれば、GBV-C/HGVのHIV-1感染修飾メカニズムは、HTLV-1とHIV-1が共有する生物学的特性に関連あるものかもしれないとの新たな仮説を得ることもできる。また逆に、なんら影響がないとすれば、HTLV-1と関係のないHIV-1独自の生物学的特性に、GBV-C/HGVが影響を与えている可能性があるとの仮説を得ることができるかもしれない。

さらにいえば、本研究の特色の一つに、本研究を「後向きコホート研究」として行うことが出来るということがある。本来、こうした研究は、「前向きコホート研究」として行う必要があるが、研究代表者および分担研究者のいる長崎県では、過去２０年に渡るHTLV-1母子感染調査の実績がある[７，８，９]。その成果を活用することにより、「後ろ向きコホート研究」が可能となり、研究の時間と費用の最小化が可能となる。この点に関しては、研究計画に詳述する。

7． Hino S, Katamine S, Kawase K, et al. Intervention of maternal transmission of HTLV-1 in Nagasaki, Japan. Leukemia. 1994; suppl 1: s68-70.

8． Shigeru Katamine, Ryouzou Moriuchi, Taro Yamamoto, et al. HTLV-1 proviral DNA in umbilical cord blood of babies born to carrier mothers. Lancet. 199428; 348: 1326-1327.
Hino S, katamine S, Miyata H, et al. Primary prevention of HTLV-1 in Japan. Leukemia. 1997; suppl 3: s57-59.
また、本研究は、GBV-C/HGVとHIV-1の二重感染が、HIV-1の母子感染に与える影響を評価するという研究の先行的研究という位置づけも持つ。GBV-C/HGVとHIV-1との二重感染がHIV-1感染に与える影響をさまざまな視点から研究することは、我々のHIV-1感染の自然史に対する理解を深めると同時に、今後のエイズ対策戦略に新たな視点を与える可能性があると考える。

GBV-C/HGVは最近発見されたウイルスであり、感染の結果引き起こされる長期的影響については注意深い観察が必要である。またもとより、GBV-C/HGVの予防的接種などきわめて非現実的であるが、GBV-C/HGV感染がHIV感染の進行を遅らせる可能性、あるいは母子感染を予防する可能性があるとすれば、そうした可能性を検証し、またその機構解明に、疫学的研究を通して資することの意味は大きい。
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	【研究計画概要】

第一に、HTLV-1抗体陽性妊婦保存血清のうち、出生児のHTLV-1感染の有無が、これまでに行われたHTLV-1母子感染防止事業より明らかな血清のリストを作成し、リストのなかから、無作為に抽出した血清に対しGBV-C/HGV感染率をELISAおよびRT-PCRを用いて計測し、妊婦集団におけるGBV-C/HGV感染率の推定を行う。推定したGBV-C/HGV感染率より、GBV-C/HGV感染の有無によるHTLV-1母子感染率有意差検定に必要なサンプルサイズの推定を行う。その上で、必要なサンプルサイズの血清を保存血清の中から、無作為に抽出する（この際、上記GBV-C/HGV感染率推定に用いた無作為抽出HTLV-1抗体陽性妊婦の血清も使用する）。第二に、無作為に抽出した血清に対し、GBV-C/HGV感染の有無を調べ、HTLV-1抗体陽性妊婦を、GBV-C/HGV陽性群と陰性群の２群に分ける。分けた２群間のHTLV-1母子感染率を、後向きに、上記で作成したリストより計算し、両群間のHTLV-1母子感染率を比較する。統計学的検定には、２×２表によるχ２乗検定を用いる。

図１は、本コホート研究のデザインを示す。












（GBV-C/HGV抗原および抗体測定）

GBV-C/HGVの抗原測定は、GBV-C/HGVの５‘末端の非翻訳領域（5’untranslated region）のプライマーを使った逆転写ポリメラーゼ連鎖反応（RT-PCR：Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction）を用いて行う。

GBV-C/HGV抗体の測定は、ELISA法を用いてGBV-C/HGVのエンベロープを構成するE2領域に対する抗体を測定する。興味深いことに、抗E2抗体陽性者は、全て血中のウイルスRNAが陰性であり、この抗体の存在が、ウイルスクリアランスの指標として使える可能性が示唆されている[１０]。

HTLV-1母子感染率の比較にはGBV-C/HGV抗原陽性者を用いるが、GBV-C/HGVに対する抗体測定は、過去の感染者を除外し、GBV-C/HGV感染がHTLV-1母子感染に与える影響をより直接的に比較するために用いる。
10. Dille BJ., Surowy TK., Gutierrez RA., et al. An ELISA for detection of antibodies to the E2 protein of GB virus C. J Infect Dis 1997; 175: 458-461.
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（サンプルサイズの推定）

HTLV-1の母子感染率を、GBV-C/HGV非感染群で３０％、GBV-C/HGV感染群で１０％と仮定し、検出力を８０％および９０％とした場合、必要なサンプルサイズは、各群それぞれ８０および１１０となる。また、母子感染防止事業による介入の結果、HTLV-1の母子感染率が低下し、GBV-C/HGV非感染群で５％、GBV-C/HGV感染群で２％と仮定した場合のサンプルサイズは、検出力を８０％および９０％とした場合、各群それぞれ、約５００および約８００となる。長崎県における、年間の出生数は、1万を越える。そのうち７０－８０％程度の妊婦が、HTLV-1スクリーニングに参加し、スクリーニングの結果、HTLV-1抗体陽性者の割合は、全体で２－８％程度となっている。年間のHTLV-1抗体陽性者数は、１２０－６００名程度となる。

長崎大学では、長崎県および日本母性保護産婦人科医会と協力し、１５年以上に渡って、HTLV-1抗体スクリーニングと母子感染予防事業を行ってきた。その間、HTLV-1抗体陽性妊婦の総数は、約５０００名となっている。表１に、各年のHTLV-1抗体陽性妊婦の数を示す。

表１．HTLV-1抗体陽性妊婦数

年度

1991

1992

1993

1994

1995

1996

1997

1998

1999

2000

2001

2002

2003

2004

2005

2006

数

630

566

513

477

420

342

310

339

239

194

198

182

163

161

115

121

合計＝4,970

日本の一般集団におけるGBV-C/HGV感染率（約２０％）[11,12,13]を妊婦集団に外挿すれば、GBV-C/HGV陽性かつ全HTLV-1陽性妊婦の推定数は、約１０００名となる。GBV-C/HGV非感染群で４％、GBV-C/HGV感染群で２％の差を検出力８０％で有意に判定できるサンプルサイズとなる。

11. hattori J, Ibe S, Nagai H, et al. Prevalence of infection and genotypes of GBV-C/HGV among homosexual men. Microbiol Immunol. 2003;47 (10): 759-763.

12. Moriyama M, Zi-Ti Z, Longren W, et al. Clinico-Epidemiological study of GBV-C/HGV infection in Tokyo metropolitan, and Nanjing and Yanbian cities in the People’s Republic of china. Hepatol Res. 2001; 21 (3): 268-279.

【平成２０年度研究計画】

平成２０年度は、まず、GBV-C/HGV抗原、抗体に対する測定系を確立することから始める。現在商業ベースでは、GBV-C/HGV抗体は存在するが、抗体を測定するELISAキットはない。そこで、ELISAに使える抗GBV-C/HGV抗体の作成、標識等を行い、GBV-C/HGV抗体測定系を確立する。さらに、２０年度は、GBV-C/HGV抗原測定系の確立も行う。GBV-C/HGV抗原測定はRT-PCRを用いて行う。そのために必要なプライマーの調整、PCRの条件設定などを行う。

【平成２１年度計画】

平成２１年度は、無作為抽出した保存血清を用いて、GBV-C/HGV抗原・抗体の測定に入る。研究計画概要のところでも述べたように、GBV-C/HGV感染率から推定される、統計学的推定を行うために必要となるサンプルサイズの推定を行い、そのサンプルサイズの保存血清に対し、GBV-C/HGV感染の有無を調べる。その上で、GBV-C/HGV感染の有無により、対象を２群に分け、両群のHTLV-1母子感染率の比較を行う。

【平成２２年度研究計画】

平成２１年度は、研究成果の発表を行う。研究成果は、英文の論文として発表し、また、国内、国際学会で発表する。




HTLV-1母子感染率の比較
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後ろ向きコホート研究





図１．コホート研究のデザイン























