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合成ペプチド (N14Eplus #19-# 40)を用いた非A非 B型肝炎抗体の

有用性についての検討

鹿児島大学医学部内科学教室第二講座（主任：有馬暉勝教授）

杉安孝徳

Enzyme-linked Immnunosorbent Assay for Antibodies against Core Protein 
of Hepatitis C Virus with a Synthetic Oligopeptide 

Takanori SUGIYASU 

The Second Department of Internal Medicine, Faculty 
of Medicine, Kagoshima University, Kagoshima 890 

An ELISA using N14E plus #19-#40, a synthetic peptide of the HCV core for the purpose of 

improving diagnosis of the HCV infection was studied to evaluate its usefulness in comparison 
with the tests of ClOか3antibody, N14 antibody and HCV EIA II. N14E plus #19-#40 is made up 

of 34 amino acids, containing the first two hydrophilic regions of HCV core forming epitopes. By 
using N14E plus #19-#40 antibody, HCV-antibody was detected in 94.4% of chronic hepatitis, 

80.6% of liver cirrhosis and 87.5% of hepatocellurar carcinoma of non-A non-B chronic liver 
diseases. This assay seems to be more sensitive than the assays of Cl00-3 antibody and N14 as 
far as tested for our patients in this district. In chronic liver diseases, 5.6%(5/90) of patients 
negative for HCV EIA II were positive to anti-N14E plus #19-#40; one of these 5 patients was 

HCV RNA positive. Anti-N14E plus #19-#40 was detected in 57.5% out of 40 paid blood donors 
with elevated ALT higher than 50IU and negative for HBsAg, Cl00-3 and N14, but positive for 
HCV RNA. 
The results suggest that anti-Nl 4 E plus #19-#40 as well as HCV EIA II seems to be useful 

for the detection of patients with the HCV infection and that an improvement for the diagnosis 
of type C hepatitis and a decrease in the incidence of type C post-transfusion hepatitis can be 
achieved by using anti-N14E plus #19-#40. 

はじめに

C型肝炎ウイルス (HCV)は， 1989年有馬ら2)3)4) と

Chooら6)19)によってそれぞれ独立して分子生物学的

手法によりその遺伝子の断片が見いだされた．その後

の研究により HCVは全長約9.5 kb (kilo bases)の十

鎖RNAウイルスで構造的にペスチウイルスもしくは

フラビウイルスに類似していることが明らかとなって

いる23しまたHCVは，他のRNAウイルスと同様に，

非常に変異の多いウイルスであり，その塩基配列によ

り少なくとも四つの亜型に分類できるとされている27)• 

現在では， HCVは非A非B型肝炎のほとんど大部分

を占める原因ウイルスであることが示されている．

C型肝炎の診断は，最初はレコンビナント抗原を用

いた有馬N14抗体や第一世代のC100-3抗体の検出

によって行われていたが，いくつかの問題点があった．

とくにC100-3抗原に対する抗体はHCVの非構造蛋

白に対する抗体であり， C型急性肝炎での早期診断に

は十分ではないことが示されている．また非A非B

型慢性肝疾患での両抗体による C型肝炎の診断能も

検出感度•特異性などの点で完全ではないこ

と1)15)29)39)，自己免疫疾患において，融合蛋白である

SOD (Superoxide dismutase)に対する抗体の出現に

よって非特異反応が出現する 13)21)などの点が次第に

明らかとなった．

第二世代の HCVEIA II (Abbott) 14)は，検出率は

高いものの，その抗体検出系はコア領域と非構造領域

を組み合わせたものであるので多種のエピトープに対
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する抗体系であり，厳密に言えば現在の HCV感染を

意味するのか既感染を意味するのかは不明な点も存在

する．第二世代の HCV抗体のEIA法は，測定手技が

やや煩雑であり，また PHA法では客観性に乏しい．ま

た現在行われる確定診断の PCR(Polymerase Chain 

Reaction) による HCV-RNAの検出は，その手技の

煩雑さ，費用などの面からスクリーニングテストとし

ては適切ではない．

コア領域は， 3つの親水性領域を含み変異の多い

HCV遺伝子の中でも非常に良く保存されている領域

であり， HCVの複製にとっては重要な部位であると

推測されている 9)11)•この部位は HCV に幾つもの亜型

が存在するものの保存性が高い部分であるので，その

部位由来のエピトープを抗原抗体系に用いることは C

型肝炎の診断には最適と考える．

したがって筆者はHCV遺伝子がコードするポリペ

プチドのうちコア領域の第一から第二の親水性領域に

ほぼ一致する 34個の合成ペプチド (N14 E plus #19-

#40)を作成し，この合成ペプチドを用いたELISA系

を確立しその有用性について検討した．

実験方法

対象は，平成2年から平成4年までに鹿児島大学第

2内科およびその関連施設を受診した 1359名である．

その内訳は，非A非B型急性肝炎 16例（散発性 12例

男性6例，女性6例，輸血後4例男性2例，女性2例）

非A非B型慢性肝炎 107例（男性55例，女性52例）

Table 1 Detection of Anti-N14E plus 

#19-#40 in patients with chro-

nic liver disease. 

No. of patients positive(%) 

Chronic hepatitis 

NANB 107 101(94.4%) 

B 31 5(16.1%) 

Liver Cirrhosis 

NANB 31 25 (80. 6%) 

B 21 2(9.6%) 

Hepatocellular Carcinoma 

NANB 40 35 (87. 5%) 

B 6 0( 0%) 

Anti-N14E plus #19-#40 shows a high positive rate 

in non-A non-B chronic liver diseases. The posi-

tive rate is low in type B chronic liver diseases, the 

conrol. This shows that Anti-N14E plus #19-#40 

is highly specific. 

非A非B型肝硬変症31例（男性 12例，女性 19

例），非A非B型肝癌40例（男性28例女性12例）

である．その輸血の有無であるが，非A非B型慢性肝

炎のうち輸血を受けたものは， 26例（男性10例18.2

％，女性16例30.8%）で，非A非B型肝硬変症では

3例（男性1例8.3%，女性2例10.5%）非A非B型

肝癌10例（男性7例25%，女性3例25%）である

(Table 1). 

非A非B型肝炎以外の対象は， B型慢性肝炎31例

（男性17例女性14例）， B型肝硬変症21例（男性

14例女性7例）， B型肝癌6例（男性3例女性3

例） B型急性肝炎8例（男性5例女性3例）急性A

型肝炎 6例（男性4例女性2例）原発性胆汁性肝硬

変症14例（全例女性）薬剤性肝障害5例（男性2例女

性3例），脂肪肝10例（男性7例女性3例）の計101

例である (Table2). 

また， N14 E plus #19-#40抗体と N14抗体， ClOO

-3抗体， HCV-RNAとの関連性を検討するためにミ

ドリ十字社の御厚意により提供されたGPT高値，

HBsAg陰性検体の 155例を用いた．これを， N14抗

体， C100-3抗体によって以下のように 5群に分類し

た．

N 14抗体(+) C 100-3抗体(+)24検体，

N 14抗体(+) C 100-3抗体(-)29検体，

N 14抗体(-) C 100-3抗体(+)30検体，

N 14抗体(-) C 100-3抗体(-)HCVRNA(+) 

Table 2 Detection of Anit-N 14 E plus 

#19 -#40 in patients with 

chronic liver diseases and 

healthy donors. 

No. of patients positive(%) 

PBC* 14 3(21.4%) 

Fatty liver 10 

゜
(0%) 

Drug induced hepatitis 5 

゜
(0%) 

Acute hepatitis (type A) 6 

゜
(0%) 

Healthy donors 706 23(3.26%) 

*primary biliary cirrhosis 

The positive rate was 21.4% in patients with pri-

mary biliary cirrhosis. Specificity due to inhibi-

tion test was confirmed in all cases. Positivity was 

not found in fatty liver, drug induced hepatitis and 

type A acute hepatitis. In summary, the high 

specificity of anti-Nl4E plus #19-#40 was con-

firmed. 
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40検体

N 14抗体(-) C 100-3抗体(-)HCVRNA(-) 

32検体

その他に healthyblood donor 706例と人間ドック

を受診した HBsAg陰性の肝機能異常者113例，カッ

トオフ値の設定のために輸血歴・黄疸歴がなく

HBsAg陰性の肝機能正常者90例についても測定を

行った．

慢性肝炎と肝硬変症の診断は，腹腔鏡所見や肝生検

による組織診とともに，超音波検査，臨床所見におい

て行った． B型慢性肝疾患およびA型急性肝炎患者は

血液生化学的，ウイルス学的に確定診断されたものを

対象とし，原発性胆汁性肝硬変症は，厚生省難治性の

肝炎調査研究班の診断基準に基づいて診断したものを

対象とした．

I. HCV抗体の測定

1. N 14抗体の測定： N14抗原固相化プレートを用

いたELISA法 (Kurarayより供与）で行った．また

HBsAg陰性， ALT50以上の献血者については， Im-

munoblot法にて行った． ELISA法におけるカットオ

フ値は，各プレート毎に 0.400+NCx（陰性コントロー

ルの平均）とし Cut-offindex 1. 0以上のものを陽性

とした．

2. C 100-3抗体の測定： Ortho社製キットを用いて

行った．カットオフ値は， 0.450とし Cut-offindex 

1.0以上のものを陽性とした．

3. HCV EIA IIの測定： Abbott社製キットを用い

てビーズ法を用いる EIA法で行った．カットオフ値

は，各プレート毎に NCx+0.25XPCx(NCx:陰性コ

ントロールの平均 PCx:陽性コントロールの平均）

とし Cut-offindex 1. 0以上のものを陽性とした．

II.血中 HCVRNAの検出38)

HCV感染者の血中 HCV-RNAの検出は以下の方

法で行った．被検者血漿1mlから RNAを検出し，

reverse transcriptaseを用いて cDNAに逆転写した．

HCVのNS5 regionから作製した sense,anti-

sence 1組のプライマーを用いて first-stageで50

CyclesのPCR(polymerase chain reaction)を行い

測定した．用いたsense primerの塩基配列は，

TGGGGATCCCGTATGATACCCGCTGCTTTGA 

で， anti-senceprimerの塩基配列は， GGCGGAATT-

CCTGGTCATAGCTCCGTGAAである．

III.ペプチド (N14 E plus #19-#40)の合成

N 14 E plus #19-# 40のペプチド合成は膀ペプチド研

究所にて，固相法 (Appliedbiosystems) 22)で行っ

た．その生成物はアミノ酸分析およびHPLC(Hign 

Performance Liquid Chromatography)により純粋

な物質であることが確認されている．

IV. N 14 E plus #19-#40固相化プレートの作成

N 14Eplus #19-#40固相化プレート作成は，以下の

ように行った． N14 E plus #19-#40を脱気した固相化

バッファー (20mM  Tris -HCl, pH 7. 2, 150 mM  

NaCl, 12.5% sucrose)にて 4μg/mlとなるように調

整した．固相化用プレート (Nunc Maxisorp 96 F, 

Intermed corp)に1ウェルあたり 250μl加え 4℃で

overnightで固相化した．次に，脱気後のブロッキング

液 (12.5mMPB, pH7.2, 150mM NaCl, 12.5% 

sucrose, goat serum)を1ウェルあたり 300μI加え

25℃,overnightでインキューベートした．その後，ブ

ロッキング液を捨てプレートから完全に除去し 25゚C

で一晩乾燥させた．

v.検体の測定
検体の測定はFig1に示すように行った．前希釈と

して， 96穴プレートの各ウェルに検体希釈液(50mM

phosphate buffer, PH 7.1, 450 mM  NaCl, goat 

serum, Thimerosal, Tween 20)を200μl加え，各

ウェルに 20μlの検体をピペットにて 4回攪絆しなが

ら加えた．この 11倍希釈血清200μlを12チャンネル

のマルチピペッターでN14 E plus #19-#40固相化プ

レートの各ウェルに加えプレートシーラー（三光純薬）

でカバーし 37℃で1時間インキュベートし， 1次反応

を行った．洗浄剤 (20mM  phosphate sodium buffer, 

Add di I ut i ens of patient sera at 1/11. 
↓ 

Incubate for an hour at 37℃. 
↓ 

Wash five times. 
↓ 

Add HRP" conjugated anti-lgG at 1/20000 di lut1on 

and incubate for an hour at 37℃. 
↓ 

Wash five times. 
↓ 

Add 200 μ. I /we I I of OPD• 事 substrate and incubate 

at room temperature for 30 minutes. 

↓ 

Stop enzyme reaction by adding 50μ. I 4N H2S04/wel I. 

↓ 

Measure absorbance at 492 nM. 

Fig.1 ELISA for N14E plus #19-#40 

* horseradish peroxidase 

* *pheny lenediamine dihydrochroride 
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pH 7.4, 0.05% Tween 20)でWashermicro-elisa-

system (ORGANON TEKNIKA)にて 5回洗浄後各

ウェルの溶液を完全に除去した．そのプレートに西洋

ワサビ標識ヤギ抗ヒト IgG抗体 (y-ChainSpecific, 

Tago Inc., Buring ame, CA, USA 20000倍希釈液）

をブランクウェルを除くすべてのウェルに 200μl加

ぇ， 37℃,1時間インキュベートし， 2次反応を行っ

た． 5回の洗浄後各ウェルの溶液を完全に除去した．各

ウェルに華質溶液 (0PD: o-phenyl-enediamine, 

H202)を200μlずつ加え，室温で30分間遮光下イン

キュベートした後， 50μlの反応停止液である 4NH2 

so4（片山化学）を加え発色反応を停止した．最後に
ELISA READER (ORGANON TEKNIKA 

READER 510)を用いて各ウェルの492nmにおける

吸光度を測定した．なお 96穴プレート（行A~H，列

1~12)のAlをブランクとし， A2, B 1, B 2には陰

性コントロールを， C1, C 2には陽性コントロールを

加えプレート間の誤差についてもチェックした．

VI.特異性の確認（インヒビションテスト）

N 14 E plus #19-#40抗原の特異性はインヒビション

法にて評価した．まず50μg/mlとなるように調製し

た合成ペプチド N14 E plus #19-#40溶液200μlと検

体希釈液200μlの2種類を用い，ィンヒビションテス

トを行った． N14 E plus #19-#40存在下で50％以上

OD値が低下したものを特異性有りと判断した．

VII．統計処理

得られた結果については，が検定を用い統計処理を

行った．

実験結果

I.ペプチドのデザイン

N 14 E plus #19-#40のアミノ酸配列は， Fig.2に示

すように 34アミノ酸から成り立っており，この合成ぺ

プチドの中には（＋）に帯電した 6個のアルギニンと

3個のリジンが含まれている． N14Eplus#19-#40の

アミノ酸は， HCV-1のコア領域ポリペプチドと比較

Cys-Gln-Arg-Lys-Thr-Lys-Arg-Ser-Thr-Asn-

Arg-Arg-Pro-Gln-Asp-Val-Lys-Phe-Pro-Gly-

Gly-Gly-Gln-1 le-Val-Gly-Gly-Val-Tyr-Leu-

Leu-Pro-Arg-Arg 

Fig. 2 Amino Acid Sequences of N14E plus #19-

#40. N14E plus #19-#40 consists of 34 

amino acids, containing positively char-

ged 6 arginines and 3 lysines. 

I ← Nl4 → 1 ← "19-"40 → 1 
Nl4E plus C ORK TKRSTN RRPQ DVKFPGGGQI VGGVYLLPRR 

"19-"40 

HCV-1 -8 -K-N--N---------------------40--

Fig. 3 Amino acid sequenses of N14E plus #19-

#40 and HCV-1. No2-No12 amino acids 

from 5'end of N14E plus #19-#40 are the 

epitope of N14. N14E plus #19-#40 corre-

spondes to the first and second hydro-

philic regions of HCV core. 

Abbrevation for amino acids are as fol-

lows: A, alanine; R, arginine; N, aspar-

agine ; D, aspartic acid ; C, cysteine ; E, 

glutamic acid ; Q, glutamine ; G, glycine ; 

H, histidine ; I, isoleucine ; L, leucine ; K, 

lysine ; M, methionine ; F, phenylalanine ; 

P, praline; S, serine; T, threonine; W, 

tryptophan; Y, tyrosine; V, valine 

すると Fig.3に示すように， 5'端側から数えて＃1,# 

3, # 5, # 9の4個のアミノ酸が異なっている．合成ぺ

プチド N14 E plus #19-#40に相当するコア領域は疎

水性曲線でみると，前半（アミノ酸1~28)は強い第一

の親水性領域であり，後半（アミノ酸29~40)は疎水

性領域および第二の親水性領域の一部に相応する

Fig. 4. 

II.カットオフ値の設定

カットオフ値の設定には人間ドックを受けた血液生

化学的に肝機能がまったく正常でかつ HBs抗原が陰

性の 90名（男性69名，女性21名）の血清を用いた．

その 90名の測定値は0.112土0.066(mean士SD)であ

った．その測定値の平均十3X標準偏差をカットオフ値

と定めると，その値は0.310であった． cutoff index 

1.0以上のものを陽性とした．

Ill.各種肝疾患における測定結果

1.非A非 B型慢性肝疾患の検討 (Table1) 

非A非 B型慢性肝疾患における N14 E plus #19-

#40抗体の陽性率は，慢性肝炎で94.4%(101/107)，肝

硬変症で80.6% (25/31)，肝癌で87.5% (35/ 40)で

あった．輸血歴による陽性率の差は認められなかった．

2.特異性の検討 (Table1, 2) 

N 14 E plus #19-#40抗体系の特異性を検討するため

に非A非B型慢性肝疾患以外の疾患においても検討

を行った．その結果，急性B型肝炎で0%(0/8), B型

慢性肝疾患では，慢性肝炎で16.1%(5/31)，肝硬変症

で9.6%(2/21)，肝癌で0%(0/6)の陽性率であっ

た． A型急性肝炎では0%(0/6)，原発性胆汁性肝硬変
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［汀 E11E2/NS1INS；rこ:□;l
□Nl4E plus ttlS-1140 
0 Nl4 

亡コ
亡 c100-・3
□ □HCV EIAII 

Fig. 4 HCV genome and localization of epitopes 
in N14E plus #19-#40, N14, Cl00-3, and 

HCV EIA II 
N14E plus #19-#40 is almost consistent 

with the HCV core region. N14 corre-

sponds to the HCV core region, Cl00-3 to 

NS3-NS4 and HCV EIA II to the core 

region and nonstructual region respective-

ly. 

症で21.4%(3/14)，脂肪肝では0%(0/10)，薬剤性

肝障害では0%(0/5)の陽性率であり特異性は高かっ

た．

IV. HBsAg (-), ALT 50以上の献血者における

HCV抗体測定 (Table3) 

HBsAg (-), ALT 50以上の献血者血漿を N14抗

体と C100-3抗体の陽性と陰性の組合せにより 5群に

分け，それぞれN14 E plus #19-#40抗体の陽性率の検

討をした．その結果， N14抗体(+)C100-3抗体（＋）

で100%(24/24), N 14抗体(+)C 100-3抗体（一）

で100%(29/29), N 14抗体(-)C 100-3抗体（＋）

で60%(24/30)であり，とくにその群における HCV

RNA(＋)の症例では84.6% (11/13)で， HCV感染

との関連が明確に示唆された．また， N14抗体（一）

C 100-3抗体(-)HCV RNA (+) 57.5% (23/ 

Table 3 Prevalence of anti -N 14 E 
plus #19-#40 in paid donors 

n %positive 

N 14℃ 100-3+ 24 100 
N 14℃ 100-3― 29 100 
N 14-c 100-3+ 30 60 
N 14-c 100-3-HCVRNA + 40 57.5 
N 14℃ 100-3-HCVRNA- 32 6.3 

Anti-N 14 E plus #19-#40 was detected at a high-

ly percentage in donors negative to anti-N 14 or 

antic 100-3. 

40), N 14抗体(-)C 100-3抗体(-)HCV RNA(-) 

6.3% (2/32)の陽性率であった．

V.第 1世代のHCV抗体 (N14抗体， C100-3抗

体）との比較

1. N 14 E plus #19バ0抗体と N14抗体の相関

(Table 4) 

非A非B型慢性肝疾患について相関をみると慢性

肝炎でN14 E plus #19-#40抗体と N14抗体両者とも

陽性が75.8%(69/91) と最も多く， N14 E plus #19 

_#40抗体単独陽性が17.5% (16/91)両抗体陰性がが

6. 7% (6/91), N 14抗体単独陽性が0%(0/91)であ

った．非A非B型肝硬変症25例においても N14E

plus #19-#40抗体と N14抗体両者とも陽性が56.0%

(14/25)と最も多く， N14 E plus #19-#40抗体単独陽

性が20.0%(5/25)両抗体陰性が24.0%(6/25)であ

った．同様に非A非B型肝癌26例においても N14E

plus #19-#40抗体と N14抗体両方とも陽性が77.0%

(20/26)と最も多く， N14Eplus #19-#40抗体単独陽

性が11.5%(3/26)両抗体陰性が11.5%(3/26)であ

った．両抗体陽性が各群で最も多く， N14抗体陰性群

Table 4 Detection of anti-N 14 E plus #19-#40 and anti-N 14 in patients with chronic 

NANB liver disease 

No. of 
Anti-N 14E plus #19-#40/Anti-N 14 

patients 
＋／＋ +/- ー／＋ ー／＿

Chronic hepatitis 91 69(75.8%) 16(17.5%) 0(0%) 6(6.7%) 

Liver cirrhosis 25 14(56.0%) 5 (20. 0%) 0(0%) 6(24.0%) 

Hepatocellular 26 20 (77. 0%) 3(11.5%) 0(0%) 3(11.5%) 
carcm． oma 

Total 142 103 24 

゜
15 

The sensitivity rose by 17.5% for chronic hepatitis, 20.0% for liver cirrhosis, 11.5% for hepatocel-

lular carcinoma in non-A non-B chronic liver diseases negative to anti-N 14. 
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Table 5 Detection of anti-N 14 E plus #19バ0and anti-C 100-3 in patients with chronic 
N ANB liver disease 

No. of 
Anti-N 14E plus #19-#40/Anti-Cl00-3 

patients 
＋／＋ +/- ー／＋ ー／一

Chronic hepatitis 85 61 (71.8%) 18(21.1%) 4(4.7%) 2(2.4%) 

Liver cirrhosis 25 18 (72. 0%) 2(8.0%) 2 (8. 0%) 3 (12. 0%) 

Hepa tocellular 24 18 (75. 0%) 4 (16. 6%) 1(4.2%) 1(4.2%) 
carcm． oma 

Total 134 97 24 7 6 

The sensitivity rose by 21.1% for chronic hepatitis, 8. 0% for liver cirrhosis, 16. 6% for hepatocel-

lular carcinoma in non-A non-B chronic liver diseases negative to anti-C 100-3. 

においても N14 E plus #19-#40抗体の陽性例が高率

に検出された．

2. N 14 E plus #19-#40抗体と C100-3抗体の相関

(Table 5) 

非A非B型慢性肝疾患85例について両抗体の相

関をみると慢性肝炎でNl4E plus #19-#40抗体と

C 100咽抗体両者ともに陽性が71.8%(61/85), N 14 

E plus #19-#40抗体単独陽性が21.1%(18/85), C 100 

-3抗体単独陽性が4.7%(4/85)，両抗体陰性が2.4%

(2/85)であった．肝硬変症でも N14Eplus #19-#40 

抗体と C100-3抗体両者とも陽性が72.0% (18/25), 

N 14 E plus #19-#40抗体単独陽性が8.0% (2/25), 

C 100-3抗体単独陽性が8.0%(2/25)両抗体陰性が

12.0% (3/25)であった．同様に肝癌ではN14 E plus 

#19-#40抗体と C100-3抗体両者とも陽性が75.0%

(18/24), N 14 E plus # 19-# 40抗体単独陽性が16.6%

(4/24) C 100-3抗体単独陽性が4.2%(1/24)両抗体

陰性が4.2%(1/24)であった．両抗体陽性が各群で最

も多く， C100-3抗体陰性群においてもがN14 E plus 

#19-#40陽性が高率に検出された．

VI.第2世代HCV EIA II (Abbott)との比較

(Table 6, 7) 

N 14 E plus #19-#40抗体と HCVEIA II (Abbott) 

の一致率は， 95.6% (108/113)であり，解離例は， 113

例中5例 (4.4%）に認められた．この解離例について

HCVRNAの検出を行ったところ 5例中 1例 (20%)

にHCVRNAが検出された．つまり N14 E plus #19 

_#40抗体の方がHCV感染群での検出率において優っ

ていた． HCVEIA IIのCutof{ indexとN14 E plus 

#19-#40抗体のODvalueはパラレルな関連性を有し

ていた．

Table 6 Anti -N 14 E plus #19 -#40 

and HCV EIAII in chronic 

liver disease 

N14Eplus #19-#40 

HCV EIAII (+) 

(-） 

(+)（一）

3

5

 

2
 

0

5

 
8
 

The positive rate of Anti-N 14 E plus #19-#40 

being consistent with HCV EIAII was 94.4% in 

non-B chronic liver didease. HCV RNA was 

detected in 20. 0% of the cases positive to Anti-
N 14 E plus #19-#40 alone. 

考察

従来，除外診断に頼らざるを得なかった C型肝炎の

診断は， 1989年の遺伝子工学的手法による HCV

cDNA分離の成功2)3)4)6)以来飛躍的に進歩を遂げ血清

学的に診断が可能となった． HCVに関する基礎的研

究も進み， HCVは約9400個の塩基を有する一本の十

鎖RNAウイルスでありペスチウイルス属 (bovine

viral diarrhea virus, hog cholera virusなど），フラ

ビウイルス属と近縁性がある 23)と考えられている．

HCVは，その遺伝子中に約3010のアミノ酸をコード

する ORF(Open reading frame)を含んでおり， ORF

は，構造蛋白 (C,E 1, NS 1/E 2) と非構造蛋白

(NS 2, NS 3, NS 4, NS 5)をコードする部分に分

けられている 23)．さらにその他に 5'non-codingregion 

と3'non-codingregionも存在することが示されてい

る．コア蛋白領域は 191個のアミノ酸から成り， 5'端か

ら数えて＃1-# 120のアミノ酸の中には Hydro-
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Table 7 Anti-N 14 E plus #19-#40 and HCV EIA II (Abbott) 

No. of 
patients Age/Sex 

Anti-N 14 E plus #19-#40 
(OB value) 

HCV EIA II (Abbott) 
(Cut off index) ALT 

1
2
3
4
5
6
7
8
9
1
0
1
1
1
2
1
3
1
4
1
5
1
6
1
7
1
8
1
9
2
0
2
1
2
2
2
3
 

48/M 

56/M 

53/F 

56/M 

42/M 

60/M 

50/M 

54/F 

66/F 

36/M 

58/M 

50/M 

47/F 

57/M 

65/M 

40/F 

47/F 

58/F 

55/M 

56/F 

56/F 

42/M 

43/F 

1.238 

0.728 

0.506 

1.252 

2.164 

2.401 

2.239 

2.164 

1.911 

1.966 

2.488 

2.015 

1.862 

2.129 

1.939 

2.152 

2.476 

2.316 

2.389 

2.389 

2.351 

2.108 

2.200 

+
＋
+
＋
+
+
+
+
+
+
+
＋
+
+
＋
+
+
+
+
+
+
+
+
 

5< 
3.7 

2.1 

4.9 

5< 
5< 
5< 

5< 
5< 
5< 
5< 
5< 
5< 
5< 
5< 
5< 
5< 
5< 

5< 
5< 

5< 
5< 
5< 

+
＋
+
＋
+
+
+
+
+
+
+
＋
+
+
＋
+
+
+
+
＋
+
+
+
 

7
7
7
1
1
2
1
2
6
4
5
6
6
9
2
7
6
1
4
6
5
1
5
5
2
2
5
4
4
1
3
0
3
8
3
9
6
2
3
3
1
2
4
0
2
2
 

1

1

 

In chronic liver diseases positive to HCV EIA II, all cases were positive to anti-N 14 E plus #19-#40. 

Optical density was almost completely correlated with the cut-off index of HCV EIA II. 

phobicity profileからみて 3つの親水性の大きい領域

が存在する20)．またフラビウイルス属やペスティウイ

ルス属と同様にアルギニンなどの塩基性アミノ酸を多

く有し糖鎖付加シグナルを有さない23>.HCV亜型に

おいて，この部位のアミノ酸配列の相同性は

96.8,...__,98.4%と高い9)11)ことが示されている． N14E 

plus #19-#40のアミノ酸は米国株の大部分を占める

HCV-17)8)と比較すると 4個，日本株の大部分を占め

るHC-J421)とは2個異なっている．現在C型肝炎ウ

イルスゲノムの全塩基配列が， HCV-J17).HCV-

BK31). HCV-17)8). HC-J 625). HCV-H16). HC-J 8. 

HC-J126)．HC-J426)と8種類報告されており，さらに

それらはそれぞれの特徴ある部分の塩基配列により 4

亜型に分けられている27l.HCV-1とHC-J4のコア領

域について比較してみるとアミノ酸で96.8%，塩基で

90.2％の相同性を示している．そのコア領域でも＃

8,...__,# 40のアミノ酸について比較すると＃9と＃11のの

2個のアミノ酸が異なっているのみである．このよう

にコア領域は核酸配列ばかりではなくそれにより表現

されるアミノ酸配列はさらに保存性が高い．つまり，

アミノ酸配列がほとんど同じであるためその部位のエ

ピトープを HCV抗体系に用いることは，亜型を越え

て有用であると考えられる．さらに，この高い親水性

領域は，表現蛋白にエピトープとして表出される可能

性が高いことが推測される 10).

最近まで用いられてきたC100-3抗体検出系は，

NS3,.....,NS 4領域の分子量約54kDaである 363アミ

ノ酸をfusionproteinとして酵母プラスミドで発現さ

せた抗原に対する抗体検出系である19)．しかしながら，

C 100-3抗体検出系にはとくに自己免疫性肝炎におい

て非特異反応が存在し，それはC100-3抗原を得る際

に用いた融合蛋白である SOD(superoxidase dis-

mudase)に対する反応によることが示唆されてい

る21)39)•この C100-3抗体検出系に対し，有馬らは，独

自に非A非B型慢性肝炎の患者血漿から非A非B

型慢性肝炎に特異的なcDNAをクローニングし，大腸

菌で発現することで，有馬N14抗体検出系を作成し

た2)3)4)．そのクローニングした有馬N14のエピトープ
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解析によれば， QRKTKRSTNRRの11個のアミノ酸

がとくに重要であると考えられ，このアミノ酸は

HCVコア領域蛋白とほぼ一致している．有馬 N14抗

体の疾患別陽性率は，非A非B型慢性肝炎で74.6%,

非A非 B型肝硬変症で56.8%，非A非B型肝癌で

58.3％の陽性率であり， C100-3抗体に比し，非A非

B型肝硬変症・非A非B型肝癌では陽性率は低いも

のの非A非B型慢性肝炎では高い30)．急性C型肝炎

において，コア抗体である有馬N14抗体はC100-3 

抗体に比べ早期に出現するが，このことは HCVコア

領域蛋白が非構造蛋白よりも早期に生体の免疫機構に

認識されやすいためと推測される．

合成ペプチドを用いる系は，レコンビナント抗原を

用いる系と比較すると数々の利点を有している．第一

には非特異反応を減らせるということである．つまり，

レコンビナント抗原に含まれる host cellのMajor

Histocom patibility抗原や内因性の細菌蛋白に対す

る抗体が非特異反応をきたすことがあるが，合成ペプ

チドを用いる系ではこれらの要素は完全に排除できる．

事実，対照疾患である A型急性肝炎，薬剤性肝障害，

脂肪肝に陽性例は認められていない．またB型慢性肝

炎， B型肝硬変症にはそれぞれ16.1%(5/31), 9.6% 

(2/21)で陽性であったが，その陽性例すべて Inhibi-

tion testでN14 E plus #19-#40の特異性が確認でき

B型肝炎ウイルスと C型肝炎ウイルスの重感染であ

ることが証明された．次に抗原が比較的安価で容易に，

しかも大量に得られる点である． 34アミノ酸から成る

N 14 E plus #19-#40は固相法により容易に合成でき，

再現性でも優れている．さらには，シグナル／カットオ

フ値の分布で，反応サンプル群と非反応サンプル群の

間が広いという特徴を有しており，これも非特異反応

を減らせるという点で有利である．合成ペプチドを用

いたELISA系は，至適な免疫反応領域を選択するこ

とが出来れば特異的にその抗体を検出可能なことはす

でに HIV,HTLV-1, HTLV-2の抗体系に合成ペプ

チドを用いたイムノアッセイが応用されて38)示され

ている．

以上の利点があるので，合成ペプチドを用いた

HCV ELISA系を確立した．技術的に長い合成ペプチ

ドを作製できないので，抗原性の存在するとされる有

馬N14の11アミノ酸からなるエピトープ (QRKT-

KRSTNRR)にHCV-1のコア蛋白の＃19から＃40を

加えた34アミノ酸の合成ペプチド N14 E plus #19-

#40を抗原として用いた．N14Eplus #19-#40に相当す

るHCVコア領域は，前半（アミノ酸1~28)は強い第

ーの親水性領域であり，後半（アミノ酸29~40)は疎

水性領域および第二の親水性領域の一部である．この

合成ペプチドを抗原とし， ELISAを確立し，各種肝疾

患での評価を行った．その結果，非A非B型慢性肝疾

患においで慢性肝炎で94.4%(101/107)，肝硬変症で

80. 6% (25/31)，肝癌で87.5%(35/40)の陽性率であ

り，きわめて良好な成績であった． C100-3抗体や

N14抗体と比較しても明らかに感度は向上していた．

C 100-3抗体， N14抗体は慢性肝炎，肝硬変症，肝癌

と病態が進むにつれその陽性率が低下するが， N14E 

plus # 19-# 40抗体も同様な傾向を認めた．また HBsAg

（一）でALT50以上の献血者血漿を用いての結果に

おいて， N14 E plus #19-#40抗体の陽性率はC100-3

抗体陰性， HCV-RNA(＋）の群で73%(46/73),N 14 

抗体陰性， HCV-RNA(＋)の群で82.3%(42/ 

51)，両抗体陰性， HCV-RNA(＋）の群で60.0%(24/ 

60)であった．このことは， N14 E plus #19-#40抗体

系はC100-3抗体系， N14抗体系に比べ，より高い感

度を持ち特異性が高いことを示している． N14 E plus 

#19-#40には，少なくとも 2つ以上の免疫認識にとって

重要なエピトープが含まれていると考えられ， C型肝

炎の診断にとって有用である．これは従来のC100-3 

抗体系や N14抗体系などの HCV抗体系では診断で

きず見逃していた C型肝炎を拾い上げ得ることがで

き，今回の合成ペプチドにより感度の向上に成功した

と考えられる．以上から C型肝炎診断能が高いので，

献血者での HCV感染のスクリーニングには，最適と

考えられる．

HCVのアミノ酸配列の公開12)以降，それらの一部

を用いて多施設において様々な合成ペプチドを用いた

HCV抗体検出系の報告がなされた．岡本らは， HCV

-17)8)のコア領域アミノ酸のうち，その疎水性曲線から

第二の親水性領域にほぽ一致する 36個のアミノ酸か

ら成る合成ペプチド CP9を作成し，その合成ペプチ

ドCP9に対する抗体系を ELISA系により検討し

た25). N 14Eplus #19-＃40とCP9を比較してみると，

アミノ酸の数ではN14 E plus #19-#40が34アミノ酸

と2個少なく，またアミノ酸配列については， 2個のア

ミノ酸が一致しているのみである．そのCP9抗体系

の結果において，その陽性率は，非A非B型慢性肝炎

で77%，非A非B型肝硬変症で62%，非A非B型肝

癌で76％であった．これはN14Eplus #19-#40抗体系

の結果と比較すると陽性率は劣っている．同様にコア

領域の第一の親水性領域からも CPlO抗体系28)を作

成したが， N14 E plus #19-#40とのアミノ酸の比較で
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は，その 15アミノ酸が一致している．CPlOはCP9に

比べると非A非B型慢性肝疾患において約20％の感

度の上昇が認められており，CP9抗体系と CPlO抗体

系の比較から，第一の親水性領域の方が第二の親水性

領域より抗原性が強力であることを示している． N14 

E plus #19-# 40抗体系は，第一の親水性領域と第二の

親水性領域を含んだ系であるので，複数のエピトープ

の存在が感度の上昇をもたらしていると考えられる．

C型肝炎ウイルスはきわめて変異を起こし易いウイル

スであることが知られている．結城らは37)HCV遺伝

子がコードするポリペプチド上の6カ所の合成ペプチ

ドの抗体系に関して ELISA系を作成した．その結果，

HCVの抗原エピトープは抗原性の強弱はあるもの

HCV上に広く分布しているとしている． C・100-3抗体

やN14抗体のみの単独で診断することは困難である

と考えられる．

そのために感度向上を目指しコア蛋白および非構造

蛋白をつなぎ合わせたリコンビナント抗原の第2世代

HCV抗体系について開発が進み，それによって診断

能の向上がみられるようになった14)．第2世代HCV

抗体のEIA法は定量性はあるが手技が煩雑であり，

PHA法は簡便ではあるが定量性がなく客観性に乏し

いという短所がある．第2世代の抗体系(HCVEIA II 

Abbott) は，コア蛋白 (pHCV-34) とNS3 (33 

c), NS 4 (BCD)を繋合わせたものであるので， HCV

EIA IIの陽性は大部分の場合は持続感染状態を反映

するが厳密に言えば一部においては感染既往を示す可

能性も存在する． HBsAg(-）の慢性肝機能障害者113

例について N14 E plus #19-#40抗体と HCVEIA II 

(Abbott)の陽性率の比較も行った．その結果， HCV

EIA II陽性例23例については全例結果は一致し，そ

のCutoff indexとN14 E plus #19-#40抗体のOD

valueがパラレルな動きを示した．一方HCVEIA II 

陰性例90例中5例 (5.6%）に N14 E plus #19-#40抗

体陽性が認められた．この陽性例に PCR法による

HCV-RNAの検出を行ったところ 5例中 1例 (20.0

％）に陽性が認められた．このように解離例が存在し

た事実は，抗体検出系に用いたエピトープの違いによ

るものと考えられた．以上の HCVEIAIIとの比較か

ら， N14 E plus #19-#40抗体系は，鋭敏性，特異性，

簡便性，経済性において， HCVEIAIIと同等もしく

はそれ以上の有用性があると考えられた．

1989年に HCVの遺伝の 1部分が発見されて以来，

HCVに関する研究は急速に進歩し，数多くの HCV

抗体系が報告されてきた．しかしながら，その大部分

のHCV抗体系は，特異性や鋭敏性の点で満足できる

ものでなかった．とくにリコンビナント抗原を用いる

HCV抗体系では，発現抗原の立体構造がwildtypeと

異なっていたり，抗原発現の際の融合蛋白によって非

特異反応が出現する可能性が存在する． HCV抗原系

の確立していない現在，確定診断として行われる PCR

による HCV-RNAの検出はone-stage,two stageで

あれ，感受性が高く特異的である反面，厳密な保存を

必要とすることや測定手技の煩雑さであることなどい

くつかの欠点がある．したがって，大量の検体を対象

としての測定の方法としては決してふさわしくなく，

抗体の血清学的診断の方がより有用である．

筆者は， HCVコア領域の合成ペプチド N14Eplus

#19-#40を用いる抗体のELISA系を確立し，その結果

HCV感染の患者の血清中の HCVに対する抗体を非

常によく検出することが出来た．この結果が示すよう

にC型慢性肝炎の診断率の向上や献血者スクリーニ

ングにおいて感度の向上を認めることができ有用であ

った． N14 E plus #19-#40抗体は，第1世代の HCV

抗体系に優るばかりでなく第2世代の HCV抗体に比

肩できるものであり，先に述べたように HCV抗原検

出系が確立されていない現在はその経済性や簡便性か

らも C型慢性肝炎の診断や献血者のスクリーニング

に非常に適したものと結論できる．この応用により C

型肝炎の診断能の向上ばかりでなく輸血後肝炎の発生

を大幅に減少できる可能性が大きい．

結 語

HCV感染症の診断の向上のために HCVコア領域

の合成ペプチドである N14 E plus #19-#40のELISA

を用い C100-3抗体， N14抗体， HCVEIA IIと比較

し，その有用性について評価した．N14 E plus #19-#40 

は，エピトープを形成する HCVコア領域の初めの二

つの親水性領域を含む34アミノ酸から成っている．

N 14 E plus #19-#40抗体検出系を用いると，この

HCV抗体は非A非B型慢性肝炎で94.4％非A非B

型肝硬変症で80.6％非A非B型肝癌で87.5％に検

出できた． この抗体検出系は，この地域の患者を検査

した限りではC100-3抗体やN14抗体より感度が高

いようである． HCVEIAII陰性慢性肝疾患の患者の

うち 5.6%(5/90)が陽性であり，これらの5人のうち

1人はHCVRNA陽性であった．さらに， N14Eplus 

#19-#40抗体はHBsAg陰性， C100-3抗体， N14抗体

共に陰性， HCVRNAが陽性でALT50以上の40例

の献血者において， 57.5％に検出できた．
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これらの結果は， N14 E plus #19-#40抗体がHCV

EIA IIと同様に HCV感染患者の検出に有用であり，

N 14 E plus #19-#40抗体系を用いることによって C

型肝炎の診断能は向上し C型輸血後肝炎を減少させ

得るということを示唆する．

稿を終えるにあたり御指導，御校閲賜りました鹿児島大

学第二内科有馬暉勝教授に深く感謝致します．また本研究
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人先生に深く感謝致します．さらに終始御指導を賜りまし

た霜出義輝博士，前田栄樹博士，宮崎医科大学第二内科坪内

博仁教授，御協力頂きました教室の諸先生，研究補助員の中

堂園美智子氏，県民総合保健センター生化学検査室楠元一

秋氏，尾辻誠氏に深く感謝致します。また，本研究に協力い

ただいたクラレ中央研究所の諸氏に深謝致します．
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