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分担研究者 棚橋 俊仁 神戸薬科大学医療薬学研究室 准教授 

 

研究要旨 

ヒト B 型肝炎ウイルス（HBV）は、宿主の免疫応答から回避し、宿主内で感染を持続

させるため、その遺伝子に高頻度に変異をきたす。このウイルスゲノム上の遺伝子変異

により、HBV は抗ウイルス剤への耐性を示す。しかし、従来の遺伝子解析法では、ウ

イルス遺伝子に当初から薬剤への耐性を示す自然耐性変異が存在していたのか、あるい

は治療後にウイルス遺伝子が変異し耐性を獲得したのか、評価することは困難であっ

た。核酸アナログ製剤による慢性 B 型肝炎の治療前後に採取したヒト患者血清から、

HBV ゲノムを抽出し、次世代シークエンサーにより全ウイルスゲノムのウルトラディ

ープシークエンスを行い、薬剤応答別に HBV遺伝子の全塩基配列をカタログ化する。 

 

 

A. 研究目的 

ヒト B型肝炎ウイルス（HBV）感染者の

血液中に、塩基配列が異なる複数クロー

ンの HBV株の存在が報告されており、単

一宿主内での HBV 株の遺伝的不均一性

が示されている。この HBV株の遺伝的不

均一性の度合いが、抗ウイルス治療の効

果に関連することが示されている。しか

し、従来の遺伝子解析法では、HBV遺伝

子に、当初から薬剤耐性を示す自然耐性

変異が潜在的に存在していたのか、ある

いは感染後に HBV 遺伝子がヒト体内で

変異し耐性を獲得したのか、評価するこ

とは困難であった。 

次世代シークエンサー（NGS）は高速か

つ大量塩基配列解読装置であり、短時間

に膨大なウイルス遺伝子塩基配列情報を

得ることが可能である。予備検討では、2

万クローンに至る HBV 株の解析が可能

であった。今回の研究では、核酸アナロ

グ製剤による治療前後に、慢性 B 型肝炎

患者から HBV 遺伝子を抽出し、NGS に

よりウイルスゲノムのウルトラディープ

シークエンスを行い、クローン数別に

HBV株のカタログ化を実施する。 

このウイルス塩基カタログ情報は、核酸

アナログ製剤などの抗ウイルス剤を投与

する際に、合理的な事前予測として役立
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ち、不適切な抗ウイルス剤の投与に伴う

耐性ウイルスの出現を抑制し、不要な医

療費の削減効果をも期待出来るため、厚

生労働行政上、有益をもたらす。 

 

B. 研究方法 

1. HBVゲノム逆転写酵素配列（694 bp）

の PCR・ウルトラディープシークエンス 

予備検討として、HBVゲノムのコア領域

で逆転写酵素をコードしている 694 bp配

列を PCR法で部分的に増幅し、イルミナ

社 MiSeq を用いて、4 ウイルス検体のウ

ルトラディープシークエンスを実施した。

平均収得リード数は、72万 6千リードあ

り、すべての検体でウイルスゲノムの各

塩基部位に 2 万リード以上の配列情報が

得られた。原理的には、2万クローンに至

る HBV株の解析が可能、と考えられた。 

 

2. HBVゲノム全配列（3215 bp）の PCR・

ウルトラディープシークエンス 

環状である全ウイルスゲノムを増幅する

プライマー配列 P-1と P-2を設計し、HBV

全ゲノム配列の増幅を実施した。全ゲノ

ム配列に由来する PCR産物のウルトラデ

ィープシークエンスを実施し、適切なリ

ード数と適切なデプスの評価を行った。

さらに、全ゲノム配列をカバーするより

適切なプライマー配列として、W-1、W-2、

W-3 の設計を実施した。また、適切なコ

ントロール配列を有する検体の構築を実

施した。 

 

3. PCR法を必要としないダイレクト・ウ

ルトラディープシークエンス 

ウイルスゲノムの増幅を必要とせず、感

染者血清から HBV ゲノムを直接採取し、

ダイレクト・ウルトラディープシークエ

ンス法の確立を試みた。この方法の確立

により、PCR 法による増幅効率の不均一

に起因する実験誤差が回避可能となり、

また多数検体処理も実施し得る。 

 

C. 結果 

1. プール検体数の検討 

エンテカビルが投与予定、あるいは投与

されているヒト患者血清から、HBVゲノ

ムを抽出した。環状である全ウイルスゲ

ノムを増幅するプライマー配列P-1とP-2

を設計し、PCR法でHBV遺伝子全長を増

幅した。まず、2検体でPCR・ウルトラデ

ィープシークエンスを実施した。平均収

得リード数は826万4千リードあり、ウイ

ルスゲノムの各塩基部位に14万リード以

上の配列情報が得られた。2検体では、過

剰な情報量となり、また多検体での運用

では非効率となるため、解析検体数を増

加させることとした。 

5検体のPCR・ウルトラディープシークエ

ンスでは、平均収得リード数は254万5千

リード、ウイルスゲノムの各塩基部位に6

万リード以上が得られた。4検体のディー

プシークエンスにおいても、平均収得リ

ード数は207万2千リード、ウイルスゲノ

ムの各塩基部位に4万5千リード以上の配

列情報が得られた。原理的に、4万クロー



 3

ン以上のHBV株の解析が可能であり、4

検体をプールしたディープシークエンス

の実施が、運用上適切であると考えられ

た。 

 

2. マルチプレックスPCRライブラリー

の構築 

プライマー配列であるP-1とP-2部位は収

得リード数が減少するため、リード数の

減少を補う目的で新たなプライマー配列

W-1、W-2、W-3を設計した。3種類のPCR

産物によるマルチプレックスPCRライブ

ラリーを構築し、PCR・ウルトラディー

プシークエンスを実施し、HBV遺伝子全

長に一様なリード数の確保が可能であっ

た。 

構築したマルチプレックスPCRライブラ

リーにより、エンテカビル投与前23検体、

投与後7検体のPCR・ウルトラディープシ

ークエンスを実施済みである。 

 

3. コントロールゲノムAB246344の構築 

日本における標準的なB型肝炎ウイルス

遺伝子配列として、AB246344（ジェノタ

イプC）が挙げられる（Hepatology 2006）。

ゲノム変異解析の参照配列として用い、

さらにシークエンスエラーを検出するた

め、大腸菌でAB246344配列を人工合成し

た。コントロールゲノムAB246344のウル

トラディープシークエンスでは、平均収

得リード数は271万3千リード、ゲノムの

各塩基部位に5万リード以上が得られて

おり、変異解析の参照配列として有用と

考えられる。 

 

4. PCR法を必要としないダイレクト・ウ

ルトラディープシークエンス 

HBVゲノムはウイルスカプシドに包まれ

ている。4検体を用いて、カプシド酵素処

理の影響を検討した。カプシドの酵素処

理が未実施であると、ウイルスゲノムの

各塩基部位では、1千リード程度のカバレ

ッジであり、ディープシークエンスは不

可能であった。カプシド酵素処理に伴い、

ウイルスゲノムの各塩基部位で1万リー

ド以上のカバレッジが得られ、ダイレク

ト・ウルトラディープシークエンスによ

る解析が可能であった。但し、10-6コピー

以下のウイルス量検体では、収得リード

が少なく、解析不可能であった。 

 

D. 考察 

ヒト体内において HBVは、多様な変異体

の集合として存在しており、抗ウイルス

剤への耐性を示す自然耐性変異体の検出

は、HBVゲノムの臨床的意義の解明へつ

ながる。我々は、核酸アナログによる治

療前後に、慢性 B型肝炎患者から HBV遺

伝子を抽出し、NGS によるウルトラディ

ープシークエンスで、4万クローンに至る

HBV株を、薬剤応答別にカタログ化し得

ることを明らかにした。さらに、核酸ア

ナログ製剤の投与前から潜在的に微量に

存在する薬剤抵抗性ウイルスを検出し得

る可能性を示した。今後は、解析検体を
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増加させ、HBV株各クローンの塩基カタ

ログ化をより多数例で推進させる。 

エンテカビル投与前後のヒト患者血清か

ら HBV 遺伝子を抽出し、PCR 法で HBV

遺伝子全長を増幅させている。エンテカ

ビル投与後は、ウイルス量が減少するた

め、PCR法での検出結果に影響を及ぼす。

我々の検討では、10-6コピー以下のウイル

ス量では、シングル PCR法で、HBV遺伝

子全長の増幅が困難である点を見出して

いる。この点を克服するため、PCR 法を

必要としないダイレクト・ウルトラディ

ープシークエンスの確立を試みた。カプ

シドの酵素処理に伴い、ウイルスゲノム

の各塩基部位で十分なリード数が得られ、

ダイレクト・ウルトラディープシークエ

ンスによる解析が可能と考えられた。但

し、血清ウイルス量が 10-6 コピー以下の

低値な検体は、収得リードが少なく、解

析が不十分である。今後は、PCR あるい

はダイレクト・ウルトラディープシーク

エンスにより、血清ウイルス量が 10-6 コ

ピー以下の検体の HBV 遺伝子全長をど

の様にして検出するのか、検討課題とし

ている。 

 

E. 結論 

NGS によるウルトラディープシークエン

スで、これまでになく膨大な塩基情報を、

より高速で、より感受性高く同定し得る

ことが可能となりつつある。今回の PCR

およびダイレクト・ウルトラディープシ

ークエンスで、1万クローン以上の遺伝子

多様性のある HBV株を、エンテカビルの

治療効果別にカタログ化することが可能

である。この薬剤応答性のウイルス塩基

配列情報を基盤とし、ウイルス蛋白の立

体構造解析へと繋げ、抗ウイルス剤との

親和性を検討する。これら統合的な解析

により、将来の慢性 B 型肝炎の治療の更

なる改善が期待される。 

 

F. 健康危険情報 

特記事項なし。 
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次世代シーケンサーを用いたヘリコバク

ターピロリ菌癌性蛋白 CagA に特徴的な変

異の検出. 岩本彰、棚橋俊仁、岡田理菜、

小川浩史、張菁芸、吉田優、東健. 第９回
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次世代シークエンサーによる肝発癌に関

与する miRNAの網羅的解析. 村上善基、棚

橋俊仁、田口善弘、豊田秀徳、熊田卓、榎
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H. 知的財産権の出願、登録状況 

1.特許取得 

なし 

 

2.実用新案登録 

なし 

 

3.その他 

なし 

 


