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研究要旨：B型肝炎ウイルス(HBV)感染後の臨床経過のうち、持続感染、線維化進展、
癌化、再活性化、劇症化、薬剤応答性、ワクチン応答性、家族内感染等に関連する宿主
遺伝因子を網羅的に探索する為、班を3つのチーム (1. 臨床分科会、2. ゲノム解析分科
会、3. 機能解析分科会) から構成して研究を行った。1. では各病態の臨床情報・検体収
集体制を確立し、日本人約4,000名に加えて、韓国人、タイ人、香港人についても検体収
集を実施した。2. のゲノム解析では、1. のシステムで収集したHBV関連患者群1,356検
体についてAXIOM ASI Arrayを用いたGWASを実施し、持続感染・線維化・癌化などの
病態における関連候補SNPを同定し、そのうち癌化については新規遺伝要因を同定した。
HLA-DP多型解析では、日本人を含む東アジア集団の患者、健常者約3,200検体について
大規模HLAタイピングを実施し、既報のHLAアリル以外に慢性化および病態進展と関連
を示すアリルを新たに同定した。また、ホモとヘテロの効果についても検討した。ウイ
ルス因子の同定では、HBs抗原領域のアミノ酸配列のバリエーションと病態間で違いの
あるアミノ酸変異を抽出した。3. の機能解析では、慢性B型肝炎感受性及び抵抗性に関
連するHLA-DPアリルを対象として、HLA-DP結合抗原ペプチドをHBs, HBc抗原ペプチ
ドライブラリーから探索し、慢性B型肝炎抵抗性HLA-DPアリル特異的に結合するウイル
ス抗原領域を見出した。B型慢性肝炎から肝癌発症に関わる階層クラスター解析および
遺伝子ネットワーク解析とNASH肝癌を加えた73の肝癌組織及び非癌部の遺伝子発現解
析の比較では、腫瘍内浸潤リンパ球の動態が肝癌の予後と密接に関連していることが示
唆された。 
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A. 研究目的 
 B 型肝炎ウイルス(HBV)感染後の臨床経
過は非常に個人差が大きい。臨床経過に影
響を及ぼす因子としては、年齢、性別、他
の肝炎ウイルスとの共感染、HBV遺伝子型
等が挙げられる。宿主の遺伝因子について
も、B 型肝炎の慢性化については候補遺伝
子アプローチにより幾つかの遺伝子の関与
が示されており、さらにゲノムワイド関連
解析(GWAS)により HLA-DP 遺伝子の関連
が示された。また、B 型慢性肝炎の癌化に
ついても複数のGWASが実施されているが、
日本人集団での再現性は得られていない。 
本研究では、B型肝炎における、持続感染、
線維化進展、癌化、PEG-IFN や経口抗ウイ
ルス剤などに対する薬剤応答性、ワクチン
応答性、再活性化、劇症化、家族内感染等
に関連する宿主遺伝因子を網羅的に探索す
る事を目的とする。 
 
B. 研究方法 
 本研究では、班を 3つの組織(1. 臨床分科
会、2. ゲノム解析分科会、3. 機能解析分科
会)から構成し、研究を実施した(別紙 1 参
照)。 
 
1. 臨床分科会（横須賀、黒崎、本多、八橋、
松本、日野、須磨崎、楠本、持田、夏井坂、
小池、武冨） 
 平成 23-25 年度に構築した日本全国の研
究協力施設から、サンプル（DNA及び血清）
を効率的に収集し、詳細な臨床情報と共に
管理するシステムを用いて、検体および臨

床情報の収集を実施した。新規に収集した
サンプルは受託会社にて DNA および血清
を抽出・分離した後に国立国際医療研究セ
ンターへ送られる。既に DNAおよび血清を
分離済のサンプルについては、各施設から
直接国立国際医療研究センターに送られる。
各施設で収集された臨床情報は、連結可能
匿名化された後に国立国際医療研究センタ
ーに送られる。収集された臨床情報を元に
病態毎に検体を分類し、ゲノム解析用の新
たな IDが付加される。二重匿名化されたゲ
ノム DNAと臨床情報は、東京大学大学院医
学系研究科人類遺伝学分野に送られる。 
 
2. ゲノム解析分科会（徳永、松田、西田、
脇田） 
(1) ゲノムワイド関連解析 
新規の宿主遺伝要因を探索する事を目的
として、収集した HBV関連患者群の合計約
5,000 検体のうち、1,356 検体を対象として
ゲノムワイド SNP タイピングを実施した。
タイピングにはAffymetrix社のAXIOM ASI 
1 Array（約 60万種の SNPを搭載）を用い
た。Overall call rateの平均は 99.41%、DishQC
の平均は 0.969 となった。タイピング結果
に基づいて、持続感染・線維化進展・癌化
についてゲノムワイド関連解析（GWAS）
を実施した。 
(2) HLAタイピング 
 日本人 HBV 患者群(CH, LC, HCC を含
む)489 検体、HBV 既往感染者群 335 検体、
健常者群 467 検体（計 1,291 検体）に対し
て、HLA-DPA1および HLA-DPB1の HLAタ



イピングを実施した。また、日本人での解
析結果と比較するため、韓国集団計 586 検
体（HBV 患者群 340 検体、HBV 既往感染
者群 106検体、健常者群 140検体）、香港集
団計 661検体（HBV患者群 281検体、HBV
既往感染者群 190検体、健常者群 190検体）、
およびタイ集団計629検体（HBV患者群390
検体、HBV既往感染者群 113検体、健常者
群 126検体）についても HLAタイピングを
実施した。上記タイピングデータを用いて
関連解析を実施した。 
(3) ウイルス因子解析 
 B 型肝炎の慢性化および癌化に抵抗性を
示す HLA-DPB1*02:01アリルをホモで持つ
患者検体を抽出し、それらを慢性肝炎群
（CH）と肝癌群（HCC）に分類した。各群
について 11例で、年齢を中央値で有意差が
ない二群を取り出した。HBVのシークエン
スのために、PreS1, S2, Sをカバーするプラ
イマーセットでPCR増幅を行った。その後、
得られた産物を GS Jr.でディープシークエ
ンスを実施した。シークエンスデータにつ
いては、アライメントまでを BWA-mem で
実施し、その後のアミノ酸変換は、in house
の解析システムの構築を行った。得られた
多数のアミノ酸配列について、ケース
（HCC）とコントロール（CH）でそれぞれ
にデータを一つに集約した上で、比較解析
を行い、各病態に特有のアミノ酸を抽出し
た。 
3. 機能解析分科会（前仲、宮寺、本多） 
(1) HLA-DPタンパク質の発現系構築 
 B 型肝炎慢性化に対する感受性・抵抗性
と有意に関連を示す HLA-DPA1 および
DPB1 アリル、関連を示さない中立性アリ
ル(HLA-DPA1*01:03, *02:01, *02:02, HLA- 
DPB1*02:01, *03:01, *04:01, *04:02, *05:01, 
*09:01）cDNAを HLA標準細胞株よりクロ
ーニングし、哺乳類繊維芽細胞株で発現し
た。HLAタンパク質βサブユニット C末端
に His タグを付加し、安定発現株の界面活
性剤可溶性分画を NTA-Ni コートプレート
上でインキュベートし、HLAタンパク質を
プレート上に固定した。HBs抗原、HBc抗
原全長についてビオチン標識ペプチドライ

ブラリーを作製し、HLA-DP に結合するウ
イルス抗原ペプチドを探索した。 
(2) 化合物スクリーニング手法の確立 
 遺伝的解析から関連が検出された HLA
を含む新規創薬候補遺伝子産物に対して、
化合物スクリーニングを行う上で有効と想
定される複数のスクリーニング手法の確立
を試みた。具体的には、当研究室において
多用している表面プラズモン共鳴法に加え、
示差走査熱量分析法、示差走査蛍光測定法
を用いた評価系について検討した。 
(3) 慢性肝炎から肝癌発症に関わる遺伝子
群のネットワーク解析と非アルコール性脂
肪性肝炎のネットワーク解析の比較 
これまでの B 型慢性肝炎（CH-B）、B 型
肝癌（HCC-B）、C型慢性肝炎(CH-C)、C型
肝癌(HCC-C)の肝組織に加え、非アルコー
ル性脂肪性肝炎（NASH）の非癌部及び癌
部（NASH-HCC）の遺伝子発現を解析した。
解析サンプル数は CH-B：21，HCC-B：21、
CH-C： 33、HCC-C： 33、NASH:： 19、
NASH-HCC：19であり、Affymetrix gene chip 
U133Plus 2.0を用いて解析した。 
 
 
（倫理面への配慮） 
 本研究を行うにあたり、代表者である徳
永の所属する東京大学医学部ヒトゲノム・
遺伝子解析研究倫理審査委員会から承認を
得た。また、各々の研究分担者及び研究協
力者が所属する機関においても、倫理審査
委員会から承認を得たのちにサンプル収集
を実施した。アジア各国との共同研究体制
を整え、東京大学および国立国際医療研究
センターとのMOU契約を取り交わした。 
 
C. 研究結果  
1. 検体収集・臨床情報蓄積システムを利用
した検体収集の実施 
 各病態の臨床情報・検体収集体制を確立
し、日本人、韓国人、タイ人、香港人、台
湾人（健常者群および HBV患者群）につい
て検体収集を実施した。また、検体・臨床
情報を補完するソフトウェア開発とサーバ
整備も実施した。日本人検体については、



全国より約 4,000 検体が収集され、そのほ
とんどに臨床情報（簡易）の付加が完了し
た。また海外検体については、約 3,000 検
体（韓国、香港、タイ、台湾）を収集した。 
  
2-1. HBV感染に伴う各病態の宿主遺伝要因
同定を目的としたゲノムワイド関連解析 
 B 型肝炎の慢性化に関連する宿主遺伝要
因の探索を目的とし、無症候キャリア及び
慢性肝炎患者群 523 検体をケース群、健常
者群 640 検体をコントロール群として
GWASを実施した。既報の HLA-DPを含む
HLA 領域で 471SNP、それ以外の領域で
58SNPが関連候補 SNPとして選ばれた。ま
た、繊維化進展に関連する遺伝要因の探索
を目的とし、肝硬変患者群 211 検体をケー
ス群、無症候キャリア及び慢性肝炎患者群
523検体をコントロール群として GWASを
実施した。その結果、59SNPが関連候補 SNP
として選ばれた。更に、癌化に関連する遺
伝要因の探索を目的とし、HBV陽性肝癌患
者群 473 検体をケース群、無症候キャリア
及び慢性肝炎患者群 516 検体をコントロー
ル群として GWAS を実施した。その結果、
110SNP が関連候補 SNP として選ばれた。
各病態に対して独立の日本人検体及びアジ
ア集団の検体を用いて replication studyを実
施し、癌化に関連する新規の遺伝要因を同
定した。 
 
2-2. 日本人検体およびアジア検体を用いた
大規模 HLA タイピング結果を用いた関連
解析 
 日本人の健常者群と HBV 患者群の
HLA-DPB1 アリルで関連解析を行い、日本
人において B型肝炎慢性化に対する抵抗性
を示すアリルとして HLA-DPB1*02:01、
*04:01、*04:02、感受性を示すアリルとして
HLA-DPB1*05:01、*09:01を同定した。日本
人において癌化に対して抵抗性を示す
HLA-DPB1*02:01を同定した。 
韓国集団、香港集団、タイ集団において
HLA-DPB1 アリルの関連解析を実施し、韓
国集団では日本集団と共通のアリルが感受
性・抵抗性に関連する事が示され、香港集

団およびタイ集団では、日本集団とは異な
るアリルが関連する事が示された。 
HLA-DPB1の個別Genotypeでの関連解析の
結果、上記の抵抗性 DPB1 アリルをヘテロ
で有する症例（0201/0401）は抵抗性 DPB1
アリルをホモで有する症例（0201/0201）よ
りも有意な抵抗性の関連を示すことを明ら
かにした。また、HLA-DPB1の個別 Genotype
での関連解析の結果、上記の感受性 DPB1
アリルをヘテロで有する症例（0501/0901）
は感受性 DPB1 アリルをホモで有する症例
（0501/0501）よりも有意な抵抗性の関連を
示すことを明らかにした。 
 
2-3. ウイルス因子解析手法の確立 
 次世代シーケンサーにより得られた配列
を、HBVのリファレンス配列に従ってアラ
イメントし、その状態を保持したまま、HBV
の持つ遺伝子のコドン単位に従って、アミ
ノ酸に変換するシステムの構築を行った。 
 解析基準については、シークエンス結果
を元に、各サンプルで各サイトの depth が
100 以上の場合とした。アミノ酸のバリエ
ーションについては、出現頻度が 5%以上の
ものを採用した。解析に際しては、ケース
とコントロールの各群に属する 11 検体を
一つにまとめたリードファイルを作成して、
アミノ酸のバリエーションを算出した。 
 アミノ酸で観察した際に、そのコドンサ
イトの最頻出アミノ酸がケースコントロー
ル間で異なる場合は、メジャー変異と定義
した。また、最頻出アミノ酸がケースとコ
ントロールで同じであるが、マイナーな存
在のアミノ酸に違いがある場合は、そのコ
ドンサイトにマイナー変異があるものと定
義した。その結果、ケースとコントロール
を比較した場合に、HBs 抗原のアミノ酸領
域の１-４００番まででは、観察されたほと
んどのアミノ酸位置はマイナー変異を有し
ていた（９２箇所）。一方で、５箇所では、
メジャー型の変異があった。 
 
3-1. HLA-DP アリルの組換えタンパク発現
系の構築 
これまでに主要 HLA-DP アリルの組換えタ



ンパク質発現系を構築し、HLA-ペプチド結
合測定系を確立した。今年度は、この測定
系を用いて HBV 表面抗原(HBs)、コア抗原
(HBc)のペプチドライブラリー(ペプチド 63
種類)について HLA-ペプチド結合解析を行
い、慢性化抑制アリル DP0402 に特異的に
結合する高親和性ペプチド３種、慢性化進
行アリル DP0901、中立アリル DP0301に弱
く結合する低親和性ペプチド１種類を見出
した(いずれも未発表)。 
 
3-2. 化合物スクリーニング手法の確立 
 複雑な分子形態をとる HLA タンパク質
をまずは対象として、化合物スクリーニン
グ系の検討を進めた。スクリーニング手法
として簡便で、大規模ハイスループットス
クリーニングに適している示差走査蛍光測
定法、およびより詳細なミディアムスルー
プットの解析に向く示差走査熱量分析法を
検討した。 
 研究室で既に調製法の確立しているHLA
クラス I タンパク質を用いて、上記 2 種の
手法でタンパク質の分析を行った。その結
果、HLAクラス I分子（HLA-G）はいずれ
の手法でも分子の変性点が 2 点あるものの、
測定条件の最適化を行えば、スクリーニン
グの系として用いることが可能であると予
想された。また、初期データとして遺伝的
関連が検出されている HLA 以外の受容体
タンパク質についても、大腸菌等を用いた
組換えタンパク質の調製法を検討中である。 
 
3-3. 遺伝子ネットワーク解析の実施 
 非癌部及び癌部の遺伝子発現はそれぞれ
の成因別に特徴的な発現パターンを示した。
肝癌の予後と関連する遺伝子発現としてク
ロマチン修飾、細胞周期、DNA修復関連遺
伝子の発現上昇は有意に PFS (progression 
free survival)低下と関連した。また、NK細
胞、IFN シグナル、抗原提示、TCR シグナ
リングの発現低下が有意に PFS低下と関連
した。このように肝癌細胞内の腫瘍浸潤リ
ンパ球の動態と肝癌の再発、予後と密接に
関連していることが明らかとなった。 
 

D. 考察 
 本プロジェクトで構築した検体収集・臨
書情報の蓄積システムを利用して検体収集
を開始した。収集されたサンプルは現時点
で、日本、韓国、香港、タイを合わせると
約 5,700 検体にのぼり、さらに共同研究グ
ループが約 1,300 検体を保有する。今後こ
れらの検体は、より大規模な GWASやその
結果の検証に用いることが期待される。ま
た、B 型肝炎慢性化・ウイルス排除につい
て HLA-DP の HLA タイプを詳細に検討す
る事で、病態の解明およびリスク予測遺伝
子検査法の開発に役立つことが期待される。
HLA-DP については組換えタンパク発現系
の構築も進んでおり、抗原ペプチドとの複
合体など、より詳細な解析が期待できる。 
 既に B型肝炎の慢性化・ウイルス排除や
肝癌については一部新規遺伝要因を報告し
ているが、今後はこのシステムを用いてよ
り大規模な解析を実施することで、新規の
遺伝要因を同定する事が可能になると考え
られる。また、線維化進展や癌化において
も新規遺伝要因の同定が期待される。同時
に、遺伝子ネットワーク解析により同定さ
れた遺伝子群、ウイルスゲノム配列中の多
型を組み合わせた解析も期待される。 
 
E. 結論 
本研究では、班を 4 つの組織から構成し、
研究を実施した。1) 各病態の臨床情報・検
体収集体制を確立し、日本人、韓国人、タ
イ人、香港人、台湾人（健常者群、HBV患
者群およびウイルス排除群）約 5,700 検体
を収集した。2) ゲノム解析では、慢性化・
繊維化進展・癌化に関連する宿主遺伝要因
を網羅的に探索し、各病態について関連候
補 SNPを検出した。また癌化については新
規遺伝要因を同定した。日本を含む東アジ
ア集団サンプル約 3,200 検体について大規
模 HLAタイピングを実施し、慢性化及び病
態進展に関与するHLA-DPB1アリルを同定
し、ホモとヘテロの効果についても検討し
た。ウイルス因子の同定では、HBs 抗原領
域のアミノ酸配列のバリエーションと病態
間で違いのあるアミノ酸変異を抽出した。



機能解析では、慢性 B型肝炎感受性及び抵
抗性に関連する HLA-DPアリルを対象とし
て、HLA-DP結合抗原ペプチドを HBs, HBc
抗原ペプチドライブラリーから探索し、慢
性 B型肝炎抵抗性HLA-DPアリル特異的に
結合するウイルス抗原領域を見出した。B
型慢性肝炎から肝癌発症に関わる階層クラ
スター解析および遺伝子ネットワーク解析
と NASH 肝癌を加えた 73 の肝癌組織及び
非癌部の遺伝子発現解析の比較では、腫瘍
内浸潤リンパ球の動態が肝癌の予後と密接
に関連していることが示唆された。 
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