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研究要旨
長崎県五島列島の上五島地域では、医療機関・地域健診・職域健診を受診し、HBs 抗原陽性と判定された

HBV 持続感染者(キャリア)に対して上五島病院付属奈良尾医療センターにて経過観察および治療介入を行
っている。本研究では同地域の HBV キャリアの初診時に得られた血清に対して HBV DNA sequence 及び
genotype を解析し、肝病態に関わる領域の mutation の有無を Genotype 別に検討して肝病態の推移との関連
を明らかにすることを目的とした。

この研究は広島大学疫学倫理審査委員会の承認を得て行った（広島大学 第 E-1244 号）。

1. 1980 年から 2017 年の期間に長崎県五島列島の上五島地域の医療機関・地域健診・職域健診を受診し、
HBs 抗原陽性と判明した 成人約 920 名のうち、今回は 478 名（男 268 名、女 210 名、平均年齢不明）
の保存血清を対象とした。

2. HBs 抗原陽性の成人 478 例中、Real time PCR 陽性は 321 例(67.2%)であった。Real time PCR によるウイ
ルス量は、101～102 copy/ml が 117 例と最も多く、中央値 2.2×101copy/ml(範囲：0～3.9×108copy/ml)
であった。

3. HBs 抗原陽性であった 478 例中、今回 274 例の SP 領域における sequence 解析が可能であり、41 例は S
領域における sequence 解析が可能であった。

1) SP 領域における sequence 解析が可能であった 274 例において、94.9％（260/274 例）が genotype
C、4.0％（11/274 例）が genotype B、1.1％（4/274 例）が genotype A に属した。

2) S 領域における sequence 解析が可能であった 41 例において、97.6％（40/41 例）が genotype C、
2.4％（1/41 例）が genotype B に属した。

4. 最終的に 478 例のうち sequence 解析が可能であった 315 例（SP 領域：274 例、S 領域：41 例）におい
て、95.2％（300/315 例）が genotype C、3.8％（12/315 例）が genotype B、1.0％（3/315 例）が genotype
A に属した。

A. 研究目的
長崎県五島列島の上五島地域では、医療機関・地

域健診・職域健診を受診し、HBs 抗原検査で陽性と
判定された HBV 持続感染者(キャリア)に対して上五
島病院付属奈良尾医療センターにて経過観察および
治療介入を行っている。

HBV DNA において core promoter 領域に mutation
があるキャリアは mutation のないキャリアと比較し
HCC のリスクが高く、予後不良であるため、NA 治療
等の早期介入が必要であるとする報告 1)がある。

本研究では、同地域の HBV キャリアの初診時に得
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られた血清に対して HBV DNA の配列と genotype を
解析し、Genotype 別、肝病態に関わる領域の mutation
の有無別の肝病態の推移との関連を明らかにするこ
とを目的とした。 

 
B. 対象と方法 
1. 対象 

長崎県五島列   島の上五島地域において 1980 年
から 2017 年の期間に医療機関・地域健診・職域健
診を受診し、HBs 抗原陽性と判明した 成人約 920
名のうち、今回は 478 名（男 268 名、女 210 名、平
均年齢不明）の保存血清を対象とした。 

 
2. 研究方法 

対象とする保存血清を用いて HBV DNA 量の測定
を行った。また、HBV DNA が検出された検体に関し
て系統樹解析を行い、HBV genotype を決定した。 

 
3. 測定方法 
1) HBV DNA：Real-time PCR、Nested PCR 
 
2) Genotype 決定までの手順 （図１） 

a) Real time PCR を行い、HBV DNA 量の測定を行
った。 

 
b) 全検体で Nested PCR を行った。コンタミネーシ

ョンを避ける為、HBV DNA 量が検出感度
（1copy/ml）以下-10

3
copies/ml の検体と

10
4
-10

9
copies/ml の検体に分けて(nt475 

–nt933: S region・P region の一部：本研究にお
いて<SP 領域>とする)の Nested PCR を行った。 

 
c) HBV DNA 量が検出感度以上かつ<SP 領域> 

Nested PCR が陰性の検体に 対して<SP 領域>よ
りも高感度の<S 領域> (nt455-nt687: S region)
を用いて Nested PCR を行った。 

 
d) Direct sequence を行い、得られた塩基配列から

MEGA version7 にて UPGMA 法により系統樹解
析を行った。 

 
（倫理面への配慮） 
この研究は広島大学疫学研究倫理委員会による
承認を得た（第 E-1244 号）。 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

図１．HBV DNA nested PCR 増幅領域 
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C. 研究結果 
1. HBV キャリア 478 名における HBV DNA 量の分

布  

Real time PCR を施行した結果、対象とした HBs
抗原陽性の成人 478 例中、Real time PCR 陽性は
321 例(67.2%)であった。Real time PCR によるウ
イルス量は、101～102 copy/ml が 117 例と最も
多く、中央値 2.2×101copy/ml(範囲：0～
3.9×108copy/ml)であった（図２）。 

 
 
 
 

 
 

 
2. HBV キャリア 478 名における HBV DNA 量別に

みた Nested PCR 結果の内訳 

HBV DNA 量別の nested PCR 対象検体とその結
果を示す。リアルタイム PCR で検出感度以下の
検体 157 例のうち、45 例が SP 領域の nested PCR
で陽性であった。SP 領域の nested PCR では 292
例が陽性となり、そのうち 274 例がシークエン
ス解析可能であった。SP 領域陰性のものは全例
DNA 量が 10 の 4 乗以下と低く、これに対して感
度の高い S 領域の nested PCR を行い、41 例の
genotype を決めることが可能であった。（表 1）。 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

図 2．HBV キャリア 478 名における HBV DNA 量の分布 
 

表 1. HBV キャリア 478 名における HBV DNA 量別にみた Nested PCR 結果内訳 
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3. SP 領域 Sequence 解析が可能であった HBV キ
ャリア 274 名の HBV genotype 内訳   

SP 領域 Sequence 解析が可能であった HBV キ
ャリアのうち、94.9％（260/274 例）が genotype 
C に属し、4.0 ％（11/274 例）が genotype B、
1.1％（3/274 例）が genotype A に属した（図３）。 

 

4. S 領域 Sequence 解析が可能であった HBV キャ
リア 41 名の HBV genotype の系統樹 

S 領域 Sequence 解析が可能であった HBV キャ
リアのうち、97.6％（40/41 例）が genotype C
に属し、2.4％（1/41 例）が genotype B に属した
（図 4）。

 
 
 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図３．SP 領域の sequence 解析が可能であった 274 例における HBV genotype の系統樹 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4．S 領域の Sequence 解析が可能であった 41 例における HBV genotype の系統樹 
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5. Sequence 解析が可能であった計 315 例の HBV
genotype 内訳

478 例中 sequence 解析が可能であった 315 例
（SP 領域：274 例、S 領域：41 例）において、
95.2％（300/315 例）が genotype C、3.8％（12/315
例）が genotype B、1.0％（3/315 例）が genotype

A に属した（図 5）。

図５．Sequence 解析が可能であった計 315 例の
HBV genotype 内訳 

D. 考察および結論
1. 長崎県五島列島の上五島地域において 1980 年か

ら 2017 年の期間に医療機関・地域健診・職域健
診を受診した約 920 名のうち、現時点では 478 名
の Real time PCR、Nested PCR を行った。

2. Real time PCR を施行した結果、対象とした HBs 抗
原陽性 478 例中、Real time PCR 陽性は 321 例
(67.2%)であり、ウイルス量は 101～102 copy/ml
が 117 例と最も多かった。

3. SP 領域の nested PCR では 292 例が陽性となり、
そのうち 274 例がシークエンス解析可能であった。
SP 領域陰性のものは全例 DNA 量が 10 の 4 乗以下
と低く、これに対して感度の高い S 領域の nested
PCR を行い、41 例の genotype を決めることが可能
であった。

(1)SP 領域 Sequence 解析が可能であった HBV キ
ャリア 274 例のうち、94.9％が genotype C に
属し、4.0 ％が genotype B、1.1％が genotype
A に属した。

(2)S 領域 Sequence 解析が可能であった HBV キ
ャリア 41 例のうち、97.6％が genotype C に
属し、2.4％が genotype B に属した。

4. 最終的に 478 例のうち、sequence 解析が可能で
あった 315 例（SP 領域：274 例、S 領域：41 例）
において、95.2％が genotype C、3.8％が genotype
B、1.0％が genotype A に属した。

5. 更に残り約 440 例の Sequence 解析を行い、HBV
DNA Sequence 解析結果と診療録データ(年齢、
診断名、抗ウイルス療法の有無、セロコンバー
ジョン日など) を合わせた解析を行う予定であ
る。
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