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研究要旨 

本邦におけるB型肝炎ウイルス(HBV)感染者は1.5%程度と推定される。母子感染にてHBV

に感染すると高率に慢性化し、年余の経過を経て慢性肝炎、肝硬変をへて肝細胞癌に至

る。インターフェロン、核酸アナログ製剤でウイルスの複製はコントロールできるよう

になったが、宿主内のウイルスを排除することは困難であり、長期にわたる投薬が必要

である。今回我々の研究班は HBV のウイルス構造解析によって薬剤耐性のメカニズムと

ウイルスの変異の関係を明らかにすること、in silico screening によってウイルスタ

ンパク機能阻害薬候補を探索し、ウイルスの排除を目的とした新規治療薬開発を目的と

している。 

 

 

A.研究目的 

本邦におけるHBV感染者は150万人程度と

推定される。母子感染にてHBVに感染する

と高率に慢性化し年余の経過を経て肝硬

変、肝細胞癌に至る。３５歳未満の患者は

インターフェロンにてある程度の確立で

ウイルスの排除が期待できるが、３５歳以

上ではインターフェロン単独ではその効

果は期待できない。抗HBV治療として核酸

アナログは、ウイルスの増殖抑制効果は期

待通りの成果を示しているが、投薬中止に

てHBVは高率に再燃し、ウイルスの排除は

困難であり、ウイルスの持続感染は肝硬変

や肝発癌のリスクとなっている、そのため

ウイルスの排除を目的とした安全な薬剤

の開発は急務とされている。 

ヒト感染性ウイルスは宿主の免疫応答か

ら回避し持続感染するために遺伝子変異

を高頻度に起こす。このことは抗ウイル

ス剤への耐性獲得を容易にしていると考

えられている。しかし、これまでの遺伝

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。 
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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。今回の研究では、

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、コピー数別に HBV

株各クローンのカタログ化を実施する。

またHBVの DNA polymerase タンパクの構

造解析を行い現在使用しているラミブジ

ン、アデフォビル、エンテカビルの DNA 

polymerase の catalytic domain との相

互作用の起こりやすさを in silico 

screening を用いて推定し、薬効の治療効

果予測を行う。これらの情報を集積し HBV

の株ごとの薬剤応答を幅広く臨床の場で

利用できるようにデータベース化し公表

する、この情報は慢性 B 型肝炎治療方法

の標準化に有用であると考えられる。 

HBV は preS/S、preC/C、X、DNA polymerase

と 4 種の ORF を持っている。それぞれの

タンパクの機能を阻害する低分子化合物

の探査に我々の開発した in silico 

screening 用いて行う。この方法は新規で

低分子化合物を作成するのではなく既存

の薬剤バンクや、低分子バンクと関心タ

ンパクの相互作用を検討するもので、新

規で薬剤を作成することがないために、

創薬の費用と時間が大幅に軽減すること

が期待される。この方法を用いウイルス

の生活環に関係する複数のポイントを阻

害する薬剤の開発を試み、２年以内に臨

床第一相試験に移行を目指している。 

 

B.研究方法 

ウイルスの持続感染系の樹立 

免疫不全マウスにヒト肝細胞を生着した

細胞 PXB 細胞を用いて HBV 感染患者血清

より HBV の安定感染系の樹立を行ない、

低分子化合物の抗ウイルス活性をモニタ

ーした。また国立感染症研究所より分与

された、Hep38.7-Tet、HepG2.2.15.7 を用

いてHBV実験感染系を樹立した(持続感染

系の確立は早川、村上が行なった)。 

抗ウイルス薬候補の検索 

HBV ゲノムにコードされている Large 

HBs、HBe Ag、HBc Ag、HBx protein、 DNA 

polymeraseに対してin silico screening

を用いて抗ウイルス活性を持つ低分子化

合物の検索を行った。また宿主の持つウ

イルスの複製に関与する因子に対する阻

害剤(1)α-glucosidase inhibitors、(2) 

LTβR 、(3)TLR7の3種においてin silico 

screening を用いて機能を阻害する低分

子化合物を探索している。（探索は梅山、

岩舘、田口が行った。） 

 

（２）ウイルス変異解析 

環状である全ウイルスゲノムを増幅する

プライマー配列を 3 分割し HBV 全ゲノム

配列の増幅を実施した(Inuzuka T et al. 

2014)。全ゲノム配列に由来する PCR 産物

をイルミナ社 MiSeq にて行い適切なリー

ド数と適切なデプスの評価を行った。し

かプライマー間の PCR 増幅効率が異なる
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ため、リード数が領域によって異なる点、

と PCR による増幅によって正確なウイル

スのリード数が反映されない可能性を考

え、HBV 感染血清より DNase 処理、界面活

性剤処理を行ない、PCR 処理を行なわずに

ウルトラディープシークエンス解析を行

なった(Sasaki M et al. J Gen Virol 2014)。

解析に必要なリード数が得られ、PCR を行

なった場合と遜色ない解析結果を得るこ

とができた。 

ウイルス変異解析は棚橋、矢野、田口、

村上が行い、検体と臨床情報提供を熊田、

豊田、河田、田守、榎本、本多が行った） 

 

（倫理面への配慮） 

既にこの解析に関する臨床研究[大阪市

立大学大学院医学研究科倫理委員会より

次世代シークエンサーを用いた抗ウイル

ス薬によるHBV株出現の予測]について検

体採取機関と当施設の倫理申請を行い､

承認を受けている(平成 26)｡ 

 

C.結果 

（１）直接ウイルス作用型抗ウイルス剤

と宿主因子阻害型抗ウイルス剤の探索 

ヒト肝細胞由来の PXB 細胞を用いて HBV

の安定感染系を樹立した。この方法を用

いて新規核酸アナログ候補としてピリミ

ジン型 100 種、プリン型 100 種を AKos 

library より in silico screening にて選

別した、次に既に他の疾患で使用されて

いるもの、文献的に報告があるもの、日

本で手に入らないものは除外し、ピリミ

ジン型 6 種、プリン型 6 種を選別した。

そのうち細胞毒性がなく上清中ウイルス

DNA を有意に減少させたものはピリミジ

ン型 2種、プリン型 2種あった。 

さらに capsid 合成阻害候補を同様に in 

silico screening で 100 種選別した。そ

のうち16種の抗ウイルス効果を確認した

所、細胞毒性がなく抗ウイルス効果があ

ったものは 4 種選択できた。これらの薬

剤は 100μMの濃度で作用するために、よ

り作用効果の強い低分子化合物の選択が

必要である。具体的には低分子化合物の

構造が類似しているもの Tanimoto 係数

0.8-0.9 のものと 0.7 程度の低分子化合

物を選別し解析を行なう予定である。 

また宿主側のウイルス複製に必要な分子

(1)α-glucosidase inhibitors、(2) 

LTβR 、(3)TLR7の3種においてin silico 

screeningを用いて機能を阻害する低分

子化合物を探索している。 

 

（２）ウイルス変異解析 

B 型肝炎感染患者 114 検体についてイル

ミナ社 MiSeq を用いて解析を行った。各

検体は 100 万シークエンスリード、1万デ

プス以上の解析結果が得られており、ウ

イルスの変異解析に充分耐え得るデータ

収得が可能とした。エンテカビル治療前

後 に お け る ア ミ ノ 酸 の 変 異 を

major/minor clone 別に解析した所、治療

経過中にmajor  cloneで遺伝子発現変異

は同定できなかったが、minor clone には

既報でエンテカビル耐性に関与する変異
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を同定することができた。さらに PCR を

用いずに行なった NGS 解析でも同様にエ

ンテカビル耐性変異が minor clone で同

定された。 

 

D.考察 

現時点で選択できた新規核酸アナログと

capsid 合成阻害剤は細胞毒性がないが、

作用を発揮するために高濃度で投与する

必要がある。そのため構造解析を再度行

ない、Tanimoto 係数をもとに類似化合物

を探索し、より作用効果の高い化合物を

探索する必要がある。また現時点では高

濃度で薬効を発揮しているが、複数の薬

剤例えば宿主側の免疫応答を改善薬とし

てインターフェロンと今回我々が得た新

規化合物を使用する。また新規の宿主因

子阻害剤を組み合わせることにより、有

効な治療成績が得られる治療方法の確立

を目標とする。 

ウイルス変異解析は新規の PCR を用いな

い方法でHBVのクローンをカタログ化し、

ウイルス変異株の出現時期、薬剤応答と

の関連を明らかにする。さらに今年度は

情報の収集を行い、治療効果予測式を作

成する。 

 

E.結論 

タンパク構造解析より新規抗ウイルス薬

候補を選別し、in vitro で薬効と細胞毒

性を確認し、in vivo 実験に進む薬剤を選

択する。また次世代シークエンサーにて

薬剤耐性株の出現を予測し、構造解析を

用いて薬剤耐性獲得メカニズムを明らか

にし、治療前に治療方法の選択可能なア

ルゴリズムを作成する。 

 

F. 健康危険情報 

特記事項なし。 
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研究要旨 

B型肝炎ウイルス構造解析による薬剤応答性の評価と新規治療薬開発に関する研究班は、

HBVのウイルス構造解析によって薬剤耐性のメカニズムとウイルスの変異の関係を明ら

かにし、in silico screening によってウイルスタンパク機能阻害薬候を探索し、ウイ

ルスの排除を目的とした新規治療薬開発を目指している。後半の計算機を使う目的を達

成するために、当然のこととして、時には方法論を開発しながら、計算研究の道筋をい

ろいろ決定する必要があり、当該報告者はこの分野の担当をした。 

 

 

A. 研究目的 

当該報告者の属する当該研究班はHBV

に 感 染 し た 各 患 者 様 の DNA 

polymerase タンパクの構造解析を行

い、現在使用しているラミブジン、ア

デフォビル、エンテカビルの DNA 

polymerase の catalytic domain との

相互作用の起こりやすさを in silico 

screening を用いて推定し、薬効の治

療効果予測を行うことを企画してい

る。これらの情報を集積し HBV の株ご

との薬剤応答を幅広く臨床の場で利

用できるようにデータベース化し公

表するつもりである。この情報は慢性

B型肝炎治療方法の標準化に有用であ

ると考えている。上記の状況において、

当該報告者の目的の１つは HBV DNA 

polymerase タンパク質の catalytic 

domain の 3 次元構造の構築を計算機

で行い、既存薬物との相互作用の起こ

り易さを、計算機で数値化して、視覚

化することである。 

当該報告者の、もう一つの主たる目的

を以下に記述する。HBV は preS/S、

preC/C、X、DNA polymerase と 4 種の

ORF を持っていることを踏まえて、計

算プログラムで計算をしてみると、

preS/S、X の ORF に関して我々の開発

した Isolated FAMSD プログラムでは

信頼できる 3 次元立体構造は得られ
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ない。preC/C、DNA polymerase の立

体構造は計算できるので、それぞれの

タンパク質の機能を阻害する低分子

化合物の探査を、我々の開発した in 

silico screening プ ロ グ ラ ム

ChooseLD を用いて実行する。この方

法の特徴を強調すると、市場で買うこ

とができないような新規な活性低分

子化合物候補を提示するのではなく、

既存の薬剤バンクや、低分子化合物バ

ンクにおいて、購入という手段で、手

に入れられるものの中から提示する。

当該ターゲットタンパク質との相互

作用を計算して順位を付け、購入を勧

めるものである。初期の研究ステージ

では、合成研究者が新規に低分子化合

物を合成することがないために、創薬

の費用と時間が大幅に軽減する。平成

２６年度に続いて、平成２７年度にお

いて、この方法を用いてウイルスの生

活環に関係する複数のポイントを阻

害する薬剤の開発を成功させること

を念じて初期段階の計算をする。ウイ

ルス複製に必要な宿主側のタンパク

質に注目して、以下のような低分子化

合 物 を 検 討 し て い る 。

(1)α-glucosidase inhibitors、(2) 

LTβR agonsits、(3)TLR7 agonists

の 3 種の化合物群においての in 

silico screening の可能性の検討で

ある。即ち、これらα-glucosidase、

LTβR、TLR7 のタンパク質の機能を阻

害したり、促進したりする低分子化合

物を探索している。 

 

B.研究方法 

（１）抗ウイルス薬候補の検索 

HBV ゲノムにコードされている Large 

HBs (Pre S1, Pre S2, S)、HBcAg (capsid 

protein) 、  HBx protein 、  DNA 

polymerase (Reverse Transcriptase) の

アミノ酸配列を query として、タンパク

質立体構造データベース(PDB)を検索す

ると、HBcAg と DNA polymerase のみ、信

頼できる 3 次元立体構造が得られるとの

計算結果を得た。これらの 2 つのタンパ

ク質において、低分子化合物を受容する

ような表面の空隙に、  in silico 

screening (ChooseLD program) を用いて

抗ウイルス活性を持つ低分子化合物の検

索を行った。RT 領域について HIV の RT

タンパク質をもとにした標的タンパク質

モデルを創作し、in silico screening

の方法で、purine 型、pyrimidine 型の核

酸アナログを、探索して活性化合物を探

し当てた。さらに、Capsid protein の X

線構造を参考にして、HBe タンパクのモデ

ルを作成して、阻害剤を探索して、活性

化合物を探し当てた。Large HBs タンパク

のモデルは、信頼できる実験構造を見つ

けられないために、結果的に立体構造モ

デルが製作できないため、重合阻害剤を

探索できなかった。一方、宿主の持つウ

イルスの複製に関与する因子に関係して、

抗 ウ イ ル ス 活 性 が あ り そ う な 

(1)α-glucosidase 阻害剤、(2) LTβR 
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agonist、(3)TLR7 agonist の 3 種におい

て in silico screening を用いて機能を

変化させる低分子化合物の探索を検討し、

α-glucosidase 阻害剤が適切なる選択で

あるとの予備計算を済ましている。 

 

（２）ウイルス変異解析 

当該研究班の棚橋、矢野、田口、村上の

ウイルス変異解析の実行と、熊田、豊田、

河田、田守、榎本、本多からの検体と臨

床情報提供によって、ウイルス変異解析

に必要なリード数が得られ、PCR を行なっ

た場合と遜色ない解析結果を得ることが

できているとのことである。故に、本格

的に現在使用しているラミブジン、アデ

フ ォ ビ ル 、 エ ン テ カ ビ ル の DNA 

polymerase の catalytic domain との薬

効に関係した相互作用の起こりやすさを

protein-ligand docking program ChoosLD 

(in silico screening の機能も含むプロ

グラム)を用いて推定し、薬効の治療効果

予測ができる可能性も視野に入ってきた。 

 

C.結果 

（１）直接ウイルス作用型抗ウイルス剤

と宿主因子阻害型抗ウイルス剤の探索 

当該研究班代表のグループが、ヒト肝細

胞由来の PXB 細胞を用いて HBV の安定感

染系を樹立した。この方法を用いて新規

核酸アナログ候補としてピリミジン型

100 種、プリン型 100 種を AKos library

よりin silico screeningにて選別した、

次に、既に他の疾患で使用されているも

の、文献的に報告があるもの、日本で手

に入らないものは除外し、ピリミジン型 6

種、プリン型 6 種を選別した。そのうち

細胞毒性がなく上清中ウイルス DNA を有

意に減少させたものはピリミジン型2種、

プリン型 2種あった。 

さらに preC/C に関係して、capsid 合成

阻害候補を、同様に in silico screening

で 100 種選別した。そのうち 16 種の抗ウ

イルス効果を実験で確認した所、細胞毒

性がなく抗ウイルス効果があったものに

ついて 4 種選択できた。しかし、これら

の薬剤は100μMの濃度で作用するために、

より作用効果の強い低分子化合物の選択

が必要である。具体的には低分子化合物

の構造が類似しているもの、即ち

Tanimoto 係数 0.8-0.9 のものと 0.7 程度

の低分子化合物を選別し解析を行なう予

定である。 

 また宿主側のウイルス複製に必要な低

分子化合物を、(1)α-glucosidase 

inhibitors、(2) LTβR agonists、

(3)TLR7 agonistsにおいて, ChoosLDプ

ログラムが適用できれる項目に限定して、

in silico screeningを用いて機能を阻害

する低分子化合物を探索する（平成26年

度から平成27年度にかけて）。 

 

（２）ウイルス変異解析 

当該研究班代表グループを中心にして、

エンテカビル治療前後におけるアミノ酸

の変異を major/minor clone 別に解析し

た所、治療経過中に major  clone で遺伝
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子発現変異は同定できなかったが、minor 

clone には既報でエンテカビル耐性に関

与する変異を同定することができている。

さらに PCR を用いずに行なった NGS 解析

でも同様にエンテカビル耐性変異が

minor clone で同定された。 

HBcAg と DNA polymerase のみだが、信頼で

きる 3次元立体構造が得られるので、これ

らに関係した機能に関連する範囲で、耐性

変異を説明できる可能性があり、当該研究

者としては、当てはまる実例を見つけたい。 

D.考察 

研究代表者グループによる実験で、現時

点で選択できた活性のある新規核酸アナ

ログと capsid 合成阻害剤は、細胞毒性が

ないが、作用を発揮するために高濃度で

投与する必要がある。そのため計算機に

よる構造解析を再度行ない、Tanimoto 係

数をもとに類似化合物を探索し、より作

用効果の高い化合物を探索する必要があ

る。現時点では、上記で発見した化合物

は高濃度で薬効を発揮しているが、例え

ば宿主側の免疫応答の改善薬として機能

するインターフェロンと今回我々が得た

新規化合物を併せて使用することも興味

深い。また、現在研究中である新規の宿

主因子阻害剤を組み合わせることにより、

有効な治療成績が得られる可能性もある。 

 当該研究実験者らによって、ウイルス

変異解析は新規の PCR を用いない方法で

HBV のクローンをカタログ化し、ウイルス

変異株の出現時期、薬剤応答との関連を

明らかにできる可能性が高い状況にある。

当然、計算機を利用して、ラミブジン、

アデフォビル、エンテカビルの DNA 

polymerase の catalytic domain との相

互作用の起こり易さを docking program 

ChooseLD を用いて推計算し、薬効の治療

効果予測ができる可能性が高い。 

E.結論 

当該研究者が計算機を用いてのタンパク

構造解析により新規抗ウイルス薬候補を

選別し、当該研究代表者グループが in 

vitro で薬効の存在と細胞毒性の無いこ

とを確認し、in vivo 実験に進む薬剤を選

択できる可能性があることがわかった。

さらに、計算機を用いた構造解析で薬剤

耐性獲得メカニズムを明らかにし、治療

前に治療方法の選択可能なアルゴリズム

を作成できるかもしれない。 

 

F. 健康危険情報 

特記事項なし。 

 

G. 研究発表 

論文発表 

1. Murakami Y, Hayakawa M, Yano Y, 

Tanahashi T, Enomoto M, Tamori A, 

Kawada N, Iwadate M, Umeyama H. 

Discovering novel direct acting 

antiviral agents for HBV using in 

silico screening. Biochemical and 

Biophysical Research Communications. 

2015 Jan 2; 456(1):20-8 

 

学会発表 
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International Meeting 2014 Sep 4, 
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分担研究報告書（平成26年度） 
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分担研究課題：HBV ウイルス感染による肝線維化機序の解明  

 
研究要旨：慢性肝疾患では肝線維化の進展が患者の予後を左右するため、肝線維化のさらなる分
子メカニズム解析、診断法や治療法の確立が急務である。肝線維化の診断法においては組織学的
検査のように侵襲的なものではなく、血清バイオマーカーやFibroscanのように非侵襲的に肝線維
化を診断することが臨床的に重要な課題であり、近年、血中マイクロRNA (miRNA)のバイオマーカ
ーとしての有用性が議論されている。今回の研究では、B 型慢性肝炎の肝線維化マーカーとなり
うるmiRNA を同定することを目的とする。一方、我々はサイトグロビン（cytoglobin, Cygb）の
肝炎症•線維化、発がんへの関与に注目しており、本分子のヒト肝組織での発現が線維化と関係す
る可能性を見出してきた。本研究では、B 型慢性肝疾患組織におけるmiRNAとCygb発現の関係に焦
点を絞って解析する。 

A. 研究目的 

直接型抗HCVの開発により慢性C 型肝炎では効

率よくウイルス排除が得られるようになり、ウ

イルス学的著効(SVR)がほぼ100近く達成する

事が可能になった。一方、B 型肝炎では核酸ア

ナログ製剤でウイルスを制御することは可能

となったが、一旦感染したB型肝炎ウイルス

（HBV）を肝細胞から駆除することは依然とし

て困難であり、肝細胞内でのウイルス持続感染

は肝臓における慢性的な壊死・炎症を惹起し、

それに対する非実質細胞(肝星細胞、筋線維芽

細胞など)による修復と実質細胞(肝細胞)の再

生が、肝線維化と肝発癌に繋がると考えられて

いる。従って、血清中のHBVをモニターするの

みでなく、肝組織内の病態を把握できるマーカ

ーが重要である。これまで肝線維化の評価は肝

生検による病理診断で行われてきたが、侵襲的

でありあるため非侵襲的で反復検査が可能な

方法の出現が望まれている。近年、FibroScan

のような組織硬度を測定する医療機器が開発

されているが、高価であり全ての医療機関で導

入されることは困難である。一方、我々の研究

グループではラット肝星細胞からサイトグロ

ビン（cytoglobin, Cygb）というグロビン蛋白

を見出した。即ち、Cygbはミログロビン（Mb）、

ヘモグロビン（Hb）、ニューログロビン（Ngb）

に次いで哺乳類4番目のグロビンであると判明

した（J Mol Biol 2004;339:873; Acta 

Crystallogr D Biol Crystallogr 2006;62:671）。

我々はCygbの生体内における役割を明らかに

する目的でCygbノックアウトマウス（Cygb-/-）

を作製し、ジエチルニトロサミン

（diethylnitrosamine, DEN）による肝癌発生

モデルを作製した。その結果、Cygb-/-は野生型

に比較して増強した肝線維化反応を伴いなが

ら易発がん性を呈すること、さらに、その過程

に酸化ストレスの亢進状態が関与することを

観察した（Am J Pathol 2011;179:1050）。即

ち、Cygb欠損は、DEN処理下の肝臓において炎

症•酸化ストレス•線維化反応を有意に増強さ

せていた。また慢性C型肝炎の治療前肝生検

組織105例よりmiRNAの解析をマイクロアレ



イでおこない肝線維化の進展に関連する

miRNAを同定した(PLoS ONE 2012)。以上のよ

うなこれまでの研究を背景としてヒトの慢性

肝障害におけるCygb発現を臨床サンプルで精

査して、Cygbのヒト慢性肝障害への寄与、特に、

B型慢性肝炎での発現変動を解析する。 

 

B.研究方法 

I. 平成26年度 

1) 患者への研究参加の説明と同意の取得 

対象は肝生検を受けるB 型慢性肝疾患患者。本

研究は臨床検体(肝組織、血液)を対象としたも

のであり、所属大学である大阪市立大学医学部

倫理委員会へは本研究の内容を報告し審査の

上、承認を得た。 

2) 臨床検体の採取と保存 

・肝組織の保存： 15G Tru-cut 針を用いて肝

生検を行い、病理組織学的に肝臓の壊死・炎症

と線維化診断に必要な量が十二分に採取され

た場合の余剰の肝組織の一部を本研究に用い

る。得られた肝組織はRNAlater (Ambion Inc.)

に速やかに浸透し2 時間室温で静置した後、一

旦－30℃で保存する。その後、mirVana miRNA 

isolation kit (Applied Biosystems)を用いて

total RNA を抽出し－80℃で保存する。 

・血清の保存：肝生検の前後あるいは抗ウイル

ス治療を行う際に経時的に血清を採取し-80℃

で保存する。 

3) データファイルの作成と管理 

・臨床背景(年齢、性別、血液生化学所見、ウ

イルス学的検査、病理学的検査)のデータファ

イルを作成し、外部メディアの連結していない

PC にて保存する。個人情報は臨床情報と連結

可能匿名化を行い厳重に管理する。 

4) ヒト肝組織におけるCygbの発現 

生検で得られたヒト肝組織を用いて、免疫染色

で Cygb 発現を検討する。 

(a)ヒトの慢性肝炎、肝硬変、肝がん組織にお

ける Cygb 陽性細胞の存在様式についての検討 

 ヒト肝組織の実質部、グリソン鞘や線維性隔

壁部、がん部（C 型と B 型、非 B 非 C 型由来、

がんも高分化型、低分化型など分化度を病理医

とともに診断）を CRBP-1、Cygb、SMA、FBLN2

に対する抗体を用いて染色し、Cygb 陽性細胞

の存在様式を明確化する。多重の蛍光抗体法を

用いてその細胞の分類を行う。 

(b)肝癌の腫瘍部とその周囲の非腫瘍部におけ

る筋線維芽細胞の挙動とそれらが発現する分

子（特に TGF-βや VEGF などの増殖因子）とそ

の受容体、さらには、細胞シグナルの活性化と

の関係を詳細に検討し、Cygb 発現細胞の存在

様式を明らかにする。 

5) マウス慢性肝疾患モデルの作成 

線維化に関与する miRNA の機能解析を in vivo

で行うために、四塩化炭素(CCL4)の腹腔内投与

とチオアセトアミド(TAA)投与マウスを慢性肝

疾患モデルマウスとして使用した。マウスの

miRNA 発現はアテロコラーゲンと double 

strand mature miRNA を混ぜマウス尾静脈より

投与した 

マウス肝組織を HE 染色、sirius red 染色を用

いて形態的な変化を評価し、sirius red 染色

ではその染色されている部位を数値化して客

観的な評価とした。 

また肝組織よりtotal RNAを抽出し遺伝子発現

をリアルタイム qPCR にて行った。 

 

  



C.研究結果 

(1)B 型慢性肝疾患患者血清ならびに組織にお

いて肝線維化に関係する miRNA の同定とその

機能解析 

現在マイクロアレイを用いてデータを取得し

た状態で、マイクロアレイ解析結果は統計解析

支援環境の Rを用い、肝線維化の状態に応じて

発現が変化している miRNA は複数個得られる

が、その中からもっとも肝線維化の程度と相関

しているmiRNAとしてmiR-29 familyを同定し

た。また miR-29a/b/c の標的遺伝子同定には

miRTarBase 

(http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/index.

php) を用いておこなった。 

肝組織中の miRNA の中で肝線維化に関係して

いるものとしてスクリーニングを行い、肝星細

胞株 (LX-2) に該当する miR-29a を過剰発現

し、標的遺伝子候補として Collagen 1α

1(Col1A1), platelet derived growth factor C 

(PDGFC)の発現が低下することを確認した。 

(2) ヒト B 型慢性肝疾患組織における Cygb の

発現解析 

Cygb は抗酸化作用を持つグロビンであるため

その多寡が慢性炎症や組織線維化に寄与する

可能性がある。当研究室ではヒトの Cygb に反

応するモノクローン抗体を既に 2 種類作製し

た。これを用いて免疫組織学的に Cygb 発現を

解析する。 

 

C 型慢性肝疾患組織を用いた検討より、Cygb

は特に F4 組織で発現が低下すること（Lab 

Invest 2014）やヒト肝癌組織では Cygb mRNA

発現が有意に低下することを観察した（論文執

筆中）。  

(3) 肝線維化が進行した CCL4 マウス、TAA マ

ウスに miR-29a を尾静脈より投与したところ

肝線維化が改善する事が分かった。Cygb と

miR-29a の発現は両者間に相関は見られなか

った（論文執筆中）。 

D.考察 

miRNA が発癌に関与している事はほぼコン

センサスになっており、miRNA の発現異常に伴

って miRNA が発現している癌遺伝子または癌

抑制遺伝子の発現がカスケード式に変化する

事など新たな知見が明らかになっている。これ

に対し、B型慢性肝疾患の肝線維化機構におけ

る miRNA の意義を検討した研究の報告はほと

んどない。我々は C 型慢性肝疾患において

miR-221 と miR-222 は、ヒトの C型慢性肝炎に

おいて肝線維化の進行につれて発現上昇する

こと、I型コラーゲンや平滑筋アクチンの mRNA

発現と良好な相関を示すこと、2種類の肝線維

化動物モデルでも肝線維化の進行につれて発

現上昇すること、培養肝星細胞の活性化に伴っ

て発現上昇することなどを見出した(Gut 

2012)。本研究では B 型慢性肝疾患において肝

線維化の進展に関与する miRNA を同定し、臨床

応用可能な肝線維化マーカーの開発を目指す。

予想される結果として、i)miRNA を用いて非侵

襲的に肝線維化を診断することが出来れば、反

復して検査することが可能となり、治療による

肝線維化改善効果を判定することが出来る。

ii) また日常臨床上の利用のみならず、検診な

どにおいてのスクリーニング目的でも利用可

能かもしれない。iii)肝線維化は発癌の前段階

と考えられるため、当該 miRNA は腫瘍マーカー

としても利用可能かもしれない。iv)肝線維化

の分子機構を解明することは、究極的には抗線



維化治療の開発に繋がる可能性がある。 

 一方、Cygb の発がんへの寄与に関して多様

な臓器で報告されている。例えば、肺がんにお

ける Cygb の関与に関しては、プロモーター領

域のメチル化やヘテロ接合体の欠損による

Cygb 発現低下は non-small cell lung cancer 

(NSCLC)において報告された。即ち、54%の肺癌

においては近接する非腫瘍部に比して明らか

に低レベルの Cygb mRNA 発現が観察され（p < 

0.001）、プロモーター領域のメチル化の程度

と Cygb 発現が逆相関することが示された。ま

た、Cygb mRNA 発現の低下と腫瘍の分化度とに

相関が見られ低分化型でより低発現であるこ

とが示された(Fisher’s exact, P = 0.033)。

同様の知見は head and neck squamous cell 

carcinoma (HNSCC)や乳癌でも観察された。 

 Cygb が腫瘍抑制的であるとすると、その効

果はグロビンとしてのスカベンジャー効果か

らがん誘発性物質に由来する酸化ストレスや

ニトロソ化ストレスを低減し細胞を DNA、蛋白

質、さらには膜レベルで保護することが推測さ

れる。一方、Cygb が発現低下することで、局

所炎症や微小環境に変化が生じて、その結果と

して組織の線維化が生じ無秩序な上皮—間葉相

互作用を惹起する可能性もある。従って、本分

子の発現動態を慢性 B 型肝疾患で特定するこ

とは臨床的意義がある。 

 

E.結論 

 B型慢性肝疾患におけるmiRNAならびにCygb

発現動態を検討し、最終的には病態を反映する

バイオマーカー開発に繋げる。 
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 研究要旨：
高く、原疾患治療中には
ている
性について評価し、さらに介入後の予後について核酸アナログ中止基準についても検討し
た。
細胞移植
例からは
り、肝不全を伴う肝炎は発症しなかった。特に定期モニタリング遵守例からは
はなかった。介入した核酸アナログを中止した
 
Ａ．研究
免疫抑制
染既往)
られている。
は、一旦肝炎が発症すると高率に重症肝障害
へ進展し、肝不
ある。そこで
インが作成・周知されてきたがその病態は十
分に解明された訳ではない。我々は７年前か
らHBV感染既往例を登録し前向きに追跡して
いる。多施設からの報告と同様、
化のリスクが高い病態は悪性リンパ腫例への
リツキシマブ併用化学療法と
である。今回、
因子を明らかにするため
症したHBV
宿主因子別に
Ｂ．研究方法
対象は、
月から2013
究に登録された
ンパ腫に対するリツキシマブ併用治療
と造血幹細胞移植
イドラインに沿って
PCR法にて毎月測定し、
た際にエンテカビル
始した。
Ｃ．研究結果
リツキシマブ併用治療
胞移植5
活性化の時期は、リツキシマブ併用治療例で
は中央値
方、造血幹細胞移植例では
年以降であった。治療前の血清
HBV再活性化のなかった症例では全例
mIU/ml以上を示した

 

血液疾患患者からの

研究要旨：B型
高く、原疾患治療中には
ているHBV再活性化前向き試験から再活性化例の特徴と
性について評価し、さらに介入後の予後について核酸アナログ中止基準についても検討し
た。結果:HBV再活性化は
細胞移植19例中
例からはHBV再活性化は発生しなかった。再活性化例への核酸アナログ介入は有効であ
り、肝不全を伴う肝炎は発症しなかった。特に定期モニタリング遵守例からは
はなかった。介入した核酸アナログを中止した

Ａ．研究背景と目的
免疫抑制・化学療法中

)例からHBV
られている。HBV再活性化
は、一旦肝炎が発症すると高率に重症肝障害
へ進展し、肝不全による死亡例が多いためで
そこでHBV再活性化

インが作成・周知されてきたがその病態は十
分に解明された訳ではない。我々は７年前か
感染既往例を登録し前向きに追跡して

いる。多施設からの報告と同様、
化のリスクが高い病態は悪性リンパ腫例への
リツキシマブ併用化学療法と
である。今回、HBV
因子を明らかにするため

HBV再活性化例を対象に
宿主因子別にその特徴を解析した。
Ｂ．研究方法 
対象は、大阪市立大学病院

2013年までに
究に登録されたHBV
ンパ腫に対するリツキシマブ併用治療
と造血幹細胞移植19
イドラインに沿って
法にて毎月測定し、
た際にエンテカビル
始した。 
Ｃ．研究結果 
リツキシマブ併用治療
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活性化の時期は、リツキシマブ併用治療例で
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方、造血幹細胞移植例では
年以降であった。治療前の血清
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以上を示した
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再活性化が問題視されるの

は、一旦肝炎が発症すると高率に重症肝障害
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再活性化前向き試験から再活性化例の特徴と
性について評価し、さらに介入後の予後について核酸アナログ中止基準についても検討し

悪性リンパ腫に対する
例に発生した。また原疾患治療前に血清
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再活性化は発生しなかった。再活性化例への核酸アナログ介入は有効であ

り、肝不全を伴う肝炎は発症しなかった。特に定期モニタリング遵守例からは
はなかった。介入した核酸アナログを中止した4
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次に
検討するために
した
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図2. 
決定基
８例中４例に
伴う塩基配列の変化を認めた。
最後に再活性化例においてエンテカビルをいつ
まで投薬すべきかについて検討した。
陰性かつ
以上継続した原疾患治癒例に限って

再活性化が起こった時 得た後にエンテカビル投与を中止した。
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 大阪市立大学

感染既往のある血液疾患例では
モニタリングが義務付けられている。今回、我々が継続し

再活性化前向き試験から再活性化例の特徴と核酸アナログ
性について評価し、さらに介入後の予後について核酸アナログ中止基準についても検討し

リツキシマブ併用治療
例に発生した。また原疾患治療前に血清HBs
再活性化は発生しなかった。再活性化例への核酸アナログ介入は有効であ

り、肝不全を伴う肝炎は発症しなかった。特に定期モニタリング遵守例からは
4例中2例にて再度の

には1例を除き、全例にて
かった。造血幹細胞移植例では前
低い症例ほどHBV
示唆された。 

1. HBs抗体価と

次にHBV再活性化におけるウイルス側の要因を
検討するために
したHBV DNA
原の決定基である

2. 再活性化した
決定基) 
８例中４例にHBs
伴う塩基配列の変化を認めた。
最後に再活性化例においてエンテカビルをいつ
まで投薬すべきかについて検討した。
陰性かつHBV DNA
以上継続した原疾患治癒例に限って
得た後にエンテカビル投与を中止した。
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感染既往のある血液疾患例ではHBV
モニタリングが義務付けられている。今回、我々が継続し

核酸アナログ介入の効果と安全
性について評価し、さらに介入後の予後について核酸アナログ中止基準についても検討し

リツキシマブ併用治療30
HBs抗体価200 mIU/ml

再活性化は発生しなかった。再活性化例への核酸アナログ介入は有効であ
り、肝不全を伴う肝炎は発症しなかった。特に定期モニタリング遵守例からは

例にて再度のHBV

例を除き、全例にて
造血幹細胞移植例では前

HBV再活性化の頻度が高い
 

抗体価とHBV再活性化頻度

再活性化におけるウイルス側の要因を
検討するためにDirect sequence

DNA塩基配列を解析した。
原の決定基である’a’ determinant

再活性化した８例の

HBs抗原決定基にアミノ酸置換を
伴う塩基配列の変化を認めた。
最後に再活性化例においてエンテカビルをいつ
まで投薬すべきかについて検討した。

HBV DNAが検出されない状態が
以上継続した原疾患治癒例に限って
得た後にエンテカビル投与を中止した。
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図3.エンテカビルを中止した
上記の臨床経過に示される様に
性化していた
HBV DNA
陰性のままエンテカビル中止した
HBVの再上昇を認めた。
Ｄ．考察
血液疾患（悪性リンパ腫へのリツキシマブ治療
や造血幹細胞移植）では
する再活性化ガイドラインは良好に機能して
おり、
すべき治療指針であると考えられた。その病態
には患者の免疫力
染例した
推測された。本研究は少数例の検討であり病態
解明と再活性化
めには
Ｅ．結論
HBV再活性化モニタリングを遵守された症例
では適切な核酸アナログ介入が実施され、その
予後は良好であった
り、核酸アナログ中止の可能性が示唆された
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エンテカビルを中止した
上記の臨床経過に示される様に
性化していた2例ではエンテカビル中止後も
HBV DNAの増加はなかった。一方、
陰性のままエンテカビル中止した
の再上昇を認めた。

Ｄ．考察 
血液疾患（悪性リンパ腫へのリツキシマブ治療
や造血幹細胞移植）では
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おり、HBV再活性化の頻度から鑑みても遵守
すべき治療指針であると考えられた。その病態
には患者の免疫力
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推測された。本研究は少数例の検討であり病態
解明と再活性化へのさらなる
めには継続した解析
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エンテカビルを中止した
上記の臨床経過に示される様に

例ではエンテカビル中止後も
の増加はなかった。一方、

陰性のままエンテカビル中止した
の再上昇を認めた。 

血液疾患（悪性リンパ腫へのリツキシマブ治療
や造血幹細胞移植）ではHBV
する再活性化ガイドラインは良好に機能して

再活性化の頻度から鑑みても遵守
すべき治療指針であると考えられた。その病態
には患者の免疫力(特にHBs抗体量

塩基配列が関与していることが
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分担研究報告書 

 

構造生物学的手法等を用いた B型肝炎治療薬の開発に関する研究 

 

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
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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。 

 

G. 研究発表 

論文発表 

Widasari DI, Yano Y, Heriyanto DS, Utsumi 

T, Yamani LN, Rinonce HT, Wasityastuti W, 

Lusida MI, Soetjipto, Okada R, Murakami Y, 

Tanahashi T, Azuma T, Hayashi Y. A 

Deep-Sequencing Method Detects 

Drug-Resistant Mutations in the Hepatitis B 

Virus in Indonesians. Intervirology. 2014 Oct 

31;57(6):384-392. 

 

Iwamoto A, Tanahashi T, Okada R, Yoshida 

Y, Kikuchi K, Keida Y, Murakami Y, Yang L, 

Yamamoto K, Nishiumi S, Yoshida M, 

Azuma T. Whole-genome sequencing of 

clarithromycin resistant Helicobacter pylori 

characterizes unidentified variants of 

multidrug resistant efflux pump genes. Gut 

Pathog. 2014 Jun 26;6:27. 

 

Horibe S, Matsuda A, Tanahashi T, Inoue J, 



 5

Kawauchi S, Mizuno S, Ueno M, Takahashi 

K, Maeda Y, Maegouchi T, Murakami Y, 

Yumoto R, Nagai J, Takano M. Cisplatin 

resistance in human lung cancer cells is 

linked with dys-regulation of cell cycle 

associated proteins. Life Sci. 2015 Jan 24. 

[Epub ahead of print] 

 

学会発表 

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

日本ゲノム微生物学会年会 2015 年 3 月

6-7日（神戸大学百年記念館、神戸） 

 

次世代シークエンサーを用いた本邦にお

けるヘリコバクターピロリ菌 cagA 遺伝子

の全ゲノム解析. 岩本彰、棚橋俊仁、楊林、

山本幸司、東健. 第 20回日本ヘリコバクタ

ー学会学術集会 2014年 6月 29日（東京

ステーションコンファレンス、東京） 

 

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

本大、田守昭博、河田則文. 第 100 回日本

消化器病学会総会 2014年 4月 24日（東

京国際フォーラム、東京） 

 

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 
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厚生労働科学研究費補助金 

B 型肝炎創薬実用化等研究事業 
 
 

B型慢性肝炎に対する核酸アナログ/PEG-IFN治療の現状と課題 

 

研究分担者：榎本大 大阪市立大学大学院 医学研究科 肝胆膵病態内科学 准教授 

 

研究要旨 

エンテカビル(ETV)を開始し 12ヶ月以上観察しえたB型慢性肝疾患 150例(核酸アナロ

グ未治療 121例/ラミブジンからの切り替え 29例)を対象とした。未治療例では 12ヶ月

の HBV DNA＜2.1 log10コピー/mLへの低下は 82％、HBeAg陽性例では 12ヶ月の陰

性化率は 21％であった。難治要因として、治療前高ウイルス量のみが ETVによりHBV 

DNAまたは HBeAg陰性化が得られない独立因子であった。抗ウイルス効果不良例に

おいて高感度 PCR-Invader法でも潜在する薬剤耐性株を検出することは出来なかった。 

 

A. 研究目的 

B 型慢性肝炎・肝硬変に対する現行の

抗ウイルス薬としてインターフェロン

(IFN)と核酸アナログがあるが、核酸アナ

ログは経口薬で副作用が少なく効果も確

実であるため汎用されている。核酸アナ

ログは B 型肝炎ウイルス(HBV)複製過程

の 逆 転 写 を 阻 害 し 、 ま た chain 

terminater として DNA 鎖伸長を停止さ

せることによりウイルスの増殖を強力に

抑制する。ところが肝細胞の核内に存在

し複製中間体としてはたらく閉環状完全

二重鎖 DNA (cccDNA)には作用しないた

めウイルスを排除することは出来ず、長

期の治療に伴い薬剤耐性が問題となる。

現在、第一選択薬として位置づけられて

いるエンテカビル(ETV)やテノホビルの

5 年の耐性出現率は 0～1.2％と非常に低

率ではあるが、治療早期の抗ウイルス効

果が不良の難治例では将来の耐性出現が

懸念される。 

今回我々は、1)難治例の頻度を明らか

にし、その臨床的特徴について解析した。

また、2) HBV DNAが陰性化しない症例

では、breakthroughを来す前から耐性ウ

イルスが潜在するかについても解析した。 

 

B. 研究方法 

対象 

対象は、i) ETV を導入し 12 ヶ月以上

観察しえた核酸アナログ未治療の B 型慢

性肝疾患 121 例(49±13 歳、男性 69％、

HBeAg陽性 43％、HBV DNA中央値 6.7 

log10コピー/mL、genotype C 92%、慢性

肝炎/肝硬変/肝癌 75/10/36)。ii) ラミブジ

ンから ETVに切り替え 12ヶ月以上観察
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しえた 29例(50±12歳、男性 79％、HBeAg

陽性 45％、HBV DNA 中央値 4.4 log10

コピー/mL、genotype C 95%)であった。 

治療効果について、6 ヶ月、12 ヶ月の

HBV-DNA＜2.1 log10コピー/mL への低

下をそれぞれ VR6、VR12、HBeAg陽性例

においては 6ヶ月、12ヶ月の HBeAg陰

性化を SR6、SR12と定義した。 

HBV 薬剤耐性変異の検出には Line 

probe 法 (INNO-LiPA HBV DR Ver. 

2Plus)と PCR Invader法(BML)を用いた。 

 

（倫理面への配慮） 

この臨床研究はヘルシンキ宣言を遵守

し、GCPに基づいて実施している。被検

者の個人情報については，個人情報保護

法に基づいて適切に取り扱う｡ 

 

C. 結果 

ETVの抗ウイルス効果に寄与する因子の

検討 

核酸アナログ未治療の HBeAg 陽性 52

例に対する成績は VR6 17例(33％)、VR12 

35 例 (67％)、SR6 10 例 (19％ )、SR12 

11(21％)であった。HBeAg 陰性 69 例に

対する成績は VR6 53例(77％)、VR12 64

例(93％)であった。 

核酸アナログ未治療全 121 例において

VR12に寄与する独立因子として、HBeAg

陰性であることが抽出された(表 1)。また

HBeAg陽性 69例においてSR12を得られ

た症例は、治療前 HBV DNAが有意に低

いことが示された(P = 0.026, 表 2)。 

 

表 1 VR12に寄与する因子(多変量解析) 

Factors Category HR (95%C.I) P 

HBeAg positive 

negative 

1 

3.57 (1.01-12.98) 

0.048 

HBsAg 

(Log IU/L) 

≥ 3.5 

< 3.5 

1 

2.58 (0.86-7.74) 

0.091 

HBV-DNA  

(Log copies)  

≥ 6.7 

< 6.7 

1 

2.00 (0.49-8.12) 

0.33 

 

表 2 SR12に寄与する因子(単変量解析) 

 Serological 

responders  

(n = 10) 

Serological  

non-responders 

 (n = 38) 

P 

value 

Age (years)  42 ± 10 42 ± 11 N.S. 

Sex (%Male) 7 (70%) 26 (68%) N.S. 

ALT (IU/L)  418 ± 486 200 ± 236 N.S. 

Platelet (x10
4

/mm
3

) 17.8 ± 4.7 18.2 ± 7.4 N.S. 

HBsAg (Log10 IU/L) 3.31 ±0.73 3.77 ± 0.65 N.S. 

HBeAg (C.O.I) 
24.7 (7.7–

1261) 

1554 (118.4–

1600<) 
0.077 

HBV-DNA    

(Log10 copies/mL)  
7.3 ± 0.8 8.2 ± 1.1 0.026 

Precore 

(wild/mixed/mutant) 
6/2/1 20/18/0 N.S. 

Core Promotor 

(wild/mixed/mutant) 
2/1/6 8/3/26 N.S. 

Genotype (A/B/C/D) 0/0/10/0 1/2/34 N.S. 

Grade (A1/A2/A3) 2/5/2 15/9/3 N.S. 

Stage (F1/F2/F3/F4) 3/5/1 13/8/6/1 N.S. 

HCC (%) 1 (10%) 4 (11%) N.S. 

N.S., not significant 
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ETV効果不良例における耐性ウイルスの

存在について 

 直近の検査で HBV DNA ≥ 2.1 log10コ

ピー/mL であった核酸アナログ未治療 7

例とラミブジンからの切り替え 5 例に対

して耐性ウイルスの検出を試みた(表 3)。 

ウイルスの検出に関して、HBV DNA

＜3.0 log10コピー/mL の検体では、Line 

probe法、Invader法ともに感度以下であ

った。HBV DNA 3.0～4.0 log10 コピー

/mLの 6検体では、Line probe法で 33％、

Invader法で 100％に、HBV DNA＞4.0 

log10コピー/mLの 2検体では Line probe

法、Invader法とも 100％にウイルスの検

出が可能であった。 

耐性ウイルスに関しては、Line probe

法では 5％、Invader法では 2％以上を占

めれば検出可能であった。核酸アナログ

未治療では最長 49ヶ月の ETV投与で、

いずれの方法でも耐性変異は検出されな

かった。ラミブジンからの切り替え例で

は 4例で耐性変異が検出された。 

 

 

 

表 3 直近の検査で HBV DNA ≥ 2.1 log10コピー/mLであった症例における耐性変異 

Age 

(years) 
Sex NUC 

Duration of 

ttt (mos) 

HBV-DNA 

(Log copies) 
Line probe Invader 

Direct 

sequence 

57 M Experienced 15 5.6 

L180L/M 
A181A/T 

T184T/ILFM 
M204M/V 
N236N/T 

L180M 
A181T 

T184 I/M 
M204V 
N236T 
M250L 

A181T 
N236T 

49 M Experienced 42 4.7 
L180M 

T184T/SCGA 
M204V 

L180M 
T184A 
S202G 

M204V/I 
M250L/V 

L180M 
T184A 
M204V 

47 M Experienced 16 3.3 wild M204I wild 

29 M Experienced 42 2.2 (–) (–) M204I 

43 M Experienced 37 2.2 (–) (–) (–) 

72 F Naïve 26 4.0 (–) wild (–) 

43 M Naïve 35 3.7 (–) wild (–) 

66 M Naïve 20 3.4 (–) wild (–) 

67 F Naïve 19 3.4 (–) wild (–) 

57 M Naïve 16 3.1 wild wild wild 

48 M Naïve 38 2.9 (–) (–) (–) 

51 M Naïve 18 2.5 (–) (–) (–) 

 

 



 4 

D. 考察 

我が国における肝癌による死亡は年間

30,000 人以上と推定され、悪性新生物に

よる死亡では肺癌、胃癌、大腸癌に次い

で第 4 位となっている。その成因として

は C 型肝炎ウイルス(HCV)が最も多く約

70％を占めているが、HCVに対しては直

接作用型抗ウイルス経口薬を 2 剤併用す

ることにより、IFN フリーでも高率にウ

イルスの排除が得られるようになった。

一方、成因の約 15％を占める HBV に対

しては核酸アナログ単剤ではウイルスの

排除は困難で、単独または核酸アナログ

との併用で使用可能な新規治療薬の開発

が急務である。そこで核酸アナログ治療

の難治要因や耐性機序を解明することは

引き続き重要な研究課題である。 

第一世代の核酸アナログ薬であるラミ

ブジンではポリメラーゼ遺伝子の逆転写

酵素ドメインの 204番のアミノ酸置換(い

わゆる YMDD 変異)により年率十数%、

アデフォビルでは 236番または 181番の

アミノ酸置換により年率数%の割合で薬

物耐性が出現することが知られている。

これに対して ETV は、204 番に加えて

169番、184番、202番、250番のいずれ

かの置換が加わらなければ耐性にならな

い所謂 genetic barrierの高い薬剤であり、

実際、5年の耐性出現率は 1.2％と報告さ

れている。テノホビル耐性に関しては 194

番置換が関連するという報告もあるが、

実際の 6 年耐性出現率は 0％であり、コ

ンセンサスは得られていない。 

Keeffeらは’Roadmap concept’として、

核酸アナログ投与 24週で HBV DNAの

陰性化が得られない難治例では、将来の

耐性化が懸念されるため、治療方針の変

更を検討することを勧めている (Clin 

Gastroenterol Hepatol 2008)。我々の検

討では治療前高ウイルス量のみが、ETV

により HBV DNAまたは HBeAgの陰性

化が得られない難治要因であった。 

治療前に高ウイルス量であることが、

陰性化が得られにくい要因であることは

至極当然であるが、同時に治療前から耐

性ウイルスが潜在している可能性も考え

られる。現在、commercialに使用可能な

HBV 耐性変異検出キットとして Line 

probe法、PCR Invader法が挙げられる。

既報のごとく、Line probe 法では 5％以

上(Degertekin B et al. J Hepatol 2009)、

Invader法では2％以上(Tadokoro K et al. 

J Virol Methods 2011)耐性ウイルスが占

めれば検出可能であった。未治療例では

高感度の Invader 法を用いても、治療前

から潜在する耐性ウイルスを検出するこ

とは出来なかった。我々は更に次世代シ

ークエンサーを用いて、より高感度に(未

知のものも含め)耐性ウイルスの検出を試

みている(詳細は他項)。 

 

E.結論 

1) 治療前高ウイルス量は ETV により

HBV DNAまたはHBeAg陰性化が得

られない難治要因であった。 
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2) PCR Invader法は、Line probe法よ

り高感度で、HBV DNA ≥ 3.0 log10 

copies/mLかつ耐性ウイルスが 2％以

上を占めれば検出可能であった。 

3) 核酸アナログ未治療例では PCR- 

Invader のような高感度法でも潜在

する薬剤耐性ウイルスは検出されな

かった。 

 

F.健康危険情報 

特記事項なし。 

 

G.研究発表 

論文発表 

1. Enomoto M, Morikawa H, Tamori A, 

Kawada N. Noninvasive assessment of 

liver fibrosis in patients with chronic 

hepatitis B. World J Gastroenterol. 20: 

12031-8 (2014). 

 

学会発表 

2. Enomoto M, Nishiguchi S, Tamori A, 

Uchida-Kobayashi S, Iwai S, Morikawa 

H, Murakami Y, Jomura H, Shiomi S, 

Kawada N. Long-term outcome of 

sequential therapy with lamivudine 

followed by interferon in 

nucleoside-naive, hepatitis B e 

antigen-positive patients with chronic 

hepatitis B virus genotype C infection. 

49th Annual Meeting of the European 

Association for the Study of the Liver 

(EASL) April 12, 2014, London 

 

3. 榎本大, 西口修平, 河田則文。HBeAg

陽性 B 型慢性肝炎に対する核酸アナロ

グ/IFN sequential治療後の長期経過：

特にHBsAg、HBcrAgの変化について。

第 100 回日本消化器病学会総会 ワー

クショップ 8「B 型肝炎抗ウイルス療

法の進歩と課題」 平成 26 年 4 月 26

日 東京都  

 

4. 榎本大, 齋藤正紀、榎本平之、西口修

平、津田泰宏、樋口和秀、打田佐和子、

森川浩安、村上善基、田守昭博、河田

則文。B 型慢性肝炎に対するエンテカ

ビル/IFN sequential療法：特に PEG- 

IFNと従来型 IFNの比較について。第

18回日本肝臓学会大会 平成 26年 10

月 23日 神戸市  

 

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
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厚生労働省難治性疾患対策研究事業 

肝炎等克服緊急対策研究事業に関する調査研究班 

 

B型肝炎における経過予測及びHBs抗原消失に 

関与するウイルス遺伝子変異の探索 
 

分担研究者 本多 隆 名古屋大学医学部附属病院 助教 

 

研究要旨 

B 型肝炎症例では自然経過で HBs 抗原が消失する予後の良い症例と肝炎が持続して

肝硬変、肝癌に至る症例がある。B型慢性肝炎に対する標準的治療には核酸アナログ治

療やインターフェロン治療がある。しかしながら B 型肝炎に対する核酸アナログ治療

やインターフェロン治療を考慮する際、HBe抗体陽性となった症例において、その後ウ

イルス量が低下して肝炎が沈静化し自然経過で予後の良い、治療介入の必要ない症例と

肝炎が持続し肝硬変に進むリスクがあり治療が必要な症例を見極めることが重要にな

る。昨年度は肝炎の鎮静化に I97L 変異が関与する可能性を報告した。本年度の検討で

は I97Lの変異は HBeAb陽性例で HBeAb陰性例と比較して高率にみられた。変異がみ

られる症例ではその後の経過で HBVDNA、ALTの低下が見られ、一部の症例で HBsAg

が陰性化した。 

 

 

A. 研究目的 

B型肝炎のキャリアは世界で約 4億人、

日本でも約 150 万人がキャリアであると

推計されている。世界で B 型肝炎に関連

する肝硬変、肝不全、肝癌により年間約

100 万人が死亡しており世界的にも治療

の向上が望まれる疾患である。B 型肝炎

に対する治療法には核酸アナログ治療や

インターフェロン治療があるが、治療を

考慮する際 HBe抗体陽性となった症例に

おいて、その後ウイルス量が低下して肝

炎が沈静化し自然経過で予後の良い、治

療介入の必要ない症例と肝炎が持続し肝

硬変に進むリスクがあり治療が必要な症

例を見極めることが重要になる。 

また HBeAg 陰性例において PreCore 

(PC)領域の G1896A の変異により stop 

codon (TAG) が形成され HBeAgの産生が

停止すことやBasal Core Promoter (BCP)の

A1762T/G1764A の変異で PreC mRNA の

転写効率が低下しHBeAg産生が減少する

ことが報告されている｡ しかし、PC 変

異や BCPの変異によりその後の経過を予

測することは難しく、自然経過で変動す
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る ALT 値や HBVDNA 変動の時間的推移

を勘案し適切な治療開始時を決定するこ

とが勧められている。現在日本の厚生省

のガイドラインで B型慢性肝炎HBe抗原

陰性例では HBVDNAが 4 Log copies/mlL

以上かつALTが31IU/L以上で治療の介入

をすすめている。しかし、retrospectiveに

症例の経過をみると中にはその後、結果

的に自然経過で治療が必要なかった症例

もあり肝炎が沈静化するかどうか判断す

るための指標が望まれる。昨年度は

HBeAb 陽性例の少数例で検討を行った。

本年度の研究では HBe抗体陰性症例およ

び陽性症例において、B 型慢性肝炎症例

において coreI97変異がその後の経過に及

ぼす影響を検討することを目標とした。 

 

B. 研究方法 

2 年以上経過観察ができた慢性 B 型肝

炎患者(genotype C) の対象例のうち観察

開始時に血清保存がおこなわれている症

例で coreI97 変異が測定された 82 症例を

対象とした。HBVDNA5.0 Log copies/mL

以上かつ ALT31IU/mL 以上で推移したも

の或いは、肝障害の持続があり核酸アナ

ログ製剤を使用した症例を経過不良例と

し、それ以外を経過観察可能例とした。

またその後の経過観察後にHBsAgが消失

したかどうかも検討した。Core 領域のダ

イレクトシークエンスを行い確認した。 

 

患者背景 

HBeAb 陰性例は 21 例、HBeAb 陽性例

は 61 例であり、平均年齢、性別の割合、

γGTP、T.Bil、Alb、血小板、観察期間に

有意な差は見られなかったが、ALT は

HBeAb 陰性例で 52.0 (27.0-92.0) IU/L と

HBeAb陽性例の 25.0 (17.0-41.5) IU/Lと比

較して有意に高値であった。また HBsAg

値はそれぞれ、3235 (1932-31809) IU/mL、

1730 (476-4520) IU/mLとHBeAb陰性例で

有意に高値であり、HBVDNA は 8.5 

(7.7-9.1) Log copies/mL、4.5 (3.5-5.6) Log 

copies/mL と HBeAb 陰性例で有意に高値

であった。 

HBeAb 陽性例において I97wild と I97L

変異ありの背景を比較すると、I97L 変異

のある症例で年齢が 43 (35-49)歳であり

I97wild の 49 (41-62)歳と比較して有意に

若年であった(P=0.046)。しかし、他の性

別、ALT、γGTP、T.Bil、Alb、血小板値、

HBsAg、HBVDNA、観察期間に関して有

意な差はみられなかった。 

 

（倫理面への配慮） 

既にこの解析に関する臨床研究は名古

屋大学医学部付属病院の倫理委員会より

承認されている｡ 

この中で B 型肝炎患者からの試料提供を

受ける場合には､試料提供者､その家族､

および同様の肝疾患患者の人権､尊厳が

保護されるよう十分に配慮している｡ま

た、インフォームドコンセントに係わる

手続きを実施し､提供資料や個人情報を

適正に管理保存している｡ 
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C. 結果 

HBeAb陰性例、HBeAb陽性例の I97L変

異の割合 

HBeAb陰性例において I97L変異は

14.3% (3/21)、HBeAb陽性例においては

50.8% (31/61) 見られ、HBeAb陽性例で有

意に高率に存在していた(P=0.002)。 

 

HBeAb陽性の有無、I97L変異の有無によ

るその後の経過 

HBeAb 陰性例では I97wild の症例で 1

例のみが経過観察可能例であったが、

I97L変異例も含めて他の20例は経過観察

不良例であった。一方、HBeAb 陽性例で

は I97wildの症例は 36.0% (9/25)が経過観

察可能例であったのに対して I97L変異が

ある症例では 67.7% (21/31)で経過観察可

能例であり、有意に I97L変異がある症例

で経過観察可能例が高率であった

(P=0.018)。 

HBeAb 陽性例で I97L 変異がある症例

では HBVDNA は 4 Log copies/mL から

徐々に低下し 3 Log copies/mL程度まで低

下したが、I97Lwildの症例では 5～6 Log 

copies/mL で推移した。ALT 値も I97L 変

異がある症例では経過とともに 30IU/L未

満で推移し肝炎の鎮静化がみられたのに

対して、I97wildの症例では時々ALTの上

昇がみられ、30IU/以上で推移した。 

 

HBeAb陽性の有無、I97L変異の有無によ

る HBsAg消失の有無 

HBeAb 陰性例では I97L 変異の有無に

かかわらずHBsAgの消失は見られなかっ

た。一方、HBeAb 陽性例では I97wild の

症例ではHBsAgの消失はみられなかった

が、I97L 変異のある症例の 8 例 25.8%で

HBsAgが消失していた(P=0.006)。 

 

D. 考察 

本研究では I97Lの変異は HBeAb陽性

例でHBeAb陰性例と比較して高率にみら

れた。変異がみられる症例ではその後の

経過で HBVDNA、ALTの低下が見られ、

一部の症例で HBsAgが陰性化した。 

I97L変異は HBVの core領域に自然経

過中におこる最も頻度の高い変異である

ことが報告されている。Ehataらは I97L

変異を含む core84-101の変異は CTLなど

の免疫応答による肝障害を反映したもの

と報告した (Ehata et al. JCI 1991. 

89:332-338)。その中で HBeAb陽性例の内

4例全例では I97Lが認められた。またそ

の後の報告では core 84-99の変異は劇症

肝炎などの激しい肝障害と関連している

ことを明らかにした (Ehata et al. JCI 1993. 

91:1206-1213)。 

Ehataらの論文では HBeAbが陽性であ

るものは 4例全例で I97L変異が陽性であ

った。この違いは以前の測定法では

HBVDNAが低値まで測定できなかった

ため、HBVDNA4.0 LogIU/mL未満と低ウ

イルス量の症例が以前の報告では検討で

きていない可能性があると思われた。 

一方、In vitroの解析で core 領域の I97

は HBVcapsid 粒子の構造や機能への感受
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性が高く重要な部位であり、I97L への変

異により immature secretionが認められて

い る  (Bo Ning et al. J of Virology 

2004;78:13653-1366)ことから、I97L 変異

が認められる症例では HBVNDA 量が低

下してくることが推察できる。今回の検

討において HBeAb 陰性例で I97L 変異の

頻度は低くHBeAb陽性例では頻度が高く、

更にその後HBsAgが消失した症例もみら

れたことから、肝硬変でない HBe抗体陽

性で、Core I97L変異は B型肝炎のその後

の沈静化を予測するのに有用な可能性が

ある。 

 

E.結論 

 

B 型慢性肝炎において、治療を選択す

るためにその後の経過を予測するには

HBVDNA、ALT の値に加えて core I97L

の変異測定が有用になる可能性がある。 

 

F.健康危険情報 

特記事項なし。 

 

G.研究発表 

論文発表 

1. Ishigami M, Honda T, Ishizu Y, Onishi Y, 

Kamei H, Hayashi K et al. Frequent 

incidence of escape mutants after 

successful hepatitis B vaccine response 

and stopping of nucleos(t)ide analogues 

in liver transplant recipients. Liver 

Transpl. 2014;20:1211-1220 

2. Imai N, Ishigami M, Ishizu Y, Kuzuya T, 

Honda T, Hayashi K et al. Transarterial 

chemoembolization for hepatocellular 

carcinoma: A review of techniques. 

World J Hepatol. 2014;27:844-850 

3. Tachi Y, Hirai T, Miyata A, Ohara K, Iida 

T, Ishizu Y, Honda T, et al. Progressive 

fibrosis significantly correlates with 

hepatocellular carcinoma in patients with 

a sustained virological response. 

Hepatology Research 2015;30:178-183 

4. Hayashi K, Katano Y, Ishuzu Y, Kuzuya 

T, Honda T, Ishigami M et al. 

Association of interleukin 28B 

polymorphism and mutations in the 

NS5A region of hepatitis C virus 

genotype 2 with interferon 

responsiveness J Gastroenterol Hepatol 

2015;30:178-183 

5. Honda T, Ishigami M, Hayashi H, Ishizu 

Y, Kuzuya T, Hayashi K et al. Effect of 

Peginterferon alfa-2b and Ribavirin on 

Hepatocellular Carcinoma Prevention in 

Older Patients with Chronic Hepatitis C.  

J Gastroenterol Hepatol 2015;30:321-328 

6. Honda T, Ishigami M, Luo F, Ishizu Y, 

Kuzuya T, Hayashi K et al. Hepatitis B e 

antigen and hepatitis B surface antigen 

seroclearance with emergence of 

lamivudine-associated mutation and 

core mutation after elevation of CD4 in a 

patient with hepatitis B and HIV. 

Internal Medicine 2015;54:585-590 
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7. Ishizu Y, Ishigami M, Suzuki N, Kuzuya 

T, Honda T, Hayashi K et al. Endoscopic 

treatment of esophageal varices on 

hemophilic patients with liver cirrohosis. 

Gastrointest Endosc 2015;81:1059-1060 

8. Yamada K, Ishigami M, Kuzuya T, 

Honda T, Hayashi K, Goto H. 

Association between responses to 

interferon therapy and genetic variation 

in interferon -28B and the core region of 

hepatitis C virus gentype 3a. J Med Virol. 

In Press. 

9. Ando T, Kojima K, Isoda H, Eguchi Y, 

Honda T, Ishigami M, Kimura S. 

Reactivation of resolved infection with 

the hepatitis B virus immune escape 

mutant G145R during dasatinib treatment 

for chronic myeloid leukemia. Int J 

Hematol. In Press. 

10. 本多 隆、石上雅敏、新家卓郎、今井

則博、阿知波宏一、荒川恭宏、山田恵

一、石津洋二、葛谷貞二、林 和彦、

石川哲也、中野 功、片野義明、後藤

秀実. C 型慢性肝炎難治例における

Peg-IFN/RBV併用療法の治療効果と発

癌抑制効果. 消化器科 

2014;58:337-341 

 

11.  

 

学会発表 

1. Honda T, Ishigami M, Luo F, Ishizu Y, 

Kuzuya T, Hayashi K, Shimomura Y, 

Goto H Oral supplementation of BCAA 

alleviates hepatic steatosis and liver 

injury associated with NASH 63th Annual 

Meeting of the American Association for 

the Study of Liver Diseases(AASLD). 

Nov. 9, 2014 Boston 

2. 本多 隆、石上雅敏、新家卓郎、今井

則博、阿知波宏一、荒川恭宏、山田

恵一、中野 聡、石津洋二、葛谷貞二、

林 和彦、石川哲也、中野 功、後藤

秀実. HBe 抗体陽性 B 型慢性肝炎に

おける経過予測に必要なウイルス遺

伝子変異の検討。分岐鎖アミノ酸に

よる NASH マウスモデルにおける肝

脂肪抑制効果. 第 100 回日本消化器

病学会総会 平成 26 年 4 月 26 日 東

京都 

3. 本多 隆、石上雅敏、新家卓郎、今井

則博、阿知波宏一、荒川恭宏、山田

恵一、中野 聡、石津洋二、葛谷貞二、

林 和彦、中野 功、石川哲也、片野

義明、後藤秀実. C 型慢性肝炎難治

例における PegIFN・Ribavirin・

Telaprevir3剤併用療法の治療効果. 

第 50 回日本肝臓学会総会 平成 26

年 5月 29 日 東京都 

4. 本多 隆、石上雅敏、加藤幸一郎、新

家卓郎、今井則博、阿知波宏一、荒

川恭宏、山田恵一、石津洋二、葛谷

貞二、林 和彦、中野 功、石川哲也、

後藤秀実．高齢者 C 型慢性肝炎にお

けるPegIFN・Ribavirin・Simeprevir3

剤 併 用 療 法 の 治 療 効 果 . 
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JDDW-Japan2014 平成 26年 10月 8日 

5. 本多 隆、石上雅敏、後藤秀実. B 型

肝炎における経過予測及び HBs 抗原

消失に関与するウイルス遺伝子変異.

第 40回日本肝臓学会東部会 平成 26

年 11 月 27 日 東京都 

 

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 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



厚生労働科学研究費補助金 
肝炎等克服実用化研究事業（B 型肝炎創薬実用化等研究事業） 

分担研究報告書 

 

次世代シークエンサーによる S 領域の多様性の評価 

 

分担研究者 矢野嘉彦 神戸大学・微生物感染症学講座 講師 

 

研究要旨 

HBs 抗原の親水性領域である MHR 領域の多様性は宿主免疫から回避し、ウイルスの持続感染

に関与している。本研究では MHR 領域の多様性を次世代シークエンサーにより解析し、ウイルス

の多様性と臨床病態の関連について検討を行った。30 名のインドネシア人患者（11 名の慢性肝

炎、19 名の肝硬変肝癌患者）を対象とした。HBs抗原の titer については、慢性肝炎群よりも有意

に肝硬変肝癌群で低かった。MHR 領域のアミノ酸変異の多様性について、全アミノ酸に対して

20%以上の変異を認めるmajor population、5～20%の変異を認める intermediate population、

1～5%の変異を認める minor population に分類された。その結果、MHR 領域において major

および intermediate population が認められた領域は P120Q/T, T123A, P127T, Q129Q/H, 

M133L/T, G145Rであり、MHR領域の変異の頻度は、慢性肝炎群よりも有意に肝硬変肝癌群で

高い結果であった。MHR領域のアミノ酸変異の多様性は、病態の進行やHBs抗原の力価の低下

にも関連していることが示唆された。 

 

A. 研究目的 

B 型肝炎ウイルスの高い変異率については、

ポリメラーゼの修復機構の破綻やウイルス増幅

効率の増強にも影響し、ウイルスの多様化、い

わゆる Quasispecies をもたらす。これまで多く

の研究において、ウイルス多様性が病態の進

行や治療効果とも関連するとの結果が示され

てきている。 

HBV ゲノムの S領域については HBs抗原

産生に関与している。HBs 抗原は宿主免疫に

おける主要な targetであるが、特にHBs抗原

の親水性基であるMHR領域（aa 100-169）に

ついては HBs 抗体により認識される多くの B 

cell epitopeが存在している。MHR領域はそ

の多様性が報告されており、その多様性によ

って宿主の免疫機構から回避し持続感染をき

たすことが知られている。 

次世代シークエンサーでは、従来のサンガ

ーシークエンス法とは違い、一度に多くの微量

クローン（minor variants）を検出することがで

きるため、臨床病態との関連を検討するには

有用である。本研究ではこれまで検討されたこ

との無いインドネシア人の B 型肝炎ウイルスを

用い、次世代シークエンサーを用いてS領域、

特に MHR 領域の多様性について検討し、臨

床病態との関連について検討を行った。 

 

B. 研究方法 

インドネシアジャワ島スラバヤ市の病院より

採取された 30名のB型肝炎ウイルス持続感染



者（慢性肝炎 11例、肝硬変肝癌 19例）を対象

としている。QIAamp DNA Blood Mini Kits

（QIAGEN社）を用いて患者血液より DNAを

抽 出 し 、 特 異 的 プ ラ イ マ ー ： HB8F 

(nt1824-1843; 

TTCACCTCTGCCTAATCATC) 、 HB6R 

(nt1803-1784; 

AACAGACCAATTTATGCCTA) 、 HB2F 

(nt414-433; TGCTGCTATGCCTCATCTTC)、 

HB3R (nt1107-1084; 

AGTTGGCGAGAAAGTGAAAGCCTG).に

よりMHR領域を含む 693bpの S領域を増幅

した。Nextera Sample Prep Kit（イルミナ社）

を用いて PCR産物を調整した後、MiSeqシー

クエンサー（イルミナ社）を用いてシークエンス

を行った。 

ウイルスの多様性を比較検討した。 

 統計学的には SPSS22（IBM社）を用い、2群

間比較には t検定またはMann-Whitney U検

定を用いた。 

 

（倫理面への配慮） 

本研究はインドネシア国ハジ病院、スワンジ病

院および神戸大学の倫理委員会の承認を受

け、各患者からの説明と同意のもとに行われて

いる。 

 

C. 結果 

 30例の遺伝子型を検討すると、遺伝子型 B3

が 29 例、遺伝子型 B7 が 1 例であった。各検

体の平均カバレッジは 22,745～39,128 と比較

的良好であった。 

 次世代シークエンスによって得られた MHR

領域のアミノ酸変異の多様性について、全アミ

ノ酸に対して 20%以上の変異を認める変異の

多い領域（major population）、5～20%の変 

異 を 認 め る 中 間 領 域 （ intermediate 

population）、1～5%の変異を認める変異の

少ない領域（minor population）に分類した。 

 この結果、全MHR領域におけるmajorまた

は intermediate population については、慢

性肝炎群よりも肝硬変肝癌群の方が有意に多

くのアミノ酸領域で認められた（p<0.05）。特に

抗原決定基 a 領域のアミノ酸変異については、

肝硬変肝癌群で有意にmajor populationの

頻度が高かった（p<0.05）。 

 MHR領域にmajor populationを認めた例

は 30 例中 25 例（83%）であり、抗原決定基 a

に も T126I, P127T, Q129H/R, G130R, 

M133L/T, G145R といった変異を認めた。 

 

D. 考察 

今回の検討はすべてインドネシア東ジャワ

州スラバヤ市で採取されたB型肝炎ウイルスを

用いている。遺伝子型についても 30 例中 29

例が遺伝子型B3、サブタイプadwであり、イン

ドネシアにもっとも認められるタイプであった。

これまでの検討では、サブタイプ adwはワクチ

ンエスケープ変異に関連があるとするシンガポ

ールからの報告や、若年肝癌における S 領域

の多様性との関連があるとの台湾からの報告

がある。今回の検討でも、肝硬変肝癌患者の

HBs 抗原価は有意に低く、MHR 領域の多様

性により HBs 抗原の抗原性の変化をきたし、

HBs抗体からの免疫機構からの回避に繋がっ

たことが示唆された。 

今回の次世代シークエンスの結果では、

MHR 領域の変異は肝硬変肝癌患者により高

頻度に認められたが、これまでもより病態の進

行した肝炎患者においてMHR領域の変異頻

度が高いことはいくつかの文献で報告されて

いる。この要因としては、当初から存在した変



異ウイルスが持続感染の後に肝癌へ進展させ

る可能性と、ウイルスの複製過程で出現した変

異ウイルスが持続感染や肝癌への病態進展に

関わっている可能性がある。MHR 領域変異

が病態の進行における役割については、引き

続き詳細に検討する必要がある。 

今 回 の 検 討 で は 、 major お よ び

intermediate population として存在する

MHR 領域の変異は、病態の進行に関連して

いた。実際に認められた変異は、P120Q/T, 

T123A, P127T, Q129Q/H, M133L/T, 

G145R であった。とくに P120Q/T, P127T, 

Q129Q/H, M133T, G145R については肝硬

変肝癌群にのみ認められた。M133T や

G145Rについては、宿主免疫からの回避に関

連するとともに、肝癌発生にも関与していると

する報告もある。また同時にMHR領域の変異

の中には、HBs 抗原粒子の分泌や外被の分

泌にも関わっている変異があるとされる。肝細

胞内にHBs抗原や外被蛋白が蓄積することに

より小胞体ストレスが低下することから、炎症の

促進や病態の進行に関わっていることが推測

された。 

 

E. 結論 

 インドネシアにおける B 型肝炎の検討からは、

肝硬変肝癌例においては慢性肝炎例に比べ

てHBs抗原価は低く、MHR領域のアミノ酸変

異の頻度は高い結果であった。MHR 領域の

アミノ酸変異の多様性は、病態の進行や HBs

抗原の力価の低下にも関連していることが示

唆された。 
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研究要旨 

これまで、リガンド情報を加味したタンパク質立体構造によるインシリコスクリーニン

グのプログラム ChooseLD を開発、利用してきた。さらなる高精度かを目指しこれまで

直接は考慮してこなかった疎水性相互作用をプログラムに導入した。結果、精度の向上

が見られた。今後は計算時間の削減を見直す必要がある。 

 

Ａ．研究目的 

インシリコスクリーニングにおけるター

ゲットタンパク質の立体構造に関しては、

PDB に登録されている場合は実験構造を

用い、登録されていなければホモロジー

モデリングで予測を行う。近年 PDB に登

録されるタンパク質－リガンド複合体構

造も増加しており、一つのタンパク質フ

ァミリーで複数の登録されているケース

も多く、適切にデータを参照することで

より高精度予測への寄与が期待される。

本研究で用いているインシリコスクリー

ニングプログラム ChooseLD は、この PDB

に登録された構造中の相互作用情報を参

照してドッキングを行う。ドッキング毎

に算出されるスコアは実験構造中のリガ

ンドとの幾何的な位置の一致性に関する

関数が大きく影響しており、疎水性相互

作用に代表される物理化学的相互作用に

関して直接は考慮していない状況であっ

た。そこで本研究ではスコアの中に疎水

性相互作用に関する評価関数を導入する

ことによって精度の向上を試みた。 

 

Ｂ．研究方法 

方法全体を一言で表せば「従来の

ChooseLD 法のプログラムに疎水性相互作

用関数を付加する。」になる。 

具体的には梅山・赤羽らの研究で考案さ

れ た 疎 水 性 相 互 作 用 評 価 関 数

Hc(hydrophobic correlation) Index を導

入する。Hc Index の定義は以下の通り（図

１）。 



 

図 1

の化合物の疎水性を想定した場合

 

式１で

ける原子半径から計算される球面を

分割した断片（以降パッチと呼ぶ）であ

る。f

質に存在する置換基の

任意の化合物候補に拡張するために、

Crippen

logP

方法では

のパターンが、あらかじめ用意された

SMART

するかを判断し、一致したパターンの

logP

この採用を裏付けるために

f値、横軸は

1 タンパク質とその近傍にある任意

の化合物の疎水性を想定した場合

式１で j は医薬品候補化合物の座標にお

ける原子半径から計算される球面を

分割した断片（以降パッチと呼ぶ）であ

fj はから取得する。表１はタンパク

質に存在する置換基の

任意の化合物候補に拡張するために、

Crippen の方法で定められる分配係数

logP で代用することとした。

方法ではlogPを求めたい原子の隣接原子

のパターンが、あらかじめ用意された

SMART 形式のパターンの中でどれに一致

するかを判断し、一致したパターンの

logP を一原子ごとの

この採用を裏付けるために

値、横軸は logP

タンパク質とその近傍にある任意

の化合物の疎水性を想定した場合

式 1 

式 2 

.

は医薬品候補化合物の座標にお

ける原子半径から計算される球面を

分割した断片（以降パッチと呼ぶ）であ

はから取得する。表１はタンパク

質に存在する置換基のf値を表しており、

任意の化合物候補に拡張するために、

の方法で定められる分配係数

で代用することとした。

を求めたい原子の隣接原子

のパターンが、あらかじめ用意された

形式のパターンの中でどれに一致

するかを判断し、一致したパターンの

を一原子ごとの f 値として採用した。

この採用を裏付けるために

ogP で表した散布図を示す。

 

タンパク質とその近傍にある任意

の化合物の疎水性を想定した場合 

 

× ( , )  

は医薬品候補化合物の座標にお

ける原子半径から計算される球面を

分割した断片（以降パッチと呼ぶ）であ

はから取得する。表１はタンパク

値を表しており、

任意の化合物候補に拡張するために、

の方法で定められる分配係数

で代用することとした。Crippen

を求めたい原子の隣接原子

のパターンが、あらかじめ用意された

形式のパターンの中でどれに一致

するかを判断し、一致したパターンの

値として採用した。

この採用を裏付けるために図２に縦軸は

で表した散布図を示す。

2

タンパク質とその近傍にある任意

 

は医薬品候補化合物の座標にお

ける原子半径から計算される球面を 180

分割した断片（以降パッチと呼ぶ）であ

はから取得する。表１はタンパク

値を表しており、

任意の化合物候補に拡張するために、

の方法で定められる分配係数

Crippen の

を求めたい原子の隣接原子

のパターンが、あらかじめ用意された

形式のパターンの中でどれに一致

するかを判断し、一致したパターンの

値として採用した。

縦軸は

で表した散布図を示す。

負の相関が示されており、疎水性相互作

用関数

した。

表１

 

 

Ｃ．研究結果

2014

の標的蛋白質

酸化活性を阻害する化合物を

探索を行った。

値の存在する同じアッセイ中で

の化合物が収録されている

負の相関が示されており、疎水性相互作

用関数 Hc Index

した。 

表１ f 値の一覧

図２ 縦軸は

Ｃ．研究結果 

2014年3月頃に開かれた

の標的蛋白質

酸化活性を阻害する化合物を

探索を行った。

値の存在する同じアッセイ中で

の化合物が収録されている

負の相関が示されており、疎水性相互作

Index の計算に

値の一覧（梅山・赤羽の論文より）

縦軸は f値、横軸は

 

月頃に開かれた

の標的蛋白質 Human c-Yes

酸化活性を阻害する化合物を

探索を行った。ChEMBL で得られた

値の存在する同じアッセイ中で

の化合物が収録されている

負の相関が示されており、疎水性相互作

算に導入可能と判断

 

（梅山・赤羽の論文より）

値、横軸は logP

月頃に開かれたIPABコンテスト

Yes kinase のリン

酸化活性を阻害する化合物をChEMBL

で得られた

値の存在する同じアッセイ中で 3 個以上

の化合物が収録されている 5 アッセイの

負の相関が示されており、疎水性相互作

導入可能と判断

 

（梅山・赤羽の論文より） 

 

ogP 

コンテスト
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ChEMBLから

で得られた IC50

個以上
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57個の化合物候補×1000個の予測構造か

ら得られる FPAScore と Hc index のデー

タセットとIC50とのスピアマンの順位相

関係数を k の値を変えながら求めた。本

研究ではもともとのChooseLDのスコアで

あるFPAScoreの値に係数kを乗じた数を

新たなるスコアとして採用した。 

 

式 3 

TOTAL_SCORE = FPAScore + k × Hc index 

(k は係数) 

 

概ね Hc Index の比重が高くなるほど負の

相関を改善の方向に導く結果となった。 

 

Ｄ．考察 

本法は顕著な相関係数の改善は見られ有

効な方法として十分な検討の価値がある

と考えられる。しかしながら、問題は計

算時間にあり従来型のChooseLDの二桁ほ

ど多い計算時間を要する点が課題である。

また、ターゲットとしてまだ一つのタン

パク質のみ試したのみであり、より広範

囲での試行を要すると考えられる。現在、

計算時間短縮を模索中。 

 
Ｅ．結論 
疎水性相互作用をChooseLDに導入した。
導入効果は相関係数の改善の方向性が見
られた。問題は計算時間にありソースコ
ードを見直し短縮後に、多くのターゲッ
トタンパク質での試行を要する。 

 
Ｆ．健康危険情報 

なし 

 
Ｇ．研究発表 

1.  論文発表 未発表 
2.  学会発表 未発表 

 
Ｈ．知的財産権の出願・登録状況 
  （予定を含む。） 

1. 特許取得 未取得 

2. 実用新案登録 未登録 

3. その他 
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表 2 式 3における k値を変化させたときの ChEMBL Assay ID 毎の IC50 との相関係数 

 Assay ID 

217596 217598 473236 974313 974314 

k 

1000 -0.4 -0.314 -0.1 -0.367 0.091 

100 -0.4 -0.314 -0.1 -0.367 0.091 

10 -0.4 -0.314 -0.1 -0.367 0.091 

1 -0.3 -0.346 -0.1 -0.367 0.091 

0.1 -0.3 -0.046 0.233 -0.317 0.212 

0.01 -0.1 0.032 0.1 -0.067 0.309 

0.001 -0.1 0.025 0.1 0.083 0.345 

0 -0.1 0.025 0.1 0.083 0.345 
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