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研究要旨
長崎県五島列島の上五島地域(人口約 2.4 万人)では、全住民を対象とした HBs 抗原検査を 1977 年に導入

し、現在までに全住民のスクリーニング検査を受検した。1991 年以降出生した住民からの HBs 抗原陽性者
はなく、地域限定のウイルス肝炎撲滅、すなわち、マイクロエリミネーションが上五島地域では、開始した。 

一方、これまでに HBs 抗原陽性と判定された HBV 持続感染者(キャリア)に対しては、上五島病院付属奈
良尾医療センターにて経過観察と治療介入が行なわれてきており、診断と治療効果の研究等のため、受診毎
の血清が保管されている。

本研究では、同地域で見出された全 HBV キャリアの血清を対象に HBV DNA の部分配列および HBV
genotype を解析し、また、臨床経過との関連性についても検討した。

なお、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）。

以下のことが明らかとなった。
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 951 名のうち、910 名（男 523 名、女 387 名）の保存血清を対象
とした。910 例の Real time PCR によるウイルス量は、1.0×108 copy/ml 以上が 189 例と最も多く、中
央値 4.35×104copy/ml であった。

2. 910 例中、760 例の SP 領域、70 例は S 領域合計 830 例に対して Sequence 解析が可能であった。SP
領域における sequence 解析が可能であった 760 例において、734 例が genotype C、23 例が genotype
B、3 例が genotype A に属した。系統樹では、Genotype C の株は C2 の中国由来の株の近くに集積が
認められる他、C1-C14 に渡りサブタイプの多様性が認められた。S 領域における Sequence 解析が可
能であった 70 例において、69 例が genotype C、1 例が genotype A に属した。

3. 最終的に 910 例のうち Sequence 解析が可能であった 830 例（SP 領域：760 例、S 領域：70 例）にお
いて、96.8％（803/830 例）が genotype C、2.8％（23/830 例）が genotype B、0.4％（4/830 例）が
genotype A に属した。先行研究との比較では九州の内訳とほぼ同等であった。

4. SP 領域における sequence 解析が可能であった 760 例のうちウイルス量を考慮に入れて選出し、Full-
Sequence 解析を試み、92 例の Full-Sequence が得られた。Genotype A の株はスペイン由来の株と最
も近縁であり、欧州由来であることが示唆される。Genotype C の株は SP 領域の系統樹では C2 に集積
がある他 C1-C14 まで多様に分布していたが、Full-Sequence の系統樹においては全例 Genotype C2 で
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あり、中国、台湾、ホンコン由来の株と近縁であった。さらに、5 か所に明らかな集積が認められた。 
5. Full-Sequence が得られた 92 例の変異の有無と最終観察時の肝病態(AC, CH, LC, HCC)について集計し

た。G1613A の変異がある場合とない場合を比較して肝病態が進行 (LC,HCC)となるオッズ比
3.77(p=0.044)と最終観察時に病態が進行していることを示す結果となった。C1653T の変異もオッズ
比 2.45 であったが、有意差は認められなかった(p=0.144)。

以上により、五島列島の全住民から拾いあげられた HBV 株の 96.8%が Genotype C であることが明らかとな
り、さらに Full-Sequence 解析により Genotype C の株はサブタイプが C2 であること、島内という狭い地域
で発生した感染集団であることが強く示唆された。変異の解析により、病態進行について、G1613A 、C1653T
の変異が関わっていることが示唆された。

A. 研究目的
長崎県五島列島の上五島地域(人口約 2.4 万人)で

は、全住民を対象とした HBs 抗原検査を 1977 年に
導入し、現在までに全住民のスクリーニング検査を
受検した。1991 年以降出生した住民からの HBs 抗
原陽性者はなく、地域限定のウイルス肝炎撲滅、す
なわち、マイクロエリミネーションが上五島地域で
は、開始した。
 一方、これまでに HBs 抗原陽性と判定された HBV
持続感染者(キャリア)に対しては、上五島病院付属
奈良尾医療センターにて経過観察と治療介入が行な
われてきており、診断と治療効果の研究等のため、
受診毎の血清が保管されている。
 本研究では、同地域で見出された全 HBV キャリア
の血清を対象に HBV DNA の部分配列および HBV
genotype を解析し、また、臨床経過との関連性につ
いても検討した。

図 1．上五島地区の HBs 抗原陽性率 

B. 対象と方法
1. 対象

長崎県五島列島の上五島地域(図 2)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 951 名のうち、血清が得られた 910
名（男 523 名、女 387 名：表 1）の保存血清を
対象とした。

図 2．長崎県上五島地区 

表 1．長崎県上五島地域 HBV 持続感染者 
910 名の属性 

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 Sequence 解析と系統樹解析を行
い、HBV genotype を決定した。
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3. 測定方法 
1) HBV DNA 抽出 

SMI TEST EX-R&D (Medical&Biological 
Laboratories CO., LTD, USA) 

2) Real-time PCR 
試薬：Taqman Fast Advanced Master  
Mix (Thermo Fisher Scientific, USA) 
機器：Applied Biosystems StepOne ,  
Real Time PCR System 
(Thermo Fisher Scientific, USA)  

3) Nested PCR 
試薬： PrimeStar GXL DNA Polymerase 
(Takara Bio, Japan) 
機器：MiniAmp Plus Thermal Cycler 
(Thermo Fisher Scientific, USA) 

4) Sequence 解析：Direct Sequence 法 
5) 系統樹解析：UPGMA 法 (MEGA version 7) 

 
 
 

＜Nested PCR・Sequence 解析・系統樹解析の手順：
図 3＞ 
① 対象 910 検体で Real time PCR、SP 領域 (S region

と P region が一部重複)の Nested PCR、Sequence
解析を行った。 

②  SP 領域 の Sequence が得られなかった 150 検
体に対して SP 領域よりも高感度の S 領域(S 
region の一部) の Nested PCR 、Sequence 解析
を行った。 

③ さらに SP 領域の Sequence が得られた 760 例の
うちウイルス量を考慮に入れて選出し、Full-
Sequence 解析を試みた。 

④ ①、②、③で得られた Sequence に対して系統樹
解析を行い、Genotype を決定した。 

（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 3．HBVDNA の Nested PCR・Sequence 解析・系統樹解析のフローチャート 
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C. 研究結果 
1. HBV キャリア 910 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 910 例の Real time PCR によるウ
イルス量は、1.0×10８copy/ml 以上のものが 191
例 (20.9%) と 最 も 多 く 、 中 央 値 4.35×104 

copy/ml(範囲： 1.0×102 未満～1.0×10８copy/ml
以上)であった（図 4）。  

図 4．HBV キャリア 910 名における HBV DNA 量
の分布 

 
 

2. SP 領域 Sequence 解析が可能であった HBV 
キャリア 760 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、96.6％（734/760 例）が genotype C
に属し、3.0％（23/700 例）が genotype B、0.4％
（3/700 例）が genotype A に属した（図 5）。 
Genotype A の株はフィリピン由来の株等と近縁、
Genotype B の株はインドネシア由来の株等と近
縁であった。 
Genotype C の株は C2 の中国株付近に最大の集積

を認め、他にベトナムやタイ由来 C1 株の近縁の
株、インドネシアやカレドニア由来 C3 株の近縁
の株等、サブタイプの多様な分布が認められた。 

 
3. S 領域 Sequence 解析が可能であった HBV キャ

リア 97 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、98.6％（69/70例）が 
genotype Cに属し、1.4％（1/70例）が 

genotype Aに属した（図 6）。 

 

 
図 5． SP 領域の sequence 解析が可能であった 760 例における HBV genotype の系統樹 
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図 6．S 領域の Sequence 解析が可能であった 70 例における HBV genotype の系統樹 

 
4. Sequence 解析が可能であった計 830 例の HBV 

genotype 内訳 
910 例中 sequence 解析が可能であった 830 例
（SP 領域：760 例、S 領域：70 例）において、
96.8％（ 803/830 例）が genotype C、 2.8％
（23/830 例）が genotype B、0.4％（4/830 例）
が genotype A に属した。  

 
 

5. 日本全国における HBV genotype 分布 
2005 年から 2006 年の日本における HBV の
Genotype 分布図³⁾に、本研究の五島列島におけ
る HBV Genotype 内訳結果を追加し(図 7)、国内
の他の地域における HBV genotype 内訳と比較
した結果、五島列島の HBV Genotype 内訳は九
州の Genotype 内訳とほぼ同等であることがわ
かった。 

 

 
 

図 7. 全国における HBV genotype 分布 
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6. Full-Sequence 解析が可能であった HBV キャ
リア 92 名の系統樹 
SP 領域で Sequence が得られた 760 例のうちウ
イルス量を考慮に入れて選出し、Full-Sequence
解析を試み、92 例の Full-Sequence が得られた。
内訳は 1 例が Genotype A、13 例が Genotype B、
78 例が Genotype C であった。 
得られた Full-Sequence で作成した系統樹を図
8 に示す。Genotype A の株はスペイン株と最も

近縁であった。Genotype C の株は全例 Genotype 
C2 であり、中国、台湾、ホンコン由来の株と近
縁であった。 
さらに、C2 の枝において 5 か所(28 例、17 例、
7 例、6 例、5 例)に明らかな集積が認められた。
その中で埼玉由来の株と近縁の、17 例の集積は
本研究の他の株と別の枝に存在することが分
かった。 

 
 
 

 
図 8.Full-Sequence が可能であった 92 例における HBV genotype の系統樹 

 
 

 

表 2.Full-Sequence が可能であった 92 例の変異の有無と観察最終肝病態との関連 
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7. Full-Sequence が可能であった 92 例の変異の
有無と肝病態との関連の検討

表 2 に、Full-Sequence が可能であった 92 例
の変異の有無と最終観察時の肝病態(AC, CH, LC,
HCC)について集計した。先行研究にて肝病態と
の関連が指摘されている 8 種類の変異について
検討を行ったところ、G1613A の変異がある場
合とない場合を比較して肝病態が進行(LC,HCC)
となるオッズ比 3.77(p=0.044)と最終観察時に
病態が進行していることを示す結果となった。
C1653T の変異もオッズ比 2.45 であったが、有
意差は認められなかった(p=0.144)。
 これら変異点について病態進行群(LC, HCC)
とコントロール群(AC,CH)共に部分配列解読の
対象を拡大して比較を行うことにより、より精
度の高いリスク評価が可能であると考えられ
た。

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、全住民に対する HBs 抗
原検査により見出された HBV 慢性感染者 951
名のうち、血清が得られた 910 名の Real time
PCR、Nested PCR、Sequence 解析、系統樹解析
を行った。全対象 910 例中、Real-time PCR 及
び、Nested PCR による部分配列による Genotype
決定が完了し、Full-Sequence は 92 例得られた。 

2. SP 領域における sequence 解析が可能であった
760 例において、734 例が genotype C、23 例が
genotype B、3 例が genotype A に属した。
Genotype C の株は C2 の中国由来の株の近くに
集積が認められる他サブタイプの多様性が認
められたため、Full-Sequence 解析による詳細な
検討が必要であると考えられた。
S 領域における Sequence 解析が可能であった
70 例において、69 例が genotype C、1 例が
genotype A に属した。

3. 最終的に 910 例のうち sequence 解析が可能で
あった 830 例（SP 領域：760 例、S 領域：70 例）
において、96.8％（803/830 例）が genotype C、
2.8％（23/830 例）が genotype B、0.4％（4/830
例）が genotype A に属した。先行文献との比較

では、九州の Genotype 内訳とほぼ同等であっ
た。

4. SP 領域における sequence 解析が可能であった
760 例のうちウイルス量を考慮して選出し Full-
Sequence 解析を試み、92 例の Full-Sequence が
得られた。Genotype A の株はスペイン由来の株
と最も近縁であり、欧州由来であることが示唆
される。Genotype C の株は SP 領域の系統樹で
は C2 に集積がある他 C1-C14 まで多様に分布
していたが、Full-Sequence の系統樹においては
全例 Genotype C2 であり、中国、台湾、ホンコ
ン由来の株と近縁であった。さらに、5 か所(28
例、17 例、7 例、6 例、5 例)に明らかな集積が
認められた。その中で 17 例の集積は本研究で
得られた他の株と系統樹上別の枝に独立して
存在することが分かった。島内という狭い地域
での同一の感染集団であると推測される。

5. Full-Sequenceが可能であった 92 例の変異の有
無と最終観察時の肝病態(AC, CH, LC, HCC)につ
いて集計した。先行文献にて肝病態との関連が
指摘されている 8種類の変異について検討を行
ったところ、G1613A の変異がある場合とない
場合を比較して肝病態が進行(LC,HCC)となるオ
ッズ比 3.77(p=0.044)と最終観察時に病態が進
行していることを示す結果となった。C1653T
の変異もオッズ比 2.45であったが、有意差は認
められなかった(p=0.144)。部分配列解読の対象
を拡大して比較を行うことにより、より精度の
高いリスク評価が可能であると考えられた。

以上により、五島列島の全住民から拾いあげられた
HBV 株の 96.2%が Genotype C であることが明らか
となった。さらに Full-Sequence 解析を行ったとこ
ろ、詳細な特徴として Genotype C の株はサブタイ
プがほぼ全例 C2 であること、島内という狭い地域
で発生した感染集団であることが強く示唆された。
さらに、病態進行について、特定の変異点が関わっ
ていることを疫学的に検証することが可能である
ことが確かめられた。
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