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研究成果の概要（和文）：B型慢性肝炎の臨床的治癒に関与していることが報告されているコア領域I97Lの変異
がHBVのライフサイクルに与える影響を解析した。その結果、I97L変異を持つHBVでは通常のHBVと比較して感染
性が低下しており、ウイルス粒子中に一本鎖ゲノムを持つ未成熟なウイルスが産生されることが明らかとなっ
た。また、I97L変異株ではHBVの細胞への吸着や侵入効率には差を認めなかったが、感染後のcccDNA生成効率が
低下しており、またリサイクル依存性cccDNAの生成効率の低下も確認された。これらの特徴がI97L変異が関わる
臨床的治癒に関与していると考えられた。

研究成果の概要（英文）：The substitution of isoleucine to leucine at amino acid 97 (I97L) in the 
hepatitis B core region has been reported as a key predictor among patients with stable hepatitis. 
In this study, we attempted to identify the point at which I97L affects the HBV lifecycle and to 
elucidate the underlying mechanisms governing the stabilization of hepatitis. The effects of I97L on
 viral characteristics were evaluated by in vitro HBV production and infection systems with the HBV 
reporter virus and cell culture-generated HBV. HBV-I97L exhibited lower infectivity than HBV-I97wt 
in both infection systems with reporter HBV and cell culture-generated HBV. HBV-I97L virions 
exhibiting low infectivity primarily contained a single-stranded HBV genome. The lower efficiency of
 cccDNA synthesis was demonstrated after infection of HBV-I97L or transfection of the molecular 
clone of HBV-I97L.The I97L substitution reduces the level of cccDNA through the generation of 
immature virions with single-stranded genomes. 

研究分野： 肝臓病学

キーワード： B型慢性肝炎　臨床的治癒　遺伝子変異　cccDNA
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研究成果の学術的意義や社会的意義
現行のB型慢性肝炎治療では臨床的治癒が治療目標とされている。これまでにB型慢性肝炎症例のHBVゲノムの解
析から、コア領域I97Lの変異が臨床的治癒に関与していることが報告されている。そこで、このI97Lの変異が
HBVのライフサイクルに与える影響を解析した。その結果、I97L変異は一本鎖ゲノムを持つ未熟なウイルスを産
生し、cccDNA生成効率の低下に関与してることが明らかとなった。そして、このcccDNA合成効率の低下が、感染
HBV量を減少を引き起こし臨床的治癒の成立に寄与していると考えられた。臨床的治癒の達成のためには感染細
胞中のcccDNA量を低下させる治療法の確立が必要と考えられた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景 
 現行の慢性 B 型肝炎治療では主に核酸アナログ製剤が用いられている。これらの薬剤

の投与により多くの患者では肝炎のコントロールが可能であり、肝硬変への進行阻止や肝発癌

率の低下が期待できる。しかしその一方で、核酸アナログ製剤を用いた治療では HBV を患者体内

から排除することは難しいため、肝炎の沈静化と HBs 抗原の陰性化を目指した機能的治癒が現

在の治療目標となっている。最近、コア領域に I97L の変異を持つ HBV 株が検出された患者では、

この変異を持たない株に感染している患者と比べて、肝炎の沈静化と HBs 抗原量の低下、さらに

HBV DNA 量の低下が期待できることが報告された。しかし、これらの変異株が肝炎の沈静化を引

き起こすメカニズムについては明らかになっていない。 

 HBV は培養細胞で増殖させることが難しく、ウイルスのライフサイクルの評価が不可能

であったため、これまでウイルス学的検討が十分に進まなかった。1980 年代から HBV の 2 倍長

のゲノムを持つコンストラクトを培養細胞に導入することで感染性 HBV 粒子が産生されること

が知られていたが、培養細胞への感染は観察できなかった。2012 年に HBV のレセプターとして

NTCP が同定され、HepG2 などの培養細胞に NTCP を発現させることにより培養細胞への HBV 感染

の観察も可能になった。現在ではこれらの感染性 HBV 粒子の産生系と感染系を組み合わせるこ

とにより、HBV のすべてのライフサイクルが培養細胞で再現可能となっている。また近年の HBV

研究の進歩により、HBV レポーターウイルスを用いて HBV の感染効率を定量化して評価できるよ

うになっている。そこで、これらの培養細胞での HBV 感染系を用いてコア領域の I97L の変異が

HBV のライフサイクルに与える影響を明らかにし、B型慢性肝炎の HBs 抗原陰性化や HBV DNA 量

の低下を引き起こすメカニズムの解析を行うことを考えた。 

 
２．研究の目的 
 我々はHBVゲノムの1.38倍長を持つ各種遺伝子型株の複製モデルコンストラクトを用

いて培養細胞内での HBV 複製を評価する系を構築した。これまで、この系を用いて HBV のポリメ

ラーゼ領域の変異が核酸アナログ製剤に対する薬剤耐性に与える影響を評価し報告している。

現在はさらに検討を進めて、遺伝子型 C株の複製モデルコンストラクトを培養細胞に導入し、得

られた HBV 粒子を精製することで効率的な培養細胞への感染が観察可能な系も構築している。

そこで本研究では、この培養細胞での HBV 感染系を用いて HBV コア領域の I97L の変異が HBV の

ライフサイクルに与える影響を明らかにすることを目的とする。この変異が HBs 抗原の産生や

HBV DNA の維持に与える影響を解明することで、この変異が持つ臨床的意義を明らかにしたい。 

 
３．研究の方法 
 HBV コア領域の I97L 変異が HBV の感染過程に与える影響を、感染力価の定量が可能な

HBV レポーターウイルスを用いて解析した。また、感染性 HBV の産生が可能な遺伝子型 C 株の

1.38 倍長 HBV ゲノムを持つプラスミドに I97L 変異を導入し、野生型（HBV-wt）と I97L 変異株

（HBV-I97L）のプラスミドを作製した。これらのプラスミドを培養細胞に導入し、培養上清中に

放出される HBV の性状を密度勾配超遠心法で解析した。得られたウイルスの感染効率は HBV の

感染受容体である NTCP を発現させた HepG2-NTCP 細胞で確認した。さらに、感染の各過程におけ

る I97L 変異の影響についても検討を行った。また、I97L 変異が HBV ウイルス粒子形成過程に及

ぼす影響を粒子のエンベローピングに関わる HBc 抗原と L-HBs 抗原の結合効率を測定すること

により評価した。 

 

４．研究成果 

(1)HBV レポーターウイルスを用いた I97L 変異が HBV 感染に与える影響の解析 

 I97L 変異を持たない HBV レポーターウイルス（HBV/NL-wt）と I97L 変異を持つ HBV レ

ポーターウイルス（HBV/NL-I97L）を作製し、これらの感染能を比較した。これらのレポーター

ウイルスを HBV のレセプタである NTCP を発現させた HepG2 細胞に同じコピー数で感染させたと

ころ、HBV/NL-I97L は HBV/NL-wt と比較して感染力価が低下していた。 

 

(2)HBV 1.38 倍長コンストラクトを用いた I97L 変異の解析 

 次に HBV 1.38倍長コンストラクトを培養細胞に導入して得られるウイルスについて検

討を行った。培養細胞にこれらのコンストラクトを導入して得られた HBs 抗原量は細胞内及び



培養上清中とも差を認めなかった。HBcr 抗原量については、細胞内の発現量に差を認めなかっ

たが、培養上清中では HBV-I97L 導入細胞で高値となった。培養上清中に放出された HBV DNA 量

の比較では、HBV-wt と比較して HBV-I97L で低値であった。産生されたウイルスの感染力価の比

較では、レポーターウイルスによる検討と同様に HBV-I97L での感染力価の低下が認められた。

この産生された HBV を密度勾配超遠心法で分画し、サザンブロット法によりウイルス粒子に含

まれるゲノムを解析したところ、HBV-I97L の感染ピークに存在するウイルスは不完全二本鎖で

はなく主に一本鎖ゲノムを含む未熟なウイルスであることが明らかとなった。 

 

(3)感染の各過程で I97L 変異が与える影響の解析 

 そこで HBV 感染の各過程における I97L 変異の影響を解析した。まず、HBV-wt と HBV-

I97L において NTCP 発現 HepG2 細胞への吸着と侵入、さらに感染後の cccDNA 産生効率について

評価した。その結果、HBV-I97L では細胞への吸着や侵入効率には差を認めなかったが、感染後

の cccDNA 産生効率が低下していた。さらにリサイクル依存性の cccDNA 産生能についても解析

を行った。HBV-wt と HBV-I97L の 1.38 倍長 HBV ゲノムコンストラクトを HepG2 細胞に導入し、

導入後のプレゲノム RNA(pgRNA)と cccDNA の産生を評価した。その結果、コンストラクト導入後

の pgRNA 産生量には差を認めなかったが、リサイクル依存性 cccDNA の産生効率の低下が観察さ

れた。 

 

(4)I97L 変異が HBV ウイルス粒子形成効率に与える影響の解析 

 HBV ウイルス粒子の形成に関わる L-HBs 抗原と HBc 蛋白質の結合に I97L 変異が与える

影響について、Nano-BiT を用いて解析した。L-HBs 抗原に SmBiT を融合させたコンストラクトと

HBc 抗原に LgBiT を融合させたコンストラクトを培養細胞に導入し、発現した蛋白質同士の結合

により産生される Nano Luc 活性を測定した。その結果、I97L 変異を持つ HBc 抗原では L-HBs 抗

原との結合能が増強しており、この HBc 抗原と L-HBs 抗原の高い結合能が、I97L 変異が関わる

一本鎖ゲノムを含む未熟なウイルス産生に関与している可能性が示唆された。 

 

5. 考案 

 上記の結果から、I97L 変異を持つ HBV は不完全二本鎖ではなく一本鎖ゲノムを持つ未

熟なウイルスを主に産生していることが明らかとなった。さらに、この未熟なウイルスは感染後

の cccDNA 産生能が低下しており、その結果感染力価が減弱していることも明らかとなった。ま

た、HBV I97L 変異株では、リサイクル依存性の cccDNA の産生効率も低下していた。そして、こ

の I97L 変異による cccDNA 産生効率の低下が HBV 量の減少をきたし、機能的治癒の成立に寄与

していると考えられた。従って機能的治癒を目指した治療法確立のためには cccDNA 量を低下さ

せる治療法の樹立が有効であると考えられた。 

 

 
        図１. コア領域 I97L 変異が関わる一本鎖ゲノムを含む未熟なウイルス産生と 

                感染由来及びリサイクル由来の cccDNA 産成能の低下 
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