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研究成果の概要（和文）：B型肝炎ウイルスは世界で2億5千万人以上が罹患しており、毎年約100万人が死亡して
いる。HBs抗原の陰性化すなわち機能的治癒（FC）が治療目標となるが有効な治療法はなく、FCとなる因子やメ
カニズムは未解明である。
 本研究はHBV変異、腸内細菌叢、免疫応答、miRNAを解析し、FCに関連する因子を明らかにするためFC達成患者
と慢性B型肝炎患者の糞便中の腸内細菌叢を比較、更に免疫ウイルス変異、miRNAを調べた。
 結果、宿主の免疫応答によりI97L変異が誘導され、FCに関与する因子にはウイルス変異、腸内細菌の産生する
酪酸によるウイルスへの作用、miRNAを介した応答などの関与が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Hepatitis B virus (HBV) affects more than 250 million people worldwide and 
approximately 1 million people die each year, although HBs antigen loss, i.e. functional cure (FC), 
is a therapeutic goal and there are no effective treatments, and the factors and mechanisms leading 
to FC are not yet elucidated.
This study analysed HBV mutations, gut microbiota, immune response and miRNAs, and compared the 
faecal gut microbiota of patients who achieved FC and those with chronic hepatitis B to identify 
factors associated with FC.
 The results suggested that the I97L mutation was induced by the host immune response and that 
factors involved in FC included viral mutations, the effects of butyric acid produced by intestinal 
bacteria on the virus, and miRNA-mediated responses.

研究分野： 肝臓病学

キーワード： B型肝炎　HBs抗原消失　Functional Cure　機能的治癒　コア変異　腸内細菌　インターフェロン　免疫
応答

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　B型肝炎ウイルス（HBV）は世界で2億5千万人以上が感染し、毎年約100万人が死亡している。しかし、現在ウ
イルスを駆除する有効な治療法は未確立で、機能的治癒（FC）が治療目標であるが、その要因やメカニズムは不
明である。
　本研究では、HBV変異、腸内細菌叢、免疫応答、miRNAを解析し、FCに関連する因子を明らかにすることを目的
とした。結果、宿主の免疫応答によりコア領域のI97L変異が誘導され、FCに関与する因子にはウイルス変異、腸
内細菌の産生する酪酸によるウイルスへの作用、miRNAを介した応答などの関与が示唆された。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

B 型肝炎ウイルス(HBV)は、現在世界で 2 億 5 千万人以上が罹患しており、結核、HIV、マ

ラリアなどの感染症の中でも死亡者数が最多である肝炎のうち約 3 分の 2 を占めており、

年間約 100 万人が肝不全、肝硬変、肝癌で死亡している(Graber-StiehI.Nature,2018)。ウ

イルス排除(Eradication)が

切望されるが、ヒトの肝細胞

の核の中でウイルス DNA 複製

の鋳型である cccDNA として

存在するため現在、駆除でき

る有効な治療法が存在せず、

治療法の選択或いは新規治療

薬開発のため病態解明は喫緊

の課題である。B 型慢性肝炎

は肝炎の進行により肝硬変、

肝癌を発症するが、中には自

然経過で HBV DNA 低値、ALT

低値(肝炎沈静化)となり、更には HBV DNA と HBs 抗原が陰性化(機能的治癒；Functional 

Cure: FC)する予後の良い症例も存在する(図 1)。しかし FC に関与する明確な因子と詳しい

メカニズムはまだ不明である。 

B 型肝炎の病態と経過はウイルス側因子と宿主の免疫応答に関わる因子で規定されてい

る。また免疫応答を制御する制御性 T 細胞(Treg)数は慢性 B 型肝炎で増加しており、ウイル

スの持続感染との関連が想定されている。更に HBV 排除には HBV 特異的 CD8+T 細胞が重要

であると言われている。腸内には 100 兆個以上の細菌が存在しており、(Gilbert JA. Nat 

Med,2018)、様々な疾患と関連していることが報告されている。一方 HBV の持続感染或いは

排除に腸内細菌を介した免疫が関与する可能性が報告されている(Chou HH. PNAS, 2015)。

また乳酸菌はインターフェロン(IFN)βや IFNλなどの腸管免疫を活性化し腸管のみならず

脾臓などの腸管外臓器における抗ウイルス作用があることが報告されており(Kawashima et 

al.Immunity. 2013, 由雄、辻 （研究協力者）ら,特許 JP2016075323)、腸内細菌叢、その

細菌成分および代謝産物は、抗ウイルス活性および免疫応答に関連している可能性がある。 

２．研究の目的 

B 型肝炎の肝炎沈静化及び HBs 抗原が陰性化する FC に関連する因子について、コア変異を

含むウイルス変異、腸内細菌叢、免疫応答、miRNA の解析を含め、多面的に調べることによ

り、コア変異と免疫応答の関係、腸内細菌叢を介した FCとの関連などを明らかにすること。 

３．研究の方法 

(1) 腸内細菌叢に関しての検討では、105 例の糞便検体から肝硬変、発癌例、核酸アナログ

(NA)投与例を除いた HBeAg陰性 B 型肝炎患者 70 例において検討した。FC を達成した患者の

腸内細菌叢を評価し、活動性肝炎 (active hepatitis; AH 群. HBV DNA ≥3.3 log IU/mL) 

および安定肝炎 (stable hepatitis; SH 群. HBV DNA <3.3 log IU/mL) の患者の腸内細菌

叢と比較した。糞便から DNA を抽出した後、16SrRNA 遺伝子の V3-4 領域を増幅し、Illumina 

MiSeq を用いて測定した。QIIME2 、LEfSe により FC 群と SH 群または AH 群の間で腸内細菌



叢に有意差を示した細菌群の相対存在量を決定した。これらの相対存在量のグループ間差

が病態の変化と関連しているかどうかを確認するために、健康な対照群 (CT) の糞便中の

腸内細菌叢の相対存在量も測定した。 

(2)コア変異と免疫応答に関する検討では、B 型慢性肝炎（CHB）129 例において自然経過例

において HBs 抗原が消失した症例 (FC)と非 FC 症例を比較した。更に Cox 比例ハザードモ

デルで FC に関与する因子を抽出した。 

Propensity Score (PS) matching により背景を揃え prospective に末梢血単核球細胞

(PBMC)採血が得られた 19 例（FC 10、非 FC 9）の PBMC を、コア I97 のアミノ酸を wild と

L 変異にしたペプチドでそれぞれ刺激し、IFNγ産生細胞比率を ELISPOT 解析で比較した。 

(3)インターフェロン(IFN)治療が行われた 17 例において治療前後で Bio-Plex multiplex-

system により血清サイトカイン、ケモカインを測定した。 

(4)また 11 例の FC に至った症例と 5 例の CHB 症例の血清から RNA を抽出し、small RNA-

seq を用いて miRNA 発現を測定し FC 群と CHB 群で比較した。 

４．研究成果 

(1) FC 群、SH 群、AH 群を比較すると FC 群で年齢が有意に高齢であり、ALT が有意に低値

であった。また、腸内細菌に与える影響が考えられる糖尿病、probiotics 及び PPI 服用の

有無に有意な差はみ

られなかった。FC 群

と SH 群及び FC 群と

AH 群の細菌叢の違い

を Lefse により解析

では FC 群で SH 群と

比較して高い有意な

細菌、FC 群で AH 群と

比較して高い有意な

細菌がそれぞれ 9、11

同定された。FC 群の

患 者 で は 、

Coprococcus catus（Lachnospiraceae 科）や Bifidobacterium breve といった酪酸を含む

短鎖脂肪酸を産生する細菌の相対存在量が有意に高かった（図 2）。 

(2) FC 群では I97L 変異が 81.3%(13/16)と非 FC 群と比較して有意に高率であった。 

Cox の比例ハザード解析では単変量解析、更に多変量解析においても HBs 抗原と I97L 変異  

有無が有意な因子であった。自然経過において FC 率は I97L 変異例で 27.1%と Wild 例の

3.7%と比較して有意に高率であったことから、I97L 変異は HBs 抗原とともに FC の予測因子

となる可能性が示唆された。 

PS matching による観察開始時の患者背景に 2 群間に有意な差はみられなかったが、中央

値 16 年後の PBMC 採取時は FC 群と比較して非 FC 群では HBs 抗原 1.3 log IU/mL, HBV DNA 

2.6 log IU/mL と有意に高値であった（P<0.001）。 



wild 例の PBMC において wild のペチ

ド刺激は、IFNγ産生細胞比率を増加さ

せた。wild 症例と I97L 変異症例での

比較では wild 症例の PBMC において

wild のペプチド刺激(c20W)は、L 変異

ペプチド刺激(c20L)に比べて IFNγ産

生細胞比率を有意に増加させたことか

ら宿主の獲得免疫応答による選択圧が

I97L 変異の出現をもたらした可能性

が示唆された(図 3)。 

(3)IFN治療前コアI97wild13例中I97L

変異に誘導された 5 例と wild のままであった 8 例を比較すると、I97L 変異が誘導された症例で

は IFN 治療後に IFN- γ、CXCL9、CXCL11 などが低下していた。 

(4) 多変量解析により FC に特徴となる 12 種類の miRNA が FC 群と CH 群間に有意な差がみられ

た。そのうち FC に至った症例のなかで I97I と I97Lの間で有意に異なる miRNAがみられた。 

これらから宿主の免疫応答により I97L 変異が誘導され、FC に関与する因子にはウイルス変

異、腸内細菌の産生する酪酸によるウイルスへの作用、宿主遺伝子による miRNAを介した応答な

どの関与が示唆された。 
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