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研究成果の概要（和文）：我々は、Genotype A による成人のB 型急性肝炎は、他のgenotype では慢性化率1%以下と低
率なのに対して、7-8%が慢性化することを明らかにした（Ito K et al. Hepatlogy, 2014）。このように他のgenotype
 と比較して慢性化しやすいgenotype A の増加は、成人感染後の肝硬変、肝癌の難治性疾患の増加を引き起こすため対
策が重要である。本研究では、次世代シーケンサーを用いたウイルス側と宿主側の双方からのアプローチにより、geno
type A による急性肝炎の慢性化成立機序に関わる新しい知見を発見し、今後の治療法開発の基礎とした。

研究成果の概要（英文）：We have reported that the chronicity rate after acute hepatitis B (AHB) with 
genotype A is 7-8%. On the other hand, the chronicity rate of AHB with non-A genotypes was less than 1% 
(Ito K et al. Hepatology, 2014). It is important to find the method for preventing chronicity after AHB, 
otherwise they would be at risk for progression to severe liver diseases such as liver cirrhosis or 
hepatocellular carcinoma. In this research, we have found that the new insights by approaching both from 
the host factors and from viral factors using next generation sequencer. As a host factor, one of the 
HLA-DPB locus was associated with the chronicity after AHB.The temporal emergence of the specific 
mutation, as a viral factor, was associated with chronicity after AHB by the result of long read type 
next generation sequencer. Our findings should be becoming the basis for the future treatment against 
hepatitis B virus infection.

研究分野：肝臓病学
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１．研究開始当初の背景 

我々は全国調査の結果、本邦の B型急性肝炎

において欧米型である genotype Aの占める割

合が急速に増加していることを報告してき

た。また、Genotype A による成人の B 型急

性肝炎においては、HIVとの共感染なしで他

の genotype では慢性化率 1%以下と低率なの

に対して、7-8%が慢性化することを明らかに

した（Ito K et al. Hepatlogy 2014）。続いて行っ

た B 型慢性肝炎の全国調査の結果によると、

B型慢性肝炎における genotype Aの割合が、

2000～2001 年の調査では 1.7%、2005～2006

年には 3.5%であったのに対して、2010 年～

2011 年には 4.1%に増加していた。このよう

に他の genotype と比較して慢性化しやすい

genotype A の増加は、成人後に感染した症例

においても肝硬変や肝癌といった難治性肝

疾患の増加を引き起こすことになるため、そ

の対策が非常に重要である。 

我々は、これまでに HBV の遺伝子変異が

臨床像の違いに関連することを解明し報告

してきた (Ito K, et al. Clin Infect Dis 2006) (Ito 

K, et al. J Gastroenterol 2007) (Ito K, et al. J 

Virol 2010)。これらの手法を駆使して

uPA-SCIDキメラマウスを用いた実験により、

genotype Aは genotype Cと比較してウイルス

の増殖速度が有意に遅いということを明ら

かにした(Sugiyama M, Ito K et al. Hepatology 

2006)。ウイルスの増殖速度は、ウイルス排除

に重要な役割を果たす cytotoxic T lymphocyte 

(CTL) の反応に大きく関係する  (J Virol 

2004) ため、ウイルスの増殖が遅いことによ

り十分な CTLの反応が誘導されず、慢性化に

関与するものと考えられた。さらに、genotype 

AにおいてはHBe抗原(HBeAg)前駆体のC末

端領域における cleavage site に 6 塩基の

insertion を認めることを発見し、それが

HBeAg の表現形に影響を及ぼし、他の

genotype においては単一の分子である

HBeAgが genotype Aにおいては複数（2-3種

類）の分子として産生され、その結果免疫反

応に影響を与える可能性を報告してきた(Ito 

K, et al. J Virol 2009)。HBeAgは免疫寛容、感

染 成 立 に 関 与 し て い る と 考 え ら れ 

(Hepatology 2003)、 genotype A における

HBeAg の表現形の違いが急性感染からの慢

性化に関与している可能性が推定される。以

上のように、慢性化機序に関するウイルス側

の要因に関しては、かなりの部分で解明する

ことができた。しかし、これまで感染患者中

の HBV の多様性 (quasispecies) に対応した

解析を行うことができず、十分な解析とはい

えなかった。現在使用可能な次世代高速シー

ケンサーには、short readと long read typeの 2

種類があり、ウイルス側および宿主側の双方

に対してそれぞれの次世代高速シーケンサ

ーの特性を生かした詳細な解析を行うこと

が可能である。Long readの次世代高速シーケ

ンサーは、read数は稼げないものの short read

と比較して minor cloneの検出に優れており、

ウイルスの quasispecies に対応した解析が可

能である。 

 一方、Human genome projectの成功により、

ヒトゲノムは個人差として約 300塩基に一個

の遺伝子変異(SNPs)が存在し、この SNPs が

様々な疾患や個々の薬剤反応性の強弱や副

作用に大きく関与することが明らかとなっ

てきている。近年、genome-wide に配置され

た 100 万箇所の SNPsを一括タイピングする

ことが可能になり、病態進展に多因子が関与

すると想定されてきたⅡ型糖尿病、脳血管障

害などにおいて疾患感受性遺伝子の同定が

矢継ぎ早に報告されている。B型肝炎に関し

ても、これまでの genome-wide association 

study (GWAS)の結果、HLA-DP locus (Kamatani 

Y, et al. Nat Genet 2009) や HLA-DQ 



locus(Mbarek H, et al. Hum Mol Genet 2011) に

存在する SNPsが B型慢性肝炎に関与するこ

とが報告されている。我々の解析でも同 SNPs

が慢性B型肝炎に関連することを独自に解析

してきた。 

 
２．研究の目的 

B型急性肝炎後の慢性化機序に関与するウ

イルス側因子に関しては、long read typeの

次世代高速シーケンサーを用いた

quasispecies に対応した詳細な解析を行い、

宿主側因子としては、HLA-DP および DQ 

locus に存在する既報の SNPs や high 

throughputを特性とする short read typeの次

世代高速シーケンサーにより解析を行った。

これらのウイルスゲノム情報とヒトゲノム

情報の双方を組み合わせることにより、急

性肝炎の慢性化を予測し、ハイリスク群に

は厳重なフォローアップ、早期の治療介入

等の対策をとり、個別化医療への応用へ向

けた基礎データとした。また、次世代高速

シーケンサーを有効に活用することにより、

慢性化機序を明らかにし分子標的治療薬等

の新規治療薬開発の基礎とした。 

 

３．研究の方法 

全国からの急性 B型肝炎症例（前向きおよび

後ろ向き調査）を収集し、その中での慢性化

率を調査する。急性 B型肝炎症例中で慢性化

群と非慢性化群とを群別し、HBVの genotype、

遺伝子変異等のウイルス側のファクターを

解析した。また両群間で、これまでに GWAS

により判明した既報の慢性 B 型肝炎関連

SNPsの関与および新規SNPsの関連の有無を

調査した。これらのウイルス側および宿主側

の両側面から解析することにより急性B型肝

炎の慢性化の予測を試みた。さらには、慢性

化の危険群に関しては早期治療介入等の措

置をとり、慢性化阻止を目指したテーラーメ

イド医療の実践を目指した。後期には GWAS

により判明した SNPs の周辺を次世代高速シ

ーケンサーで解析することにより慢性化の

機序を研究し、慢性化阻止の方法探索および

新規治療薬の開発を目指した。次世代高速シ

ーケンサーは、現在のところ short readと long 

readの 2種類に大別され、それぞれ長所と短

所を持つ。Long readは read数を稼ぐことは

できないが、minor cloneの認識が可能であり

多様性を持つウイルスや細菌といった全長

の短いDNAおよびRNAの解析が得意である。

一方で、short read type は、それぞれの read

長が短いため minor clone の認識は不得手で

あるが、ヒトゲノムのような既知で長大な

DNA配列の解析に適している。我々は、これ

ら 2種類の次世代高速シーケンサーの特長を

生かした解析を行った。 

 

４．研究成果 

本研究において、ウイルス側と宿主側の双方

のファクターを解析することにより、

genotype Aによる急性肝炎の慢性化に関わる

因子を明らかにした。これまでに全国の共同

研究施設より、成人のB 型急性肝炎症例1088 

例(1988 年～2011 年)の収集を終了した。ま

た、B 型慢性肝炎においても 4,000 例程度の

症例の収集を終了した。また、宿主側要因に

関しては genotype A による B 型急性肝炎の

genome81例に関して HLAの解析を終了した。

Genotype AによるB型慢性肝炎症例に関して

は、genome 80例までの収集を終了した。 

宿主側のファクターとしては、既報の B 型

慢性肝炎に関わる HLA-DP locus (KamataniY. 

et al., Nat Genet, 2009) および HLA-DQ locus 

(Mbarek H, et al. Hum Mol Genet 2011) に存在

する SNPs を用いることにより、成人におけ

る genotype A による急性肝炎の慢性化との



関連を調査した。既報の HLA-DPA1 および

HLA-DPB1に関連する SNPsである rs3077お

よび rs9277535を我々の開発した Invader法に

より測定した。具体的には同じ genotype Aの

HBV に感染していながら急性肝炎の一過性

感染で終息した 56 症例、また慢性肝炎の診

断で genotypeを測定したところ genotype Aで

あった症例 66例との間でHLAとの関連に関

して調査を行った。その結果、DPBに関連す

る SNPと慢性化との関連を認めた。 

ウイルス側の要因として、B型急性肝炎発

症後の HBs 抗原陽性期から HBs 抗原陰性期

にかけてのシリーズ血清を用いて long read 

typeの次世代高速シーケンサーにより解析を

行った。その結果、時期により一時的に特徴

的な変異の出現を認め慢性化への関与が疑

われた。具体的には、HBs抗原消失の時期に

preS1 regionに遺伝子変異を認め preS1の途中

で stop codonとなる変異がmajor cloneとなる

特徴的な現象を認めた。PreS1 が stop codon

になることにより HBsAg の分泌が低下する

ことがこれまでの基礎実験から知られてお

り、この特徴的な現象が B型急性肝炎の経過

中の HBsAg 消失に関与した可能性が示唆さ

れた。 

以上のように宿主側とウイルス側で遺伝

子要因を次世代シーケンサーを用いて解析

したことにより双方から有意義な結果が得

られた。これらのデータを組み合わせること

により今後は慢性化のハイリスク群を囲い

込むことにより、より徹底したフォローアッ

プもしくは早期に核酸アナログ製剤を投与

する等の対策を考えることができる。 
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