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研究成果の概要（和文）：in vitro ならびに in vivo B 型肝炎ウイルス(HBV)発現系を用いて HBV
複製機構と変異誘発機構を検討した。本研究の成果として、1) preS/S 蛋白は単一細胞内 HBV
複製に影響を与えないこと、2) インターフェロン-γ は HBV の初期排除に重要でないこと、3) B
型肝炎劇症化に関与する新規 HBV 変異を同定したこと、4) HBV キャリアの肝炎発症時に起こ

る HBV 変異は HBV 増殖低下をきたすこと、5) precore、preS2 変異はラミブジン耐性変異 HBV
の増殖を補助すること、6) V1753、C2189 変異はアデホビルに対する治療感受性を増加させる

こと、7) 新規核酸アナログ多剤耐性変異を同定したこと、が挙げられた。 
 
研究成果の概要（英文）：We studied hepatitis B virus (HBV) replication and mutagenesis using in vitro 
and in vivo HBV-expressing systems. The findings showed that 1) HBV preS/S protein may not affect 
HBV replication in a single HBV-infected cell, that 2) interferon-γ may not play a role on the initial 
eradication of HBV, that 3) the novel type of HBV mutation associated with fulminant hepatic failure 
was identified, that 4) HBV mutations occurring from immunotolerant phase to immunoactive phase 
may reduce HBV replication, that 5) precore and preS2 mutations may support replication of 
lamivudine-resistant HBV, that 6) V1753 and C2189 mutations may result in the improved antiviral 
efficacy against adefovir, and that 7) the novel HBV mutation that confer resistance to multiple 
nucleos(t)ide analogs was identified. 
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１．研究開始当初の背景 
 B 型肝炎ウイルス(HBV)においては簡便か
つ安定してウイルス生活環を再現できる in 
vivo モデルが存在せず、HBV 研究における障
壁となっている。研究者らは HBV 発現プラ

スミドを hydrodynamic 法にてヌードマウス
に遺伝子導入することにより、長期間肝細胞
において HBV 複製が持続することを報告し
た。(J Hepatol 2006; 44: 267)。このモデルでは
HBV 複製中間体の供給は導入された発現プ



ラスミドではなく肝細胞内に生成された
covalently closed circular HBV DNA によって
なされ、HBV 生活環が長期にわたって肝細胞
内において保持される。 
 マウス肝細胞は HBV レセプターを有しな
いため、このモデルでは放出されたウイルス
粒子の肝細胞への再感染はない。したがって、
このモデルは HBV 遺伝子導入がなされた肝
細胞において、単一細胞レベルで HBV 生活
環が成立する、いわゆる recycling pathway を
介する HBV 複製系である。本研究では HBV 
発現培養細胞系に加えて、このような HBV
持続発現マウスモデルを用いて、HBV 複製機
構ならびに変異誘発機構に関して、多方面に
わたる検討を行った。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、前述の in vitro ならびに in vivo 
HBV 複製系を用いて、(1) 単一細胞内におけ
る HBV 生活環成立に寄与する各種因子の検
討、(2) HBV 長期持続感染に伴って生じるウ
イルス変異の検討、(3) 抗 HBV 剤投与による
薬剤耐性変異ウイルスに関する検討、の 3 項
目について検討した。 
 
３．研究の方法 
(1) 単一細胞内における HBV 生活環成立に
寄与する各種因子の検討 
 HBV 発現マウスの系を用いて、① HBV 
preS/S 遺伝子の単一細胞内における HBV 生
活環に与える影響、②  インターフェロン
(IFN)-γの in vivo における HBV 複製に与える
影響の 2 項目についての検討を行った。 
 
(2) HBV 長期持続感染に伴って生じるウイル
ス変異の検討 
 HBV 感染患者血清からの HBV 塩基配列解
析と HBV 発現培養細胞系を用いて、①B 型
肝炎劇症化に関与する HBV 変異、②HBV キ
ャリアの無症候期から肝炎期への移行にお
ける HBV 変異、の 2 項目についての検討を
行った。 
 
(3) 抗 HBV 剤投与による薬剤耐性変異ウイ
ルスに関する検討、 
 HBV 感染患者血清からの HBV 塩基配列解
析と HBV 発現培養細胞系を用いて、①ラミ
ブジン(LAM)耐性変異出現機序に関与する
HBV 変異、②アデホビル(ADV)治療効果に寄
与する HBV 変異、③核酸アナログ多剤耐性
変異 HBV、の 3 項目についての検討を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 単一細胞内における HBV 生活環成立に
寄与する各種因子の検討 
 
① HBV preS/S 遺伝子の単一細胞内における

HBV 生活環に与える影響 
 HBV 発現プラスミド pHBV1.5、preS 遺伝
子 産 物 を 発 現 で き な い プ ラ ス ミ ド
pHBV1.5ΔPS、preS/S 遺伝子産物を発現でき
ないプラスミド pHBV1.5ΔS をそれぞれヌー
ドマウスに hydrodynamic 法にて遺伝子導入
を行い、1 ヶ月後にマウス血中の HBV DNA
を測定してHBV複製レベルの比較を行った。
図 1 に示すとおり、pHBV1.5 を導入したマウ
ス 、 pHBV1.5ΔPS を 導 入 し た マ ウ ス 、
pHBV1.5ΔS を導入したマウスの間で HBV 複
製レベルには差を認めなかった。以上のこと
より、単一細胞内における HBV 生活環の成
立にはウイルスエンベロープを構成する
preS/S 遺伝子産物は必ずしも必要でなく、エ
ンベロープを欠いた未成熟な HBV 粒子にお
いても単一細胞内での HBV 複製は成熟 HBV
粒子と同様に可能であることが明らかとな
った。 
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図 1. HBV 発現プラスミド pHBV1.5 、
pHBV1.5ΔPS、pHBV1.5ΔS を遺伝子導入した
ヌードマウスにおける HBV 複製レベルの比
較。 
 
② IFN-γの in vivo における HBV 複製に与え
る影響 
 hydrodynamic 法にてマウス肝に HBV 遺伝
子導入を行う系における HBV 複製はヌード
マウスを用いた場合数ヶ月以上保持される
が、免疫系の正常な BALB/c マウスを用いた
場合約 2 週間で認められなくなる。本検討で
はBALB/cマウスと IFN-γノックアウト(GKO)
マウスを用いて、上記の in vivo HBV 遺伝子
導入を施行した。その結果、HBV 遺伝子導入
後における肝内での HBV RNA 発現、血中
HBV DNA 量、血中 HBs 抗原量はいずれも両
者に差を認めず、さらに GKO マウスにおい
ても BALB/c マウス同様、遺伝子導入後 2 週
間までに HBV 発現は消失した。以上より in 
vivoにおけるHBV増殖には IFN-γはあまり影
響を与えず、IFN-γは免疫機構を介した HBV
の初期排除の過程において、あまり重要な役
割を果たさない可能性が考えられた。 
 



(2) HBV 長期持続感染に伴って生じるウイル
ス変異の検討 
 
①B 型肝炎劇症化に関与する HBV 変異 
 B 型劇症肝疾患の発症に関わる HBV 変異
に関してはいまだ完全には明らかになって
いない。本検討では経過中に劇症化をきたし、
致命的な経過をとった B 型慢性肝炎の 1 例に
おける増悪 1 年前と増悪後の血清から HBV
株のサブクローニングを行い、ウイルス学的
特徴の比較検討を行った。増悪 1 年前の HBV
株（FEP1 株）は preS/S 遺伝子に多くの点変
異と欠失変異を有し、この preS/S 遺伝子の変
異は環状 2 本鎖(RC)HBV DNA 合成能の低下
を引き起こしていた。一方、増悪後の HBV
株（FEP2 株）ではこのような特徴はみられ
なかった（図 2）。このことより本症例では
preS/S 遺伝子における高変異状態が解除され、
RC HBV DNA 合成能が回復した結果、HBV
増殖能が増加し、劇症化に至ったと考えられ
た。本研究成果は B 型劇症肝疾患発症に関与
する新規 HBV 変異を示したもので、意義深
いと考えられる。 
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図 2. 劇症化をきたした B 型慢性肝炎症例か
ら得られた HBV 株を培養細胞に導入した際
における HBV DNA 複製レベルの検討
(Southern blot)。FEP1: 増悪 1 年前の HBV 株。
FEP2: 増悪後の HBV 株。FEch1, FEch2: FEP1
と FEP2 株の chimera（上段に scheme）。 
 
②HBV キャリアの無症候期から肝炎期への
移行における HBV 変異 
 本検討では長期経過観察の後に活動性肝
炎を発症した無症候性 HBV キャリアの 1 例
から経時的に採取した血清を用いて HBV 全
長の塩基配列を同定した。合計 11 カ所の点
変異と 2 種類の欠失変異が検出されたが、こ

れらの変異はいずれも肝炎発症と密接に関
連して出現していた。さらに図 3 に示すよう
に、培養細胞へのウイルス遺伝子の導入実験
において、肝炎発症前より発症後のウイルス
において有意に HBV 増殖活性の低下が認め
られた。以上より HBV キャリアの肝炎発症
時に起こる HBV 変異はウイルス増殖低下を
きたし、このことは HBV 持続感染維持のた
めのウイルス側の適応反応であることが示
唆された。 
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図 3. 長期経過観察の後に活動性肝炎を発症
した無症候性 HBV キャリアから得られた全
長 HBV を培養細胞に導入した際における
HBV DNA 複製レベルの検討(Southern blot)。
P1: 活動性肝炎発症 2.7 年前。P4: 発症前 0.3
年前。P6: 発症後 0.1 年後。P8: 発症後 0.9 年
後。下段はバンド強度を定量的に解析した結
果。 
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(3) 抗 HBV 剤投与による薬剤耐性変異ウイ
ルスに関する検討 
 
①LAM 耐性変異出現機序に関与する HBV 変
異 
 LAM 耐性変異 HBV は耐性責任変異である
rtM204V/I 変異を有するだけでなく、変異ウ
イルスの複製を補助する rtL180M変異も高率
に合併する。本研究においては、LAM 耐性
変異 HBV 44 株の全塩基配列を検討した。そ
の結果 precore stop codon 変異と preS2 近位部
の欠失変異を有する株では有さない株より
も有意に rtL180M 変異が低頻度であった（図
4）。in vitro HBV増殖系を用いた検討により、
これらの precore 変異と preS2 変異を有する
HBV では rtL180M を有さない場合でもウイ
ルス複製レベルが保たれていた（図 5）。以上
のことより、precore 変異と preS2 変異は
rtL180M 変異と同様に LAM 耐性変異 HBV の
増殖に補助的に働くことが示された。 
 
②ADV 治療効果に寄与する HBV 変異 
 LAM耐性をきたしADV追加投与を施行し



た 30 例において治療効果に影響を与える
HBV 変異の総括的スクリーニングを施行し
たところ、V1753 (V=not T)と C2189 変異を有
するHBV株ではADVに対する治療効果が良
好な傾向が認められた（図 6）。しかしながら
in vitro HBV 増殖系を用いた検討では V1753、
C2189 変異ウイルスの ADV 感受性は野生株
と比べて差を認めなかった。このことよりこ
れらの変異を有する HBV は宿主免疫反応に
よるウイルス排除を受けやすく、その結果ア
デホビル治療効果がより良好となる可能性
が示唆された。 
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図 4. LAM 耐性変異 HBV 44 株における
rtM204/L180 変異パターン別にみた precore 
stop codon 変異、preS2 近位部の欠失変異の出
現頻度。 
 

 
図 5. 各種変異 HBV を培養細胞に導入した際
における HBV DNA 複製レベルの検討
(Southern blot) 。 pHBC: wild-type HBV 。
pHBC-PC: precore defective mutation を有する
HBV。pHBC-ΔPS2: preS2 deletion を有する
HBV。下段はバンド強度を定量的に解析した
結果。 
 
③核酸アナログ多剤耐性変異 HBV 
 HBV 治療薬として核酸アナログが広く用
いられているが、耐性ウイルスの出現が大き
な問題点である。本検討では LAM、ADV、
エンテカビル(ETV)の 3 剤にて治療した B 型
慢性肝炎症例から多剤耐性 HBV の同定を試
み た 。 結 果 と し て 本 症 例 か ら は i) 
rtL204V/rtL180M/rtS202G 変 異 を 有 す る

LAM/ETV 耐性株と ii) rtA181T 変異を有する
LAM/ADV 耐性株の 2 系統の変異 HBV が同
定された（図 7）。本症例では最終的に ETV、
ADV 併用療法が効果的であった。今後、核酸
アナログ治療の進歩に伴い複雑な多剤耐性
HBV の出現が予測されるため、本研究成果は
非常に示唆に富むものと思われた。 
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図6. LAM耐性をきたしADV追加投与を施行
した B 型慢性肝炎 30 例における V1753 変異
の有無、C2189 変異の有無別にみた累積 HBV 
DNA 消失率。 
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図 7. LAM、ADV、ETV の 3 剤にて治療した
B 型慢性肝炎症例から得られた多剤耐性
HBV における RT 領域のアミノ酸配列。P1-P5
はそれぞれ異なる時点における血清サンプ
リングポイントを示す。P2、P5 では rtA181T
変異を有する LAM/ADV 耐性株、P3、P4 で
は rtL204V/rtL180M/rtS202G 変異を有する
LAM/ETV 耐性株が出現していた。 
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