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研究成果の概要（和文）：【研究の背景と目的】母子感染によるOccult HBV感染は十分な調査がなされていない。本研
究の目的は母子感染によるOccult HBV感染の頻度を明らかにすること。【方法】HBVキャリア母から出生した児の血清
からDNAを抽出し、Real-time PCR法を用いてHBV DNAの検出を試みた。【結果】対象67例のうち、HBc抗体陽性者は45例
(67%)。HBc抗体陽性者のうち、26例でReal-time PCRを実施し、7例（27％）でHBV DNAが検出された。DNA量は微量であ
り、その解釈には慎重を要する。Occult HBV感染の正確な実態解明のために更なる研究が必要である。

研究成果の概要（英文）：【Background/Aims】Presence of occult HBV infection in HBV vaccinated children 
remains largely unknown. The aim of　this study was to investigate the prevalence of occult HBV infection 
among HBV vaccinated children in Japan.【Methods】HBsAg negative sera from vaccinated children were 
enrolled. The titers of HBV DNA were determined by Real-time PCR.【Results】Anti-HBc was detected in 45 
(67%) children. Among these,26 subjects were analyzed by Real-time PCR. Seven out of 26 (27%) subjects 
were HBV DNA positive. The titers of HBV DNA were so low that the results need to be interpreted 
carefully. To clarify the precise prevalence of occult HBV infection in children, further study is 
needed.

研究分野： 肝臓
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１．研究開始当初の背景 
(1) Occult HBV 感染は血清中に HBs 抗原が陰
性であるにも関わらず、肝組織中に HBV が持
続感染している状態のことをいい、肝組織ま
たは血清中から低濃度の HBV DNA が検出され
ることで診断される。 HBV の感染後の治癒過
程において、血清中の HBs 抗原が陰性化して
も肝組織には増殖可能なHBVが存在すること
が明らかになっている。近年、Occult HBV 感
染が関与する以下の病態が知られるように
なった。 
①HBs 抗原陰性かつ HBc 抗体陽性ドナーから
の生体肝移植においてレシピエントに高率
に発生する B型肝炎。 
②HBV 再活性化による肝炎発症。HBs 抗原陰
性患者に対して免疫抑制・化学療法を行うこ
とで HBV が増殖し、重篤な肝炎を発症するこ
とがある。 
③Occult HBV キャリアによる輸血後 B型肝炎。
低濃度の HBVを保有する HBs抗原陰性の献血
者から輸血を受けることで、輸血後 B型肝炎
を発症しうる。 
 
(2) HBVの感染経路として母子感染は主要な
ものであり、本邦では感染予防策としてHBV
キャリア母から出生した児に対して抗HBs人
免疫グロブリン（HBIG）とHBワクチンが投与
されている。しかし、母子感染防止処置を完
遂しても5％程度は母子感染が成立する。母子
感染によるOccult HBV感染については十分な
調査がなされていないが、従来から、母子感
染予防成功とされてきた例の一部で、HBs抗原
陰性だがHBc抗体が持続陽性となることがし
ばしば経験されている。また、母子感染予防
処置を実施した乳児の血清中から、PCR法を用
いて高頻度にHBV DNAが検出されることも報
告されている。したがって、数多くのOccult 
HBV感染が見逃されている可能性がある。 
 
(3) 近年の測定技術の進歩により、微量なHBV 
DNAおよびHBs抗原の測定が可能になった。
Real-Time PCR法は十分な感度があり、低濃度
のHBVを保有するOccult HBVキャリアを診断
可能である。また、超高感度HBs抗原測定法（検
出感度0.0005 IU/ml）も開発されている。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的はHBVキャリアの母から出生

した小児における Occult HBV 感染の頻度を
明らかにすることである。 
 
３．研究の方法 
(1)HBV キャリア母から出生し、適切な母子感
染予防処置（HBIG と HB ワクチン）が投与さ
れ、2004 年～2015 年に名古屋市立大学病院
小児科にて血液検査が実施され、保護者の同
意のもとに血清が保存された児を対象とし
た。HBs 抗原陽性例は除外した。診療録を用
いて HBc 抗体陽性者を抽出した。なお、HBc
抗体測定法について、2004 年～2010 年は

CLEIA 法（抑制率で表記）、2011 年～2015 年
は CLEIA 法（C.O.I で表記）で測定された。 
 
(2) HBV DNA の検出 
HBc 抗体陽性者の血清から DNA を抽出し、以
下の解析を行った。 
HBV DNA 定量：Real-time PCR 法(TaqMan PCR
法) 
HBV DNA 発現：PCR 法 
解析プロトコール 
① DNA 抽出 
 抽出キット（スマイテスト EX-R＆D（MBL））
を用いて添付文書の手順に従って DNA を抽
出した。血清 60μlから DNA を抽出し、ペレ
ットを蒸留水 15μlに溶解した。 
② HBV-DNA 定量 
 Eagle Taq Master Mix with ROX(Roche)を
用いて TaqMan PCR を行った。用いたプライ
マーおよびプローブは以下のものである。 
F-Primer:HBV-166-F21(HBSF1) 
5'-CACATCAGGATTCCTAGGACC-3' 
R-Primer:HBV-344-R20(HBSR) 
5'-AGGTTGGTGAGTGATTGGAG-3' 
Probe:HBV-242-F26FM (HBSP1) 
FAM-5' 
CAGAGTCTAGACTCGTGGTGGACTTC-3' 
–TAMRA 
Standard mode、以下のプログラムで行った。 
 45cycles  

50 95 95 60 4 

2:00 10:00 0:15 1:00 ∞ 
 
③ HBV フラグメント解析 
ウイルス量が 3.0 log copies/ml 未満の場

合は、200 塩基対程度の非常に短い範囲を増
幅するプライマーを使い、Hemi-Nested PCR
を行った。Reagentとして AmpliTaq Gold® 360 
Master Mix(ABI-ThermoFischer)を使用した。
用いたプライマーは以下のものである。 
[1st] 
F-Primer:HBSF2 
5’-CTTCATCCTGCTGCTATGCCT-3’ 
R-Primer:HBSR2 
5’-AAAGCCCAGGATGGGAT-3’ 
*1st PCR で増幅が不十分な場合のみ、さら
に 2nd PCR を行った。用いたプライマーは以
下のものである。 
[2nd] 
F-Primer:HBSF2 
5’-CTTCATCCTGCTGCTATGCCT-3’ 
R-Primer:HBSR3 
5’-CCANGATGATGGGATGGGAATAC-3’ 
以下のプログラムで行った。 
 50cycles  
95 95 62 4 
10:00 0:15 0:30 ∞ 
 
電気泳動で増幅を確認後、cycle sequence 反
応を行い、sequencer で解析した。Reagent



は BigDye® Terminator v3.1 Cycle 
Sequencing Kit を用いた。 
 
(3) 超高感度 HBsAg 測定 
シスメックス社の HISCL 2000i を使用して
超高感度 HBsAg測定（検出感度 0.0005 IU/ml）
を実施した。 
 
４．研究成果 
(1)HBc 抗体陽性者の頻度 
対象 67 例(男 41 女 26)のうち、 
HBc抗体陽性者は45例（67％；男29 女16）。 
HBc 抗体陽性の定義は抑制率 50%以上または
C.O.I 1.0 以上とした。 
 
(2) HBc 抗体陽性者の背景因子と臨床的特徴 
① HBc 抗体陽性時の年齢 

1 歳未満：37例 
1 歳：10 例 

2 歳以上：7例 
② 母体の HBe 抗原  
     陽性：９例  

陰性：26 例  
不明：10 例 

③ HBc 抗体価の経時的推移 
HBc 抗体価は経年的に低下する傾向を認めた
が、1 例において、5 歳時に再上昇がみられ
た。HBs 抗体価も同時に再上昇していること
が確認され、Occult HBV 感染が疑われた。図
にその臨床経過を示す。 

 
*HBc 抗体価は以下の通りであった。 
1 歳:HBc 抗体 陰性(32.7％ 抑制率) 
2 歳:HBc 抗体 陰性(28.6％ 抑制率) 
3 歳:HBc 抗体 陰性(31.3％ 抑制率) 
4 歳:HBc 抗体 陰性(33.6％抑制率) 
5 歳:HBc 抗体 陽性(95.5％ 抑制率) 
6 歳:HBc 抗体 陽性(89.5％ 抑制率) 
8 歳:HBc 抗体 陽性(5.5 C.O.I) 
 
(3)HBV DNA 解析 
HBc 抗体陽性者のうち、抑制率 90％以上また
は C.O.I. 10.0 以上または増加傾向を示す
26 例（男 15 女 11）を対象に Real-time PCR
を実施した。年齢分布は以下の通り。 
1 歳未満：21例 

1 歳：3例 

2 歳以上：2例 
7 例（27％）で HBV DNA が検出された。DNA
量が微量であり、現在のところシークエンス
には至っていないため、慎重に解釈する必要
がある。今回の結果からは Occult HBV 感染
の正確な頻度を明らかにすることは困難で
あった。さらなる研究が必要である。 

 
(4) HBc 抗体の再上昇がみられた 1 例につい
ての詳細調査 
1、2、4、5、6 歳時の血清を用いて HBV 

Real-time PCR と超高感度 HBsAg 測定を実施
した。全ての検体において、Real-time PCR
法での HBV DNA は検出感度以下、超高感度
HBsAg 測定法も検出感度以下だった（表）。 
 
本例は Occult HBV 感染の定義を満たさない
が、HBc 抗体と HBs 抗体の推移からは 4 歳か
ら 5歳にかけて HBV感染があったことが示唆
された。直近の HBs 抗体価が減衰していた
（19.9mIU/ml）ことと、母の HBe 抗原が陽性
で高ウイルス量であったことが、感染の要因
として考えられた。母児感染予防策として、
出生直後に HBIG と HBワクチン投与するのみ
でなく、HBs 抗体価を一定以上に維持するこ
とも重要であることが示唆された。 
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