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研究成果の概要（和文）：HBワクチンやHBIGが接種されていないHBVキャリアの約10％にG145R変異株がminor 
cloneとして存在し、HBeAgと高ウイルス量がG145R変異株出現に関連していた。母子感染予防不成功例では、
G145R変異株が24％の高頻度で存在し、一部ではmajor cloneとして存在する症例もあった。HBIGやHBワクチンに
よる免疫学的圧力がG145R変異株出現率を上昇させたと予想されるが、HBeAg陽性かつ高ウイルス量の症例が多い
こともG145R変異株の高い出現率と関連した可能性はある。HBVキャリア妊婦も約10％においてG145R変異株は
minor cloneとして存在していた。

研究成果の概要（英文）：The frequency of the G145R mutant as a minor as well as major strain was 
approximately 25% in children who were infected due to immunoprophylaxis failure. HBeAg positivity 
and high viremia were closely related to the detection of the G145R mutant as a minor population in 
patients without a history of HB vaccinations, HBIG, or antiviral treatment. Although the G145R 
mutant as a minor population was detected in pregnant women who were HBeAg-positive and had a high 
viral load, none of the infants born to the mothers infected with the G145R mutation showed 
breakthrough infection. Thus, the pre-existence of the G145R mutation as a minor population in 
mothers does not always cause immunoprophylaixs failure after birth. However, treatment with 
nucleotide analogues for HBV carrier pregnant women, based on an HBeAg-positive status and the level
 of HBV DNA, should be encouraged to reduce the risk of breakthrough infection.

研究分野：小児感染症
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１．研究開始当初の背景 
（1)1986 年から始まった厚生省「B型肝炎母
子感染防止対策事業」により、B 型肝炎ウイ
ルス(HBV)による母子感染は激減した。しか
し、この抗 HBs 免疫グロブリン(HBIG)と HB
ワクチンを用いたHBV母子感染の感染阻止率
は約 90％であり、約 10％において母子感染
が成立する（breakthrough infection） 。
感染予防措置を施行したにもかかわらず母
子感染が成立する（breakthrough infection）
要因としては、胎内感染や不適切な予防措置
などに加えて、中和抗体である抗 HBs 抗体か
ら逃避するエスケープ変異株（S抗原変異株）
の出現が報告されている[1]。 
 
（2)通常、HBV は変異を持たない株と変異を
持つ株が混在している。母子感染予防不成功
例の約 10-20％に変異株が検出されるが、こ
れらはサンガー法（従来までの塩基配列解析
方法）で検出できる多数派株(major clone)
である。しかし、サンガー法では検出できな
い少数株(minor clone)として存在する変異
株と母子感染予防成功の有無との関連は明
らかではない。特に高ウイルス量の場合は、
少数株であってもS抗原変異株の臨床的な意
義は大きいと考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は minor clone として存在する
S 抗原変異株が B 型肝炎母子感染予防の
breakthrough infectionに関与しているか否
かを明らかにすることである。 
 
３．研究の方法 
（1)対象は 2007 年から 2015 年までの間、東
邦大学佐倉病院小児科及び済生会横浜市東
部病院小児肝臓消化器科にてフォローされ
ていた HBV キャリア患者である。そして、HBV
キャリア患者を HBワクチンや HBIG を投与さ
れた既往がない B 型肝炎持続感染者（A 群）、
母子感染予防不成功例（B 群）および HBV キ
ャリア妊婦(C 群)に分類した。 A 群と B群は
後方視検討、C群は前方視検討である。 
 
（2)患者血清から HBV DNA を抽出した。その
後、抽出した HBV DNA を用いて conventional 
PCR[2]とサンガーシークエンス及び Locked 
Nucleic Acids (LNA) probe を組み合わせた
real-time PCR 法 に て 、 G145R 変 異 株
(nucleotide position at 587: G→A)を検出
した。Real time PCR の primer(2 組)と LNA 
probe は以下のような配列である[3]。
Forward 1: CCATGCAAGACCTGCA (nt 512-527), 
reverse 1: GATGATGGGATGGGAATACA (nt 
599-618); (amplicon size: 111 bp), forward 
2: CTCTTGTTGCTGTACAAAACC (nt 559-579), 
reverse 2: AGGCCCACTCCCATAG (nt 638-653); 
(amplicon size 99 bp), LNA-based probes 
(nt 582-591) Probe-G (wild-type 
sequence); 5’-FAM-CGGACGGAAA-IBFQ-3’, 

Probe-A (mutant-type sequence); 
5’-HEX-CGGACAGAAA-IBFQ-3’ (Integrated 
DNA Technologies, Coralville, Iowa). LNA 
塩基は下線部と太字で示した。さらに LNA 
probe PCR 陽性例に対して共通抗原決定領域
を含む HBs 抗原の遺伝子配列の deep 
sequencing(Roche GS junior sequencer)を
実施した[3]。 
 
４．研究成果 
（１）研究結果 
①HB ワクチンや HBIG を投与された既往がな
い B型肝炎持続感染者（A群：126 例, M=53,
年齢 1-50 歳、median 17 歳, genotype A=1, 
B=15, C=110, HBV DNA: 2.1-9 log copies/mL, 
median 5.3, HBeAg 陽性=75）、母子感染予防
不成功例（B 群：25 例,M=11, 年齢 1-13 歳、
median 5 歳, genotype B=1, C=24, HBV DNA: 
2.5-9 log copies/mL, median 8.5, HBeA 陽
性=22）および HBV キャリア妊婦(C 群：31 例, 
年齢 21-39, median 31歳, HBV DNA: 2.1-9 log 
copies/mL, median4.6, HBeA 陽性=14)が対象
となった。 
 
②LNA probe PCR 法にて A 群では 13 例
(10.3％),B 群では 6例（24％）において G145R
変異株が検出された。A 群陽性例では全例
G145Rは minor clone として存在していたが、
B 群陽性例では 6 例中 2 例において G145R は
major clone であった。HBeAg 陽性、血中 HBV 
DNA 量高値は有意に G145R 出現と関連してい
た。 
 
③A 群にて LNA probe PCR 陽性だった 13 例
中 7例に対して deep sequencing 実施し（総
リード数 3,434-10,048）G145R 変異出現頻度
は 0.25%-4.10% (median 1.11%) であった。
一方、B 群 LNA probe PCR 陽性例では G145R
が major clone ではない 4 例に対して deep 
sequencing を 実 施 し （ 総 リ ー ド 数
7,164-18,523 ）、 G145R 変異出現頻度は 
0.54%-6.58% (median 0.76%)であった。LNA 
probe PCR 陰性群 18 例に対して deep 
sequencing 施行したが、G145R のクローン数
は10以下であり頻度を0.1％以上示した例は
なかった。 
 
④C群では妊婦 31 例中 4例（12.9％）が LNA 
probe PCR 陽性を示し、全例 G145R は minor 
clone であった。LNA probe PCR 陽性妊婦は
全例 HBeAg 陽性、HBV DNA 量は 7.8 log 
copies/mL 以上であり、1例は第１子が G145R
変異株出現を伴う母子感染予防不成功例で
あった。PCR 陽性妊婦 4 例から出生した児に
おいて、出生後 3回ワクチン接種終了までフ
ォロー可能であった児は 2 例であり、2 例と
も 3回ワクチン接種後の HBsAg は陰性であっ
た。 
 
⑤HB ワクチンや HBIG が接種されていない



HBV キャリアの約 10％に G145R 変異株が
minor clone として存在し、HBeAg と高ウイ
ルス量が G145R 変異株出現に関連していた。
母子感染予防不成功例では、G145R 変異株が
24％の高頻度で存在し、一部ではmajor clone
として存在する症例もあった。HBIG や HB ワ
クチンによる免疫学的圧力がG145R変異株出
現率を上昇させたと予想されるが、HBeAg 陽
性かつ高ウイルス量の症例が多いことも高
い出現率と関連した可能性はある。PCR の結
果は deep sequencing のデータと相関した。
HBVキャリア妊婦も A群同様に約 10％におい
て G145R 変異株は minor clone として存在し
ていた。幸いにも 3回ワクチン接種終了後ま
でフォロー可能だった2例は感染予防が成功
しており、妊婦の G145R 変異株は必ずしも母
子感染予防不成功の原因にはならないと考
えられた。 
 
（2）成果の位置づけ 
海外では、高ウイルス量の妊婦は HBV 母子感
染予防の breakthrough infection のリスク
因子と考えられており、妊婦の変異株の有無
は調べられていないが、妊娠後期に核酸アナ
ログが投与されている[4,5]。本研究から、
本邦では妊婦を含めてHBVキャリアの約10％
に G145R変異株が存在していることが明らか
となった。G145R の存在は HBe 抗原陽性また
は高ウイルス量と相関していた。つまり、高
ウイルス量の妊婦はG145R変異株を有する確
率が高い。妊婦の G145R の存在が必ずしも児
の breakthrough infection を生じさせる訳
ではないが、児の感染リスクを増加させる。
今回はG145Rをタ－ゲットにして解析したが、
S 抗原変異株は G145R 以外も存在する。本研
究は新たなるHBV母子感染予防戦略に資する
データとなる。 
 
（3）今後の展望 
海外の HBV 母子感染予防プロトコールでは、
妊娠中期に妊婦のウイルス量を測定し、高ウ
イルス量の場合には妊婦に対して核酸アナ
ログを投与する。本邦ではウイルス量に加え
て、遺伝子変異を同定できる PCR または次世
代シークエンスを用いたHBV遺伝子解析にて
妊婦スクリーニングを行い、S 抗原変異株が
検出された場合は、妊婦に対する核酸アナロ
グ投与を考慮する。費用対効果が未解決であ
るが、キャリア妊婦の HBV ウイルスの量と質
の評価を行い、breakthrough infection を確
実に防ぐことが可能となる。 
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