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研究成果の概要（和文）： 

HBV RNA/DNA量測定系を開発し、その臨床的意義をHBV DNA量、HBcrAgと比較検討した。B型慢

性肝炎のラミブジン治療例を対象とし、治療開始6ヶ月目の測定値でその後の耐性株出現を予測

した。HBV DNA量は耐性株が出現しやすい症例の予測に、HBcrAgは耐性株が出現しにくい症例の

予測に有用であった。HBV RNA/DNA量はHBV DNAに近い性格を示したが、感度に優れ、精度は3者

の中で最も高かった。HBV RNA/DNA量測定系は新しいマーカーとしての可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 

Hepatitis B virus (HBV) RNA could be measured simultaneously with HBV DNA (HBV RNA/DNA) 

using a real-time detection polymerase chain reaction assay with a preceding step of 

reverse-transcription. The clinical usefulness of HBV RNA/DNA was analyzed and compared 

to those of HBV DNA and core related antigen (HBcrAg) for predicting the appearance of 

HBV DNA breakthrough in patients with chronic hepatitis B undergoing lamivudine therapy. 

The breakthrough was prospected using the three parameters taken 6 months after starting 

lamivudine therapy. Our findings confirm that HBV DNA is useful for identifying patients 

who are at high risk for HBV breakthrough. HBcrAg is useful for isolating those who are 

at low risk, and HBV RNA/DNA showed predictive characteristics similar to HBV DNA with 

higher sensitivity and highest accuracy. 
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１．研究開始当初の背景 
 B型慢性肝炎は肝炎の重症化や肝細胞癌の

合併により死に至る疾患である。C型肝炎と異

なり、インターフェロン治療でもウイルスを

排除することはできず難治性の疾患である。

近年、ラミブジンなどのB型肝炎ウイルス（H
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BV）に対する核酸アナログ薬が臨床使用され

るようになり、ウイルス量の低下とこれに伴

うALT値の正常化が得られるようになった。し

かし、これらの治療も完全なものではなく、

いくつかの問題が指摘されている。第一は、

これらの治療を行ってもHBVを完全に排除す

ることは困難であり、経過とともに核酸アナ

ログ薬に対する耐性株が出現が出現すること

である。第二点は治療を中止すると肝炎が再

燃することである。 

 HBVが核酸アナログ薬で排除されない最大

の要因は、その増殖過程においてHBV cccDNA

の核内にプールを作ることにある。このcccD

NAは極めて安定であり、核酸アナログ薬投与

しても極めて緩徐にしか減少しない。この結

果、血中のHBV DNA量と肝細胞中のHBV DNA量

は乖離する。耐性株の出現や治療中止後の肝

炎再燃にはこのcccDNAが重要な役割を果たし

ている。このため、核酸アナログ薬治療では

血中のHBV DNA量のみならず肝細胞中のcccDN

A量をみることが有用と報告されている。 

 肝細胞中のcccDNA量を特異的に測定するこ

とは可能であるが、その測定には肝生検を必

要とするため臨床応用は制限される。これま

で、肝細胞中のcccDNA量を反映する血中マー

カーとしてHBコア関連抗原（HBcrAg）が報告

されている。しかし、これを確実にするため

には別の観点からの解析が必要と考えられた。 
 
２．研究の目的 
 今回の研究では、HBV がその増殖過程にお
いて一旦 RNA になってから DNA に逆転写され
ることに着目し、DNA ではなく RNA を遺伝子
として持つ HBV の測定系を検討する。我々は、
核酸アナログ薬投与下では HBV RNA が DNA に
比較して有意に血中に検出されることをこれ
まで報告した。今回の研究では、HBV RNA 量
の測定系を確立し、HBV DNA 量や HBcrAg 量と
比較することにより、新しいウイルスマーカ
ーとしての意義を検討する。 
 
３．研究の方法 
 HBV RNA の測定は大きく分けて二つの方法
を検討した。第一は、血清から核酸を抽出後
DNAase により DNA を消化し HBV RNA のみを測
定する方法である。第二は、DNAase による前
処理を行わず HBV RNA と DNA を同時に測定す
る方法である。理論的には前者の方がより正
確に HBV RNA 量を測定することになるが、問
題点も多かった。まず、DNAase 処理の条件設
定である。この処理条件により RNA まで破壊
されてしまうことがあり、測定結果の安定性
が低下した。また、測定のステップが一つ余
分になるため煩雑さが増した。このため、次
に DNAase 処理なしで HBV RNA と DNA を同時に

測定する方法を検討した。 
 HBV RNA と DNA を同時に特定する RNA/DNA
測定法の原理は、核酸アナログ薬使用時はHBV 
DNA 量は十分低下するので、同時に測定して
も RNA 量を反映することが可能であることで
ある。実際、RNA/DNA 量を DNA 量と比較する
と核酸アナログ薬投与下では異なった動きを
示した。DNAase 処理を行う方法よりも安定し
た測定結果が得られ、さらに簡便であること
から臨床応用にも向いていると判断した。よ
って、HBV RNA/DNA 測定法を選択しその後の
検討を行った。実際の測定では、血清から核
酸を抽出後に逆転写反応を行い、全ての核酸
を DNA に変換した。次に、このサンプルにつ
いて HBV DNA をリアルタイム PCR 法にて定量
的に測定した。測定感度は 2.6 log copy/ml
であった。 
 HBV RNA/DNA 量の臨床的意義については、B
型慢性肝炎のラミブジン治療例を対象とし、
治療開始 6ヶ月目の測定値で耐性株出現を予
測しすることで検討した。 
 
４．研究成果 
 ラミブジン治療を行った B 型慢性肝炎患者
36 例を対象として、ラミブジン耐性株出現予
測に関する HBV DNA 量、HB HBcrAg 量、HBV 
RNA/DNA 量測定の有用性を比較検討した。対
象とした 36 例中 16 例で治療中に耐性株が出

現し、血中 HBV DNA 量の再上昇がみられた。 
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図1： ラミブジン治療開始時から6ヶ月目のHBV DNA量、HBcrAg量、HBV 
RNA/DNA量の変化。実線はラミブジン耐性出現例、破線は非出現例
を示す。

各測定値の、ラミブジン治療開始時から 6
ヶ月目での変化を図 1 に示した。HBV DNA 量
は速やかに低下し、89%（32/36）の症例で検
出感度未満となった。HBcrAg 量の低下速度は
最も緩やかで、6 ヶ月で検出感度以下になっ
たのは 2 例のみであった。HBV RNA/DNA 量の
変化は HBV DNA 量と HBcrAg 量の中間の傾向を
示した。 
ラミブジン治療開始には、HBV RNA/DNA 量

は HBV DNA 量とも HBcrAg 量とも有意の正の相
関を示した（図 2）。これに対し、ラミブジ
ン治療開始 6ヶ月目の時点では、HBV RNA/DNA



量は HBcrAg 量と有意の相関を示したが、HBV 
DNA 量とは相関がなかった（図 3）。これは、
ほとんどの症例で HBV DNA が陰性化したため
と考えられた。 
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t-off 値は、治療開始 6 ヶ月目の値を使用
し ROC 解析により求めた。各マーカーの
cut-off 値は、HBV DNA 量が 2.6 log copy/ml、
HBcrAg 量は 4.0 log U/ml 、HBV RNA/DNA 量
は 3.8 log copy/ml であった。この値で予測
した場合の感度、特異度、精度はそれぞれ、
HBV DNA 量で 25%、100%、67%、HBcrAg 量で 100%、
40%、67%、HBV RNA/DNA 量で 50%、90%、72%
であった。図４には、各マーカー毎に、それ
ぞれの cut-off 値を基準に予測した耐性株出
現状況を示した。治療開始 6ヶ月の時点で HBV 
DNA が 2.6 log copy/ml 以上の症例は全例で 2
年以内に耐性株が出現した。これに対し、治
療開始6ヶ月の時点でHBcrAg量が4.0未満の
症例では全例で耐性株の出現はなかった。こ
れらの結果より、HBV DNA 量は耐性株が出現
しやすい症例の予測に、また、HBcrAg 量は耐
性株が出現しにくい症例の予測に有用である
ことが示された。HBV RNA/DNA 量は HBV DNA
量と類似した予測能であったが、DNA 量に比
較してより感度が高く、精度は 3 者の中で最
も優れていた。以上の成績から、HBV RNA/DNA
量の測定は、核酸アナログ薬治療において耐
性株出現予測の新しいマーカーとして使用可
能であることが示唆された。     
 今回はラミブジン耐性株の出現予測で
RNA/DNA 量の有用性を検討し一定の成果が得
られた。しかし、現在は核酸アナログ薬もエ

ンテカビルが主流の時代となり、耐性株出現
の危険性も極めて低率となった。今回の研究
で明らかになったことは、HBV RNA/DNA が HBV 
DNA や HBcrAg と異なる特性を示すマーカーで
あることであり、今後は別の方面での利用を
検討する価値がある。特に、核酸アナログ薬
中止基準などでの応用が期待される。 
 

図2： ラミブジン治療開始時における、HBV RNA/DNA量に対するHBV DNA量と
HBcrAg量の相関。■は耐性株出現例、○は非出現例を示す。
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図4： ラミブジン治療開始6ヶ月目のHBV DNA量、 HBcrAg量、HBV RNA/DNA量
による耐性株出現の予測。
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