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研究成果の概要： 

 ラミブジン耐性株のquasispecies を検討した．TaqMan-MGB probe assayにより，YVDD変異

に関しては2.0 logコピー中に10％ (＝10 logコピー)の存在，YIDD変異に関しては2.7 log

コピー中に10％ (＝50 logコピー)の存在の検出が可能となった．またHBV DNAが2.6 logコ

ピー（最近までの検出限界量）未満の臨床検体でも変異株を検出でき，感度は従来の Direct 

Sequencing法，INNO-LiPA法を上回った． 
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１．研究開始当初の背景 

効果的なワクチンが開発され，新規キャリ

アは激減したが，わが国にはなお120-140万

人の B型肝炎ウイルス(HBV)キャリアが存在

する．肝細胞癌による死亡は年間3万人を超

えるが，その約20％にHBV感染が関与してい

る．さらにHBVは劇症肝炎の原因としても重

要な位置を占め，また慢性肝炎からの急性増

悪，肝硬変と合わせると，生命予後に関わる

肝疾患の主要な原因といえる． 

近年各種逆転写酵素阻害剤が使用可能と

なったが，耐性ウイルスの問題，長期の安全

性が不明であり，慢性HBV感染に対して満足

すべき抗ウイルス療法は確立されていない．

HBVはその薬剤耐性において，原因となる遺

伝子領域がわかっているため，対策が立てら

れる余地がある． 

また最近は抗がん剤を初めとして，各種薬

剤の効果と副作用の観点から，個人レベルで

の薬剤選択，すなわちオーダーメイド医療の
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ニーズが高まってきている． 

 

2000年 11月，B型肝炎に対して初めて本

邦で認可された経口抗ウイルス薬、ラミブジ

ンは，その非常に強力な抗ウイルス作用によ

り，慢性B型肝炎感染者に大きな恩恵をもた

らした．しかし先行する海外での使用成績か

ら，当初より耐性ウイルス発生による肝炎の

急性増悪，劇症化が問題となっていた． 

我々はラミブジン耐性ウイルスの出現機

構を，ウイルス変異が複製・HBs抗原分泌機

構の両面に与える影響から検討，報告した

(Hepatology 1999)．またその際に野生型，

ラミブジン耐性型（変異型）HBVに対する薬

剤の効果を簡便に in vitroスクリーニング

できる系を確立，この系を用い各種逆転写酵

素阻害剤の，ラミブジン耐性ウイルスに対す

る抗ウイルス療法を提唱してきた(J.Clin. 

Invest.1999,J.Clin.Invest.2001)．その結

果はこれら薬剤の実際の臨床効果と良く合

致し，我々の確立した in vitroスクリーニ

ング法が臨床効果をよく反映していること

が明らかとなっている． 

 

２．研究の目的 

今回この仕事をさらに展開し，個々人に感

染しているB型肝炎ウイルス依存性の薬剤選

択を確立するため， 

(1)実際に患者より得られた HBVの多数検

体から，短時間で効率よくクローニングする

systemを確立すること， 

(2)スクリーニング法を用いて各種薬剤を

単独，または併用して抗ウイルス効果を検証

し，臨床への反映を目指すこと，を当初の目

的とした. 

しかし研究を進める過程で，患者血清中に

は，ゲノムが少しずつ異なる複数のHBV 株が

存在すること（＝quasispecies）が課題とな

った．少数の薬剤耐性株は，抗ウイルス薬投

与前からすでに少量存在している可能性，ま

た途中から変異で生じる可能性がある．すで

に存在している場合には，使用できる薬剤に

限りがある今日，慎重に抗ウイルス薬を選択

しなければ長期でのウイルス制御は困難と

なる．また抗ウイルス薬投与中に出現した場

合は，重篤な肝障害が生じうるため，早期に

発見することが望ましい．現在コマーシャル

ベースの検討では高ウイルス量且つ 20-30％

の変異株の存在がないと検出不能とされる．

そこでまず， 

(3)dominant株の中からよりminorな株の検

出感度を上げることの検討を最初に行なう

こととした． 

 

３．研究の方法  

(1)患者血中 B型肝炎ウイルス DNAの増幅お

よびクローニング，データベース化: 

  われわれはすでに long-PCRを応用して，

患者血液（血清）から抽出したB型肝炎ウイ

ルスDNAを鋳型として，3.2 kbの全長ウイル

ス DNAの one-stepでの増幅に成功している

(Hepatology 1999, J.Clin.Invest.2001)．

多数の臨床検体から，同様の方法にて全長ウ

イルスDNAのクローニングを行なう．その耐

性プロファイルにそって，データベースを立

ち上げる． 

(3)少量の変異株の検出： 

 TaqMan-MGB probe assayを導入した． 

①以前報告した(Hepatology 1999)，野生型

-YMDD-，ラミブジン耐性型（変異型）2種-YIDD, 

YVDD-の計 3種の plasmidを用いて，混在さ

せた際の最小の検出感度を検討した．  

②ラミブジン使用中，ウイルスが増加した

（耐性株が出現したと考えられる）症例にお

いて，TaqMan-MGB probe assayでウイルス変

異株の検出を試みた．その際に従来の方法で

ある，Direct Sequencing法，INNO-LiPA法

と比較した． 

TaqMan-MGB probe assayに使用した primer

とTaqMan-MGB probeは以下のとおりである: 

Forward primer, 5'-GGGCTTTCCCCCACTGTT-3'; 

reverse primer, 5'-GTACAGACTTGGCCCCCAAT 

AC-3'; YMDD probe, 5'-FAM-CTTTCAGTTATATG 

GATGATG-MGB-3'; YVDD probe, 5'-VIC-CTTT 

CAGTTATGTGGATGAT-MGB-3'; and YIDD probe, 

5'-VIC-CTTTCAGTTATATTGATGATGTG-MGB-3'. 

また，Direct Sequencingに使用したprimer

は以下のとおりである: 

Sense primer, 5'-TGGGCCTCAGTCCGTTTCTC-3' 

(HBV nucleotides [nt] 647–666); antisense 

primer, 5'-GGACTCAAGATGTTGTACAG-3' (HBV 

nt 786–767). 



 

４．研究成果 

(1)患者血清は抗ウイルス薬投与前・投与中

のものを含め，80検体以上保存した．その一

部の血清から得られた臨床現場でのHBVをク

ローニングし，耐性株のデータの収集を行な

った． 

sequence確認の過程で、患者血液中におい

て，ゲノムが少しずつ異なる複数のHBV 株の

存在が確認された．実際臨床において，少数

の薬剤耐性株が多数を占める感受性株（すな

わち野生株）に「マスク」され，抗ウイルス

薬の使用→感受性株の減少→薬剤耐性株の

顕在化，が報告されている． 

よって，当初予定の(2)スクリーニング法を

用いて各種薬剤を単独，または併用して抗ウ

イルス効果を検証すること，の前に，

(3)dominant株の中からより minorな株の検

出感度を上げることの検討を最初に行なう

こととした． 

 

(3)問題となっているラミブジン耐性、いわ

ゆる YMDD変異に関して，短時間で混在した

少量の変異株を検出できる系の確立を求め

てTaqMan-MGB probe assayを導入した． 

①最初に野生型-YMDD-，ラミブジン耐性型

（変異型）2種-YIDD, YVDD-の計 3種の

plasmidを単独で 8.0 logコピー～2.0 log

コピーまで希釈して検討, TaqMan-MGB probe 

assay系に問題がないこと,特異的にそれぞ

れ野生型,変異型をdetectできることを確認

した． 

 次に，野生型と変異型を混在させて，その

検出限界の割合と，検出限界コピー数の検討

を行なった．混合割合は100:0, 90:10, 80:20, 

50:50, 20:80, 10:90, or 0:100,で，また，

総量は 8.0 logコピー～2.0 logコピーで検

討した．TaqMan PCRにて，YVDD変異株につ

いては総量 2logコピー，10％の割合まで検

出できた．一方 YIDD変異株については 10％

の割合まで検出できたものの，総量 2.0 log

コピーでは検出できず，2.7 logコピーが検

出限界であった．すなわち YVDD変異株につ

いては 1.0 logコピー(＝10 logコピー)が，

YIDD変異株については 1.7 logコピー(＝50 

logコピー)が検出限界であった．一方，

Direct Sequencing法では5.0 logコピー中，

20％の割合までが検出限界であった． 

②TaqMan-MGB probe assay法の有用性を臨床

検体で検討した． 

 抗ウイルス薬投与前・投与中 21検体を用

い，TaqMan-MGB probe assay法と，Direct 

Sequencing法，INNO-LiPA法とを比較，検討

した．TaqMan-MGB probe assay法では，HBD DNA

が，2.6logコピー（最近までのコマーシャル

ベースの検出限界量）未満の臨床検体でも、

変異株を検出できた．また，それぞれの方法

では 15検体，11検体，9検体の変異株を検

出でき，TaqMan-MGB probe assay法でもっと

も良好な結果が得られた． 

 

 今回の研究により，野生株の中で少量しか

存在しない変異株を従来法よりも早期に検

出できる可能性がわかった．このことは耐性

ウイルス発生, ウイルス増加に伴う肝炎の

急性増悪，劇症化を未然に防ぐことにつなが

る．また一方で，抗ウイルス薬投与前におい

て，すでに存在している変異株を検出するこ

とにより，効率的で，無駄のない抗ウイルス

薬投与ができることとなる．今後，さらに検

出感度を上げる工夫によって，臨床的に重要

な意味を持つ可能性がある． 
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