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研究成果の概要（和文）：本研究では、ウイルスゲノタイプによる違いを明らかにするため、培養細胞およびヒト肝細
胞キメラマウスを用いた基礎研究を行った。B型慢性肝疾患治療薬である核酸アナログ製剤を用いた検討において、新
規核酸アナログ製剤であるテノホビルは、既存の核酸アナログ製剤に耐性を示すようなウイルスに対し、抗ウイルス効
果を発揮するが、アデホビル耐性ウイルスに対しては、十分な効果が得られない可能性が示唆された。また、B型肝炎
ウイルスゲノタイプCとゲノタイプAについてテノホビルの抗ウイルス効果を比較した結果、ゲノタイプAのテノホビル
感受性はゲノタイプCに比して弱い可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：In the present study, basic research was performed using cell culture system and h
uman hepatocyte chimeric mice for clarifying the differeces between hepatitis B virus (HBV) genotype A and
 C.  Lamivudine-resistant clones and lamivudine plus entecavir-resistant clones had similar tenofovir (TDF
) susceptibilities to wild type clones. However, lamivudine plus adefovir-resistant clones acquired tolera
nce to TDF. Comparing between HBV genotype A and genotype C, the susceptibility to TDF in HBV genotype A w
as lower than that in HBV genotype C.

研究分野：
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１．研究開始当初の背景 
1981 年以降、HBs 抗原陽性の母親から出
生した子供に対し、免疫グロブリン製剤、B
型肝炎ワクチン製剤の投与が行われるよう
になり、母子感染に伴う B型慢性肝炎症例は
著しく減少している一方で、性行為感染症と
しての B型肝炎が問題となり、B型急性肝炎
発生数の把握やユニバーサルワクチネーシ
ョンの必要性について議論されている。 
当院を含めた広島県内の主要施設に対し
て行った過去 5年間のB型急性肝炎調査でも、
年間 30 例程度の B 型急性肝炎が発生してい
た。なかでも、近年の B 型急性肝炎例では、
HBV genotype A の感染例が増加しており、
2000 年～2003 年に当院を受診した B 型急性
肝炎例では、5.3%に過ぎなかった gentoype A
感染は、2004 年～2009 年では、40％を占め
ていた（第 47回日本肝臓学会にて報告）。広
島県内の主要施設に行った調査においても
genotype Aは 38.3％を占めており、genotype A
の感染が拡大していることが推定されてい
る。 
通常、成人になってから HBVに感染した
場合、感染は一過性にとどまり、持続感染と
なることは免疫抑制状態などの特殊な場合
を除き、極めて稀であるが、HBV genotype A
の成人感染では、約 10%の症例でキャリア化
するとされている。つまり、B型急性肝炎例
の一部がキャリア化し、B型慢性肝炎へと移
行する可能性が危惧される。今後、HBV 
genotype A感染がさらに拡大する可能性が高
いと推測されるが、現在のところ、HBV 
genotype Aで慢性化するメカニズムは不明で
あり、慢性化を確実に予防する方法は確立さ
れていない。 
一方、現在の B 型慢性肝炎に対する治療
は、核酸アナログ製剤が大きな役割を担って
いる。しかしながら、その作用は、B型肝炎
ウイルス（HBV）の肝細胞内での複製段階に
ある逆転写反応および DNA 合成を阻害する
ことであり、HBVの感染肝細胞からの排除を
行うものではない。そのため、長期投与が必
須となり、長期間の核酸アナログ投与に伴い、
核酸アナログに対して耐性を獲得したウイ
ルス（薬剤耐性株）が出現することも少なく
ない。特に、genotype Aにおいて耐性株の出
現率が高いという報告もあり、genotype A感
染の拡大が予想されるなかで、多様な
genotypeにおける薬剤耐性株の予防法とそれ
らへの対応策の確立が急務であると考えら
れる。 

 
２．研究の目的 
当研究室では、HBV 複製培養肝癌細胞株
を用いた in vitroモデルおよび HBV持続感染
ヒト肝細胞キメラマウスを用いた in vivo マ
ウスモデルを作製し、これらのモデルが HBV
に対する抗ウイルス薬の薬効評価系として
有用であることを報告してきた。 
本研究では、HBV genotype Cと genotype A

を比較することにより、臨床病態の解明を目
指す。genotype Aの慢性化に関しては、in vivo
のHBV持続感染マウスからHBV感染ヒト肝
細胞を採取し、次世代シークエンサー解析を
施行。遺伝子発現プロファイルを解析し、
HBV持続感染メカニズムの解明を試みる。 
一方、耐性変異の出現頻度の違いに関して
は、in vitro、in vivoの薬効評価系を用いる。
HBV に対する抗ウイルス効果が確認されて
いる Lamivudine、Adefovir、Entecavir、Tenofovir
を投与し、各 genotypeの薬剤耐性変異株に対
する抗ウイルス効果を検証する。また、HBV 
genotype Aは、genotype Cに比して薬剤耐性
が生じやすいとの報告もあることから、in 
vivoマウスモデルを用いて、核酸アナログ長
期投与に伴うマウス血清中の核酸アナログ
耐性変異の出現頻度にgenotype間で差が生じ
るかについて検討を行う。 
 
３．研究の方法 
1．B型肝炎ウイルスゲノムの作製 
核酸アナログ使用歴のない B 型慢性肝炎
患者の保存血清より、DNA を抽出し、HBV
ゲノムを増幅し、1.4倍長の HBVゲノムを組
み込んだ HBV 発現プラスミドを作製する。
また、それぞれの核酸アナログ対する薬剤耐
性変異が報告されていることから、作製した
HBV発現プラスミドに遺伝子変異を加え、各
種薬剤耐性株を発現するプラスミドを構築
した。 
2．In vitroにおける各種核酸アナログ製剤の
抗ウイルス効果の検討 
本検討の概要を図1に示す。作製したHBV
発現プラスミド（genotype Aおよび genotype 
C）を培養肝癌細胞株 HepG2細胞にトランス
フェクションし、培養上清中に様々な濃度の
核酸アナログを添加。薬剤添加 72時間後に、
細胞内 HBV複製中間体量を real time PCRに
て測定し、各種核酸アナログの抗ウイルス効
果を解析した。この際、耐性変異に伴う抗ウ
イルス効果の変化だけでなく、genotype間で
の核酸アナログ感受性の違いについても検
討を行った。 
3．In vivo における各種核酸アナログ製剤の
抗ウイルス効果の検討 
HBV 発現プラスミドをトランスフェクショ
ンした培養細胞より産生された HBV 粒子を
ヒト肝細胞キメラマウスに接種。HBV持続感
染マウスを作製後、マウスに核酸アナログを
経口投与し、マウス血清中の HBV DNAの変
化を real time PCRにて検討した。 
4．ヒト肝細胞を用いた細胞内遺伝子発現変
化の検討 
ヒト肝細胞キメラマウスは、T細胞・B細
胞系の機能が欠如した高度な免疫不全マウ
スであるため、HBV が感染した肝細胞では、
免疫応答の影響を受けず、HBVの直接的な作
用により、細胞内遺伝子発現に変化が生じる。
genotype Aにおいてキャリア化が高率である
原因を検索するため、HBV持続感染ヒト肝細



胞キメラマウスを作製後、マウス肝臓からヒ
ト肝細胞を採取し、次世代シークエンサーに
て遺伝子発現変化を解析した。 
 
４．研究成果 
1．各種核酸アナログ製剤の抗ウイルス効果
の検討 
図 1、図 2に示すように、in vitro、in vivo
の検討において、各種 HBV の核酸アナログ
製剤感受性は、臨床データを良好に反映する
ことが示された。 

そこで、ラミブジン・アデホビル耐性 HBV
である rtA181T/N236T変異株は新規核酸アナ
ログ製剤であるテノホビルに対する感受性
も低下していることが示された。そこで、追
加研究として、181 番、236 番いずれのアミ
ノ酸変異が薬剤耐性に関与しているかにつ
いて検討したところ、236 番のアミノ酸変異
が加わることにより、テノホビルの感受性は
約 1/4～1/5に低下することが確認された。一
方、HBV genotype Aは genotype Cに比して、
テノホビルの感受性が低下していることが
示された（図 3）。 
さらに、genotype間の相違が生じる責任部
位を検討した結果、HBVポリメラーゼ遺伝子
RT 領域にある 2 つのアミノ酸が genotype 間
のテノホビル感受性変化に関与しているこ
とが示された。 
 
 
 
 

 
2．ヒト肝細胞を用いた細胞内遺伝子発現変
化の検討 

HBV が感染した肝細胞では、免疫応答の
影響を受けず、HBV の直接的な作用により、
細胞内遺伝子発現に変化が生じる。そこで、
本年度は、HBV持続感染ヒト肝細胞キメラマ
ウスを用いて、ヒト肝細胞内遺伝子発現の変
化について、次世代シークエンサーを用いて
検討した。その結果、HBV感染に伴い、免疫
応答に関連する複数のパスウェイの遺伝子
が有意な発現変化を生じており、HBV感染に
伴い、ヒト肝細胞内で免疫応答が惹起されて
いることが示唆された。また、一部の遺伝子
は、HBV感染成立後に核酸アナログを投与す
ることにより、遺伝子発現が低下しており、
これらの遺伝子は、HBV感染が直接的に遺伝
子発現を誘導しているものと考えられた。 
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図1．各種核酸アナログの抗ウイルス効果の検討（in vitro）
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