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学位論文内容の要旨

【背景と目的】B型肝炎ウイルスは急性肝炎を引き起こし，´慢性化しで慢性肝炎，肝硬変，肝癌と

病期を進行させる．ラミブジンは強い抗ウイルス効果から病期の進展を抑制し得るが，長期投与に

よる薬剤耐性が問題となっている．ラミブジン耐性には，ポリメラーゼ領域のreverse transcriptase

（啣180と204番の遺伝子変異が関与しており，L180M，M204I，M204Vなどのアミッ′酸変異が

出現することが明らかにされてきた．これらの変異を早期に検出し，定量的に評価することは治療

上有益であるが，複数株の存在下で特定株の高感度な定量測定をすることはできなかった，単一株

の変異株定量については，リアルタイムPCR法により高感度測定が可能となったが，複数株混在

下での特定の株の正確な定量測定は困難であり，測定系の改良が必要であった．  rrunor groove

binder (MGB)は標的配列へのアニーリングを安定化する作用を持つ分子であり，リアルタイム

PCR用プロープの3’末端にMGBを結合させることにより相補鎖への結合能が改良され，測定系の

感度・特異度が高められた．  peptide nucleic acid (PNA)はぺプチド骨格を持つDNA類似化合物

であるが，相補鎖にハイブリダイズしてもDNAポリメラーゼによる伸長反応を起こさない特徴を

持つ．そこで本研究では複数株の混在下で特定の株の定量測定を行うことを目的に，PNAとMGB

プ口ーブを用いたりアルタイムPCRを測定原理とするPNA-MGB法を開発したので報告する．

【対象と方法】HBs抗原陽性のB型慢性肝疾患患者から採取され，遠心分離後-30℃で凍結保存さ

れている血清サンプルを使用した．HBVDNAのポリメラーゼ領域Bドメインに位置するLLAQ

モチーフ(rt179～ 182)とCドヌインに位置するYMDDモチーフ(rt203～206）の野生株（uAQ

株，YMDD株）と変異株（IMAQ株，YmD株，V江）D株）の各株を測定するためn岨とM（迅

プ口ーブを株毎に設計した，YIDD株測定用のPNAとMGBプ口ーブは，rt2041の対応コドンが

觚℃であるuDD1株用と觚Tである‾nDD2株用の2組を作成した．各野生株・変異株毎にモ

ノク口ーナルHBVプラスミドを精製し標準用サンプルとした．各株のプラスミドを1010gcopies／

m1に調整し，10から110gcopies／mlまで10倍毎に段階希釈した系列を内部コント口ール用テン

プレートとした．リアルタイムPCRの各反応には，測定対象株に相補的なMGBプ口ーブと，そ

のモチーフの測定対象株以外の株には特異的で対象株には非相補的なすべてのn乢Aを用い，定量

測定を行った．PCRの条件設定は，50℃で2分，95℃で10分に続き，95℃15秒，71℃1分，60℃

1分のセッ卜を50サイクルとした．各サイクルの最後に螢光シグナルを自動計測し，シグナル増加

量の直線領域に閾値を設定した．閾値に達したサイクル数（Ct）と，標準用サンプルの測定で作成

した検量線から測定検体のHBvニDNA量を計算した．

【結果】lOから110gcopies／ndまで10倍毎に段階希釈した各株の標準用HBVプラスミドを測

定したところ，プラスミドの対数濃度とCtは強い負の相関を示し，その回帰直線を検量線とした．
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いずれの株も3から10 log copies／mlの範囲で直線性を認め，単独株の定量範囲は3から10 log

copies／mlであった．一方，複数株の標準用プラスミドが混在する場合，MGBプロープ単独では

優勢株のみ定量可能であり，非優勢株を定量的に測定することができなかった．しかしPNAを用

いた複数株混在下での優勢株の測定では単独株の測定と比較し定量性に変化はなく，非優勢株の測

定では優勢株から・4 log copies／ ml，すなわちO.Ol％まで定量測定が可能であった，ラミブジンを

投与したB型´慢性肝炎症例のHBV DNA量をPNA-MGB法により経時的に測定した（症例提示）．

ラミブジン開始後，すべての株のウイルス量はりアルタイムPCRで測定感度以下に抑えられてい

たが，ラミブジン開始16力月後，LLAQ株と‾irIDD2株が同時期に測定可能となり，ウイルス量

は増加した．LLAQ株とYIDD2株が7log copies／rnlに達した頃に，総ウイルス量には著変がな

いままu江AQ株が出現し，続いて‾WDD株が出現した，u心LQ株とYVDD株それぞれが，u』峨

株とYmD2株に代わり優勢となった時，肝炎が再燃した．

【考察】ラミブジン耐性獲得にはrt180，rt204が関与しており，wdd／M2041→L180M／M2041

→L180M／M204Vの順に変異が出現し，肝炎が再燃する，ラミブジンに続きアデホピルやエンテ

カビルなどの核酸アナ口グが使用可能となったが，ラミブジン治療中に他剤への変更や追加を考慮

する際には，変異株を検出し更に変異株別のウイルス量を定量することは臨床的に非常に有益であ

る，従来HI町DNA量の測定結果は各株の総量であり，混在する特定の株のみを個別に定量するこ

とはできなかった．リアルタイムP（mの測定法のーつであるT缸lMan＠プ口ーブ法は，レポ一夕

ー色素とクエンチャー分子で両端をラベルしたオルゴヌクレオチドプ口ーブを使用する螢光gヌク

レアーゼアッセイである．Ta（lMan＠プ口ーブの3’末端にMGBを接合させたTaqM，an正mGBプ

口ーブは，標的配列へのア二一リングをより安定化し，感度・特異度は更に改善された．しかし条

件を調整してもなおミスマッチは阻止できず，変異株が混在する検体において非優勢株を定量測定

することはできなかった．このミスマッチを減少させるため，n岨を反応系に導入した，HBV野

生株・変異株混在下で，変異株を定陸検出するPNAクランピング法が報告されているが，これま

でPNAを定量系に用いた報告はなかった．今回PNAとMGBプローブを設計する際には，PNA

のmemngtemperaれぱe（Tm）がMGBプ口ーブのTmよりも約3℃高くなるように設定した．こ

の温度差により複数株混在下でのりアルタイムPCRでは，まずPNAが非測定対象株をクランプし，

続いてMGBプローブカ測定対象株にアニールする．その結果，プ口ーブの非測定対象株へのミス

マッチを大幅に減少させることが可能となった．提示した症例のように，治療中HIjv・DNA量が増

加し始めた場合の詳細なウイルス学的解析を，肝炎再燃前に行うことも可能となった，本法は汎用

性が高いため，今後HBVの新たな領域に変異が確認された場合にも応用可能であり，更にはHBV

に限ら寸弦くー般のDNAにおける点突然変異体の定量測定への応用も司能と考えられる．

  【結論】PNA．MGB法により，3から1010gcopies／mlまでの測定範囲でO．01％までのHBV混在

株を定量測定することが可能となり，変異株別の出現とその変化を経時的・定量的に観察すること

ができた．ポリメラーゼ領域の変異株であるM2041・M204Vと同時に，L180Mを検出し定量す

ることは，治療評価と肝炎再燃の予測に有用と考えられた．  ，
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PNAー~/IGB法による変異株別HBV－DNAの定量

  B型肝炎ウイルス治療薬のラミブジンは、高い抗ウイルス効果を有する一方で耐性遺伝
子変異の出現が問題となっている。DNAポリメラーゼ阻害剤であるラミブジンの耐性獲

得には、HBV-DNAのポリメラーゼ領域rt180と204番アミノ酸変異が関与していること
が報告されている。変異株は定性検査での検出が可能であったが、変異出現初期での検出

は困難であり、複数株の混在下で特定の株を定量測定するには、新たな測定系が必要であ

った。
  本研究ではラミブジン耐性株のウイルス動態を明らかにするため、リアルタイムPCR
法によりrt180と204の各野生株と変異株のHBV- DNA量を測定した。感度・特異度を

向上させるため3末端にMGB (minor groove binder)を付加したMGBプローブと、PCR
において相補鎖に結合してアンチセンスとして機能するPNAくpeptide nucleie acid)を測
定 に用い た。 PNAとMGBを用い たり アル タイム PCR法 をPNA-MGB法と した。

PNA-MGB法による単独株の測定では、測定可能域は3～10 log copies／mlであった。複
数 株 混 在 下 に お け る 特 定 の 対 象 株 の 測 定 限 界 は 0.01％ で あ っ た 。
  このPNA-MGB法により、ラミブジン投与例の肝炎再燃時と、ラミブジン耐性HBVに

も抗ウイルス活性を持っアデホビルを併用した時の変異株別ウイルス動態を臨床的に検討
した。ラミブジン耐性変異は、rt180／204の組み合わせがwild/ wildからwild／YIDD、
LMAQ′ YIDD、LMAQ′YVDDの順に進行するが、変異パターン別に肝炎再燃時の状態

を比較すると、ALT値、HBV-DNAに量は有意差を認めないものの変異の進行と共に、よ
り強い肝炎が引き起こされる傾向を認めた。また変異の各段階におけるウイルス動態を

PNA-MGB法の測定により解析し、症例を提示した。既に出現している変異株が高いウイ
ルス量で安定している場合には、水面下で出現している新たな変異を従来の定性検査は捉
えることができなかったが、本法では測定可能であった。アデホビル投与によるラミブジ

ン耐性株の減少量は、LLAQとYMDDモチーフの各株間において有意差を認めなかった。
肝炎再燃前の直線的ウイルス増加部分から変異株別のウイルス増殖速度を計算すると、肝
炎 再燃時の肝障害が強い変異株ほど増殖速度が速いという結果であった。

  発表後、副査有川教授から変異株と肝障害惹起の関係、変異株出現後の野生株の動態、
どのようなDNA測定に応用可能かについて質問があり、申請者は以下の通り回答した。
ラミブジン耐性に関与するポリメラーゼ領域の遺伝子はウイルスDNAの転写・複製に関

与する領域であり肝細胞への直接作用は報告されていないが、今回の研究で強い肝障害を
引き起こす変異株ほど増殖速度が速いという結果が得られたことから、変異株は肝障害を
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起こす閾値ウイルス量に達するのが早いことが強い肝障害を引き起こすことに関与してい
ると考えられる。変異株出現後の野生株は、LLAQモチーフ領域については変異出現前の
水準で経過するケースと、減少して測定できなくなるケースの両者があった。応用可能な

DNAとしては、ラミブジン以外の核酸アナログ剤耐性HBVの他、ポイントミューテーシ
ヨンが混在する場面として各種臨床検体中のウイルス・細菌DNAが考えられる。次に副
査藤堂教授から本測定法の臨床応用と臨床上の有用性についての質問があり、申請者は以
下の通り回答した。ラミブジン投与中に本測定法で耐性株の出現・増加が確認されれば、
肝炎再燃が懸念される。肝予備能不良症例では、肝炎再燃前にアデホビルを併用すること
で肝炎再燃リスクを軽減できる。またラミブジン投与中に、交叉耐性はあるが、より耐性
の出現率が低いエンテカビルへの切り替えを考慮する場合に、本測定法での変異株検出は
切り替えの可否を判断する指標となる。最後に主査浅香教授から研究の発想や過程、今後

の展望についての質問があり、申請者は以下の通り回答した。変異株はPCR産物のダイ
レクトシークエンスや、検査キットにて定性検査を行っていたが臨床的に感度・特異度改
善の必要性を感じ本測定法開発に至った。今後は症例を蓄積し、また異なる遺伝子変異株
の測定も行いたいと考えている。申請者は方法論と、それに基づく測定結果から論理的に
回答し、内容は適切と考えられた。
  本研究はラミブジン耐性変異を分子生物学的に解析し、いくっかの新知見を得ることに
成功しており、臨床におけるB型慢性肝炎の治療法選択やラミブジン以外の薬剤耐性HBV
解析への応用が期待された。審査員一同は、これらの成果を高く評価し、大学院課程にお
ける研鑽や取得単位なども併せ申請者が博士（医学）の学位を受けるのに十分な資格を有

するものと判定した。
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