
Title 腎臓移植後のB型肝炎ウイルス再活性化の検討

Author(s) 山田, 錬

Description 配架番号：2720

Degree Grantor 北海道大学

Degree Name 博士(医学)

Dissertation Number 甲第14985号

Issue Date 2022-03-24

DOI https://doi.org/10.14943/doctoral.k14985

Doc URL https://hdl.handle.net/2115/88825

Type doctoral thesis

File Information YAMADA_Ren.pdf

Hokkaido University Collection of Scholarly and Academic Papers : HUSCAP



 

 

学位論文 
 

腎臓移植後の B 型肝炎ウイルス再活性化の検討 

 

（Investigation of hepatitis B virus reactivation in 

kidney transplant patients） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2022 年 3 月 

北海道大学 

山田 錬 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

学位論文 
 

腎臓移植後の B 型肝炎ウイルス再活性化の検討 

 

（Investigation of hepatitis B virus reactivation in 

kidney transplant patients） 

 

 

 

 

 

2022 年 3 月 

北海道大学 

山田 錬 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

目    次 

 

 

発表論文目録および学会発表目録 ･･････････  1 頁 

要旨 ････････････････････････････････････  2 頁 

略語表 ･･････････････････････････････････  5 頁 

緒言 ････････････････････････････････････  6 頁 

研究方法 ････････････････････････････････ 10 頁 

研究結果 ････････････････････････････････ 19 頁 

考察 ････････････････････････････････････ 27 頁 

結論 ････････････････････････････････････ 31 頁 

謝辞 ････････････････････････････････････ 32 頁 

利益相反･････････････････････････････････ 33 頁 

引用文献 ････････････････････････････････ 34 頁 

 

 

 

 

 



 

 

 

発表論文目録および学会発表目録 
 

 

本研究の一部は以下の論文に投稿中である。 

1. Ren Yamada, Kenichi Morikawa, Kiyohiko Hotta, Daiki Iwami, Tatsu 

Tanabe, Sachiyo Murai, Nobuo Shinohara, Sonoe Yoshida, Shunichi Hosoda, 

Akinori Kubo, Yoshimasa Tokuchi, Takashi Kitagataya, Megumi Kimura, 

Masato Nakai, Takuya Sho, Goki Suda, Mitsuteru Natsuizaka, Koji Ogawa, 

and Naoya Sakamoto． 

Incidence of hepatitis B virus reactivation in kidney transplant 

patients with resolved hepatitis B virus infection 

American Journal of Transplantation（投稿中） 

 

本研究の一部は以下の学会にて発表した。 

1. Ren Yamada , Kenichi Morikawa , Naoya Sakamoto 
Incidence of hepatitis B virus reactivation in kidney transplant 

patients with or without resolved HBV infection 
第 28 回日本消化器関連学会週間、2020 年 11 月 5 日～11 月 8 日、神戸 

 

 

 

  



2 

 

要 旨 
【背景と目的】 

 B 型肝炎ウイルス(hepatitis B virus, HBV)は、ヘパドナウイルス科に属す

る不完全二本鎖環状 DNA(relaxed circular DNA;rcDNA)を有するウイルスであ

る。肝細胞に感染するために、HBV はまず HBV 特異的な受容体を介して肝細胞

の表面から侵入し、細胞質内に取り込まれる。肝細胞への侵入後、rcDNA は HBV

ヌクレオカプシドから放出され、核内へ移行し、宿主の DNA 修復酵素を用いて

完全閉鎖二本鎖 DNA（covalently closed circular DNA;cccDNA)に変換される。

cccDNA から pregenomic RNA(pgRNA)を含む 4 本の mRNA が転写され複数の HBV

蛋白が翻訳され、HBV の複製が行われる。cccDNA は宿主クロモソームに囲まれ

て存在しており安定性が非常に高く、長期にわたり HBV 複製の供給源となるた

め、HBV の持続感染の鍵となる分子である。 

 HBV ワクチンが存在しているにも関わらず、HBV 感染症は世界的な健康問題

となっている。HBV は、宿主の免疫系を回避して持続的な感染を確立し、慢性

肝炎、肝硬変、肝細胞癌の主要な原因となっており、HBV キャリアは世界中で 2

億 5,000 万人以上と推定されている。本邦では、人口の約 1％が HBV キャリア

であり、HBV 既往感染者は人口の約 20～30％と推定されている。 

腎移植は、末期腎不全の唯一の根治的治療法である。本邦における 2019 年の

腎移植数は 2,057 人と年々増加傾向にあるが、献腎移植登録数は 12,505 人で

あり相対的なドナー不足の状態である。移植実施数の増加に伴いドナー臓器の

安全性の向上が求められている。HBV 既往感染者では、cccDNA は完全に体内か

ら除去されずに長期間にわたって肝組織内に残存しているが、腎臓内に潜伏性

または持続性の HBV 感染が存在するかの知見はない。したがって、HBV 既往感

染者のドナー腎による HBV感染リスクの可能性は否定できない。Mahboobiらは、

HBc 抗体陽性ドナー腎を使用した腎移植後のレシピエントの HBV セロコンバー

ジョン率に関するメタアナリシス解析を行った。1,385 人の腎不全患者を対象

とした 9 つの研究を解析しており、腎移植後の HBV マーカーのセロコンバージ

ョン率の合計は 3.24％であった（45/1,385：HBs 抗原（n=4）、HBc 抗体（n=32）、

HBs 抗体（n= 5）、HBc 抗体または HBs 抗体のいずれか（n=4））。  

腎移植患者は、移植後の維持期にステロイド剤、代謝拮抗剤、カルシニュー

リン阻害剤などの複数の免疫抑制剤を併用している。化学療法や免疫抑制療法

を受けた HBV 既往感染者において、HBV の再活性化による肝炎を発症した症例

報告がなされている。化学療法や免疫抑制剤による二次的な HBV の再活性化は、

劇症肝炎を引き起こす可能性があるため、その防止は重要な課題である。腎移

植後の免疫抑制剤による HBV 既往感染レシピエントにおける HBV 再活性化の割

合はおよそ 2.9～6.5%である。HBV 既往感染者の腎臓内に HBV が潜伏または持
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続的に存在すると仮定すると、ドナーが HBV 既往感染者の場合、腎移植を介し

て HBV が感染する可能性がある。本研究の目的は、①HBV 既往感染ドナーから

HBV 未感染レシピエント(A 群)、②HBV 既往感染レシピエント(B 群)、の腎移植

後の HBV 再活性化の現状を明らかにすることである。 

【対象と方法】 

北海道大学病院で 1996 年 8 月から 2019 年 12 月までに腎移植が施行された

340 症例のドナーとレシピエントを対象とし、臨床背景や血中 HBV ステータス

の変化、HBV 再活性化の頻度を後ろ向きに解析した。2019 年 9 月から 2021 年 8

月にかけて腎移植に関連する腎生検が施行された症例の中で、HBV 既往感染ド

ナー腎を使用した 32 症例の腎組織中の cccDNA を測定した。HBV の腎組織内で

の複製を評価するために、ヒト胎児腎細胞株である HEK293T 細胞およびヒト近

位尿細管細胞株である HK-2 細胞へ HBV ゲノムを含むプラスミドを用いてトラ

ンスフェクション実験を行った。また、肝細胞と腎細胞における HBV 増殖能を

比較するために、HEK293T 細胞とヒト肝癌細胞株である HepG2 細胞へ HBV プラ

スミドをトランスフェクションし、トランスフェクション効率を補正した上で

HBV 蛋白や pgRNA の発現量を比較検討した。 

【結果】 

 HBs 抗原陽性ドナーは認められなかったが、レシピエントでは 5 症例が HBs

抗原陽性であった。HBV 既往感染者はドナーが 70 症例（33%、70/212）、レシピ

エントが 73 症例（27.4%、73/266）であった。全ての症例で免疫抑制剤が 3 剤

以上使用されていた。HBV 既往感染ドナーから HBV 未感染レシピエントへ腎移

植が施行された 45 症例のうち、1/45 症例(2.2%)で HBc 抗体の陽性化、1/45 症

例（2.2%）で HBV-DNA の陽性化が認められた。HBV 既往感染レシピエントの 63

症例のうち、3/63 症例(4.8%)で HBV の再活性化がみられた。いずれの症例にお

いても免疫抑制・化学療法により発症する B型肝炎対策ガイドラインに従い HBV

再活性化対策を行った結果、肝炎の発症は認めなかった。 

 HBV 既往感染ドナー腎を使用した 32 症例の腎生検検体の cccDNA 測定したと

ころ、A 群の血中 HBV-DNA が定性陽性化した 1 症例から cccDNA が 3.2log 

copies/ug で検出された。 

HBVプラスミドをトランスフェクションした HEK293T細胞および HK-2細胞の

培養上清に HBs 抗原、HBe 抗原、HBcr 抗原の分泌が確認された。HBV プラスミ

ドをトランスフェクションした HEK293T 細胞と HepG2 細胞の HBV 蛋白や pgRNA

の発現量を eGFP 陽性細胞で補正すると、いずれも HEK293T 細胞での発現量が

低いことが確認された。 

【考察】 

 HBV 既往感染ドナーから HBV 未感染レシピエントへの移植では、HBV ステー
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タスの陽性化率は、HBc 抗体で 2.2％（1/45）、HBV-DNA で 2.2％（1/45）であ

り、HBV 検出において最も感度の高いとされる HBV-DNA レベルでの報告はこれ

までになく、本研究が新規の報告になる。また、HBV 既往感染レシピエントに

おける腎移植後の HBV 再活性化率は 2.9-6.5%と報告されており、既報と同等の

結果であった。 

HBV 既往感染ドナーから HBV 未感染レシピエントへの移植群で血清 HBV-DNA

が定性陽性化した症例の腎生検検体から cccDNA が検出され、HBV 既往感染ドナ

ーの腎組織に潜伏していた HBV が移植時にレシピエントへ伝播した可能性があ

ると考えられた。HBV プラスミドを腎細胞株へトランスフェクションし、その

後の HBV 分泌蛋白を確認し、腎細胞が HBV 複製能を有すると考えられたが、肝

細胞株に比べて HBV 蛋白の発現量は低く、腎細胞は肝細胞に比べて HBV 複製能

が低いと考えられた。 

【結論】 

 HBV 既往感染レシピエントにおける HBV 再活性化の頻度は既報と同等であっ

た。HBV 既往感染ドナーから HBV 未感染レシピエントへ腎移植が施行された症

例のうち、1/45 症例(2.2%)で HBc 抗体の陽性化、1/45 症例（2.2%）で HBV-DNA

の陽性化が認められた。HBV-DNA 陽性化症例の腎生検検体から cccDNA が検出さ

れ、HBV 既往感染者における HBV の腎潜伏感染の可能性が示唆されたが、HBV に

関連した肝炎の発症はなく、比較的安全であると考えられた。 
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略 語 表 
 

本文中および図中で使用した略語は以下のとおりである 

ALT, alanine aminotransferase 

AST, aspartate aminotransferase 

BAX, basiliximab 

cccDNA, covalently closed circular DNA 

DR, direct repeat 

DMEM, Dulbecco's Modified Eagle Medium 

ETV, entecavir hydrate 

GAPDH, Rodent glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 

HBc, hepatitis B core 

HBcr, hepatitis B core related 

HBe, hepatitis B e 

HBs, hepatitis B surface 

HBV, hepatitis B virus 

HCV, hepatitis C virus 

HIV, human immunodeficiency virus 

HLA, human leukocyte antigen 

HNF4α, Hepatocyte nuclear factor 4 alpha 

MMF, mycophenolate mofetil 

MP, methylprednisolone 

ND, no data 

NTCP, sodium taurocholate co-transporting polypeptide 

pCMV-eGFP, plasmid cytomegalo virus-enhanced green fluorescent protein 

pgRNA, pregenomic RNA 

PPARα, Peroxisome proliferator activated receptor alpha 

rEGF, recombinant epidermal growth factor  

rcDNA, relaxed circular DNA 

RXRα, Retinoid X receptor alpha 

TAC, tacrolimus 

TAF, tenofovir alafenamide, 
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緒  言 

 
B 型肝炎ウイルス(hepatitis B virus, HBV)は、ヘパドナウイルス科に属す

る不完全二本鎖環状 DNA(relaxed circular DNA;rcDNA)を有するウイルスであ

る(Grzegorzewska et al., 2016 ; Hoofnagle et al., 2007)。肝細胞に感染

するために、HBV はまず HBV 特異的受容体である sodium taurocholate co-

transporting polypeptide(NTCP)を介して肝細胞表面から侵入し、細胞質内に

取り込まれる(図 1)。肝細胞への侵入後、rcDNA は HBV ヌクレオカプシドから放

出され、核内移行し、宿主 DNA修復酵素を用いて完全閉鎖二本鎖 DNA(covalently 

closed circular DNA;cccDNA) に変換さ れる。 cccDNA か ら pregenomic 

RNA(pgRNA)を含む 4 本の mRNA が転写、複数の HBV 蛋白が翻訳され、HBV の複製

が行われる。cccDNA は宿主クロモソームに囲まれて存在しており安定性が非常

に高く、長期にわたり HBV 複製の供給源となるため、HBV の持続感染の鍵とな

る分子である。（Morikawa et al., 2016)。 

 

 

 

図 1. B 型肝炎ウイルスの生活環（（Morikawa et al., 2016）より引用） 

 

 HBV ワクチンが存在しているにも関わらず、HBV 感染症は世界的な健康問題
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となっている。HBV は、宿主免疫系を回避して持続的な感染を確立し、慢性肝

炎、肝硬変、肝細胞癌の主要な原因となっている。母子感染による垂直感染、

乳幼児期の水平感染、医療行為や性交渉などによる水平感染が主な感染経路と

なる。成人における HBV 初感染の大部分は一過性感染で経過するが、一部慢性

化し、キャリアとなる。免疫応答の未発達な乳幼児期に垂直感染や水平感染に

より HBV に感染すると、9 割以上の症例で HBV 持続感染が成立する。大部分は、

免疫応答が発達する思春期頃に肝炎を発症するが、若年期に hepatitis B e 

(HBe)抗原陽性から HBe 抗原陰性へと HBe セロコンバージョンを起こして非活

動性キャリアとなり、病態が安定する。一部の症例では、hepatitis B surface 

(HBs)抗原が消失し、HBs 抗体が出現する HBs セロコンバージョンがおこり、臨

床的寛解へと至る。1990 年代に開始された HBV ユニバーサルワクチン接種プロ

グラムにより、世界的には急性 HBV 感染の発生率と慢性キャリアの有病率が低

下しているが(Chen et al., 2004; Hsu et al., 2004; Kao et al., 2002; Ni 

et al., 2016;Roberts et al., 2016)、HBV キャリアは世界中で 2 億 5,000 万

人以上(World Health Organization, 2017)、本邦では人口の約 1％が HBV キャ

リアであり、HBV 既往感染者は人口の約 20～30％と推定されている (Kusumoto 

et al., 2009; Urata et al., 2011)。近年、母子感染以外の感染者数が予想以

上に多いことや、HBV 既往感染者でも免疫抑制状態で潜伏感染した HBV が再活

性化することで重症肝炎を発症することが明らかになってきた。これらの知見

の蓄積により、日本では予防接種法が改正され、2016 年 10 月から 1 歳未満の

乳児に対する HBVワクチンの全国接種が開始された。HBV既往感染者の多くは、

HBc 抗体と HBs 抗体の両方が陽性であるが、中には hepatitis B core(HBc)抗

体陽性または HBs 抗体のみが陽性の患者もいる。HBs 抗体単独陽性（HBs 抗原陰

性かつ HBc 抗体陰性）例においても、HBV の再活性化は報告されており、ワク

チン接種歴が明らかな場合を除き、ガイドラインに従った対応が推奨されてい

る(Drafting Committee for Hepatitis Management Guidelines, 2020)。 

腎移植は、末期腎不全の唯一の根治的治療法である。本邦における 2019 年の

腎移植数は 2,057 人と年々増加傾向にあるが、献腎移植登録数は 12,505 人で

あり相対的なドナー不足の状態である(図 2）(石井., 2020)。 
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図 2. 本邦における腎移植数の推移 (石井., 2020 より引用） 

 

移植数の増加の最大の要因は生体腎移植数の増加であり、血液型不適合移植

や高齢者の移植が増加していることが挙げられる。移植実施数の増加に伴い、

ドナー臓器の安全性の向上が求められている。日本臓器移植ネットワークのレ

シピエント選択基準には C 型肝炎について記載があるものの B 型肝炎に関する

詳細な記載はない（日本臓器移植ネットワーク 腎臓移植希望者選択基準 2021

年 4 月 1 日改正版）。生体腎移植のドナーガイドラインではドナーとして全身

性活動性感染症を伴わないことと記載されているが詳細な記載がないのが現状

である（両角 他., 2014）。Kidney Disease: Improving Global Outcome(KDIGO)

の報告では、HBs抗原陽性のドナーから HBV未感染のレシピエントへの移植は、

血液を介した HBV 感染のリスクがあるため禁忌とされている(Chadban et al., 

2020)。HBV 既往感染者では、cccDNA は完全に体内から除去されずに長期間にわ

たって肝組織内に残存するが、腎臓内に潜伏性または持続性の HBV が存在する

かの知見はない。したがって、HBV 既往感染者のドナー腎臓内に HBV が潜伏ま

たは持続的に存在すると仮定すると、ドナーが HBV 既往感染者の場合、腎移植

を介して HBV が感染する可能性がある。 

Mahboobi らは、HBc 抗体陽性ドナー腎を使用した腎移植後のレシピエントの

HBV セロコンバージョン率に関するメタアナリシス解析を行った。1,385 人の
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腎不全患者を対象とした 9 つの研究を解析しており、腎移植後の HBV マーカー

のセロコンバージョン率の合計は 3.24％であった（45/1,385：HBs 抗原（n=4）、

HBc 抗体（n=32）、HBs 抗体（n= 5）、HBc 抗体または HBs 抗体のいずれか（n=4））

（Mahboobi et al.,2012）。HBc 抗体陽性のドナーからの移植で、HBV 未感染の

レシピエントのみを対象とした報告では、HBs 抗原で 0.4％（1/185）、HBc 抗

体で 2.2％（4/185）、HBs 抗体で 1.6％（3/185）と、4.3%（8/185）で HBV マー

カーのセロコンバージョンが観察された。(Akalin et al., 2005; De feo et 

al., 2006; Satterthwaite et al., 1997; Veroux et al., 2005; Wachs et 

al., 1995)。ただしこれらの報告ではドナーの HBV 感染を把握するための最も

感度の高い検査とされる HBV-DNA の測定は施行していない。 

腎移植患者は、移植後の維持期にステロイド剤、代謝拮抗剤、カルシニュー

リン阻害剤などの複数の免疫抑制剤を併用している。化学療法や免疫抑制療法

を受けた HBV 既往感染者において、HBV の再活性化による肝炎を発症した症例

報告がなされている（Hui et al., 2006; Kim et al., 2013;Kusumoto et 

al.,2009; Kusumoto et al., 2011; Oketani et al., 2012; Yeo et al., 

2009)。化学療法や免疫抑制剤による二次的な HBV の再活性化は、劇症肝炎を引

き起こす可能性があるため、その防止は重要な課題である。腎移植後の免疫抑

制剤による HBV 既往感染レシピエントにおける HBV 再活性化の割合はおよそ

2.9～6.5%である(Chen et al., 2013; Kanaan et al., 2012; Querido et al., 

2019)。   

本研究の目的は、①HBV 既往感染ドナーから HBV 未感染レシピエント、②HBV

既往感染レシピエント、の腎移植後の HBV 再活性化の現状を明らかにすること

である。また、腎移植患者の腎生検検体の cccDNA 測定や腎細胞株へ HBV プラス

ミドのトランスフェクション実験を施行し、HBV の腎臓への感染の可能性につ

いて検討した。 
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研 究 方 法 
 

1．患者  

①北海道大学病院で1996年8月から2019年12月までに腎移植が施行された340

症例のドナーとレシピエントを対象とした。HBV既往感染ドナーからHBV未感染

レシピエント群（A群）とHBV既往感染レシピエント群(B群、ドナーのHBVステー

タスは問わない)に分類して、血清HBVステータスおよび臨床背景とHBV再活性化

の関連性を調べた。 

②2019 年 9 月から 2021 年 8 月にかけて腎移植に関連する腎生検が施行され

た症例の中で、HBV 既往感染ドナー腎を使用した 32 症例の腎組織中の cccDNA

を測定した。 

 

（1）対象患者 

ドナー：北海道大学病院において腎臓移植施行の腎臓提供者。 

レシピエント：北海道大学病院において腎臓移植施行の患者。 

 

（2）選択基準 

① 同意取得時において年齢が20歳以上の患者 

② 本試験参加について、試験参加前に本人に十分な説明を行い、本人によ

る同意文書が得られた患者  

③ 腎臓のドナーが以下の除外基準に抵触しない方 

④ 腎臓のレシピエントが以下の除外基準に抵触しない方 

 

（3）除外基準 

① コントロールの困難な心疾患（心筋梗塞、心不全、不整脈等）のある患

者 

② 核酸アナログ製剤に過敏症の既往歴のある患者 

③ 添付文書にある併用禁忌の薬剤を投与中の患者 

④ その他、主治医が本検討に際し、参加が不適当であると判断した患者 

⑤ その他、研究責任者が被験者として不適当と判断した患者 

・HBVステータス取得困難 

・ドナー、レシピエントともにHBV未感染 

・HBs抗原陽性レシピエント 

・HBVワクチン接種歴を有するHBs抗体単独陽性者 

・複数回の腎移植患者 

 

本研究は、北海道大学病院倫理委員会の承認を得て行われ（IRB-015-0014 お
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よび IRB-019-0075）。全ての対象患者に 1964 年ヘルシンキ宣言に拠るヒトを

対象とする医学研究の倫理原則に基づきインフォームドコンセントを行い、書

面での同意を得た。この研究は UMIN 臨床試験に登録している（UMIN000040545）。 

 

２．研究の方法 

(1)  研究の種類・デザイン 

過去起点コホート観察研究 

(2)  観察および検査項目とその実施方法 

以下の項目について、腎移植ドナーは移植前 1 回のみ、腎移植レシピエ

ントは３ヶ月～一年毎に観察および検査を実施し、そのデータを本研究に

利用する。8)は本研究のために実施するものであり、測定のために採血量

が約 7ml 増加する（トータル最大 292 ml / 10 年間）。1)～7)、9)はすべ

て日常診療で実施される項目であり、その頻度も日常診療と同等である。 

【診療情報】 性別、年齢、身長、肝組織診断、既往歴、内服歴、腎疾患、

透析歴、脳死・生体の種類、HLAミスマッチ、クロスマッチ陽性、血液型不

適合の有無、輸血歴、拒絶反応、グラフト不全  

【血液等検査項目】 

1) ウイルス側因子： HBV-DNA、HBs 抗原、HBs 抗体、HBc 抗体 

2) 末梢血液検査： WBC、WBC 分画、 Hb、Plt 

3) 肝 機 能 検 査 ： aspartate aminotransferase(AST) 、 alanine 

aminotransferase（ALT） 

4) 生化学検査： LDH、BUN、総ビリルビン、直接ビリルビン、ALP、γ-GTP、

総タンパク、アルブミン、クレアチニン、Na、K、Cl 

5) （任意）肝線維化・腫瘍マーカー：P-III-P、ヒアルロン酸、IV 型コラー

ゲン 7S、M2BPGi、AFP 

6) 耐糖能関連検査：空腹時血糖、インスリン、HbA1c、脂質代謝検査：TC、

LDL-C、TG 

凝固能検査 

7) (任意) フィブロスキャンによる肝硬度測定 

8) 保存血清 7ml 

9) 肝・腎画像検索：腹部超音波検査・CT・MRI 等（年 1 または２回） 

【腎生検組織検査項目】 

下記の項目を泌尿器科で行われる移植腎の病理組織診断に使用する一部を本

研究に利用する。生検試料の一部を使用するため、本研究のための、追加腎組織

の採取は行わない。 

1） HBV完全閉鎖2本鎖DNA（covalently closed circular DNA：cccDNA） 
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表1. 検査測定場所および観察期間 

 
●：保存血清   ○：院内測定   △：可能な限り実施する 

■：腎組織（HBV cccDNA：消化器内科研究室にて測定） 

 

（3）被験者の研究参加予定期間 

各被験者は同意後、外来受診時、または入院時参加する。 

（4）研究終了後の対応 

本研究終了後は、この研究で得られた成果も含めて、研究責任者は被験者

に対し最も適切と考える医療を提供する。 

 

3．HBV マーカー測定 

血清 HBs 抗原測定は Architect HBs 抗原 QT assay kit(Abbott Japan, 

Tokyo, Japan)（検出域 0.05‒250 IU/mL）で行なった。検出限界上限を超えた

検体では、1: 20 から 1: 500 の段階希釈法を用い、250-125,000 IU/mL までの

測定を行なった。血清 HBs 抗体、HBc 抗体はそれぞれ Architect Anti-HBs 

assay kit, the Architect HBc assay kit(Abbott Japan, Tokyo, Japan)で測

定した。血清 HBV DNA 値の測定はリアルタイム PCR 法(Cobas Taqman HBV 

Auto v2 or the Cobas 6800/8800 systems, Roche Diagnostics, Tokyo, 

Japan)(検出感度 2.1 log10 copies/mL 以上)を用いた。 

 

項目 測定場所 観察間隔 

血液一般検査  ○ 3 ヶ月毎 

肝機能検査 ○ 3 ヶ月毎 

生化学検査 ○ 3 ヶ月毎 

肝線維化マーカー △ 6 ヶ月毎 

腫瘍マーカー △ 3 ヶ月毎 

脂質代謝検査 ○ 3 ヶ月毎 

耐糖能関連検査 ○ 3 ヶ月毎 

ウイルス側因子（但し HBc 抗体は初回のみ） ○ 1 年毎 

血清保存（7mL） ● 3 ヶ月毎 

フィブロスキャン測定 △ 1 年毎 

腎組織中 cccDNA ■ 不定期 
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4. 分析方法 

1996 年 8 月から 2019 年 12 月までに腎移植が施行された 340 症例のドナー

とレシピエントを対象とした。HBV 既往感染ドナーから HBV 未感染レシピエン

ト群（A 群）と HBV 既往感染レシピエント群(B 群)に分類して、血清 HBV ステ

ータスおよび臨床背景と HBV 再活性化の関連性を調べた。患者背景、血液学的

データ、ウイルス学的データを検討した。HBV 再活性化の定義は、HBs 抗原の

陽転化もしくは HBV-DNA 検出感度以上への増加(HBV-DNA 20IU/mL(1.3 Log 

IU/mL、または 2.1 log copies/mL)以上とした（楠本 他., 2018）。肝逸脱酵

素の上昇は、血清 ALT 値が 100IU/L を超えて 3 倍以上に上昇した場合と定義し

た(Lee et al., 2018)。 

 

5．腎組織中 cccDNA 測定 

2019 年 9 月から 2021 年 8 月にかけて腎移植に関連する腎生検が施行された

症例の中で、HBV 既往感染ドナー腎を使用した 32 症例の腎組織中の cccDNA を

測定した。 

 

試薬及び材料 

2-mercaptoethanol(Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan)、 All 

protect Tissue Reagent(QIAGEN, Tokyo, Japan)、 AllPrep® 

DNA/RNA/Protein Mini(QIAGEN, Tokyo, Japan)、 TaqMan® Fast Advanced 

Master Mix (Applied Biosystems, Tokyo Japan)、 フォワード・リバースプ

ライマー、cccDNA TaqMan プローブ(Thermo Fisher Scientific K.K., Tokyo, 

Japan)。 

pUC-D-IND（genotype D；deposited into GenBank with accession number 

AB246347）は、Sugiyama らが作成した野生型の 1.24 倍長の HBV ゲノムを含む

HBV 発現プラスミドを供与頂いた (Sugiyama et al., 2006)。 

 

DNA 抽出:腎生検から AllPrep® DNA/RNA/Protein Mini を用いて以下の方法で

行った。 

①検体を All protect Tissue Reagent に浸透させ、試薬中の組織を 2-8℃で

一晩インキュベートした後、組織を試薬から取り出して-80℃で保存 

②Buffer RLT 600 μL、2-mercaptoethanol 6 μL、5.0 mm ジルコニアビーズ

を加え、2.0 mL 破砕用 tube に検体を入れ、ビーズクラッシャー(μT-01, 

TITEC, Koshigaya, Japan)を用いて 60 秒間 x 2 で腎組織を破砕 

③13,300 rpm、3 分間室温で遠心し、上清を 2 mL collection tube 中にセッ

トした AllPrep DNA スピンカラムに入れ、13,300 rpm、30 秒間、室温遠心
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し、ろ液を廃棄 

④AllPrep DNA スピンカラムを新しい microtube にセットし、500μL の 

Buffer AW1 を AllPrep DNA スピンカラムに添加し、 13,300 rpm 、15 秒間、

室温遠心し、ろ液を廃棄 

⑤500μL の Buffer AW2 を AllPrep DNA スピンカラムに添加し、 13,300 

rpm、2 分間、室温で遠心し、ろ液を廃棄 

⑥AllPrep DNA スピンカラムを新しい microtube にセットし、13,300 rpm 、1

分間、室温遠心し、ろ液を廃棄 

⑦AllPrep DNA スピンカラムを新しい microtube にセットし、20μL の Buffer 

EB を直接スピンカラム・メンブレンに添加し、室温で 1 分間インキュベート

した後に 13,300 rpm で 1 分間、室温で遠心した。同作業を 2 回行った。DNA

を含む溶出液を回収 

⑧DNA の濃度測定は、分光光度計(DS-11 Spectrophotometer, DeNovix)を用い

て行った。 

リアルタイムポリメラーゼ連鎖反応（Real time polymerase chain 

reaction） 

 cccDNA は TaqMan® real-time PCR を用いて測定した。cccDNA は完全な二本

鎖 DNA であるが，relaxed circular DNA(rcDNA)は、マイナス鎖の直接反復

（direct repeat;DR）1 とプラス鎖の DR2 の近くにギャップが存在する

(Nassal., 2015)。プライマーを DR1 と DR2 の外側に設定することで、rcDNA

の伸長反応は途中で止まるため、cccDNA に特異的なプライマーとなる。

TaqMan® real-time PCR では，pUC-D-IND のプラスミド DNA からウイルスのコ

ピー数を算出し，定量用の検量線を作成したところ、検出限界は 1.08×102 

copies/μg であった。 

本研究では、2 つのオリゴヌクレオチドプライマー、フォワードプライマー

（5′- CTCCCCGTCTGTGCCTTCTC-3′、nt1545~nt1564）およびリバースプライマ

ー（5′- GCACAGCTTGGAGGCTTGAA-3′、nt1863〜nt1882）、および TaqMan プロ

ーブ（5′-FAM- CCGTGTGCACTTCGCTTCACC-TAMRA-3′、nt1575〜nt1595）を用い

て cccDNA を測定した。PCR は，抽出した DNA，TaqMan® Fast Advanced Master 

Mix，各プライマー300nmol，プローブ 250nmol を用いて行った。cccDNA の増

幅は以下のように行った。 

① 200μL 96-well plate に、TaqMan® Fast Advanced Master Mix 10μl・フ

ォワードプライマー 0.4μl・リバースプライマー 0.4μl ・TaqMan プロ

ーブ 1μl・DNA sample 1μl・Nuclease-free Water 7.2μl を加え、計 20

μl に調整。 

② 50℃で 2 分間、次に 94℃で 10 分間、その後 94℃で 15 秒、60℃で 1 分間を
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35 サイクルの条件で the Step One Plus(Applied Biosystems, Tokyo, 

Japan)を用いて定量的 PCR を行った。pUC-D-IND を 10 段階に希釈し、スタ

ンダードカーブを作成し、定量した。 

 

6．腎細胞株への HBV プラスミドトランスフェクション 

試薬及び材料 

10％FBS（Thermo Fisher Scientific K.K., Tokyo, Japan）、100 U/mL ペニ

シリン、100 ug/mL ストレプトマイシン（Thermo Fisher Scientific K.K., 

Tokyo, Japan）、Keratinocyte-SFM（Thermo Fisher Scientific K.K., 

Tokyo, Japan）、Lipofectamine 3000® （Thermo Fisher Scientific K.K., 

Tokyo, Japan）、 P3000 Reagent（Thermo Fisher Scientific K.K., Tokyo, 

Japan）、 Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific K.K., Tokyo, Japan）、   

pUC-CAT(genotype C；deposited into GenBank with accession number 

AB246375)は、Sugiyama らが作成した野生型の 1.24 倍長の HBV ゲノムを含む

HBV 発現プラスミドを供与頂いた (Sugiyama et al., 2006)。 

HK-2 細胞（ヒト腎近位尿細管細胞株）は北海道大学大学院医学研究院 免疫・

代謝内科学教室 中沢大悟先生より供与頂いた。 

 

細胞培養 

ヒト胎児腎細胞株（HEK293T）は、10％FBS、100 U/mL ペニシリン、100 ug/mL 

ストレプトマイシンを添加したDulbecco’s Modified Eagle Medium(DMEM)/高

グルコースで培養した。HK-2細胞（ヒト腎近位尿細管細胞株）はrecombinant 

epidermal growth factor (rEGF)およびウシ下垂体抽出物を添加した

Keratinocyte-SFMで培養した。細胞培養は、95%の空気と5%のCO2で加湿し37℃

で維持した。 

トランスフェクション：Lipofetamine 3000 を用いて施行した。 

①5.0×105個の HEK293T 細胞および HK-2 細胞を 6 well collagen coat に散布 

②Opti-MEM Medium 125μl と Lipofectamine 3000 Reagent 7.5μl を混合 

③pUC-CAT 2.5μg と Opti-MEM Medium 125μl を混合した後に P3000 Reagent 

5μl と混合。ネガティブコントロールとして HBV ゲノムが入っていない pcDNA

を pUC-CAT と同量で使用した。 

④②③をそれぞれ 125μl ずつ混合して室温で 10 分間インキュベート 

⑤細胞散布から 24 時間経過した well に④の混合液を 250μl ずつ滴下 

⑥細胞散布 72 時間後に培養上清を回収した。 

HBV マーカー測定： 

SRL 社に委託して培養上清の HBs 抗原、HBe 抗原、hepatitis B core 
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related(HBcr)抗原の測定を行った。 

 

7.腎細胞および肝細胞の HBV 分泌蛋白および pgRNA 産生の比較検討 

試薬及び材料 

10％FBS（Thermo Fisher Scientific K.K., Tokyo, Japan）、100 U/mL ペニ

シリン、100 ug/mL ストレプトマイシン（Thermo Fisher Scientific K.K., 

Tokyo, Japan）、Lipofectamine 3000® （Thermo Fisher Scientific K.K., 

Tokyo, Japan）、 P3000 Reagent（Thermo Fisher Scientific K.K., Tokyo, 

Japan）、 Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific K.K., Tokyo, Japan）、

plasmid cytomegalo virus-enhanced green fluorescent protein(pCMV-

eGFP)(Addgene, Tokyo, Japan)、 

pUC-CAT(genotype C；deposited into GenBank with accession number 

AB246375)は、Sugiyama らが作成した野生型の 1.24 倍長の HBV ゲノムを含む

HBV 発現プラスミドを供与頂いた (Sugiyama et al., 2006)。 

2-mercaptoethanol(Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan)、 

QIAshredder(QIAGEN, Tokyo, Japan)、 AllPrep® DNA/RNA/Protein 

Mini(QIAGEN, Tokyo, Japan)、 High Capacity cDNA Reverse Transcription 

Kit (Applied Biosystems, Tokyo, Japan)、 TaqMan® Fast Advanced Master 

Mix (Applied Biosystems, Tokyo Japan)、Gene Expression Assays (Rodent 

glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase(GAPDH))(Applied Biosystems, 

Tokyo, Japan)、フォワード・リバースプライマー、pgRNA TaqMan プローブ

(Thermo Fisher Scientific K.K., Tokyo, Japan)。 

pUC-D-IND（genotype D；deposited into GenBank with accession number 

AB246347）は、Sugiyama らが作成した野生型の 1.24 倍長の HBV ゲノムを含む

HBV 発現プラスミドを供与頂いた (Sugiyama et al., 2006)。 

 

細胞培養 

ヒト胎児腎細胞株（HEK293T）およびヒト肝癌細胞（HepG2）は、10％FBS100 

U/mL ペニシリン、100 ug/mL ストレプトマイシンを添加した DMEM/高グルコ

ースで培養した。細胞培養は、95%の空気と 5%の CO2で加湿し 37℃で維持し

た。 

トランスフェクション：Lipofetamine 3000 を用いて施行した。 

①5.0×105個の HEK293T 細胞および HepG2 細胞を 6 well collagen coat に散

布 

②Opti-MEM Medium 125μl と Lipofectamine 3000 Reagent 7.5μl を混合 

③pUC-CAT 1μg と pCMV-eGFP 0.5μg、Opti-MEM Medium 125μl を混合した後
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に P3000 Reagent 3μl と混合 

④②③をそれぞれ 125μl ずつ混合して室温で 10 分間インキュベート 

⑤細胞散布から 24 時間経過した well に④の混合液を 250μl ずつ滴下 

⑥細胞散布 72 時間後に蛍光顕微鏡による蛍光度観察でトランスフェクション

導入効率を比較計算した。 

⑦細胞ペレットおよび培養上清を回収した。 

HBV マーカー測定： 

SRL 社に委託して培養上清の HBs 抗原、HBe 抗原、HBcr 抗原の測定を行った。 

トランスフェクション導入効率を補正した値を算出するために、eGFP 陽性細

胞の比率を元に計算した。 

RNA 抽出：回収した細胞から AllPrep® DNA/RNA/Protein Mini を用いて以下の

方法で行った。 

①Buffer RLT 600 μL、2-mercaptoethanol 6 μL を加え、ボルテックス 

②2.0 mL collection tube にセットした QIAshredder スピンカラムに添加

し、13,300 rpm、2 分間室温で遠心 

③ホモジナイズしたライセートを 2 mL collection tube 中にセットした 

AllPrep DNA スピンカラムに入れ、13,300 rpm、30 秒間、室温遠心 

④③のろ液に 100%エタノール 400μl を加えピペッティングにより混和 

⑤サンプルを 2 mL collection tube 中にセットした RNeasy スピンカラムに

入れ、13,300 rpm、15 秒間、室温遠心し、ろ液を廃棄 

⑥500μL の Buffer RPE を RNeasy スピンカラムに添加し、13,300 rpm、15 秒

間、室温遠心し、ろ液を廃棄 

⑦500μL の Buffer RPE を RNeasy スピンカラムに添加し、13,300 rpm、2 分

間、室温で遠心し、ろ液を廃棄した。 

⑧RNeasy スピンカラムを新しい microtube にセットし、13,300 rpm、1 分間、

室温遠心し、ろ液を廃棄 

⑨RNeasy スピンカラムを新しい microtube にセットし、50μL の RNeasy free 

water を直接スピンカラム・メンブレンに添加し、室温で 1 分間インキュベー

トした後に 13,300 rpm で 1 分間、室温で遠心し、RNA を含む溶出液を回収 

⑩RNA の濃度測定は、分光光度計(DS-11 Spectrophotometer, DeNovix)を用い

て行った。 

cDNA 合成：High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit を用いて以下の

手法にて行った。 

① 10×RT buffer・dNTP・Random Primer・Transcriptase・RNase 

inhibitor・RNA サンプル・RNase free water が計 20μL となるように調

製し、サーマルサイクラーにセット。25℃10 分、37℃120 分、85℃5 分、
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4℃でインキュベートを行い cDNA を合成した。 

逆転写ポリメラーゼ連鎖反応（reverse transcription polymerase chain 

reaction,RT-PCR）： 

pgRNA は TaqMan® RT-qPCR を用いて測定した。本研究では、2 つのオリゴヌ

クレオチドプライマー、フォワードプライマー（5′-CGCGTCGCAGAAGATCTCAA-

3′）およびリバースプライマー（5′-AGCCCCGTAAAGTTTCCCAC-3′）、および

TaqMan プローブ（5′-FAM-TCGGGAATCTCAATGTTAGTATCCC-TAMRA-3′）を用いて

pgRNA を測定した。 

①200μL 96-well plate に、TaqMan® Fast Advanced Master Mix 10μl・フ

ォワードプライマー 0.4μl・リバースプライマー 0.4μl ・TaqMan プローブ

1μl・cDNA template 1μl・Nuclease-free Water 7.2μl を加え、計 20μl

に調整。GAPDH の発現を各サンプルのインターナルコントロールとして使用し

た。GAPDH は、TaqMan® Fast Advanced Master Mix 10μl・Gene expression 

assay 1μl・cDNA template 1μl・Nuclease-free Water 7.2μl を加え、計

20μl に調整した。 

②95℃ 20 秒を 40 サイクル、95℃ 1 秒、60℃ 20 秒を 40 サイクルの条件で

the Step One Plus(Applied Biosystems, Tokyo, Japan)を用いて定量的 RT-

PCR を行った。 

トランスフェクション導入効率を補正した値を算出するために、eGFP 陽性細

胞の比率を元に pgRNA の発現量を計算した。 

 

 

8. 統計解析 

培養実験データは平均値と標準偏差で表した。2 群での検定には、student 

t-test を用いた。統計解析には、解析ソフトである Prism 8.4.2 (GraphPad 

Software, Inc., La Jolla, CA, USA)を使用し、P 値は 0.05 未満で有意差あ

りと判定した。 
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研  究  結  果 
 

1. レシピエントの患者背景 

対象症例 340 症例のうち、HBV 既往感染者はドナーが 70 症例（33%、70/212）、

レシピエントが 73 症例（27.4%、73/266）であった。HBV 既往感染ドナーから

HBV 未感染レシピエントへ腎移植が施行された症例は 45 症例（A 群）、HBV 既

往感染レシピエントは 63 例（B 群）が登録された（図 3）。各群のレシピエン

トの移植時の臨床背景を表 2 にまとめた。B 群は HBV 既往感染レシピエント群

であり高齢で透析期間が長い傾向にあった。両群すべての症例で 3 種類以上の

免疫抑制剤が使用されていた。ステロイドの使用率は A 群で 84.4%（38/45）、

B 群で 90.5%（57/63）、リツキシマブの使用率は A 群で 40.0%(18/45)、B 群で

33.3%（21/63）、移植後の輸血は A 群で 42.2%(19/45)、B 群で 41.3%（26/63）

で施行されていた。移植時、B 群の HBs 抗体陽性者は 57 人（90.5%、57/63）、

HBc 抗体陽性は 43 人（68.3%、43/63）であった。レシピエントの中で HBs 抗原

や HBV-DNA の陽性者はいなかった。B 群に hepatitis C virus(HCV)抗体陽性者

を 2 人確認したが、いずれの症例も HCV-RNA は陰性であった。 

 

図 3. 対象患者 

1996年から2019年に腎移植が施行
されたレシピエント

(n   340 

HB ステータス不明 (n   105 

ドナー、レシピエントともにHB 未感染
(n   97 

 HB 未感染  HBs抗原(  , HBs抗体(  , HBc抗体(  
 HB 既往感染 HBs抗原(  , HBc抗体(   ともに/または HBs抗体(  

N   108

腎移植施行歴があるレシピエント (n   19 

HB ワクチン接種歴が明らかなHBs抗体単独陽性レ
シピエント (n   6 

 HB 既往感染率(  
ドナー  33.0  (70/212 

レシピエント  27.4  (73/266 

ドナー レシピエント

A群 (n   45 既往感染 未感染

B群 (n   63 いずれか 既往感染

                                     

HBs抗原陽性レシピエント (n   5 
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表 2．レシピエントの患者背景 

 A 群 (n = 45)  B 群 (n = 63) 

年齢, 歳 (中央値, 範囲) 39 (4-64) 56 (10-69) 

性別 (男性/女性) 27/18 33/30 

糖尿病, n (%) 8 (17.8%) 14 (22.2%) 

高血圧, n (%) 23 (51.1%) 36 (57.1%) 

虚血性心疾患, n (%) 1 (2.2%) 6 (9.5%) 

肝硬変, n (%) 0 (0.0%) 1 (1.6%) 

腎疾患, n (%)   

  糖尿病性腎症 8 (17.8%) 6 (9.5%) 

  腎硬化症 3 (6.7%) 2 (3.2%) 

  糸球体腎炎 14 (31.1%) 25 (39.7%) 

  嚢胞腎 3 (6.7%) 13 (20.6%) 

  ネフローゼ症候群 3 (7.7%) 1 (1.6%) 

  その他 16 (35.6%) 16 (25.3%) 

腎移植前の透析, n (%)   

  血液透析 23 (51.1%) 43 (68.3%) 

  腹膜透析 4 (8.9%) 6 (9.5%) 

  平均透析期間, 日 819 2069 

ドナーの種類 (生体/脳死) 45/0 55/8 

HLA ミスマッチ, 平均 ± SD 2.7 ± 1.3 3.4 ± 1.6 

ABO 不適合, n (%) 12 (26.7%) 20 (31.7%) 

クロスマッチ陽性，n (%) 3 (6.7%) 3 (4.8%) 

免疫抑制剤, n (%)   

  バシリキシマブ 42 (93.3%) 61 (96.8%) 

  タクロリムス 43 (95.6%) 55 (87.3%) 

  シクロスポリン 7 (15.6%) 14 (22.2%) 

  ミコフェノール酸モフェチル 45 (100%) 63 (100%) 

  メチルプレドニゾロン 38 (84.4%) 57 (90.5%) 

  リツキシマブ 18 (40.0%) 21 (33.3%) 

ウイルスマーカー, n (%)   

HBs 抗原 0 (0.0%) 0 (0.0%) 

  HBs 抗体 0 (0.0%) 57 (90.5%) 

  HBc 抗体 0 (0.0%) 43 (68.3%) 

  HBV-DNA 0 (0.0%) 0 (0.0%) 

  HCV 抗体 0 (0.0%) 2 (3.2%) 

  HIV 抗体 0 (0.0%) 0 (0.0%) 

観察期間, 日(平均, 範囲) 3081 (60-2430) 2984 (15-6390) 

腎移植後の輸血, n (%) 19 (42.2%) 26 (41.3%) 

拒絶反応, n (%) 9 (20.0%) 14 (22.2%) 

グラフト不全, n (%) 3 (6.7%) 2 (3.2%) 

死亡, n (%) 1 (2.2%) 1 (1.6%) 

Abbreviations: HBc, hepatitis B core; HBs, hepatitis B surface; HBs, hepatitis B surface; HBV-DNA, 
hepatitis B virus-DNA; HCV, hepatitis C virus; HIV, human immunodeficiency virus; HLA, human leukocyte 
antigen; SD, standard deviation. 
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2．腎移植後の HBV ステータスの変化 

腎移植後に肝逸脱酵素の上昇を認めた症例は少数であり、両群ともに HBV に

関連する肝炎の症例は認めなかった（表 3）。A 群の HBV 既往感染ドナーから

HBV 未感染レシピエントへ腎移植が施行された 45 症例のうち、1/45 症例(2.2%)

で HBc 抗体の陽性化、1/45 症例（2.2%）で HBV-DNA の陽性化が認められた。B

群の HBV 既往感染レシピエント 63 症例のうち、3/63 症例(4.8%)で HBV の再活

性化がみられた。 

 

表 3．腎移植後の HBV ステータスの変化 

n (%) A 群 (n = 45) B 群 (n = 63) 

セロコンバージョン   

  HBs 抗原 0 (0.0%) 2 (3.2%) 

  HBs 抗体 0 (0.0%) 0 (0.0%) 

  HBc 抗体 1 (2.2%) 0 (0.0%) 

  HBV-DNA  1 (2.2%) 2 (3.2%) 

肝逸脱酵素の上昇 4 (8.9%) 3 (4.8%) 

HBV 関連肝炎 0 (0.0%) 0 (0.0%) 

肝不全 0 (0.0%) 0 (0.0%) 

Abbreviations: HBc, hepatitis B core; HBs, hepatitis B surface; HBs, hepatitis B surface; HBV-DNA, 
hepatitis B virus-DNA. 

 

 

HBV ステータスのセロコンバージョンを起こした 5 症例の特徴と転帰を表 4 に

示す（表 4）。A 群の症例 No.1 では、ドナーは HBs 抗体と HBc 抗体の両方が陽

性であったが、HBV-DNA は陰性であった。レシピエントは腎移植時に HBc 抗体

陰性であったが、腎移植から 3 年後に HBc 抗体が陽性化した。輸血などの他の

経路の HBV 感染を疑う病歴はなかった。その後の経過観察では、他の HBV ステ

ータスの変化はなく、肝炎の発症はなかった。A 群の症例 No.2 は、同じく輸血

歴はなく、他の HBV 感染に関連する明らかな危険因子がない症例であった。ド

ナーは HBs 抗体と HBc 抗体が陽性であったが、HBV-DNA は陰性であった。レシ

ピエントは腎移植 2 ヵ月後に HBV-DNA が定性陽性となったが、腎移植 4 ヶ月後

に HBV-DNA は陰性化し、他の HBV ステータスの変化や肝炎の発症はなく経過観

察となっている（図 4）。B 群の HBV 再活性化の 3 例は、免疫抑制・化学療法に

より発症するB型肝炎対策ガイドラインに従い HBV再活性化対策を行った結果、

肝炎の発症は認めなかった(Drafting Committee for Hepatitis Management 

Guidelines, 2020)。症例 No.3 は、HBs 抗原と HBV-DNA の両方が陽性化した。

腎移植 15年後に顔面神経麻痺に対するステロイド治療前の HBV評価採血で HBs

抗原と HBV-DNA が陽性であることが判明した。HBV-DNA は 7.3 log copies/mL

と高値であり、テノホビル・アラフェナミド(tenofovir alafenamide, TAF)に 
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表 4. 腎移植後 HBV のステータスがセロコンバージョンした 5 症例 

 

   ドナーの 
HBV ステータス 

レシピエントの 
HBV ステータス 

  
  

セロコン 
バージョン 
期間(年) 

  

 
年齢

(歳) 
性別 

HBs 
抗体 

HBc 
抗体 

HBV 
DNA 

HBs 
抗体 

HBc 
抗体 

HBV 
DNA 

腎移植後 
輸血歴 

 
免疫抑制剤 

HBV ステータス 
セロコンバージョン 肝炎 

抗ウイルス
治療 

A 群               

No. 1 58 男 + + - - - ND - TAC+MMF+MP+BAX HBc 抗体 3 - 経過観察 

No. 2 49 女 + + - - - - - TAC+MMF+MP+BAX+ 
Rituximab 

HBV-DNA 0.2 - 経過観察 

B 群               

No. 3 53 女 - - - + - - + TAC+MMF+MP+BAX HBs 抗原, HBV-DNA 15 - TAF 

No. 4 64 男 ND ND ND + + ND + TAC+MMF+MP+BAX HBs 抗原 8 - ETV 

No. 5 65 男 - ND ND + ND - - TAC+MMF+BAX HBV-DNA 12 - 経過観察 

 
Abbreviations: BAX, basiliximab; ETV, entecavir hydrate; HBc, hepatitis B core; HBs, hepatitis B surface; HBV, hepatitis B virus; MMF, mycophenolate 

mofetil; MP, methylprednisolone; ND, no data; TAC, tacrolimus; TAF, tenofovir alafenamide; HBV-DNA, hepatitis B virus-DNA. 
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よる抗ウイルス療法が開始となった。症例 No.4 は HBs 抗原が陽性となった

症例であり、腎移植 8 年後に胃癌を発症し、胃癌の補助化学療法の前にエン

テカビル(entecavir hydrate, ETV)を開始した。症例 No.5 は、腎移植後に

HBV-DNA の定期的なフォローを行い、腎移植後 12 年目に HBV-DNA が定性陽

性化した。HBV-DNA ウイルス量は 2.1 log copies/mL 以下を維持しており、

現在も経過観察中である。B 群の症例はいずれもリツキシマブの投与を受け

ていなかった。 

 

 

 
 

図 4. No.2 症例の AST/ALT、HBV-DNA の推移 
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3．腎組織中 cccDNA 測定  

HBV 既往感染者の腎内に潜伏・持続性のある HBV が存在する可能性を検

証するために、2019 年 9 月から 2021 年 8 月にかけて腎移植に関連する腎

生検が施行された症例の中で、HBV 既往感染ドナー腎を使用した 32 症例の

腎組織中の cccDNA を測定した。 

A 群の症例 No.2 の腎移植時の検体で、腎組織の cccDNA が 3.2 log 

copies/ug で検出された（図 5）。他の 31 症例の腎検体からは cccDNA は検

出されなかった。 

 

図 5. 腎組織中 cccDNA 測定 
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4．腎細胞株における HBV 複製能 

HBV の腎組織内での複製を評価するために、HBV 発現プラスミド pUC-CAT

を用いて、HEK293T 細胞および HK-2 細胞へのトランスフェクション実験を

行った。pUC-CAT をトランスフェクションした腎細胞株では、いずれも HBs

抗原、HBe 抗原、HBcr 抗原の分泌が確認された（図 6）。これらの結果

は、HBV が非肝組織である腎臓内で複製するための能力を有していること

を示している。 

 

 

 

 

図 6. 培養上清中 HBV マーカー測定 

HEK293T 細胞と HK-2 細胞の培養上清中の HBs 抗原、HBe 抗原、HBcr 抗原の

値を示す。 

各群 n=3、平均値、および標準偏差で示す。*；P < 0.05、***；P < 

0.001、****；P < 0.0001。 
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 5．腎細胞株と肝細胞株における HBV 複製能の比較  

 HBVプラスミドをトランスフェクションした HEK293T細胞と HepG2 細胞の

HBV 分泌蛋白量や pgRNA の発現量を eGFP 陽性細胞で補正すると、腎細胞株

である HEK293T 細胞での発現量が低いことが確認された(図 7、8)。 

 

図 7. HEK293T 細胞と HepG2 細胞の培養上清中 HBV 分泌蛋白量の比較。 

各群 n=3、平均値、および標準偏差で示す。**；P < 0.01、***；P < 

0.001、****；P < 0.0001。 
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図 8. HEK293T 細胞と HepG2 細胞の細胞内 pgRNA 発現量の比較。 

各群 n=3、平均値、および標準偏差で示す。*；P < 0.05。 
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考察 

腎移植においてHBc抗体陽性のドナーはHBV感染を伝播するリスクが低い

と複数の論文で報告されている（Mahboobi et al.,2012; Marinaki et 

al.,2017; Ouseph et al., 2010; Veroux et al., 2011; Veroux et al., 

2016）。腎移植後に複数の免疫抑制剤が併用されるため(Chadban et al., 

2020)、HBV既往感染レシピエントはHBV再活性化のリスクがある。腎移植に

おけるHBV既往感染ドナー腎によるHBV感染を評価するためにはドナーがHBV

既往感染者、レシピエントがHBV未感染者と限定する必要がある。また、HBc

抗体陽性のドナーの場合、レシピエントをHBV既往感染者とHBV未感染者に区

別してHBV感染を評価する必要がある。我々は、HBV既往感染ドナーからHBV

未感染レシピエントへの腎移植後のHBVステータスのセロコンバージョンを

調査した論文を検索した。過去の報告によると、HBV既往感染ドナーからHBV

未感染レシピエントへの移植では、HBs抗原で0.5％（1/185）、HBc抗体で2.2％

（4/185）、HBs抗体で1.6％（3/185）と低率でHBVステータスのセロコンバ

ージョンが観察された（Akalin et al., 2005; De Feo et al., 2006; 

Satterhwaite et al., 1997; Veroux et al., 2005; Wachs et al., 1995）。

ただしこれらの報告ではドナーのHBV感染を把握するためのHBV-DNAの測定

は施行していない。本研究では、1例（2.2％、1/45）がHBc抗体陽性となり、

既報とほぼ同じ割合であった。HBV感染を把握するための最も感度の高い検

査は、HBV-DNA PCR検査であると考えられている（Drafting Committee for 

Hepatitis Management Guidelines, 2020; European Association for the 

Study of the Liver, 2017）。本研究ではこれまで報告のないHBV-DNA陽性

化の症例を認めた。HBc抗体およびHBV-DNAが陽性化したそれぞれの症例では、

ドナーの移植前HBV-DNAは陰性であるにも関わらず、レシピエントのHBVステ

ータスのセロコンバージョンが生じており、血液を介したコンタミネーショ

ンではなく、腎臓組織に潜伏していたHBV感染が伝播した可能性が示唆され

た。Mahboobiらは、HBc抗体陽性のドナーにおいて腎移植施行前に、血清中

のHBV-DNAと腎臓組織中のHBV-DNAを評価することで、その後のレシピエント

のHBV感染リスクを低減できる可能性を論じている（Mahboobi et al.,2012）。

我々は、HBV既往感染ドナー腎を使用した32症例の腎移植時もしくは移植後

の定期的な腎生検により採取したヒト腎組織を用いてHBVのcccDNA量を測定

し、A群の1例でcccDNA陽性を確認した。cccDNAが陽性となった症例で、血清

HBV-DNAが定性陽性化しており、腎臓でのHBV潜伏感染および複製の可能性が

示唆された。Heらは、HBV関連糸球体腎炎の小児43人の腎組織を対象に、in 

situ hybridization assayによりHBV-DNAを調べた（He et al., 1998）。
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HBV-DNAは43例中41例（95.3％）で確認され、糸球体の上皮細胞とメサンギ

ウム細胞の核と細胞質、および腎尿細管の上皮細胞内に概ね分布していた。

また、ChenらはHBV関連糸球体腎炎の腎検体(2例/5例)からnested PCRによ

りcccDNAが検出されたと報告している(Chen et al., 2009)。既報ではHBV

関連腎症においてcccDNAが検出された報告があるもののHBV既往感染者の腎

検体でcccDNAが検出された報告はなく、本研究が初の報告となる。 

HBVの細胞内への侵入は、NTCPを介して行われるとされており（Mitra et 

al., 2018; Schulze et al., 2007; Verrier et al., 2016;Yan et al., 

2012）、胆汁酸塩輸送体としてのNTCPは肝細胞に強く発現している(Mitra et 

al., 2018)。Yangらは、B型慢性肝炎患者の血清中のエクソソームに、rcDNA

などの核酸やHBs抗原などのウイルスタンパク質を含むHBV成分が検出され

たことを報告している（Yang et al., 2017）。これらのエクソソームは、

非感染の肝細胞にHBVを導入することが確認された。エクソソームを介した

感染経路は受容体を介さないため、NTCPを発現していない腎臓組織にもHBV

が感染する可能性が示唆される。また、本培養実験で、HBVプラスミドを導

入した腎細胞では、HBV蛋白分泌が確認された。今回、腎細胞株であるHEK293T

細胞と肝細胞株であるHepG2細胞でのHBV分泌蛋白とpgRNA発現量を比較した

ところ、HEK293T細胞での発現量が低いことが示された。cccDNAからpgRNAを

含む mRNAが転写されるための代表的な転写因子としては Retinoid X 

receptor alpha(RXRα 、Hepatocyte nuclear factor 4 alpha(HNF4α 、

Peroxisome proliferator activated receptor alpha(PPARα があるが

（Bar-Yishay et al., 2011）、RXRαやPPARαは多臓器に発現し、HNF4αは

ほぼ肝臓、腎臓、腸管に限定して発現しており、いずれの転写因子も肝臓に

比べると腎臓での発現量が低いことが知られている。YangらはNTCP発現

HEK293T細胞にHBVを感染させ、これらの転写因子を強発現させたHEK293T細

胞でpgRNAの産生量の増加を確認しており、転写因子がHBV複製において重要

な因子であると述べている（Yang et al., 2020）。これらの結果から、HBV

既往感染ドナーからHBV未感染レシピエント群である症例No.2の症例のドナ

ー腎にはcccDNAが潜伏感染しており、腎移植に伴ってHBV伝播が起こり、HBV

が低レベルで増殖した可能性が考えられた。 

本研究のHBV既往感染ドナーからHBV未感染レシピエントへの腎移植後に

HBc抗体やHBV-DNAが陽性化したレシピエントは、HBs抗原陽性化や肝炎発症

は認められなかった。Mahboobiらは、HBc抗体陽性のドナーからの腎移植後

に観察した症例では、症候性肝炎の発症、死亡率の増加、生存期間の短縮は

見られなかったと報告している（Mahboobi et al.,2012）。また、Verouxら
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は、B型肝炎免疫グロブリンやHBVワクチンの接種によりHBc抗体陽性ドナー

の移植において、HBVステータスのセロコンバージョンのリスクを減少させ

る可能性があると指摘している(Veroux et al., 2016)。したがって、HBc抗

体陽性ドナーからの腎移植によるHBV感染のリスクはあるものの、腎移植後

の生存期間延長や透析中止いった利益を考慮すると、腎移植の利点はHBV感

染の潜在的なリスクを上回ると考えられる。 

本研究では、HBV 既往感染レシピエントにおける HBV 再活性化の割合は

4.8％（3/63）であった。腎移植における HBV 再活性化のリスクは 2.9～

6.5％と報告されている（Chen et al.,2013; Kanaan et al.,2012; 

Querido et al.,2019)。全ての症例で 3 種類以上の免疫抑制剤が併用され

ていた。リツキシマブとステロイドの併用は化学療法を受けている患者の

de novo 肝炎発症の重要な危険因子であると考えられており、腎移植にお

いても HBV 再活性化のリスクである（Lee et al., 2018）。Lee らは、標

準量のリツキシマブを投与され、HBV 再活性化を経験した 5 人の患者のう

ち、4 人が肝炎の再燃を起こし、そのうち 1 人は後に肝不全で死亡したと

報告している。しかし、本研究における HBV 既往感染レシピエントの中で

HBV 再活性化を起こした症例はリツキシマブを使用していなかった。本研

究では、HBV の再活性化は移植後 8、12、15 年目に発生したが、Querido ら

は、HBV の再活性化は移植後 3 年目にも発生する可能性があると報告して

おり、移植後早期だけでなく、晩期においても HBV の再活性化に注意する

必要がある（Querido et al., 2019）。また、免疫抑制剤の投与量減量に

より HBV の再活性化に伴う肝炎が発生するリスクが上昇する（Querido et 

al., 2019）が、本研究で HBV 再活性化をきたした症例は免疫抑制剤の投与

量の変更は認めなかった。今回、HBV 再活性化の症例が少なく、HBV 再活性

化のリスク因子を分析することができなかったため、今後の症例の蓄積が

必要であると考えられる。 

本研究の Limitaion としては、第一に、この研究は単施設での過去起点

コホート研究である。第二に、HBV 既往感染レシピエント群で HBV 再活性

化を認めた症例のドナーの HBV 感染状況の把握が不十分であったため、HBV

ステータスの変化がドナー由来の HBV 感染の要素を完全に否定するための

十分な解析ができなかったことが挙げられる。 

結論として、HBV 既往感染レシピエントの腎移植後の HBV 再活性化率は

4.8％（3/63）であり、他の報告と同様であった。また、HBV 既往感染ドナ

ーからの HBV 未感染レシピエントでは、HBc 抗体陽性となった症例が 1 例

（2.2％、1/45）、HBV-DNA が定性陽性となった症例が 1 例（2.2％、
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1/45）認められたが、肝炎の発症はなく、比較的安全であると考えられ

た。しかし、ドナーが HBV 既往感染者の場合、腎臓内に HBV が潜伏感染

し、腎移植を介して HBV が感染する可能性があるため、移植後の HBV モニ

タリングを実施する必要がある。 



31 

 

総括および結論 

 

本研究において、以下の知見が得られた。 

 

・HBV 既往感染レシピエントの腎移植後の HBV 再活性化率は 4.8％（3/63）

であり、他の報告と同様であった。 

 

・HBV 既往感染ドナーからの HBV 未感染レシピエントでは、HBc 抗体陽性と

なった症例が 1 例（2.2％、1/45）、HBV-DNA が定性陽性となった症例が 1

例（2.2％、1/45）認められたが、肝炎の発症はなく、比較的安全であると

考えられた。 

 

・HBV 既往感染ドナーからの HBV 未感染レシピエントで、HBV-DNA が定性陽

性となった症例の報告はなく、本研究により新たに発見されたものであ

る。 

 

・本研究で初めて HBV 既往感染腎検体から cccDNA が検出された。同症例で

の血清 HBV-DNA が定性陽性化したことから、HBV 既往感染者における腎臓

での HBV の潜伏感染および複製の可能性が考えられた。 

 

・培養細胞を用いた検討では、腎臓で HBV は複製されるものの肝臓に比べ

ると複製能は低いと考えられた。 

 

今後は、症例の集積や長期間経過観察が、本研究で明らかとなった事実の

さらなる検証に必要と考えられた。さらに腎細胞への感染の機序や腎細胞

での複製に必要な因子の探索、腎細胞で産生された HBV 粒子の感染性の検

討などが必要と考えられた。 
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