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研究要旨：  
HBV感染により惹起される多様な免疫応答が、病態形成や治療効果に深く関与している
ことが知られている。本研究課題では、薬剤誘導性に肝細胞特異的にCreタンパクを発現
する遺伝子改変マウスと、CreによるLoxPの組換え作用によりHBVウィルス抗原を発現
する遺伝子改変マウスを新たに作成し、これらの2種のモデルマウスを交配することによ
り、ヒト肝炎を模倣した免疫応答の誘導が可能な新規B型肝炎モデルマウスの開発を目
指している。またin vitro HBV感染モデルとして、TALENを用いた遺伝子破壊技術を活用
し、肝培養細胞において抗HBV分子、DNAウィルス感染センサー分子のノックアウトを
行い、新しいHBV感染細胞系の樹立を進めている。 

 
A. 研究目的 

B 型肝炎ウィルス(HBV)はさまざまなウ

ィルス感染症の中でも、そのウィルス感染

に対する多彩な宿主免疫応答が誘導されう

ることが特徴のひとつである。事実、HBV

感染者には、急性肝炎、劇症肝炎、慢性肝

炎、無症候性キャリアと、きわめて多様な

臨床病像が生じうることが知られている。

こうした HBV 感染による多様な病態の形

成には、ウィルスが感染した肝細胞に対す

る免疫応答が中心的な役割を果たしている。

加えて、インターフェロンや核酸アナログ

製剤による HBV に対する抗ウィルス療法

に際しても、背景に存在する免疫系の応答

機構の理解が、HBs抗原の消失などの臨床

的治癒状態を達成するための必須条件とな

る。したがって、HBV治療における新しい

創薬ターゲットを探求するためには、HBV

により惹起される多様な免疫応答を模倣し

た in vivo モデルの樹立が急務である。しか

しながら、幼少時に HBV 感染したヒトの

場合には無症候性キャリアとなるのと同様

に、モデルマウスにおいても胎児期にわず

かでも HBV 抗原提示が存在すると免疫寛

容状態となってしまい、肝炎を発症しない

ことが知られている。このため、薬剤誘導

性に成人期に HBV 抗原タンパクを肝細胞

特異的に発現するトランスジェニックマウ

スがひとつのモデル候補となりうる。しか

しながら、HBV は自らのゲノム中に

promoterや enhancerモチーフを有している

ことから、胎児期から完全にウィルス抗原

タンパクの発現を抑止したモデルの構築が

きわめて困難である。そこで、薬剤誘導性

に肝細胞特異的に Creタンパクを発現する

遺伝子改変マウスと、Creによる LoxPの組

換え作用により内在性ウィルス promoter配

列を含まない HBV 抗原タンパクを発現す



る遺伝子改変マウスを新規に作成し、これ

らの 2種のモデルマウスを交配することに

より、肝炎としての免疫応答の惹起が可能

なB型肝炎モデルマウスの新規開発を目指

すことを本研究課題の目的とする。 

一方、DNAウィルスである HBVが肝細

胞に感染する際に、宿主側因子にどのよう

に認識され、どのように抗ウィルス免疫応

答が誘導されているかについては不明な点

が多い。近年、遺伝子情報をコードしてい

るDNAやRNAの配列に変異を導入する活

性をもつ複数のヒト遺伝子編集酵素が、

HBV に対する抗ウィルス作用を発揮して

いることが明らかになりつつある。この遺

伝子編集酵素の中心を占めるのが、

Apolipoprotein B100 mRNA Editing Enzyme

（APOBEC）ファミリーである。APOBEC

ファミリー分子は、塩基配列上のシチジン

（C）を脱アミノ化する酵素活性を有して

おり、その結果、標的となる DNAや RNA

の塩基配列が変化をきたす作用を有してい

る。遺伝子編集酵素群の生理的役割は現時

点では不明なものが多いが、複数のファミ

リー分子は、生体に感染したウィルスに対

する防御機構として機能していることがわ

かってきている。この中でも、APOBEC3G, 

APOBEC3F, APOBEC3C は HBV のゲノム

配列において C→T/G→A への遺伝子変異

を高頻度に誘導する作用をもつことが報告

され、APOBECファミリー分子が感染時に

ウィルス遺伝子に塩基変化を導入すること

によって、ウィルスを不活化する役割を担

っていると考えられるようになった。我々

のこれまでの検討結果から、肝炎ウィルス

感染とそれに伴う炎症反応、ならびにイン

ターフェロン産生反応により、肝細胞にこ

れらの遺伝子編集酵素群のいくつかが特異

的に発現誘導されること、APOBECファミ

リー分子のひとつである activation induced 

cytidine deaminase(AID)が抗 HBV作用を有

していること、などが明らかになってきた。

しかしながら、HBVが肝細胞に感染した際

に、どのようにして宿主因子に認識され、

抗ウィルス応答が誘導されているかについ

ては不明なままである。感染した肝細胞か

らのウィルスの完全排除を達成するために

は、十分な免疫応答の乏しい慢性感染持続

状態においても HBV 感染時のセンサー機

構を活性化することが、新しい抗 HBV 制

御機構につながるものと期待される。そこ

で、近年、DNAウィルス感染のセンサー分

子として同定された STING, cGAS に着目

し、抗 HBV作用を有する APOBEC family

とともにこれらの遺伝子を完全ノックアウ

トした肝培養細胞系を構築して HBV 感染

感受性を検証することにより、HBV制御の

分子機構を明らかにすることにした。この

目的を達成するために、同じ研究班に所属

する山本卓教授の研究グループとの共同開

発により、TALENを用いた新しい遺伝子破

壊技術による in vitro ノックアウト肝細胞

の樹立に着手した。 

 

B. 研究方法 

1. 新規 B型肝炎モデルマウスの作製； 

まずはじめに、薬剤誘導性に肝細胞で特

異的に Creタンパクを発現する遺伝子改変

マウスの作成を行った。マウス作成のため

のコンストラクトとしては、Cre を誘導可

能にするために、estrogen 受容体部分に点



突然変異を複数導入し、内在性 estrogen に

反応せず、tamoxifenに反応する性質をもっ

た変異型 estrogen受容体(ERT2)と Creの融

合タンパク質をヒト Albumin promoter配列

の下流に挿入したコンストラクトを作成し

た。このコンストラクトを用いてマウス胚

への injectionを実施し、F0, F1マウスを取

得した。また、Creによる LoxPの組換え作

用により promoter 配列を含まない個々の

HBV 抗原タンパクを発現する遺伝子改変

マウス作成のためのコンストラクトとして

は、まず CAG promoter下流に loxPで挟ん

だ緑色蛍光タンパク(GFP)を置き、その下流

に HBs 抗原の遺伝子配列を配置したもの

を作成した。すなわち、Cre の存在しない

状況ではマーカー分子としての GFP を発

現し、Creの存在下では LoxPの組換え作用

によって HBs 抗原を発現することが期待でき

る構造としている。このコンストラクト作成を

行い、マウス胚への injectionを実施し、目

的とする遺伝子改変を達成した F0 マウス

を合計７ライン確保した。引き続き、得ら

れた各ラインの F0マウスから F1マウスを

それぞれ樹立し、薬剤誘導刺激後のそれぞ

れの F1ラインの表現型を検討した。 

 

2. in vitro HBV感染系の樹立； 

抗 HBV作用を有する APOBEC familyと

ともに、近年、DNAウィルス感染のセンサ

ー分子として同定された STING, cGAS に

着目し、これらの遺伝子を完全ノックアウ

トした肝培養細胞系を構築することによる

新しい in vitro HBV感染モデルの作成を開

始した。標的遺伝子のノックアウト技術と

して、同じ研究班に所属する山本卓教授の

研究グループが専門とする人工ヌクレアー

ゼのひとつである TALEN 技術を用いるこ

ととし、共同研究を開始した。植物病原細

菌キサントモナス属がもつ TALE を DNA

結合ドメインとして利用したTALENでは、

TALEは約 34アミノ酸からなるほぼ完全な

繰り返し構造からなっている。そのうちの

12,13番目のアミノ酸の違いがDNA塩基認

識特異性を決定することから、AID, 

APOBEC3F/G, STING, cGAS それぞれに対

応するユニットの作成を行った。同時に、

薬剤耐性遺伝子を構成的に発現するカセッ

トを挿入した targeting vectorを作成した。 

 

（倫理面への配慮） 

肝疾患患者等からの試料提供を受ける場

合には、試料提供者、その家族、および同

様の肝疾患患者の人権、尊厳が保護される

ように十分に配慮した。厚生労働省等によ

り定められた「ヒトゲノム・遺伝子研究に

関する倫理指針」（平成 17年 6月 29日一部

改正）及び｢疫学研究に関する倫理指針｣（平

成 19年 8月 16日全部改正）並びに｢臨床研

究に関する倫理指針｣（平成 20 年 7 月 31

日全部改正）に準拠し、当該所属機関の研

究倫理審査委員会に申請し承認を得た。そ

の際、インフォームドコンセントに係わる

手続きを実施し、提供試料や個人情報を適

正に管理保存した。 

組換え DNA 実験を含む遺伝子組換え生

物等の第二種使用等については、｢遺伝子組

換え生物等の使用等の規則による生物多様

性確保に関する法律｣（平成 15年法律第 97

号）、｢同施行規則｣（平成 15年財務省・文

部科学省・厚生労働省・農林水産省・経済



産業省・環境省令第一号）、｢研究開発等に

関わる遺伝子組換え生物等の第二種使用等

に当たって執るべき核酸防止措置などを定

める省令｣（平成 16年文部科学省・環境省

令第一号）、その他の関係法令及び当該所属

機関の遺伝子組換え生物等第二種使用等安

全管理規則に準じた。 

動物実験に関しては、「動物の保護および

管理に関する法律」等に基づく｢研究機関等

における動物実験等の実施に関する基本指

針｣（平成 18年 6月 1日一部改正）に従っ

た。また、当該所属機関の動物実験委員会

に申請し承認を受けた後、実施した。 

 

C. 研究結果  

１．新規 B型肝炎モデルマウスの作製； 

モデルマウス作成のためのコンストラク

ト作成、マウス胚への injection、F0マウス

を 7ライン樹立し、それぞれのラインの F1

マウスの獲得までの作業を完了した。薬剤

誘導性に肝細胞で特異的に Creタンパクを

発現する遺伝子改変マウス作成のためのコ

ンストラクトとしては、変異型 estrogen 受

容体(ERT2)と Creの融合タンパク質をヒト

Albumin promoter配列の下流に挿入したベ

クターを構築した。このコンストラクトを

マウス胚に injectionし、F0マウスを 2ライ

ン確保することができた。他方、Cre によ

るLoxPの組換え作用によりHBV抗原タン

パクを発現する遺伝子改変マウス作成のた

めのコンストラクトとしては、 CAG 

promoter 下流に loxP で挟んだ GFP を挿入

し、その下流に HBs抗原の遺伝子配列を配

置したベクターを作成した。また、上記、

誘導型 Cre発現コンストラクトと同様に、

HBs抗原発現用コンストラクトもマウス胚

への injectionを実施し、F0マウスを 7ライ

ン確保することに成功した。うち、先行す

る 1 ラインからの F1 マウスを用いて、薬

剤誘導性に GFP発現の消失すること、それ

と同時に血中に HBs 抗原タンパク質が発

現・分泌されることを確認した。しかしな

がら、薬剤誘導 1 週間、2 週間後のマウス

肝組織には有意な炎症細胞浸潤が認められ

なかったことから、肝炎としての免疫応答

は乏しい可能性が示唆された。同じ肝組織

から抽出した RNA を用いた Real-time-RT 

PCR解析からは、薬剤誘導によりインター

フェロン下流遺伝子の発現が誘導されてい

ることが示唆されたため、少なくとも HBs

抗原への免疫応答は惹起されているものと

推定されたことから、今後、免疫応答を活

性化する工夫を追加していくこととした。 

 

２．in vitro HBV感染系の樹立； 

まず、in vitroの HBV感染系の基盤とな

るDMSO+PEG処理したHepG2細胞への血

清検体由来の HBV 感染の至適条件を設定

した。このモデルを活用して、HepG2細胞

への TALEN を用いた特異的な遺伝子破壊

を導入することとした。引き続き、AID, 

APOBEC3F/G, STING, cGAS それぞれに対

応する TALEユニットの設計を行い、それ

ぞれの TALEN 発現ベクター作成した。ま

た同時に、薬剤耐性遺伝子(puromycin)を構

成的に発現するカセットを挿入した

targeting vector を作成した。リポフェクシ

ョンによりこれらの新規作成 vector を

HepG2 細胞に導入し、puromycin でのセレ

クションを開始した。現在、hetero-knockout



細胞の構築までが完了しており、

homo-knockout細胞の樹立次第、HBV陽性

血清の in vitro 感染実験を開始する予定で

ある。 

 

D. 考察 

薬剤誘導性に任意の時期に HBV 抗原タ

ンパクを肝細胞特異的に発現するトランス

ジェニックマウスを作成することにより、

ヒトB型肝炎病態を模倣した新しいB型肝

炎モデル動物の構築を目指すことを本研究

課題の目標としている。同時に、in vitroに

おいても培養細胞を用いた HBV 感染系を

樹立することができれば、薬剤スクリーニ

ングに際して異なる genotypeやさまざまな

変異ウィルスを含んだ血清検体を感染実験

に簡便に試用することが可能となり、多様

な HBV 感染病態に対応可能な創薬への貢

献が期待できる。 

 

E. 結論 

肝炎としての免疫応答の惹起が可能な B

型肝炎モデルマウスの新規開発を目指し、

薬剤誘導性に肝細胞特異的に HBV 抗原タ

ンパクを発現する遺伝子改変マウスの作成

を行った。また、in vitro HBV感染モデルの

樹立をめざし、TALENを用いた抗 HBV分

子の特異的な遺伝子破壊を行った肝培養細

胞の樹立を継続していく。 
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