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A. 研究目的 

肝炎モデルを改良し慢性 B 型肝炎モデルを

作製、またHBV産生モデルとしてHBV Tg マ

ウスを作製し HBV 感染細胞の排除機構、

cccDNAの排除、HBV粒子分泌抑制、HBV蛋

白に対する抗体産生促進する因子の探索を目

的とする。また、iPS細胞由来の肝細胞を用い

たヒト肝細胞マウスを作製し、既存のヒト肝細

胞キメラマウス、HBV Tgマウスモデル間での

感染効率等の比較を行う。 

 

B. 研究方法 

下記の 3 種類のヒト肝細胞マウスモデルを

作製し、HBを感染させマウスモデル間の比較

を行う。 

①ヒト肝炎モデルを NOG-scid, NOD-scid

を背景としたマウスを用いてヒト肝細胞、ヒト

免疫細胞を移植し慢性 B 型肝炎モデルを作製

する。 

②3.5kb pregenome RNAを生成するような

1.4倍長のHBVゲノムをC57BL/6J-Jclマウ

ス受精卵へ導入しHBV産生マウスを作製する。

得られた個体の血清中HBV DNA、HBs抗原、

HBe抗原、HBVゲノム複製の状態など特徴を

つかみ安定して実験に使用できるような系統

を樹立する。 

③iPS細胞からBasma et al., の3ステップ

からなる方法により成熟肝細胞を作製し、

SCIDマウスへ移植を行う。 

①~③のマウスモデルを用いてHBV感染効

率、血清中HBV DNA、HBs抗原量、HBe抗

原量を測定、肝細胞中のHBV複製中間体の解

析を行った。また、①、③のモデルについては

in vitroでのHBV感染実験も行った。 

 

C. 研究成果 

①NOG-scid, NOD-scid を背景としたマウ

スを用いてヒト肝細胞、ヒト免疫細胞を移植し

研究要旨：ヒト iPS細胞より成熟肝細胞を誘導し、HBV産生細胞の培養上清を濃

縮して感染源として調製したHBV溶液を接種しHBV感染が引き起こされるかど

うか検討を行った。iPS細胞由来の成熟肝細胞は肝特異的遺伝子である AFPの発

現やアルブミンの産生が認められた。今回誘導させた肝細胞は成熟肝細胞に誘導

後 7日間までしか培養できないため培養上清中の HBV DNAを十分検討できなか

ったが複製中間体が検出された。このことより iPS細胞由来の成熟肝細胞は HBV

感染が引き起こされたと考えられる。今後、この細胞を SCIDマウスに移植して

ヒト肝細胞マウスを作製し既存の HBV感染モデルとの比較を行う予定である。 



慢性 B 型肝炎モデルを作製し論文として発表

した(Kosaka et al., BBRC, 2013)。従来の

uPA/SCID マウス由来のヒト肝細胞キメラマ

ウスに比べるとヒトアルブミンの産生量は

uPA/SCIDの方が高いが、NOG/SCIDマウス

由来のヒト肝細胞キメラマウスの方がヒト肝

細胞への置換率が低くてもHBV感染効率が良

好で、死亡率も低かった。また、HBV感染マ

ウスに対して抗ウイルス薬であるエンテカビ

ルを投与すると3週間で血清中HBV DNAは

3log copy/ml 減少した。従って改良型の

NOG/SCID マウスを背景としたヒト肝細胞キ

メラマウスは従来の uPA/SCID マウス由来の

ヒト肝細胞キメラマウスと同等以上のHBV感

染モデル、B型肝炎モデルとして使用可能であ

ると考えられる。 

②HBV 産生マウスから得られた血清中

HBV DNA、HBs抗原、HBe抗原、HBVゲ

ノム複製の状態など特徴をつかみ安定して実

験に使用できるような系統を3系統 (#31, #84, 

#K)を樹立した。#31, #84の系統では血清中の

HBV DNAはいずれも5 log copy/ml以上であ

ったがHBs抗原量はいずれも0.3-0.5IU/ml、

HBe抗原量は10-20IU/mlと低値であった。反

対に、#K では血清中 HBV DNA は 4-5 log 

copy/ml と低値であったが HBs 抗原量は 12 

IU/ml、HBe抗原量は110 IU/mlと高値であっ

た。HBV の core 蛋白の発現を調べたところ

#31では肝臓でのみ core蛋白は発現し、#Kで

は肝臓、腎臓で core 蛋白が発現していた。こ

れら3系統について受精卵を保存した。 

③iPS 細胞由来の肝細胞において肝細胞に

特異的に発現している AFP, アルブミンの発

現を免疫染色で調べた結果、20-50%の細胞が

AFP, アルブミンを発現する成熟肝細胞であ

った。この細胞にHBV産生細胞由来のHBV

を感染させ、翌日PBSを用いて感染源を除去

し、HBV感染3日後、6日後の培養上清中HBV 

DNAを測定したところ感染 3日後に比べて 6

日後のHBV DNAは減少していた。今回行っ

た方法では成熟肝細胞に分化した後は 7 日間

しか培養できなかったため、HBV添加後の培

養上清中HBV DNAではHBV感染の有無は

判定できなかった。そこで、細胞外へ放出され

る前のHBV複製中間体が形成されているかど

うか調べるために肝細胞内の HBV core 

capsidを抗HBV core抗体に結合させ、SDS, 

proteinase Kを用いて蛋白を分解させた後、核

酸を精製しHBV core capsid 内に内包された

HBV ゲノムの検出を試みた。その結果、iPS

細胞由来の成熟肝細胞内には core capsidに包

まれたHBVゲノムが検出され、HBV感染が

引き起こされていたことが示唆された。 

 

D. 考察 

NOG-scidマウスを用いることで長期ヒト血

球細胞の生着が期待できる。HBV Tgマウスは

高HBV量、低HBV量の両系統のマウスが得

られた。iPS由来の肝細胞へのHBV感染は複

製中間体を検出することによって確認したが

感染性のHBV粒子が放出されているかどうか

は未だ不明である。今後分化誘導方法を検討し

長期間培養できるようなシステムの構築を目

指す。さらに iPS細胞由来の肝細胞をSCIDマ

ウスに移植しヒト肝細胞マウスを作製し①、②

のマウスとの比較を行う。 

 

E. 結論 

 改良型肝炎モデル、HBV Tgマウス、iPS細

胞由来肝細胞移植マウスを用いることで炎症

反応の制御、HBVのライフサイクルに関する

研究が促進され、宿主免疫を制御しながら

HBVのライフサイクルを標的とした創薬研究

が可能となる。 
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