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要旨 

研究要旨：これまでに NanoLuc ルシフェラーゼ遺伝子をゲノムに組み込んだ HBV 様粒子

(HBV/NL)の産生を行い、それがヒト初代肝細胞や NTCP を発現する HepG2, HuH7 細胞に効率よ

く感染することを明らかにした。今年度はこの系を用いて、宿主細胞の中で HBV の生活環に

影響を与える因子を siRNA ライブラリーの中から選択した。宿主遺伝子 18,000 をカバーする

siRNA ライブラリーに HBV/NL の系を用いて解析し、HBV 感染複製に影響を与える約１００種

類の宿主因子を同定した。一方、HBV 感染を阻害する抗体の探索を開始した。HBV 受容体の探

索を目的として、HBV 感染し易いのとしにくい細胞毎に分別し、それらの間での膜蛋白質産

生の違いを調べた。その結果、４種類の膜蛋白質に産生の違いを見いだした。 

スクリーニングに用いる感染細胞を開発する目的で、(1)成熟肝細胞から増殖能および成熟肝

細胞・胆管上皮細胞への分化能を持つ肝幹細胞様細胞の最適培養条件、保存条件を確立した。 

(2)  肝幹細胞様細胞のリプログラミングのメカニズム解明のため、ステム関係遺伝子群など

の網羅的解析を行ない、複数のステム細胞特異的遺伝子の発現を明らかにし、それがステム

細胞様に変化している事を明らかにした。 

抗 HBV 剤開発のひとつとして、微生物や植物の二次代謝産物，およびその誘導体を中心に収

集した化合物ライブラリーについて HBV/NL 系を用いて評価をおこなった。 

HBV/NL 系はウイルス複製の初期過程のみを評価できる系である。ウイルス複製の評価範囲を

広げる目的でアデノウイルスを用いた感染系の開発も行った。肝細胞への遺伝子導入効率が

極めて高いアデノウイルスベクター（AdV）から HBV 遺伝子を高発現する系について検討を行

った。まず、プレゲノム RNA を CMV プロモーターから発現する AdV を作製し肝細胞由来 HuH-7

細胞へ感染した結果、感染３日で複製ゲノムの生成を確認することに成功した。また、HBV

コード遺伝子４種類（Pol、Core、S、X ）をそれぞれ発現する AdV の作製も行い、Pol 遺伝

子についてはその活性を確認した。 
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Ａ．研究目的 

B 型肝炎ウイルス（HBV）感染を認識して宿主の免疫機構が産生する中和抗体（HBs 抗体）

が陽性になる事により、ウイルス血症が抑制される。しかし、その様な状況でも肝組織

内にウイルス DNA が検出されたり、量的な違いがあるものの、ウイルス DNA が血流中に

検出される場合もあるのでHBs抗体の出現がウイルスを完全に排除している事にはなら

ない。 

現在のHBV感染者への治療はウイルスポリメラーゼを標的にした阻害剤やインターフェ

ロンを用いたものが主流であるが、これらの治療によってもウイルスの完全排除は困難

であり、抜本的な治療法の開発が求められている。 

 従来の核酸化合物による治療に加えてウイルス複製過程の異なる点を標的にした治

療薬が開発されればそれとの併用療法によるウイルスの排除が可能になると期待され

る。そこで本研究では HBV が標的細胞に感染する初期過程（ウイルスが細胞を認識して

吸着し、細胞の中に入り込むまで）を明らかにして、その過程を阻止する新たな方策を

探ることを目的とした研究を行う。そのひとつとして、レポーター遺伝子を組み込んだ

HBV ゲノムを作成し、それからウイルス粒子を作成して、簡便に HBV 感染をスクリーニ

ングすることができるようにすることで、探索効率を上げることを目指した。一方、HBV

複製領域を広くカバーする目的で、アデノウイルスベクターを活用した HBV 遺伝子発現

系の開発も行う。 

HBV 感染系を用いた抗 HBV 阻害剤の開発には、HBV が感染増殖する細胞の選択が重要で

ある。そこで感染効率の高い細胞株を得る事、あるいは肝幹細胞や成体幹細胞からの肝

細胞分化技術を駆使するなどして感染効率の高い培養細胞の獲得をおこなう事も目指

す。HBV 感染を阻害する低分子化合物の探索のために、微生物および植物成分を材料と

下スクリーニングを行う。主に，①これまでに収集した微生物生合成遺伝子改変技術を

用いた天然化合物やそのフラクションライブラリーについてNanoLuc遺伝子を導入した

発光型組換え HBV 粒子を用いたスクリーニング系の確立を目的とした。 

 

Ｂ．研究方法 

(1) NanoLuc 遺伝子を組み込んだ HBV ゲノムの調製と改良。 

 HBV ゲノムから Core をコードする領域内の DR1, DR2 シス因子を保存し、残りの領域

を NanoLuc 遺伝子と置き換えた組み換えウイルス粒子を産生させる。 

(2) ルシフェラーゼ(NL)活性を指標にした HBV 感染の検証。ルシフェラーゼ活性が HBV



 

感染を反映するかについて、HBV 感染阻害剤等を用いて検証する。 

(3) 蛍光発光遺伝子を組み込んだゲノムからウイルス産生を行い、感染効率や感染評価

を行う細胞の選択をおこなう。 

(4) siRNA ラブラリーを用いて、HBV 感染/複製を制御する宿主因子を探索する。 

(5) HBV 感染を阻害する抗体探索をおこなう。 

(6) 感染し易い細胞としにくい細胞を，一細胞レベルで分別して膜蛋白質の発現の違い

を基にして、新たな受容体の解析を行う。d 

(7)分担研究者（落谷）が独自に発見した４種のシグナル伝達阻害剤カクテルであるYPAC

（PNAS, 2010）を応用する事で、HBV 感染のために有用な細胞系を提供する。具体的に

は，ヒト肝細胞の長期機能維持培養を可能にするインヒビターカクテルを同定する。さ

らに、エピジェネティクス制御因子によるヒト肝細胞誘導を試みる。 

(8)HBV コード遺伝子及びプレゲノム RNA 発現する AdV を作製する。それを HuH-7 細胞

へ感染させ、複製ゲノムの検出をおこなう。 

(9)理研天然化合物バンク NPDepo から提供された標準化合物ライブラリー（作用既知薬

剤 80 種）を用いて、HBV/NL を感染させて抗 HBV 作用を示す化合物の同定を行う。また

生合成遺伝子改変微生物やフラクションライブラリー，天然化合物データベースNPPlot

についても感染実験を行い、新規天然化合物を探索した． 

 

（倫理面への配慮） 

 各施設に倫理に関する申請をし、承認を得て研究を進める。本研究で使用する細胞は，

いずれもインフォームドコンセントのもとに倫理審査を得て採取されている。市販され

ているヒト肝細胞については、倫理的な問題点はない。ラットの肝細胞に関しては，所

内の動物倫理委員会の承認を得て，動物愛護に基づく実験を実施する。 

 

Ｃ．研究結果 

(1)NanoLuc 遺伝子を組み込んだ HBV ゲノムの調製と改良。 

 HBV ゲノムに NanoLuc(NL)遺伝子を挿入したゲノムを作成した。NL 遺伝子が 500 ヌク

レオチドを超えるために、ゲノム全体の大きさが 3,700 ヌクレオチドを超過し、粒子産

生に影響を与えると考えられたために、pol をコードする一部分の配列を欠失させて、

ゲノムサイズを 3,400 ヌクレオチドの範囲に抑えた。それにより、組み換えウイルスの

産生を野生型のウイルスにほぼ匹敵する効率で産生させる事が可能になった。しかし、

pol 遺伝子を欠損させたために、HBV/NL による野生型 HBV の複製の全過程を反映させる

事は出来ない。 

(2) ルシフェラーゼ(NL)活性を指標にした HBV 感染の検証。ルシフェラーゼ活性が HBV

の本来の感染を反映するかについて、HBV 感染阻害剤等を用いて検証した。インターフ

ェロン(100 IU/ml)で約 70%阻害、ヘパリンで 70%阻害、中和抗体で 80%阻害、エンテカ

ビルで 30%の阻害が見られたが、これらの阻害剤存在条件下で、HBV RNA の量は NL 活性



 

と呼応している事が分かった。 

(3) 蛍光発光遺伝子を組み込んだゲノムからウイルス産生を行い、感染効率や感染評価

を行う細胞の選択をおこなった。 

径 10cm の培養器の細胞を用いて HBV/NL を調製したときに、96 well プレート 3-4 枚分

の細胞に感染させて感染を評価できる事が分かった。また、NTCP を形質導入した HepG2

あるいは HuH7 を用いる事で、簡便に評価が可能になる事も分かった。 

(4) siRNA ラブラリーを用いて、HBV 感染/複製を制御する宿主因子を探索した。

Dharmacon社から購入したsiRNAライブラリーを用いて宿主因子のスクリーニングを行

った。このライブラリーは 18,000 遺伝子を標的にしているので、HBV の生活環を制御

する遺伝子の多くが含まれると期待された。HepG2/NTCP を siRNA 処理し、それに HBV/NL

を感染させ評価を行った。三次評価までおこない、約 100 種類の遺伝子を得た。 

(5) HBV 感染を阻害する抗体探索の準備を行った。 

PXB 細胞を抗原としてマウスに免疫し、そのハイブリドーマを得た。これらの中から、

ハイブリドーマのクローニングを行っている。 

(6) アルブミン発現と HNF3 遺伝子発現のある肝細胞であること、HBV 遺伝子発現の有

無、SLC10A1 発現の有無で細胞を層別化した。両者での遺伝子発現の差を解析した。そ

の結果、感染受容体の候補探索では、４つの膜タンパクが得られた。これらが感染に関

与しているか検討するために、CRISPR で細胞株をノックアウトクローン細胞の樹立を

進めた。 

(7)これまでに明らかにした３種のシグナル伝達阻害剤カクテルをラット初代培養肝細

胞に添加することでリプリグラミングした肝幹細胞の性質を持つ細胞の最適培養条件

を設定した。その結果、DMEM をベースにした無血清培地で１００倍以上に増殖させる事

が可能になった。この細胞は通常の１０％DMSO を含む不凍結液での保存が可能であった。

成熟肝細胞と胆管細胞の二方向性分化能の最適条件も設定し、それぞれ１００％に近い

状態での誘導が可能となった。 

(8) 肝幹細胞様細胞のリプログラミングのメカニズム解明のため、ステム関係遺伝子群

などの網羅的解析を行ない、複数のステム細胞特異的遺伝子の発現を確認できたことか

ら、これらの細胞はステム細胞様に変化している事が明らかとなった。 

(9) HBV プレゲノム RNA 及び HBV がコードする Core、Pol、S、X遺伝子を各々発現する

組み換えアデノウイルス(AdV)の作製を行い、Southern blot 法、PCR 又は western blot

により発現の確認、及び評価を行った。 

(10)Pol 領域を一部欠失することでゲノム複製が起こらないように設計した HBV ゲノ 

ムをPol発現 AdVと同時にHuH-7細胞へ導入することでPol発現 AdV依存的なゲノム複

製を検出できた。この事により AdV から発現した Pol が活性型であることを確認した。 

(11) HBV 感染のスクリーニング系の確立 

迅速かつ定量性よく活性を評価するため，ウイルス量と培養日数を検討した。その系を

用いて NPDepo から提供された標準化合物について抗ウイルス活性を評価した。その結



 

果，タンパク質合成や DNA 合成阻害剤，微小管重合阻害剤，抗ウイルス物質で顕著な活

性が見られた。また、フラクションライブラリーから見出した新規化合物を中心に，

NPDepo 化合物ライブラリーの一部について予備スクリーニングを開始し、環状ペプチド

やカルボリン系化合物など複数のヒットを得た。またこれらの化合物については宿主に

対して毒性を示さないことを確認した。 

 

Ｄ．考察 

1. レポーターHBV を用いた感染評価を可能にした。 

蛍光を発色する遺伝子（NanoLuc）を内包する HBV 様粒子の産生を行った。本レポータ

ーウイルスのレポーター活性が HBVRNA 量を反映している事を明らかにした。粒子の集

合や放出などの、生活環の後期過程は反映していないと考えられるが、この系を用いた

HBV 感染初期過程を評価しつつ、その過程を阻害する薬剤の開発に寄与すると期待され

る。この系を用いて、siRNA ライブラリーを用いた宿主因子の探索を行った。数回に亘

る評価実験を行い，HBV 複製を制御する約 100 種類の宿主遺伝子を明らかにした。これ

らの遺伝子が実際に HBV 感染複製に作用しているか否かについて現在解析中である。抗

HBV 作用を示す低分子化合物のマススクリーニングが可能になった。 

2. HBV に感染する細胞の開発 

本年度の研究成果は、未だラットの肝細胞であるが、この肝細胞の表面に人工的に NTCP

の発現を導入する事で、簡易的に HBV の感染をモニターできる細胞が可能かもしれない。

今後の検討課題である。さらに、この低分子化合物によるリプログラミング手法が、ヒ

トの成熟肝細胞から未分化肝幹細胞の誘導にも有効であるかどうかは、今後の研究次第

である。 

3. アデノウイルスベクターを用いた HBV 感染機構の解析と、ウイルス蛋白質の機能解

析。 

AdV は特に肝臓由来細胞への導入効率が高いため、薬剤誘導やトランスフェクション法

など一般的に用いられている手法と比べて迅速かつ定量的に HBV ゲノム複製を検出す

ることが可能であることから抗 HBV 薬のスクリーニング等にも有用性が高いと考える。 

4. 微生物代謝成分、植物成分内の抗 HBV 因子の探索 

NPDepo の標準ライブラリーの阻害活性を評価した結果，HBV の生活環からヒットが予想

される化合物群で活性が見られ，評価系がワークしていることを確認した。化合物ライ

ブラリーを評価する準備が整ったので，今後，大規模スクリーニングを本格化させる．

また予備的検討で得た候補化合物のうち，カルボリン系化合物については純度が低かっ

たため，活性本体を精製し，抗ウイルス活性を再評価する。 

 

 

Ｅ．結論 

蛍光を発色する遺伝子（NanoLuc）を内包する HBV 様粒子の産生を行い、これを用いて



 

96 well 規模での感染評価の実験条件を整えた。上の評価条件下において、siRNA ライ

ブラリーを用いた宿主因子の探索を行い、HBV 複製に重要と思われる宿主因子を明らか

にした。これまでに開発した HBV 感染複製評価系が、抗 HBV 剤の開発に有効である事が

示せた。エピジェネティクス制御因子が、肝がん細胞を正常な肝細胞様細胞にリプログ

ラミング可能な事を明らかにした。 

プレゲノム発現 AdV は HBV ゲノム複製の研究に応用可能であると考える。また、Pol 遺

伝子発現 AdV においてはその活性を確認出来たため、今後は他のコード遺伝子発現 AdV

に関しても評価を行っていくとともに班員への供給を進める。HBV/NL 粒子，HepG2/NTCP

細胞を用いたハイスループットスクリーニング系を確立し，大規模スクリーニングを開

始する準備を整えた． 
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