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分担研究課題：肝発癌における自然免疫関与の解析 
 
研究要旨：B型肝炎ウイルス(HBV)は, 感染複製効率の良い培養系も少ないことから
その感染排除に関しては依然不明な点が多い. ヒト肝細胞キメラマウスから分離さ
れた初代新鮮肝細胞にHBVを感染させ, 肝細胞における自然免疫関連分子MHC 
class I polypeptide-related chain A (MICA)およびreceptor-interacting serine/threonine 
protein kinase-2 (RIPK2)等の発現状態を比較検討した. ヒト肝細胞キメラマウスから
分離された初代新鮮肝細胞では少なくとも90日間のHBV感染状態の観察が可能であ
った. HBV関連肝細胞癌との関連が報告されたMICAはHBV感染とともに発現が増
強し, HBsAgの排除前から発現の減弱がみられ, HBV感染およびHBsAg排除との関連
から非常に興味深く思われた. 

 
A. 研究目的 

B 型肝炎ウイルス(HBV)は, 感染複製効
率の良い培養系も少ないことからその感染
排除に関しては依然不明な点が多い. ヒト
肝細胞キメラマウスから分離された初代新
鮮肝細胞に HBV を感染させ, 肝細胞にお
ける自然免疫関連分子MICAおよび RIPK2
等の発現状態を比較検討した. 
 
B. 研究方法 
ヒト肝細胞キメラマウスから分離された

PXB細胞 4 x 105 cells/wellに HBV genotype 
C 1 x 106 copies/well または 1 x105 
copies/wellを感染させ(Day 0), 4-5日に 1度
Cell culture mediumを交換した. HBV DNA
およびHBsAgはそれぞれTaqMan PCRおよ
び CLIAにて測定した.Day 7, Day 27, Day 
62, Day 90にて細胞蛋白を SDS lysis buffer
にて回収し, Western blotにてMICAおよび
RIPK2 の発現状態を HBV 非感染肝細胞と
比較検討した. 
 
（倫理面への配慮） 
血清の解析に関しては千葉大学医学部倫

理委員会に申請し, インフォームドコンセ
ントに係る手続きを実施し, 提供試料, 個
人情報を厳格に管理保存する. また, 一般
論として弱者, 女性, 少数民族の疫学調査
等を行う場合は倫理上十分配慮している. 
 
C. 研究結果  
1) Condition medium中 HBV DNAは Day 2
で 3.9, 4.7 log copies/mL, Day 7で 3.8, 4.5 
log copies/mL, Day 27 で 5.5, 5.1 log 
copies/mL, Day62で 4.5, 5.5 log copies/mL, 
および Day 90で 3.3, 3.3 log copies/mLと検
出可能であった.  
2) Condition medium中HBsAgはDay 2で＜
0.05, 0.06 IU/mL, Day 7で＜0.05, 0.24 IU/mL, 
Day 27で 2.38, 0.76 IU/mL, Day 62で 1.41, 
1.57 IU/mLであったが以後急速に検出感度
以下となった. 
3) 肝細胞MICAは, Day 27で感染 HBV量
依存的に非感染肝細胞と比較し発現が増加
していた. Day 62では非感染肝細胞と比較
し発現が減少し, Day 90ではHBV感染肝細
胞では発現のさらなる減弱がみられた.  



4) 肝細胞 RIPK2はHBV感染により発現の
減弱がみられた. 
 
D. 考察 
ヒト肝細胞キメラマウスから分離された

PXB細胞中のヒト肝細胞の割合は約70%以
上と報告されている (Joyce ら , PLoS 
Pathogen 2009). そこで今回我々はMICAお
よび RIPK2の解析をWestern blotを用いて
蛋白レベルで行った. HBV粒子の半減期は
HBe抗原陰性者および陽性者ではそれぞれ
中央値 2.5 minおよび 46 minであり, Dandri
ら(Hepatology 2008)は免疫不全 uPA miceで
は HBV粒子の半減期は 44 minから 4時間
と延長していることを報告している. 今回
研究に用いた HBVは HBe抗原産生株であ
るが約 90日間 Condition medium中で HBV 
DNAが検出可能であった. 
 
E. 結論 
ヒト肝細胞キメラマウスから分離された
初代新鮮肝細胞では少なくとも 90 日間の
HBV感染状態の観察が可能であった. HBV
関連肝細胞癌との関連が報告された MICA
は HBV感染とともに発現が増強し, HBsAg
の排除前から発現の減弱がみられ, HBV感
染および HBsAg 排除との関連から非常に
興味深く思われた. 
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