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研究要旨： 

現行の治療薬とは作用機序の異なる HBV 阻害剤の開発、HBV 感染症に対する根治療法の確立は

喫緊の課題である。本年度は以下の成果を得た。1) HBx トランスジェニックマウスへの statin

投与によって、CDK 阻害因子 p21 及びマイトファジー阻害因子 DJ-1 の発現亢進を見出した。

statin が肝発がん抑制に働く可能性が示された。培養細胞系で、statin が抗炎症因子、抗酸

化因子の発現を誘導することを見出した。2)阻害剤スクリーニングから、HBV 阻害剤候補とし

て、Metachromin A、Berberine、Simvastatin を見出した。3) HBV プレゲノム発現を負に制御

する因子 LUC7L3 を同定し HBV 調節機能を解析した。4) プロテオミクス解析より、HBV 増殖を

正に制御する LRPPRC と負に制御する SRPK1 を同定した。5) 宿主 microRNA let-7 が HBV preS2

領域の mRNA の配列と高い相同性をもち、感染細胞では HBV mRNA が let-7 のデコイとして作用

する結果、本来の let-7 の機能が損なわれて細胞内環境の恒常性が攪乱され、癌化に寄与する

可能性を見出した。6) 同定した長鎖ノンコーディング RNA UHG1 は、HBV 複製に伴い発現上昇

を示し、HBV 複製の制御に関与し、肝硬変、肝癌において発現亢進の傾向があることを見出し

た。7)ヒト iPS 細胞から分化誘導した肝細胞様細胞に HBV を感染させることに成功した。8) ヒ

ト iPS 細胞由来肝細胞系譜細胞と内皮細胞の共培養系で in vitro 肝組織モデル（IVLiPS）を樹

立した。IVLiPSでは NTCP 発現が亢進しており、HBV 感染感受性が示された。9) 組換えアデノウ

イルスを利用した高効率 HBV 複製系を作出し、簡便な HBV 定量技術を確立した。HBV ポリメラ

ーゼをトランスに供給できる HBV 複製系を樹立した。10) 肝細胞癌切除後 statin 投与（高脂

血症治療）群では、術後非投与群に比べ予後良好な傾向であった。 
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A. 研究目的 
B 型肝炎ウイルス（HBV）の持続感染者は全世
界で三億人以上とされ、慢性肝炎から肝硬変、
肝がんへ到る連鎖に苦しめられている。治療
薬として核酸アナログ製剤、インターフェロ
ンなどが使われているが、薬剤の作用機序が
限られていること、ウイルス DNA の完全排除
は困難なこと、薬剤耐性ウイルスの出現など
の問題があり、根治療法は確立されていない。
現行の治療薬とは異なる作用機序を有する
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阻害剤、特に感染細胞の核内 HBV DNA を排除
できる新規薬剤、HBV 肝発がん抑制剤等が開
発されれば、HBV キャリアからの肝不全、肝
がんの発生を防ぎ、キャリア状態の解消に繋
がる。 
 本研究では、抗 HBV 薬スクリーニング、マ
ウスモデルでの評価を通じて新規治療薬候
補の取得を目指す。また、HBV DNA の複製制
御、遺伝子発現調節の分子機構、non-coding 
RNA による HBV 複製制御、HBV 複製における
肝細胞分化レベルの関与等を明らかにし新
規創薬標的、戦略を見出す。HBV により発現
変動する non-coding RNA の同定と機能解析、
HBV タンパク質-宿主因子相互作用解析を行
い、病態発現機構解明へ繋げる。さらに、高
機能肝組織培養系を駆使し新たな HBV増殖モ
デル、HBV プレゲノム高発現系等、薬剤評価
に有用な実験系を作出する。また、HBV 関連
症例の肝切除等手術後の補助化学療法に資
する臨床研究を行う。 
 
B. 研究方法 
1. 阻害剤の探索、評価 
 動物モデルでの評価には、ヒト肝細胞キメ
ラマウス及び HBx遺伝子発現トランスジェニ
ックマウスを用いた。候補薬剤投与後、マウ
ス血中、肝組織の HBV 発現量また癌関連遺伝
子発現、また肝組織中のタンパク質発現の変
動を解析した。遺伝子型 C (CAT)の core 
promoter/enhancer 領域遺伝子を PCR で増幅
し pGL2 に組み込み、ルシフェラーゼレポー
タープラスミドを作製した。このレポーター
プラスミドを組み込んだ細胞株を樹立し阻
害剤スクリーニングに用いた。 
 
2. HBV 複製増殖機構の解析 
 HBV ゲ ノ ム DNA か ら core 
promoter/enhancer 領域遺伝子（nt 900—
1857）を Firefly luciferase レポーターベ
クターへサブクローン化し、転写活性測定に
用 い た 。 作 成 し た プ ラ ス ミ ド を
Lipofectamine LTX を利用して HuH-7 細胞に
導入した。ウイルス抗原の発現はウエスタン
ブロットで、転写活性は dual luciferase 
assay 系で測定した。HBV プレゲノム RNA、ま
た宿主因子 RNA の発現は、リアルタイム
RT-PCR によって定量測定した。 
 HBV 複製、持続感染に関与する宿主因子の

解析として、細胞の核または膜画分を調製し
た後、SILAC 法よって HBV 感染によって発現
変動するタンパク質を網羅的に探索し、遺伝
子ノックダウンによる HBV発現変化を解析し
た。HBV 感染性の評価は以下のように行った。
HBV 感染性粒子はテトラサイクリンを除去し
た HepAD38 細胞の上清より得て、PEG により
濃縮したものを用いた。NTCP 安定発現細胞株
HepG2/NTCP C4 へ感染後、10 日後に HBc の発
現を Western Blotting にて、rcDNA 量をリア
ルタイム PCR 法により評価した。 
 
3. HBV 持続感染、病態発現機構の解析 
 HBV ゲノム複製 Huh-7 細胞を用いて HBV に
よる長鎖ノンコーディング (lnc)RNA の発現
変動を定量 RT-PCR 及びマイクロアレイを用
いて網羅的に解析した。lncRNA の機能解析は
siRNA を用いたノックダウンし、HBV の複製
能に対する影響を RT-PCR、ELISA 解析する事
で行った。 
 HBV RNA と宿主 microRNA との相同性を in 
silico 解析し、HBV RNA と相互作用する可能
性の高い宿主 microRNA を抽出し、その機能
変化を HBV配列発現下でのレポーターアッセ
イで、また標的タンパク発現をウエスタンブ
ロット法で解析した。この変化が HBV の塩基
配列と宿主の microRNA の相同性に依存して
いることを確認するために、HBV 配列の当該
部位に複数の変異を導入したコンストラク
トを作製し、特異性を確認した。標的
microRNA の過剰発現によるレスキュー実験
も行った。 
 
4. 新規治療技術、実験モデルの開発 
 ヒト iPS 細胞株に activin A、FGF、BMP4、
HGF を段階的に添加することにより肝細胞系
譜へと分化誘導した後、これらのうち
CD13+CD133+陽性細胞を繰り返し FACS により
分離することで iPS 由来肝幹/前駆細胞 
(iPS-Hep 細胞) を純化した。本 iPS-Hep 細胞
を用いて種々の条件下で HBV感染実験を行っ
た。 
 一方、Engelbreth-Holm-Swarm (EHS)ゲル
上に形成した血管内皮細胞の管腔ネットワ
ークにヒト ES/iPS 細胞から分化誘導した肝
細胞系譜細胞を播種して肝組織様構造 
(IVLES/hiPS)を構築した。その IVLES/hiPS に HBV
感染性粒子を添加し、培養期間中の細胞から
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プレゲノム RNA を RT-PCR 法により定量し、
培地中からは放出された HBV粒子を回収しゲ
ノム DNA を定量した。 
 HBV 複製が確認されていた S発現欠失 HBV
ゲノム(kS)あるいはネガティブコントロー
ルとして HBVのポリメラーゼコード領域を欠
失した HBV ゲノム(ΔPol)を CMV プロモータ
ーから発現するアデノウイルスベクターを
定法通りに作製した。kS ゲノム及びΔPol ゲ
ノムは、汎用されている 1.24 倍長と相同配
列の領域を最小限に留めるように短絡した
1.03 倍長のものを構築し、ベクター作製に供
した。 
 
5. 肝細胞癌症例に関する臨床的解析 
 1997 年から 2011 年に肝切除を行った肝細
胞癌患者 1486 例のうち初発で Ablation など
の前治療を行っていない 682例を対象とした。
B 型、C 型、非 B 非 C 型肝炎ウイルス別、高
脂血症治療薬投与別の無再発生存率や全生
存率を検討した。 
 
（倫理面への配慮） 

本研究にあたっては、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、
利益が保護されるよう十分に配慮する。具体
的には、厚生労働省等で検討されている「ヒ
トゲノム解析研究に関する共通指針」に則り
各研究実施機関の医学研究倫理審査委員会
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、また提供試料、個人情報を
厳格に管理、保存する。 
動物実験にあたっては、当該研究機関の動物 
実験規程に従い承認を得た上で実施した。実 
験動物に苦痛を与えることのないよう配慮し 
た。 
 
C. 研究結果 
1. 阻害剤の探索、評価 
HBxトランスジェニックマウスへのstatin投
与により複数の肝臓内 autophagy 関連遺伝子
および蛋白発現変化を認め、特に autophagy
阻害、発癌関連蛋白 DJ-1 の肝臓における蛋
白発現が低下した。 また、statin、インタ
ーフェロン、抗ウイルス剤併用により安全に
HBV 増殖抑制を認めた。cccDNA の著名な減少
を認めるものもあったが全体として statin
非投与群と有意な差を認めていない。 

8 種 類 の statin （ Rosuvastatin, 
Atorvastatin, Compactin, Flivastatin, 
Lovastatin, Pitavastatin, Pravastatin, 
Simvastatin）による抗酸化、抗炎症因子の
発現誘導効果を解析した。Atorvastatin, 
Fluvastatin, Pitavastatin, Simvastatin を
それぞれ終濃度 3 uM で添加した HBV 複製
HuH-7 細胞では、NAD(P)H dehydrogenase, 
quinone 1 及び Nrf2 の mRNA 発現の有意な上
昇が認められた。Atorvastatin, Fluvastatin, 
Simvastatin を 3 uM で添加、３日間培養した
ところ 25〜35%の HBV プレゲノム RNA 量の低
下が認められた。 
 海洋動物抽出物ライブラリーを用いてコ
アプロモーター活性抑制を指標に抗 HBV化合
物のスクリーニングを行った。252 画分を探
索した結果、ヒットした４画分のうち２画分
の主成分が Polybrominated dephenyl ether
（PBDE）であった。PBDE およびその誘導体 3
化合物のウイルス粒子産生に対する影響を、
HepG2.2.15 細胞を使って解析した。PBDE と
一つの誘導体はウイルス産生を抑制したが
（EC50が数µM）、ともに毒性 CC50が 10-20µ
Ｍを示した。さらに、海洋生物からの精製化
合物表品 21 化合物をスクリーニングし、3化
合物がヒットした。低毒性で、抗 HBV 活性が
高かったのが、metachromin A であり、
HepG2.2.15細胞のウイルスDNA放出を指標に
抗 HBV 活性を測定したところ、EC50 が 0.8µ
Ｍで、SI 値が 19.6 であった。また、漢方由
来の化合物の Berberine も HepG2.2.15 細胞
に対して抗 HBV 活性を示したが、EC50 が 9 µM
を示した。また、Simvastatin は HBV 初期感
染を抑制することが示され、EC50 がが 5µMで
あった。preS1 ペプチドの結合を Simvastatin
は阻止できなかったことから、ウイルス接着
以降の過程で、Simvastatin は抗 HBV 活性を
示すものとして考えられた。 
 
2. HBV 複製増殖機構の解析 
昨年度、質量分析によって、HBV Enhancer 

II/Basal core promoter (Enh II/BCP)領域に
結合する因子群を同定し、さらに siRNA によ
るノックダウン解析から、プレゲノムプロモ
ーター活性に関与する宿主因子を選抜した。
ノックダウンによって HBV 転写活性が有意に
上昇する因子として LUC7-like 3 (LUC7L3)を
見出した。LUC7L3のノックダウンによってHBV
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遺伝子型 A及び Bのプレゲノムプロモーター
活性は２〜３倍まで上昇した。このとき、HBc
抗原の発現が実際に亢進することも遺伝子型
Bで確認した。 
 SILAC 法により核内で発現上昇した因子を
9種類、減少した因子を 32 種類同定した。ま
た、膜画分でも変動した因子を 40 種類同定
した。2次スクリーニングとして HepG2.2.15、
T23 および YE12 細胞を用いて、HBV 感染によ
る遺伝子発現変動を検討し、それぞれの細胞
で同じ発現パターンを示す因子として 20 種
類の宿主因子を同定した。それらの因子を標
的とした shRNA を作製し、ノックダウン
HepG2.2.15 細胞を樹立した。20 種類の宿主
因子のうち、LRPPRC をノックダウンした細胞
では、細胞内および上清中のコア関連
HBV-DNA 量が有意に低下していた。LRPPRC は
特定の mRNA に結合し、核から細胞質への輸
送に関与することが知られているため、HBV
の pregenomic RNA の輸送への関与を検討し
た。HepG2.2.15 および 1.28 倍長の HBV-DNA
を導入した細胞において、LRPPRC の発現抑制
によって、核内の pregenomic RNA の量は増
加し、細胞質内で減少することが明らかとな
った。以上の成績より、LRPPRC は pregenomic 
RNA の輸送を介し、HBV の感染性を正に制御
していることが示唆された。 
 質量分析により同定されたコア蛋白質と
結合する分子のうち、スコアの高い 12 分子
に対する shRNA を作製し、ノックダウン
HepG2/NTCP 細胞を樹立した。1.28 倍長のプ
ラスミドを導入した系や、HBV の感染の系に
より、HBV を負に制御する因子として SRPK1
が同定された。SRPK1 のノックアウト HepG2
細胞を樹立したところ、HBV の高い複製効率
が確認された。 
 
3. HBV 持続感染、病態発現機構の解析 
 HBV の preS-2 領域の塩基配列が、宿主の
microRNAの一種で癌抑制機能を持つlet-7配
列と高い相動性を持つことをデータベース
検索から見出した。この相動性は本邦に多い 
HBV の genotype B・C ともに認められた。Let7 
の機能を評価するためのレポーターと、
genotype C 由来の HBV の preS-2 mRNA を発現
するコンストラクト（蛋白は発現しないよう
stop コドンを挿入したもの）を用い、HBV 
preS-2 mRNA 存在下では let7 の機能が損な

われることを確認した。さらに、let7 の本来
の標的因子である癌遺伝子 LIN28B の蛋白発
現量が HBV preS2 mRNA 存在下では増強する
ことを見出した。この効果は HBV preS2 の
let7 認識配列に変異を入れると見られない
こと、let7 を過剰発現するとレスキューされ
ることから、HBV preS2 mRNA が宿主 miRNA で
ある let7 の機能を抑制するためと考えられ
た。HBs mRNA を発現するトランスジェニック
マウスでは DENによる化学肝発癌の腫瘍形成
性が促進した。このことから in vivo におい
ても HBs mRNA による腫瘍形成能の促進効果
が示唆された。初代ヒト培養肝細胞に HBV を
感染させることによって、let7 標的分子をは
じめとする種々の遺伝子発現量の変化がみ
られたが、そこに HBsAg に包埋した let7 を
BNC によって補充することによって、LIN28B
をはじめとする HBV 感染による let7 標的分
子の発現量変化をキャンセルすることが可
能であることが確認できた。 
 これまでに HBV複製に伴い著明な発現上昇
を示す宿主細胞由来の 6 種の lncRNA 
(UHG1-6)、発現低下を示す７種(DHG1-7)を見
出している。本年度は最も期待できる UHG1
を中心に機能解析を行なった。HBV 複製系で
は対照群(ベクター導入)と比べて 3-4 倍に
UHG1 の発現が有意に亢進した。HBV 複製系に
おいて UHG1 をノックダウン(KD)すると HBV 
mRNA 量が抑制された。さらに、産生される
HBs、HBe 抗原も UHG1 の KD で低下する傾向を
示した。HBV 複製に伴い HIF1や MMP14 等の
遺伝子発現が上昇するが、UHG1 の KD により
これらの発現が抑制された。一方で、肝炎、
肝硬変、肝癌患者における UHG1 の発現をマ
イクロアレイで解析したところ、肝硬変、肝
癌において発現亢進している傾向がある事
が判明した。 
 
4. 新規治療技術、実験モデルの開発 
 肝細胞系譜へと誘導したヒト iPS由来細胞
は、AFP、HNF4a を高度に発現しており、FACS
を用いて CD13+CD133+陽性細胞 (iPS-Hep 細
胞) を純化することにより、一定期間の継代
培養が可能であった。純化した iPS-Hep 細胞
において NTCP の mRNA 発現を解析したところ、
肝癌細胞株と比較して 100倍以上の発現量を
認めた。また、iPS-Hep 細胞における IFNα
添加時の IFN 誘導遺伝子（ISGs: MxA, PKR, 
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ISG15)の発現量誘導能は HepG2－NTCP に比し
iPS－Hep 細胞で有意に高かった (p<0.001)。
次に iPS-Hep 細胞における HBVの感染性を検
討するために、HepG2.2.15 細胞由来 HBV を培
養 上 清 に 添 加 し た と こ ろ 、 細 胞 内 に
0.3copies/cell の cccDNA と 2 ×
108copies/mlのHBVDNAが上清中に確認され、
HBV 感染が iPS-Hep 細胞において成立するこ
とが確認された。 
ヒト iPS 細胞を用いてアクチビン Aを特定

濃度で一定期間処理した後、安定的な IVLiPS

を構築した。IVLiPSは 2週間以上培養が可能
となり、その培養期間中に肝特異的遺伝子発
現や尿素合成能などの肝特異的代謝機能が
上昇することを確認した。さらに、HBV のレ
セプターとして唯一知られている NTCP の遺
伝子発現が肝癌細胞株ではほとんどなかっ
たが、IVLhiPSにおいては非常に強く 2週間程
上昇が観られた。IVLhiPSに HBV を感染させた
ところ、細胞内で HBV の増殖および HBV 粒子
の細胞外へ放出など HBVが感染可能であるこ
とが再確認できたとともに、少なくとも数日
間はその現象が効率的に観察され、機能的な
モデル構築に成功した。さらに、この in vitro
感染システムが長期間可能になるように、
IVL の構造安定性を試みた。星細胞株 TWNT4
または LX2 を導入したところ、内皮細胞ネッ
トワークへ向かって遊走が認められ、その後
にマウス初代培養肝細胞を播種したところ、
さらにネットワークへ遊走が観察された。構
造的には長期間の安定が確認されたが、用い
た星細胞株は増殖性が高く、一面が星細胞で
おおわれることになったため、改良が望まれ
た。また、星細胞を導入した IVL では、尿素
産生の有意な促進は認められなかったが、ア
セトアミノフェンによる感受性は有意に上
昇することが確かめられた。 
 poly(A)配列を外来のものに置き換える等
の改変を加え、相同領域を 1.03 倍長にまで
少なくした新たな HBV ゲノムを構築し、AdV
の作製を行った。1.24 倍長と同様の PCR によ
る解析を行った結果、ネガティブコントロー
ルのΔPol では CCC 由来のバンドは全く検出
されず、kSでは 1.24 倍長とほぼ同程度の CCC
が検出されたことから、1.03 倍長を用いた場
合に検出される CCC は、ほぼ全てが HBV ゲノ
ム複製により生成した分子であり、HBV ゲノ
ム複製効率の定量には極めて有用性が高い

システムであることを明らかにした。また、
肝臓由来の細胞に極めて高効率に遺伝子導
入が可能な AdV と CMV プロモーターを併用し
た結果、定量 PCR では HBV ゲノム複製がベク
ター導入後僅か 4日から確認されたことから、
ハイスループット系による抗 HBV薬スクリー
ニングシステムの開発を行い、抗 HBV 薬であ
る Lamivudine や Entecavir の抗ウイルス効
果を定量的かつ簡便に解析することが可能
であることを示した。また、ΔPol ゲノム発
現 AdV と Pol 遺伝子を単独で発現する AdV を
共感染した結果、kS よりは少ないものの HBV
ゲノム複製を確認した。 
 
5. 肝細胞癌症例に関する臨床的解析 
 肝細胞癌に対する肝切除の成績をもとに、
肝炎ウイルスの抗原・抗体別の予後を解析し
た。B型、C型、非 B非 C 型肝炎ウイルス別
の生存期間や無再発生存期間には差を認め
なかった。非 B非 C型かつ HBc 抗体陽性 41
例の無再発生存率は陰性例 101例に比較して
有意に良好であった。しかし、これを非 B非
Cかつアルコール多飲歴のない90例について
限定して解析したところ、HBc 抗体の有無に
よる予後の差は認められなかった。また、ス
タチン投与群は非投与群に比較して予後良
好な傾向がみられたが検討症例数をさらに
増やす必要がある。 
 
D．考察 
1. 阻害剤の探索、評価 
 本研究では、新規創薬標的となる HBV複製、
病態機構の研究と薬剤候補物質獲得を目指
す。今回 HBx トランスジェニックマウスへの
statin 投与によって、CDK 阻害因子 p21 発現
亢進及びマイトファジー阻害因子 DJ-1 の発
現低下を見出した。statin が肝発がん抑制に
働く可能性が示された。 
 statin は既に広く使用され肝炎患者にお
いても安全性が確立されている。臨床データ
において statin による HBV 肝発癌抑制を示
唆する報告がなされたが後ろ向き解析であ
り、またその機序についての基礎的考察も不
十分である。本研究班で初めて statin が肝
臓抗炎症作用を発現（鈴木）、増殖抑制（森
石）がデータとして得られるとともに今回発
癌抑制の機序を説明しうる蛋白変化をマウ
スモデルで確認した。ヒトを対象とした研究
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に進めるうえで statin の有用性を示唆し、
かつ過去の貴重な手術検体で薬剤標的とな
りうるか具体的に検討できる遺伝子を見出
した。 
 抗 HBV コアプロモーター活性やウイルス産
生に対して阻害活性を示す化合物を同定し
た。今後 metachromin A などの誘導体や類縁
化合物に対して抗 HBV活性を検討する。また、
海洋生物抽出物以外の天然物に対しても抗
HBV 活性の有無を検討する計画である。また、
コアプロモーターアッセイ系を B型肝炎創薬
実用化等研究事業の他班に提供し、その細胞
系による低化合物ライブラリーを用いた抗
HBV 剤探索にも協力しており、本研究から波
及した成果も今後期待できる。 
 
2. HBV 複製増殖機構の解析 
転写調節領域に結合し、転写制御に働く宿

主因子を明らかにすることは、エピジェネテ
ィックな分子機構を解明する上で非常に重要
である。また、HBV Enh II/BCP 領域は、プレ
ゲノム RNA、HBc 抗原の発現に必須であるだけ
でなく、HBV 関連肝発がん例でこの領域の変異
が蓄積することから癌化にも関与すると考え
られている。本年度、Enh II/BCP 結合し HBV
転写活性を負に制御する因子としてLUC7L3を
同定した。LUC7L3 は、酵母 Luc7p のホモログ
であり、Luc7p は U1 snRNP splicing complex
を形成するサブユニットであることが知られ
ている。しかしながら、転写調節における機
能については全くと言ってよいほど明らかに
されていない。今後、HBV 転写制御における
LUC7L3 の役割、分子機構を明らかにする予定
である。 
 本研究により HBVの感染性に関与する宿

主因子が同定された。LRPPRC は HBV の
Pregenomic RNAが核外に輸送されるのに重要
な因子であることがこれまでの結果から示
唆される。今後は、ノックアウト細胞による
解析に加え、LRPPRC の発現に影響する薬剤や
分子を同定する。また、HBV 感染における
SRPK1 の役割もさらに明らかにし、LRPPRC と
同様に、発現や活性に影響する分子を同定す
る。 
 

3. HBV 持続感染、病態発現機構の解析 
 細胞内のmicroRNAは遺伝子発現を精密に
制御しており、その発現の攪乱はウイルス複

製能変化や細胞癌化といった病態に深く関
わることが想定されている。これらのステッ
プにおける肝細胞内microRNAの役割を解析
し、その発現量を調節することによって、劇
的なHBV増殖抑制、排除、病態改善が可能と
なりうる。今回、我々は、HBVのpreS-2領域
のmRNA塩基配列が、宿主のmicroRNAの一種で
癌抑制機能を持つlet-7を吸着し その機能
を撹乱する結果 肝癌でもその重要性が報告
されている癌遺伝子LIN28Bの発現を増強す
ることを確認した。これは、HBVのcccDNAか
ら転写されるpreS2 mRNA領域の存在が細胞癌
化に関与していること、「HBs抗原量が癌化
と相関する」と報告されているが、実は抗原
蛋白量ではなくHBV mRNA量がその病態の本体
である可能性を示唆するものである。HBV 
mRNAの病態形成、とくに肝発癌に関わる可能
性は、今年度のin vivoモデルによる検討で
も確認した。さらに、HBsAgを用いたmicroRNA
の感染肝細胞への効率的なデリバリーは、
HBVによる肝発癌を抑制する可能性がある。
今回用いたBNCによるmicroRNAの肝細胞への
送達は臨床応用可能な新規核酸療法として
期待できるものである。いっぽう、吸着され
るmicroRNAが宿主細胞に与える影響だけで
なく、ウイルス側の複製・増殖への影響を検
討することで、ウイルス増殖の制御や完全排
除にも応用できるかもしれず、今後さらに検
討を加えていきたい。 
 同定された機能未知の lncRNA UHG1 は HBV
の複製制御に関与している可能性が高いと
考えられる。UHG1 は肝硬変、肝癌において発
現亢進している傾向がある事からも分子標
的としての妥当性が示唆される。今後は、
UHG1の HBV複製への機能やUHG1標的遺伝子、
UHG1 誘導機構について解析する。この研究成
果を基盤として UHG1 の発現あるいは機能を
阻害する分子のスクリーニング系を構築し、
化合物スクリーニングを実行することによ
り、治療薬候補の発見が期待できる。 
 
4. 新規治療技術、実験モデルの開発 
 分化レベルを制御・純化することで、ヒト
iPS細胞由来肝幹･前駆様細胞においてHBV感
染を成立させることに成功した。本 iPS-Hep 
細胞は、肝癌細胞株とは異なり、IFN 添加時
の ISGs 誘導能が保たれていることから、宿
主自然免疫を中心としたウイルス・宿主間相
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互作用の解析が可能性であると考えられる。
iPS-Hep 細胞における HBV 感染系を用いるこ
とでより生体に近い HBV全ライフサイクルの
解析と新たな創薬展開が期待できる。 
IVL ES/iPS では、実際の肝臓の組織と類似し

た肝細胞特異的な極性シグナルを構築する
ことができたため、類洞側の肝細胞表面に局
在している NTCP の発現が誘導でき、特に 2
週間以上の発現が維持されていることから、
HBV の感染・増殖が可能となったと考えられ
る。また、HBV 感染後に NTCP の発現が低下し
ていく現象は大変に興味深い。用いた星細胞
株は、増殖性が高く、遺伝子発現解析により、
活性化されていることが確認できた。つまり、
個体における肝の線維化状態に近いと思わ
れ、肝細胞の極性は乱れていることが考えら
れ、NTCP の発現などに影響を及ぼしている可
能性が示唆された。従って、星細胞株の活性
化を抑制した IVL構築を検討する必要性があ
る。 
 本研究で確立した HBVプレゲノム高度発現
AdV システムは、複製した HBV ゲノムから生
成する CCCのみを特異的かつ高効率に定量可
能な方法であり、HBV ゲノム複製機構の解析
だけでなく、抗 HBV 薬スクリーニング法の開
発にも有用性が高いことが明らかになった。
しかも本法で用いている HBV ゲノムは Sタン
パク質の ATG を置換しているため S 非発現
HBV ゲノムとなっており、安全性も極めて高
い。現在は既存薬での最終的な確認を行って
いるが、今後は様々なライブラリーを用いて
抗 HBV薬のスクリーニングを開始する予定で
ある。また、HBV の Pol 欠失プレゲノム発現
AdV と Pol 発現 AdV の共感染で HBV ゲノムの
複製を高効率でトランスに補完するシステ
ムの開発に成功したため、現在コアのトラン
スのシステムについても検討を行っており、
AdV を用いた新規遺伝子治療用ベクターにつ
いても開発を進めている。 
 
5. 肝細胞癌症例に関する臨床的解析 
 近年、非アルコール性脂肪性肝炎(NASH)や
非アルコール性脂肪性肝疾患(NAFLD)の増加
に伴い、非 B非 C肝に発生する肝細胞癌は増
加傾向にあると報告されている。しかし、非
B非 C肝の一部には B型肝炎への既感染症例
が含まれており、HBcAb 陽性例の予後につい
ては不明な点が多い。肝細胞癌に対する肝切

除の成績をもとに、肝炎ウイルスの抗原・抗
体別の予後を解析した。  
非 B非 C症例の 3分の 1にはアルコール多飲
歴を認め、NASH や NAFLD など HBV, HCV 肝炎
症例とは異なった背景が存在すると考えら
れる。HBcAb の意義については非ウイルス性
肝障害の因子を除いて考慮すると予後への
影響は限定されたものだった。スタチンによ
る発癌抑制効果が再発抑制にどの程度寄与
するかは今後の検討課題である。 
 
E. 結論 
マウスモデル実験系で statin による HBV 発現の
抑制作用、増殖阻害的な宿主因子発現変化が示さ
れた。HBV 複製細胞系、レポーターアッセイで阻
害 剤 の 探 索 を 行 い 候 補 化 合 物 と し て 、
Metachromin A、Berberine、Simvastatin を見出
した。HBV 複製機構、HBV タンパク質発現によっ
て変動する宿主因子を数種類同定し機能解析を
行った。in vitro 肝組織モデルなど、新規技術、
実験モデルの開発に新たな知見を得た。 
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