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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、B型肝炎の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HBV
ウィルス抗原を発現する新しい遺伝子改変マウスを作成し、ヒト肝炎病態を模倣した免
疫応答の詳細な解析を進めている。マイクロアレイを用いた遺伝子発現プロファイル解
析からは、HBs抗原タンパクを肝細胞特異的に発現させた成体マウスの肝組織では、さ
まざまなサイトカイン関連遺伝子の発現変化が顕著に生じていることが確認された。ま
たin vitro HBV感染モデルとして、TALEN/CRSPRを用いた遺伝子破壊技術を活用し、肝
培養細胞において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た。 
 

 
A. 研究目的 

B 型肝炎ウィルス(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
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い HBV 抗原タンパクを発現する遺伝子改

変マウスを作成し、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、DNAウィルス感染時の自然

免疫系による細胞内センサーとして、

STING-cGAS経路が重要な役割を果たして

いることが明らかとなってきた。DNAセン

サーである環状 GMP-AMP シンターゼ

(cGAS)からの STING の活性化を介してウ

ィルス DNAが認識されることにより、I型

インターフェロンが誘導され、抗ウィルス

応答が作動することがわかってきた。しか

しながら、HBV が肝細胞に感染した際に、

HBV DNAが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、これらの細胞内センサー遺伝

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ならび

に CRSPR systemを用いた新しい遺伝子破

壊技術による in vitro ノックアウト肝培養

細胞の樹立を行った。 

 

B. 研究方法 

1. 新規 B型肝炎モデルマウスの作製； 

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としては、

Albumin(Alb)-Cre-ERT2 マウスを活用した。

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

する性質を持った変異型 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。また、薬剤誘導

前の微量 Creタンパク質のリークの可能性

が否定できないため、非誘導時には Cre産

生が全く生じていない既存の薬剤誘導性

Cre マウスとして、Mx1-Cre マウスも併用

して解析を進めることとした。 

他方、Creによる LoxPの組換え作用によ

り 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作成のた

めには、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コン

ストラクトを作成した。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
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トのマウス胚への 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

最終的に合計 3ライン確保した。 

 

2. in vitro HBV感染系の樹立； 

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行った。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 技術を用いるとともに、

CRSPR/Cas9 system も同時進行で活用する

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、

STING, cGASそれぞれに対応するユニット

の作成を行った。また、STING, cGASに特

異的な認識配列を有する CRSPR を搭載し

たレンチウィルスベクターを作成し、

HepG2 細胞への導入効率と遺伝子破壊効

率を検証した。 

 

C. 研究結果  

１．新規 B型肝炎モデルマウスの作製； 

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(HBsAg-flox マウス)と、誘導型 Cre

発現マウス(Alb-Cre-ERT2マウス、Mx1-Cre

マウス)を交配することにより、薬剤誘導性

にHBs抗原を発現する 2種類のモデルマウ

スを樹立した。うち、先行する数ラインか

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、

顕在性の肝炎としての免疫応答は乏しい可

能性が示唆された。しかしながら、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確認できたため、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。そこで、

Alb-Cre-ERT2 X HBsAg-flox 交配マウスの

HBs抗原発現後の肝組織中の遺伝子発現プ

ロファイルを Agilent 社の SurePrint Mouse 

gene expression (8X60K)によるマイクロア

レイ解析を実施した。興味深いことに、HBs

抗原タンパクを肝細胞特異的に発現させた

成体マウスの肝組織では、さまざまなサイ

トカイン関連遺伝子の発現変化が顕著に生

じていることが確認された。中でも、

IFN-lamda 受容体 1、Pin1、IL-17 受容体遺

伝子の発現上昇が惹起されていることがわ

かった。すなわち、HBV急性感染時の初期

免疫応答として、IFN-lammdaシグナル経路

などが活性化されている可能性が示唆され

た。 
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２．in vitro HBV感染系の樹立； 

STING, cGASそれぞれに特異的な TALE

ユニットならびに CRSPR の設計を行い、

それぞれTALEN発現ベクターとCRSPR導

入用レンチウィルスベクターを作成した。

TALEN はリポフェクションにより HepG2

細胞に導入し、puromycin でのセレクショ

ンを行った。 TALEN 導入を行った

homo-knockout 細胞では、標的遺伝子の完

全破壊が十分に達成できていない可能性が、

その後の real-time定量PCRの結果から示唆

された。これに対して、CRSPR導入細胞で

は、高率に cGAS, STING遺伝子破壊が達成

できていることが、標的遺伝子領域の target 

sequenceならびに real-time定量 PCRから確

認できたため、CRSPR 導入細胞を用いて

HBV 感染実験を行った。CRSPR 発現レン

チウィルスベクターの HepG2 細胞への導

入後に、B 型慢性肝炎症例から採取した

HBV陽性血清を培地に添加し、1週間後に

細胞回収を行ったところ、cGAS ノックア

ウト細胞では有意に細胞中の HBV 複製中

間体量が上昇していることが明らかとなっ

た。これに対して、STINGノックアウト細

胞では、コントロール細胞と比較して、

HBV陽性血清の添加による細胞内 HBV複

製中間体量の変化は認められなかった。 

 

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。肝細胞への HBs抗

原発現により病理学的な肝炎像は確認する

ことが困難であったが、HBVに対する自然

免疫応答を模倣したサイトカイン発現変動

が HBs 抗原発現肝組織で認められたため、

モデルマウスの表現型としては一定の成果

を得ることが出来たものと考えられる。今

後は、HBs 抗原発現前にあらかじめ HBV

抗原蛋白により免疫を付加しておくことに

より、ウィルスに対する獲得免疫応答の解

析も進めていく方針としている。同時に、

in vitroにおいて培養細胞を用いた HBV感

染系を樹立することにより、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を目指していく。 

 

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を作成

し、HBVに対する自然免疫応答の解析を開

始した。また、in vitro HBV感染モデルの樹

立をめざし、TALEN/CRSPRを用いた DNA

ウィルスセンサー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。 

 

 

F．健康危険情報 

特記事項なし 
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