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研究要旨：われわれはヒト肝細胞キメラマウスを使用した C 型肝炎ウイルス（HCV）の感染
系を確立して研究を行ってきた．本年度，このヒト肝細胞キメラマウスを用いた研究を中心に
ウイルス性肝炎の根治と病状緩和に有用な治療法を開発することを目的とし，創薬のシーズの
探索，開発された薬剤の応用，肝炎モデルの創生の 3 点を中心に行い以下の知見を得た． 
1. 創薬のシーズの探索 
 プロスタグランジン I 受容体アゴニストの HCV 感染阻害効果が見いだされた． HCV 感染
におけるmiR-122 の役割を解析し，miR-122 によるHCV RNA の安定化にはRISC 複合体が必
須であり，特にRISC 複合体の中のAgo2 蛋白が，HCV RNA の安定化に必須であることを明ら
かとした．遺伝子型 2bのHCV 株のレプリコンを樹立し，さらにレプリコンゲノムに検出した
適合変異を利用することにより，感染性ウイルスを作成することが可能となった． 
2. 開発された薬剤の応用 
 次世代シークエンサーを用いて，direct-acting antiviral agent（DAA）未治療のHCV患者のNS5A
領域を解析し，IL28Bの遺伝子型とNS5A Y93 変異が関連していることを見出した．Telaprevir
あるいは NS5A 阻害剤耐性型 HCV 感染マウスを作製し，薬剤治療効果を検討した．DAA を
sequential に使用すると多剤耐性変異が出現することを見出した．長期持続型 IFN-発現ベクタ
ーをHCV 感染マウスに hydrodynamic injection法を用いて投与することにより，持続的に IFN-
を遺伝子発現することが可能となり，高い抗 HCV 効果を得られることに成功した．肝移植後
のHCV 再感染におけるNK 細胞のフェノタイプおよびquasispeciesの意義を明らかにした． 
3. 肝炎モデルの創生 
 HCV 感染ヒト肝細胞キメラマウスに NK 細胞を投与することにより肝炎モデルマウスの作
製を試みている．また超免疫不全である NOG マウスに Herpes simplex virus type 1 thymidine 
kinase（HSVtk）遺伝子を過剰発現させた TK-NOG マウスを用いた HCV 感染モデルを確立し
た．またマウスよりいくつかの利点を持つラットの肝臓をヒト化する技術の開発を行い，ラッ
ト肝芽細胞に特異的に障害を与えることが可能なトランスジェニックラットのファンダーを
作製した． 

   

【研究分担者】  
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土方 誠 京都大学ウイルス研究所准教授      前川伸哉 山梨大学大学院消化器内科学講師
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A. 研究目的  

 難治性のウイルス性肝炎患者に対する

安全かつ有効な新規治療法の開発，あるい

は問題となっている耐性ウイルスに対す

る対策が必要とされている．その克服のた

め，われわれはこれまでヒト肝細胞キメラ

マウスを使用した肝炎ウイルスの感染系

を確立して研究を行ってきた．本研究は，

このヒト肝細胞キメラマウスを用いて，ウ

イルス性肝炎の根治と病状緩和に有用な

治療法を開発することを目的とし，(1) 創

薬のシーズの探索，(2) 開発された薬剤の

応用，(3) 肝炎モデルの創生，の3点を中心

に行う．  

  

B．研究方法  

(1) 創薬のシーズの探索に関する研究で

は，これまでに行ってきた研究である新

規候補となる薬剤の抗ウイルス効果の

検証あるいは肝炎ウイルスの感染によ

る transcriptome の変化を網羅的に解析

し，創薬のターゲットとなり得る分子の

同定を行う．これらの発現解析には最近

可能となった次世代シーケンサーによ

る網羅的発現解析を応用する． (2) 開発

された薬剤の応用に関する研究では，

HCV 培養系およびキメラマウスを使用

して，野生型あるいは薬剤耐性型 HCV

クローンを感染させ，各種 DAA 製剤に

対する耐性ウイルスを作製し，それぞれ

に対してどのような薬剤が有効か，また，

多剤併用でウイルスの完全な排除が可

能かどうかについて検討し，IFN を使用

しない治療法の確立を目指す．また有効

な drug delivery 技術の開発も試みる．

さらに生体肝移植後の HCV 再感染の

メカニズムの解明および治療法開発

を試みる．(3) 肝炎モデルの創生に関

する研究では，キメラマウスにヒトリ

ンパ球が生着できる条件について検

討を加える．さらに uPA/SCID マウス

以外の肝炎モデル動物の構築も試み

る．   

 

C. 結果および考察  

(1) 創薬のシーズの探索に関する研究  

 これまでトロンボキサン A2（TXA2）

合成酵素 (TXAS)阻害剤によって感染

性 HCV 産生が抑制されることを報告

した．今年度は TXAS 阻害剤の抗 HCV

効果の分子機構の解明，また TXAS 阻

害剤を投与したヒト肝細胞キメラマ

ウスにおいて感染した HCV の感染伝

播が回復していく現象が認められた

のでその原因追及を目指した． JFH1

感染性粒子産生系において TXA2 受容

体アゴニストとアンタゴニストの効

果を検証したところ，双方とも全く効

果を示さなかった．またキメラマウス

の肝細胞や JFH1 感染性粒子産生系で

用いられている HuH-7 細胞における

TP の発現について検討したところ，

これらの細胞では TP の発現がないこ

とがわかった．このことから TXAS に

よる感染性 HCV 産生の促進は TP を介

さない未知の経路が関与しているこ

とがわかった  (土方班員)．  

 HCV 感染における miR-122 の役割

の解析を行った．培養細胞系での検討



から，miR-122 は，HCV の 5’UTR 領域

に存在する結合部位への結合を介して

HCV RNA を安定化することで HCV の

蛋白合成を促進し，結果的に HCV 複製

を促進することが明らかとなった．さら

に miR-122 による HCV RNA の安定化に

は RISC 複合体が必須であり，特に RISC

複合体の中の Ago2 蛋白が，HCV RNA

の安定化に必須であることを明らかと

した（金子班員）．  

 創薬のシーズの探索に応用するため

種々の遺伝子型の HCV 培養系の確立を

試みた．本年度は遺伝子型 2b の HCV 株

のレプリコンを樹立した．遺伝子型 2b

株のレプリコンゲノムに検出した適合

変異を利用することにより，感染性ウイ

ルスを作成することが可能となった（脇

田班員）．  

   

(2) 開発された薬剤の応用に関する研究  

 近 年 開 発 さ れ て い る direct-acting 

antiviral agent（DAA）は著明な抗 HCV

効果を有するが耐性変異が問題となる．

次世代シークエンサーシステムを用い

て，C 型肝炎患者における NS5A 耐性変

異の検討を行った．Daclatasvir（DCV）

未治療の対象 110 症例において DCV 耐

性変異 Y93H は 30.9％（34/110）の症例

に存在した．Y93H 症例はインターフェ

ロン感受性関連因子であるコア番変異

（p=0.03）， IRRDR 変異数（p=0.01），

IL28B SNP（p=0.002）と関連したが，特

に IL28B SNP は Y93H 変異と独立して関

連していることを見出した（前川班員）．

ヒト肝細胞キメラマウスに関しては，

DAA 耐性 HCV 感染マウスを用いて

telaprevir（TVR）あるいは NS5A 阻害

剤耐性型 HCV 感染マウスを作製し薬

剤治療効果を検討した．TVR＋NS5A

阻害剤を併用投与すると両薬剤に対

す る 2 重 耐 性 型 HCV が 出 現 し

breakthrough が生じ，さらに NS5B 阻

害剤の投与により 3 重耐性型 HCV が

出現した．DAA を sequential に使用す

ると多剤耐性変異型 HCV が出現する

ため注意が必要であることが示され

た（茶山，今村班員）．  

 ヒト肝細胞キメラマウスを用いて

有効な drug delivery の開発を試みた．

長期持続型 IFN-発現ベクターを HCV

感染マウスに hydrodynamic injection

法を用いて投与することにより，持続

的に IFN-を遺伝子発現することが可

能となり，高い抗 HCV 効果を得られ

ることに成功した．HCV の除去が確認

されたマウスの肝臓において肝細胞

の傷害はほとんど認められず， IFN-γ

遺伝子の持続的供給による安全かつ

有効な HCV 治療法の開発の可能性が

示された（高倉班員）．  

 HCV 関連肝疾患に対し，肝移植療法

は有用な手段であるが，HCV 再感染が

問題である．これまで生体肝移植後の

HCV 再感染に対し，肝由来 Natural 

killer（NK）細胞をレシピエントに投

与することにより，ウイルス量の減少

が得られることを報告していきた．本

年度はさらに HCV の感染抑制に働く

NK 細胞のフェノタイプ解析を肝移植

ドナー /レシピエントの肝臓内単核球



および末梢血単核球を用いて実施した．

ドナーグラフト肝内在 NK細胞の NKp46

の発現強度には個体差があり，NKp46 

bright 細胞高含有率が肝移植後早期の

HCV 感染抑制に影響する可能性を確認

した（大段班員）．また生体肝移植後の

HCV 再 感 染 に お け る 遺 伝 子 多 型

（Quasispecies）の意義を明らかした．In 

vitro の感染系で Huh7 に馴化した HCV

（HCVcc/Huh7）と Hep3B に馴化したウ

イルス（HCVcc/Hep3B）を作製した．次

世代シーケンスの結果，これらのウイル

スは異なった Quasispecies を保持してお

り，異なる宿主細胞株に感染した際に新

たな Quasispecies が出現することが明ら

かになった．HCVcc/Huh7 は Huh7 細胞

に 対 し て HCVcc/Hep3B は

Hep3B/miR-122 細胞に対して高い感染

性 を 示 し た ． こ れ ら の 成 績 か ら

Quasispecies は新しい宿主細胞に馴化す

るために重要な役割を果たしているこ

とが示された（松浦班員）．   

 

(3) 肝炎モデルの創生に関する研究  

 HCV感染ヒト肝細胞キメラマウスにNK

細胞を投与することにより肝炎モデルマ

ウスの作製を試みている（茶山，今村班員）．

また新規動物モデルとして超免疫不全で

ある NOG マウスに Herpes simplex virus 

type 1 thymidine kinase（HSVtk）遺伝子を

過剰発現させたTK-NOGマウスを用いた

HCV感染モデルを確立した（茶山，今村

班員）．置換率が低値あったマウスにおい

ても，TK-NOGマウスはuPA-SCIDマウス

よりも高い割合で感染が成立しており今

後，肝炎モデルとして発展させていく． 

 また創薬開発のツールとしてマウス

よりいくつかの利点を持つラットの肝

臓をヒト化する技術の開発を行った．

本年度は，キメララット作成に必要な

Cre deleterラットの作成を試みた．京都

大学中央動物実験センターよりユビキ

タスに発 現する CAG-Cre Tg ラット

[W-Tg(CAG-cre)81Jmsk系統 ]受精卵の

供給を受けてこの卵を発生させること

によって必要なファンダーとすること

にした．所定の手続きを経て入手した

卵をWistar系統ラットの仮親内で発生

させ19頭の産仔を離乳まで育成するこ

とができた．PCRによるジェノタイピ

ングの結果，合計２頭のTg陽性個体を

選別することができた．現在これらの

Tg陽性個体を育成し，コンディショナ

ルDT-A BAC Tgラットと交配し繁殖さ

せている（吉里班員）．  

 

D. 考察  

 HCV培養系およびヒト肝細胞キ

メラマウスを用いて新規候補とな

る抗ウイルス剤あるいは新規治療

法の開発を行った．また野生型ある

いは種々の薬剤耐性型HCVクロー

ンを用いることにより，各種DAA製

剤に対する感受性あるいは耐性株

出現の検討を in vitroおよび in vivo

で行った．さらに肝炎モデルのマウ

スの作製は難治性ウイルス性肝炎

に対する治療法開発につながるも

のとして期待される．  

  



E. 結論  

 HCV 培養系およびヒト肝細胞キメ

ラマウスを用いて，創薬のシーズの

探索，開発された薬剤の応用，肝炎

モデルの創生の検討が可能となった． 
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創薬と新規治療法開発に資するヒト肝細胞キメラマウスを用いた 
肝炎ウイルス制御に関する研究 

 
 

研究分担者 吉里勝利 株式会社フェニックスバイオ 学術顧問 
 

研究要旨：次の３つの研究を行った。（１）肝炎ウイルスとヒト肝細胞の相互作用の解析。 
キメラマウスに HBVsAgL パーティクルを投与後、蛋白架橋剤 
[3,3’-dithiobis(sulfosuccinimidyl)propionate] を注入し肝臓組織を分離後その蛋白
を２次元電気泳動法によって分析するという手法で、HBV 感染関連蛋白として GRP78 
(HSPA5)を同定していた。本年度は本蛋白の役割を知るための研究を実施した。キメラマウ
スマウス由来のヒト肝細胞を培養しその GRP78 遺伝子の発現を siRNA 処理によって低下さ
せた後、HBV を感染させ感染９日での感染率を測定したところ処理しない細胞に比べて有意
に低下していた。（２）キメララット作成。キメラマウスと補完的に利用できるキメララッ
トの作製を昨年度に引き続き実施した。今年度はユビキタスに発現する CAG-Cre Tg ラット
を繁殖させた。（３）生体内環境に近いヒト肝細胞培養法開発。HepG2 細胞をコラーゲンゲ
ル中に３次元的に分散させ、常時、新鮮培養液を灌流出来る装置で培養した（３次元フロ
ー培養）。この方法で培養された肝細胞は灌流しない培養（ノンフロー培養）に比べてか
なり高い増殖性を示した。 

 

A. 研究目的 
HCV の感染とそれを起因とする肝臓疾患の
発症は、ウイルスと肝細胞の相互作用の結
果であり、HCV 感染の初期の段階では、持
続感染を成立させようとするウイルスと、
これを排除しようとするヒト肝細胞の攻防
が起きていると予想されるが、その詳細は
不明である。ウイルスと肝細胞のこのよう
な攻防の仕組みを明らかにするためのモデ
ル実験系として、私達はヒト肝細胞で置換
された肝臓を有するマウス（キメラマウス）
を作製し、このマウスが上記仕組みの解明
に有用・有効であることを明らかにして来
た。本研究は、次の３つの目的を持って実
施された。 
目的１。肝炎ウイルスとヒト肝細胞の相互
作用の解析。これまでの研究によって、
GRP78 (HSPA5)が HBV とヒト肝細胞の相互作
用に関わっていることを示す実験結果を得
ている。本年度はこの蛋白質の機能を調べ
る研究を実施した。 
目的２。キメラマウスと補完的に利用でき
るキメララットの作製研究。前年度に引き
続きヒト肝細胞細胞で置換された肝臓を有 

 
 
するキメララットの開発研究を実施した。 
目的３。生体内環境に近いヒト肝細胞培養
法開発。私たちが開発した新しい細胞培養
法（３次元コラーゲンゲルフロー培養法）
でヒト肝細胞を培養してその性質を調べた。 
 
B. 研究方法 
目的１（肝炎ウイルスとヒト肝細胞の相互
作用の解析）に関する研究。ヒト肝細胞の
調製と培養は次の様に行った。Hispanic 
(２歳女児)由来のヒト肝細胞を移植し、キ
メラマウスを作製した。ヒト肝細胞移植後
9―１１週目のマウス肝臓から常法に従っ
て肝細胞を分離し、ヒト肝細胞画分を得た。
得られたヒト肝細胞をネガティブコントロ
ール siRNA、HBV siRNA、GRP 78 siRNA を
それぞれコーティングした 96 穴プレート
（サイトパスファインダー社製）に播種し、
10%子牛血清を含む dHCGM 液で培養した。ノ
ックダウン効果を検討するため、播種後 2
日目の細胞から RNA を回収し、GAPDH を内
部標準としてリアルタイム PCR で GRP78 の
発現量を解析した。HBV に対する効果を検



討するため、細胞を播種して 4 日目に HBV
を接種した(5 Genome equivalent/cell, 
4%PEG)。接種して 2 日後と 3 日後にそれぞ
れ培地を交換し、その後は、６日間培養を
続け上清を回収した。上清中の HBsAg 量を、
ELISA で定量した。 
 目的２（キメラマウスと補完的に利用で
きるキメララットの作製研究）に関する研
究。平成２４年度研究によって、肝芽細胞
特異的にdiphtheria toxinのドメインA 
(DTA)遺伝子を発現させるBAC Tgラットの
作製することができた。今年度は、京都大
学中央実験動物センターからユビキタスに
発現するCAG-Cre Tgラットの受精卵を入手
し、これを発生させ繁殖させることを行っ
た。 
  目的３（生体内環境に近いヒト肝細胞
培養法開発）に関する研究。ヒト肝細胞樹
立株であるHepG2 はATCC社から得た。コラ
ーゲンゲル３次元培養装置は既報（平成２
５年度生化学会大会発表）の方法に従って
作成した。コラーゲンゲルへの細胞の封入
はコラーゲンゲルサンドイッチ法で行った。
１mlの 0.2%コラーゲンゲルをあらかじめ調
製しておき、その上に 6×105個の上記細胞
を含む２mlの 0.2%コラーゲンゲルを重畳し、
培養液（10%子牛血清を含むDMEM液）を 1 
ml/dayの流速で常時通液して６日間培養し
た。対照実験は、同様の培養条件で行った
が通液は行わず、ゲル上に 1 mlの新鮮培養
液を添加し、この添加培養液を毎日交換し
た。６日目にゲルを倒立位相差顕微鏡で観
察・写真撮影した。 
（倫理面への配慮） 
本研究では、ヒト肝細胞キメラマウスを用
いて、遺伝子発現解析を実施した。キメラ
マウスに移植するヒト肝細胞は、海外から
正式な手続きをもって購入した凍結ヒト肝
細胞を用いた。動物実験においては、動物
愛護ならびに福祉の観点から、必要最低限
の供試動物を使用し、実験動物の生理、生
態や習性等を理解し、動物に苦痛を与えな
いように最大限の配慮をした。 
 
C. 結果 
１．肝炎ウイルス感染におけるGRP78の役割
について。 

 私達はこれまでの研究によって、キメラ
マウスにHBVを感染させるとGRP78の遺伝子
発現が低下することを示している。本年度
は次の実験を実施した。GRP78に対する
siRNAを作成し、キメラマウスから調製した
ヒト肝細胞をこのsiRNAを導入したプレー
トで４日間培養した。この操作で肝細胞に
おけるGRP78遺伝子の発現レベルは対照群
細胞と比較して５%以下に抑制された。この
ヒト肝細胞にHBVを感染させ一週間後に培
養液中のウイルス量を定量したところ、
siRNA処理群では対照群に比べておよそ半
減しており、この減少は有意であった。こ
の実験結果は、HBVの感染およびその増殖に
GRP78が関与していることを示唆している。 
２．キメララットの作製について 
 平成２４年度の研究で、キメララット作
成に必要なCre deleterラットの作成を試
みた。Cre発現コンストラクトを受精卵前核
期胚に注入したが、首尾よくこのコンスト
ラクトを受け入れたファウンダーを得るこ
とができなかった。そこで本年度は、京都
大学中央動物実験センターに保存されてい
るユビキタスに発現するCAG-Cre Tgラット
[W-Tg(CAG-cre)81Jmsk系統]受精卵の供給
を受けてこの卵を発生させることによって
必要なファンダーとすることにした。所定
の手続きを経て入手した卵をWistar系統ラ
ットの仮親内で発生させ 19 頭の産仔を離
乳まで育成することができた。PCRによる
ジェノタイピングの結果、合計２頭のTg陽
性個体を選別することができた。現在これ
らのTg陽性個体を育成し、コンディショナ
ルDT-A BAC Tgラットと交配し繁殖させて
いる。 
３．生体内環境に近い培養系で培養された
ヒト肝細胞の性質について。ヒト肝細胞を
培養標準的な方法（プラスチック皿の表面
に単層培養し適宜培養液を交換する方法）
で培養しても増殖せず、正常な表現型発現
も一週間程度に限られることが知られてい
る。私たちは、キメラマウス肝臓で増殖さ
せたヒト肝細胞をインビトロで有効に利用
するために、従来の培養法の問題点を克服
できる新しい培養法を開発することを目指
している。本年度は、ヒト肝細胞として
HepG2 細胞を用いて培養法の至適化実験を
行った。研究方法の項で述べた方法（３次



元コラーゲンゲルフロー培養法）で本細胞
を６日間培養した。対照実験では、培養液
を通液しない３次元コラーゲンゲル培養法
で同細胞を培養した。培養後コラーゲンゲ
ルを検鏡し、視野当たりの細胞数を計測し
た。対照実験群に対してフロー培養群では
細胞数が 2.7 倍増していることが判った。
フロー培養法がヒト肝細胞の新しい培養法
として利用できる可能性が出てきた。 
 
D. 考察 
私達はこれまでのキメラマウスを利用した
研究によって、HBV感染に小胞体ストレス蛋
白の１つとして知られているGRP78 
(HSPA5)が関与している可能性を指摘して
きた。本年度はこの可能性をより強固にす
るためにこの蛋白遺伝子発現を抑制した場
合、HBVの感染効率に影響が出るかを調べた。
GRP78遺伝子に対するsiRNAで処理されたヒ
ト肝細胞では培養液に放出されるウイルス
量がほぼ半減していた。この結果は、ウイ
ルス感染によって肝細胞は小胞体ストレス
状態になり、その状態はウイルス増殖にと
って好環境になっている可能性を示唆して
いる。今後、この考え方が正しいのか、ウ
イルス感染細胞で高発現することが知られ
ているマーカー遺伝子の発現動態などを調
べることによって検証していく必要がある。
GRP78は、HBVの感染成立に必要因子として
働く（HBVレセプター補助機能）一方、感染
成立後はウイルス増殖に対応するホスト因
子として機能している可能性が考えられる。
HCV感染に対しても同様な実験を実施した
が有意な結果は得られなかった。HCV感染に
対する顕著な効果を示す新薬が開発され、
HBV感染患者に対する有効な治療法の開発
が求められている。本研究によってGRP78
をターゲットとしたHBV感染抑制法の可能
性が出てきた。今後、この可能性に関して
も詳細に検討する必要がある。 
 創薬開発のツールとしてキメラマウスは
研究者の間で高い評価を得ている。一方、
医薬品開発のための実験動物では、候補化
合物の代謝パターンを調べるために充分量
の血液サンプルを採取できることが望まし
いがキメラマウスではその目的に十分には
応えることができない。本研究ではキメラ
マウスと補完的に使用できるキメララット

の作製研究を実施した。本研究課題によっ
てこのラット作成に必要な２系統のファウ
ンダー（肝芽細胞特異的にdiphtheria 
toxinのドメインA (DTA)遺伝子を発現する
ラットとCre deleter Tgラット）を作成す
ることができた。今後これら2系統のファウ
ンダーを交配し目的のキメララットのため
のホスト作成を目指す予定である。 
 培養環境下でヒト肝細胞をその分化機能
を維持させながら増殖させ、また、長期維
持できる方法が開発されれば、医薬品開発
のツールとしての価値が高い。本研究によ
って、ヒト肝細胞をコラーゲンゲル中で３
次元的に培養しかつ培養液を常時通液させ
ればヒト肝細胞の増殖を促進させることが
できる可能性が出てきた。今後、キメラマ
ウス由来のヒト肝細胞を用いてこの可能性
を検証し、さらに分化機能なども詳細に調
べ、３次元コラーゲンゲルフロー培養法の
評価を行う予定である。 
 
E. 結論 
 ヒト肝細胞へのHBV感染にGRP78 (HSPA5)
がウイルス受容体の補助因子あるいは細胞
内でのウイルス増殖に必要なホスト因子と
して関与して可能性を示唆する実験結果を
得た。キメララット作成に必要な２系統の
ファンダー[肝芽細胞特異的にdiphtheria 
toxinのドメインA (DTA)遺伝子を発現する
ラットとCre deleter Tgラット]を作成する
ことができた。生体内環境に近いヒト肝細
胞培養法として３次元コラーゲンゲルフロ
ー培養法の有用性を示唆する結果を得た。
本研究は、石田雄二、齋藤夏美、大房健、
塩田明、立野知世、及び吉里勝利によって
行われた。 
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miR-122 による C 型肝炎ウイルス複製制御機構の解明 

 
分担研究者 金子 周一  金沢大学大学院医学系研究科恒常性制御学 教授   

    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
A. 研究目的 
 肝特異的に発現するマイクロ RNA である
miR-122 は HCV の複製に促進的働くことが
報告されている．そのため miR-122 に対する
アンチセンス鎖を利用した抗 miR-122 療法
による抗ウイルス効果は，HCV 感染培養細
胞系のみではなく，HCV 感染チンパンジー，
さらには HCV 感染患者においても証明され
ている．そのため miR-122 を標的とした抗
miR-122 療法は，今後の C 型慢性肝炎の有
力な新規治療法と考えられるが，miR-122 に
よる HCV 複製制御機構は明らかではなかっ
た．本年度は，miR-122 による HCV 複製制
御機構を明らかにすることを目的とし以下の
検討を行った． 
 
B. 研究方法 
1） miR-122のHCV RNA複製に対する影響

を排除するため，RNA 依存性 RNA ポリメ
ーゼ活性を有する NS5B の活性を有しな 
 

い HCV RNA を作成した．また蛋白合成
への影響も同時に評価するため HCV 遺
伝子中に分泌型ルチフェラーゼを挿入し
た．この HCV RNA を miR-122 あるいは
miR-122 アンチセンス鎖と共に肝癌細胞
株 Huh-7.5 細胞に遺伝子導入し，HCV 
RNA の安定化作用の有無を northern 
blot 法にて，さらに蛋白に与える影響を
ルチフェラーゼ活性により評価した． 

2) HCV 持続感染培養細胞を作成，高濃度
（EC50 の 10 倍濃度）の NS5B 阻害剤( 
PSI-6130）を投与して，HCV RNA 合成を
停 止 させ，直 ちに miR-122 あるいは
miR-122 アンチセンス鎖を投与し，HCV 
RNA の安定化作用の有無を検討した． 

3) HCV 持続感染細胞を作成し，DICER，
Ago1 から Ago4 蛋白に対する siRNA を
投与して，HCV RNA 複製への影響を検
討した． 

4) Ago2 ノックアウト細胞に非複製 HCV 
RNA(１ )で使用）を miR-122 あるいは
miR-122 アンチセンス鎖と共に遺伝子導

研究要旨：肝特異的に発現するマイクロ RNA である miR-122 は HCV の複製に対して促進的
に働くことが報告されている．そのため miR-122 に対するアンチセンス鎖を利用した抗
miR-122 療法は，HCV 複製を抑制することが知られており，実際抗 miR-122 療法による抗ウイ
ルス効果は HCV 感染チンパンジーさらに HCV 感染患者においても証明され，今後の臨床応
用が期待されている．しかながら，miR-122によるHCV複製機序は不明であったため今回その
解明を行った．培養細胞系での検討から，miR-122 は，HCV の 5’UTR 領域に存在する結合
部位への結合を介して HCV RNA を安定化することで HCV の蛋白合成を促進し，結果的に
HCV 複製を促進することが明らかとなった．さらに miR-122 による HCV RNA の安定化には
RISC 複合体が必須であり，特に RISC 複合体の中の Ago2 蛋白が，HCV RNA の安定化に必
須であることを明らかとした．抗 miR-122 療法は，DAA 製剤で問題となっている薬剤耐性ウイ
ルスが極めて出現しにくいことが知られており，今後 DAA 製剤との併用療法が期待される． 
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考えられる．そのため抗 miR-122 療法と DAA
製剤の併用療法は DAA 製剤による薬剤耐
性ウイルスの出現予防の点で極めて有用で
あり，今後検討を行う予定である． 
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Ago2 が必須であることが明らかとなっ

た． 

 

F. 研究発表 

1.論文発表 

1) A Seki, S Y akai, T Komura, A Nasti, 

K Yoshida, M Higashimoto, M Honda, 

S Usui, M Takamura, T Takamura, T 

Ochiya, K Furuichi, T Wada, S 

Kaneko. Adipose tissue-derived 

stem cells as a regenerative 

therapy for a mouse 

steatohepatitis-induced 

cirrhosis model. Hepatology 

58(3):1133-42, 2013 

2) T Shirasaki, M Honda, T Shimakami, 

R Horii, T Yamashita, Y Sakai, A 

Sakai, H Okada, R Watanabe, S 

Murakami, M Yi, SM Lemon, S Kaneko. 

MicroRNA-27a regulates lipid 

metabolism and inhibits hepatitis 

C virus replication in human 

hepatoma cells. J Virol 

87(9):5270-86, 2013  

3) T Ueda, M Honda, K Horimoto, S 

Aburatani, S Saito, T Yamashita, Y 

Sakai, M Nakamura, H Takatori, H 

Sunagozaka, S Kaneko. Gene 

expression profiling of hepatitis 

B- and hepatitis C-related 

hepatocellular carcinoma using 

graphical Gaussian modeling. 

Genomics 101(4):238-48, 2013  

4) T Yamashita, M Honda, Y Nakamoto, 

M Baba, K Nio, Y Hara, SS Zeng, TH 

Kondo, H Takatori, T Yamashita, E 

Mizukoshi, H Ikeda, Y Zen, H 

Takamura, XW Wang, S Kaneko. 

Discrete nature of EpCAM(+) and 

CD90(+) cancer stem cells in human 

hepatocellular carcinoma. 

Hepatology 57(4):1484-97, 2013  

5) Y Hodo, M Honda, A Tanaka, Y Nomura, 

K Arai, T Yamashita, Y Sakai, T 

Yamashita, E Mizukoshi, A Sakai, M 

Sasaki, Y Nakanuma, M Moriyama, S 

Kaneko. Association of 

Interleukin 28B genotype and 

hepatocellular carcinoma 

recurrence in patients with 

chronic hepatitis C. Clin Cancer 

Re 19(7):1827-37, 2013  

 

2.学会発表 

1) Shimakami T, Honda M, Shirasaki T, 

Funaki M, Takabatake R, Lemon SM, and 

Kaneko S. Acyclic Retinoid, 

Peretinoin, Inhibits Hepatitis C 

Virus Replication in Cell Culture, 

The 64rd AASLD2013, ワシントンDC, 

2013年11月 



2） Shirasaki T, Honda M, Shimakami T, 

Murai K, Shiomoto T, Okada H, 

Takabatake R, Lemon SM, Murakami S, 

Kaneko S. Impaired IFN signaling in 

chronic hepatitis C with advanced 

fibrosis via the TGF-β signaling 

pathway. The 64th AASLD 2013, ワシ

ントン DC，2013 年 11 月 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

G.所有権の取得状況 

1.特許取得 

特になし 

2.実用新案登録 

特になし 

3.その他 

特になし 



厚生労働科学研究費補助金（肝炎等克服緊急対策研究事業） 
創薬と新規治療法開発に資するヒト肝細胞キメラマウスを用いた 

肝炎ウイルス制御に関する研究 
分担研究報告書（平成 25 年度） 

 

レプリコンを用いた C型肝炎ウイルス増殖に関与する宿主分子の網羅的解析、 

リバースジェネティックスの構築に関する研究 

 
 

分担研究者 土方 誠 京都大学ウイルス研究所 准教授 
  
研究要旨：前年度までに、トロンボキサンA2（TXA2）合成酵素(TXAS)阻害剤Ozagrel
がJFH1感染性粒子産生系においてHCV感染性粒子産生阻害効果を示し、ヒト肝細胞
キメラマウスにおいても患者血由来HCVの感染増殖を阻害することを示してきた。
今年度はTXAS阻害剤の抗HCV効果の分子機構の解明、またTXAS阻害剤を投与したヒ
ト肝細胞キメラマウスにおいて感染したHCVの感染伝播が回復していく現象が認め
られたのでその原因追及を目指した。JFH1感染性粒子産生系においてTXA2受容体
(TP)アゴニストとアンタゴニストの効果を検証したところ、双方とも全く効果を示
さなかった。また、キメラマウスの肝細胞やJFH1感染性粒子産生系で用いられてい
るHuH-7細胞における、TPの発現について検討したところ、これらの細胞ではTPの
発現がないことがわかった。このことからTXASによる感染性HCV産生の促進はTP
を介さない未知の経路が関与していることがわかった。HCVの感染伝播が観察され
るOzagrel処理キメラマウスの血清を感染源として用いておこなった二次感染実験に
いて、Ozagrel処理をおこなった場合には、その感染伝播は抑制されなかった。この
ことからOzagrelに対する抵抗性HCVの出現が示唆された。以上の結果から、今後
TXASによる感染性HCV産生機構の解明による新規抗HCV薬剤標的の同定ならびに
Ozagrelの至適投与量や他抗HCV薬との併用の検討をおこなう必要があると考えら
れた。 

 
A. 研究目的 
 前年度までに、トロンボキサン A2

（TXA2）合成酵素(TXAS)阻害剤 Ozagrel
が JFH1感染性粒子産生系においてHCV感
染性粒子産生阻害効果を示し、ヒト肝細胞
キメラマウスにおいても患者血由来 HCV
の感染増殖を阻害することを示してきた。
またTXA2と相反する生理活性を有するプロ
スタグランジン I2 (PGI2)受容体(IP)アゴニ
ストがキメラマウスを用いた抗 HCV 薬の
評価系で同様の効果を示すことを明らかに
している。今年度は TXAS 阻害剤の抗 HCV
効果の分子機構の解明、また TXAS 阻害剤
を投与したヒト肝細胞キメラマウスにおい
て感染した HCV の感染伝播が回復してい

く現象が認められたのでその原因追及を目
指した。 

 

B. 研究方法 
1. JFH1 感染性粒子産生系を用いて以下の

点について解析した。 
i. TXAS の基質であるプロスタグランジン
H で組換え体 HCV 産生細胞を処理し、そ
の細胞から産生される HCV 粒子の感染性
を検討した。 
ii. TP アンタゴニストで組換え体 HCV 産生
細胞を処理し、その細胞から産生される
HCV 粒子の感染性を検討した。 
iii. TXAS 阻害剤存在下において TP アゴニ
ストで組換え体 HCV 産生細胞を処理し、



その細胞から産生される HCV 粒子の感染
性を検討した。 
iv. 組換え体 HCV 産生細胞とヒト肝細胞キ
メラマウスの肝臓における TP 遺伝子の発
現をそれぞれの総RNAを用いたRT-PCR法
によって解析した。 
2. 患者血清を用いて HCV を感染させたヒ
ト肝細胞キメラマウスに、Ozagrel を投与し
た。その一ヶ月間後に採血し、得た血清を
用いて、血清中の HCV を新たに未処理キ
メラマウスに感染させて、Ozagrel を投与し
た。Ozagrel を投与、あるいは未投与のマウ
スから、それぞれ一ヶ月間後に採血し、血
清中のHCVゲノム量を定量RT-PCRによっ
て測定した。 
また、それぞれの血清中の HCVRNA ゲノ
ムをサブクローン化し、その部分核酸配列
を決定した。 
（倫理面への配慮） 
 本研究で用いられているか不死化肝細胞
はあらかじめ京都大学医学部医の倫理委員
会に申請し、審査の後に承認された研究に
基づくものである。不死化肝細胞作製に用
いた肝臓提供者へのインフォームドコンン
トや個人情報の管理は上記委員会の規定通
りにおこなわれており、倫理面に関する問
題はない。また、ヒト肝細胞キメラマウス
を用いた実験はすべて広島大学において、
広島大学の倫理委員会の承認のもとで実施
されている。 
  
C. 研究結果 
1. 組換え体 HCV 産生細胞を TXAS の基質
であるプロスタグランジン H で処理し、
TXAS の活性を上昇させ、その細胞から産
生される HCV 粒子の感染性を検討したと
ころ、対照実験に比較して有為に感染性粒
子の量が上昇していた。 
2. 組換え体 HCV 産生細胞において TXAS
によって産生されることが想定される
TXA2 の受容体 TP の働きを阻害する TP ア
ンタゴニストで組換え体 HCV 産生細胞を
処理したところ、対照実験に比較して、産
生された HCV 粒子量は変化しなかった。 

3. TXAS 阻害剤によって TXAS からの
TXA2 産生を抑制し、その代わりに TXA2

受容体 TP を活性化することができる TP
アゴニストで組換え体 HCV 産生細胞を処
理した。その結果、細胞から産生された
HCV 粒子の感染性は低下し、TP アゴニス
トは TXAS 阻害剤の効果を抑制できない
ことがわかった。 
4. 組換え体 HCV 産生細胞とヒト肝細胞キ
メラマウスの肝臓では TP mRNA は全く検
出することができなかった。 
5. ヒト肝細胞キメラマウスに感染し、
Ozagrel 投与下で少しずつ感染伝播してい
た HCV を二次的に新たなキメラマウスに
感染させた。このマウスを再び Ozagrel で
処理しても、Ozagrel による感染伝播抑制効
果は認められなかった。 
6. 5.においてOzagrel抵抗性を示したHCV
ゲノム塩基配列の一部について決定し、感
受性を持つ HCV のものと比較した結果、
複数のアミノ酸配列の変異を伴う塩基変異
が認められた。 
 
D. 考察 
1. これまでに TXAS 阻害剤によって感染
性 HCV 産生が抑制されることがわかっ
ていたが、TXAS がどのようにその現象
と関わっているのかは不明であった。前
年度の研究から、TXAS の既知基質であ
る PGH を加える事で感染性 HCV 産生が
上昇することがわかった。このことは
TXAS 活性により産生される TXA2 が感
染性 HCV 産生に関わるメディエーター
である可能性を強く示唆した。TXA2 は通
常細胞表面上に存在する受容体分子 TP
を介してそのシグナルと細胞内に伝える
ことが知られている。しかしながら、今
年度の研究から、TP アゴニストやアンタ
ゴニストは全く感染性 HCV 産生には影
響しない事、そしてキメラマウスや感染
性 HCV 産生細胞では TP 分子が産生され
ていないことがわかり、この感染性 HCV
産生に対する TXAS の機能は TP に依存
しないものであることがわかった。また、
このことは、ヒト肝細胞において TXA2



は既知の TP を介したシグナル系以外の
メカニズムで細胞にシグナルを伝える可
能性が考えられた。 

2. 患者血由来 HCV を感染させたヒト肝細
胞キメラマウスに TXAS 阻害剤 Ozagrel
を投与した時に、マウス血清中に増加し
てくる HCV には、感染性 HCV が含まれ
ていることがわかり、その HCV には
Ozagrel 抵抗性の変異型 HCV が含まれて
いる可能性が考えられた。 

 
E. 結論 

感染性 HCV 産生における TXAS の機能は

まだ不明であるが、TXAS によって産生さ

れる TXA2 がその機能に重要であり、未知

のシグナル系が関与していることがわかっ

た。この未知のシグナル系を明らかにする

ことで、より特異性の高い抗 HCV 薬の標

的分子を見出すことが可能であると考えら

れた。Ozagrel 投与ヒト肝細胞キメラマウス

における抵抗性 HCV の出現から、この薬

剤の至適投与量を検討する必要性と他の抗

HCV 薬剤との併用を検討する必要性が強

く示唆された。 
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創薬と新規治療法開発に資するヒト肝細胞キメラマウスを用いた 

肝炎ウイルス制御に関する研究 

 

HCV感染モデルマウスに対するインターフェロン-γ遺伝子治療効果の検討 

 

研究分担者 高倉喜信 京都大学大学院薬学研究科  教授 

 

研究要旨 これまでの検討においてインターフェロン-α (IFN-α)抵抗性HCVを高レベルで感

染させたヒト肝細胞キメラマウスを用いて、in vivoにおいて持続的にIFN-γを発現するIFN-γ

発現plasmid DNA (pDNA)をハイドロダイナミクス法を用いて遺伝子導入することで、強力

な抗HCV効果が得られることを報告した。また、一過性にIFN-γを発現するpDNAを用いた

場合の抗HCV効果を予備的に評価した結果、弱い抗HCV効果が得られる可能性を見出して

いた。そこで、HCV感染ヒト肝細胞キメラマウスの個体数を増やし、一過性IFN-γ発現の意

義を検討した。その結果、一過性発現を示すベクターを投与した4匹中1匹においてpDNA

投与後早期に血清中HCV RNA量が検出限界以下にまで減少したが、リバウンド現象が認め

られた。また、残りの3個体においては投与後初期に血清中HCV RNA量が多少は減少する

傾向が見られたものの、抗HCV効果はほとんど観察されなかった。持続的なIFN-γ発現によ

る肝障害の可能性について検討するために、血清中ALTのレベルについて経時的に測定し

たところ、投与後初期に一過性に上昇する傾向が認められたが観察終了時にはALTはもと

のレベルに回復していた。また、投与後初期および観察終了時のマウスの肝臓切片を観察

したところ、肝細胞への傷害はほとんど認められなかった。以上の結果はIFN-γ遺伝子の持

続的供給によって安全かつ有効なHCV治療が可能となることを示すものと考える。 

 

Ａ．研究目的  

これまでの検討で、長期のIFN-遺伝子発

現を可能とするpDNAであるpCpG-IFN-γを

ハイドロダイナミクス法により投与するこ

とで、持続的なIFN-の遺伝子発現が得られ

るとともに、HCV感染キメラマウスにおい

て高い抗HCV効果が得られることを報告

した。また、その効果発現におけるIFN-

の遺伝子発現の持続性の意義について検討

するために、予備的に一過性のIFN-発現を

示す短期発現型の IFN-発現 pDNA 、

pCMV-IFN-γをHCV感染キメラマウスに遺

伝子導入することで、弱いながらも抗HCV

効果が得られる可能性を報告していた。そ

こで本研究では短期発現型 IFN-発現

pDNAの投与群、およびネガティブコント

ロールとして生理活性を持たないレポータ

ータンパク質である Gaussia luciferase 

(gLuc)をコードしたpDNA、pCpG-gLucの投



与群の検体数を増やし、IFN-遺伝子治療の

有効性についてより詳細に評価するととも

に、その発現の持続性がC型肝炎に対する

治療効果に及ぼす影響について評価した。 

また、持続的なIFN-遺伝子発現による肝

臓への傷害が懸念されたことから、

pCpG-IFN-を投与された個体において経

時的に血中のALT活性を測定することで肝

傷害性について評価した。併せて肝臓から

切片を作製しHE染色を行うことで、持続的

なIFN-遺伝子発現が肝臓に与える障害の

有無についてより詳細に評価した。 

 

Ｂ．研究方法 

pDNA： IFN-γ発現pDNAとして、pCpG-IFN-

およびpCMV-IFN-を用いた。別途gLucを

発現するpDNA、pCpG-gLucを用いた。ヒト

肝細胞キメラマウス：uPA-SCIDマウスにヒ

ト肝細胞を移植することで作製した高置換

キメラマウスを用いた。HCV感染モデル：

高置換キメラマウスにHCV genotype 1bを

感染させることで治療抵抗性C型肝炎モデ

ルマウスを作製した。ハイドロダイナミク

ス法を利用したマウスへの遺伝子導入と遺

伝子発現の評価：naked pDNAをマウス体重

の約10％に相当する容量の生理食塩水に溶

解し、マウス尾静脈内に急速投与した。血

中IFN-γ濃度はELISA法により測定した。血

中のgLuc量は、ルシフェラーゼアッセイに

より測定した。抗HCV効果の評価：経時的

に採血し、real-time PCR法にて血中HCV 

RNA量を測定した。また、遺伝子導入から

8週間後に肝臓を回収し、nested PCR法を用

いて肝臓中HCV RNAの検出を行った。血清

中ALT活性の評価：pCpG-IFN-を遺伝子導

入したマウスについて、遺伝子投与後、経

時的に採血を行った後、和光純薬社のキッ

トを用いてALT活性を測定した。肝臓の組

織学的観察：pCpG-IFN-を遺伝子導入した

マウスについて、肝臓の切片を作製後にHE

染色、あるいは抗ヒトアルブミン抗体を用

いた免疫組織染色を行った後、顕微鏡観察

を行った。 

 

Ｃ．研究結果 

これまでに、持続的なIFN-γ遺伝子発現が

得られるベクターであるpCpG-IFN-の投

与によって抗HCV効果が得られることを

報告している。そこで、比較対象として

pCpG-gLucを計4匹のHCV感染キメラマウ

スに投与したところ、投与した全個体で投

与から8週間後まで持続的に血清中gLuc活

性が得られた。また、pCpG-gLucの投与に

よっては血中HCVレベルは変動しなかっ

た。 

HCV感染キメラマウスに対して短期発

現型IFN-γ発現pDNAであるpCMV-IFN-γを

投与することで抗HCV効果が得られる可

能性をこれまでに報告していた。そこで本

研究では検体数を増やしてIFN-発現の持

続性が抗HCV効果に及ぼす影響について

さらに検討した。その結果、pCMV-IFN-γ

の遺伝子導入を行った計4匹の個体のうち、

治療開始前の血中HCVレベルが最も低か

った個体において、血中HCV RNA量の減少

が認められ、20日後以降は検出限界以下に

なったが、血清中にIFN-γがほぼ検出されな

くなった投与30日以降は再び血中HCV 

RNAが検出されるようになった。また同個

体から治療開始70日後に回収した肝臓中か



らもHCV RNAが検出された。他の3個体に

おいては投与後早期から一過性に血中

IFN-濃度が得られたものの、血中HCVレベ

ルの低下はほとんど認められなかった。 

pCpG-IFN-γを遺伝子導入したマウスに

ついて、経時的に血中のALT量を測定する

ことで、肝障害を評価した。その結果、6

匹中5匹において遺伝子投与3日後から7日

後にかけて、血中ALTレベルが上昇したが、

遺伝子導入から4週間後にはもとのレベル

に回復していた。また、血中ALTレベルが

上昇していた遺伝子導入3日後および経過

観察を終了した導入8週間後に肝臓を回収

し、切片を作製した後にHE染色を行い、肝

臓における傷害性の有無を判定した。その

結果、両時点においてヒト由来肝細胞、マ

ウス由来肝細胞いずれにおいても明確な傷

害は認められなかった。 

 

Ｄ．考察 

本研究ではこれまでに I型 IFN抵抗性

HCV感染キメラマウスに対して、持続的な

IFN-γ発現を示すpDNAを導入することで

優れた治療効果が得られることを既に報告

していたが、今回は短期発現型IFN-γおよび

レポータータンパク質発現pDNAの遺伝子

導入を行い、抗HCV効果との相関関係を評

価することで、IFN-γの治療効果についてよ

り厳密に検証した。 

その結果、短期IFN-γ発現pDNAの投与に

よって、血中HCVウイルス量の少なかった

個体においてのみ抗HCV効果が得られた

が、IFN-γ濃度が検出限界以下にまで低下し

た後にリバウンド現象が見られたことから、

長期的な抗HCV効果を得るにはIFN-γを持

続的に発現させることが望ましいことが明

らかとなった。また、生理活性を持たない

レポータータンパク質であるgLucをコー

ドしたpDNAの投与ではほとんど効果が得

られなかったことから、IFN-γ遺伝子導入に

より得られた抗HCV効果は、遺伝子導入の

操作によるものではなく発現するIFN-γに

よるものであることを確認した。 

また、IFN-γを肝臓で発現させることによ

る肝臓への傷害性が懸念され、血中のALT

レベルの一過性の上昇が認められたが、時

間経過とともに回復したことから、その程

度は小さいものと考えられる。また、血中

ALTレベルが上昇していたIFN-γ遺伝子導

入3日後の組織像を観察しても明確に肝傷

害を示す像は得られなかったことからも、

肝障害の程度は非常に軽微であったものと

考えられる。また、持続的にIFN-γを作用さ

せた、遺伝子導入8週間後の組織観察の結果

からも明確な肝障害を示す像は得られなか

った。これらの結果は、IFN-γ遺伝子治療の

安全性を示すものと考えられる。 

これらの結果は、I型IFN抵抗性HCVに対

するIFN-γ遺伝子治療の有用性を示すもの

と考えられる。 

 

Ｅ．結論 

IFN-γを作用させることで高い抗HCV効

果が得られるが、特に持続的なIFN-γの作用

が望ましいこと、また持続的なIFN-γの作用

によっても標的組織である肝臓への傷害性

は小さいことが明らかとなった。 
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次世代シークエンサーを用いた DAA 耐性 HCV の検討 

分担研究者： 前川 伸哉 

山梨大学大学院医学工学総合研究部・肝疾患地域先端医療システム学講座 講師 

研究要旨：近年多数開発されている DAA(Direct acting antiviral agents)は、従来

の非特異的抗ウイルス剤であるインターフェロンと比して、C型肝炎ウイルス（HCV）

に対する強い抗ウイルス効果が示されている。本検討では、プロテアーゼ阻害薬

telaprevir(TVR)、また NS5A 阻害剤 daclatasvir（DCV）において、DAA 耐性 HCV の臨

床的意義を明らかにすることを目的として deep sequence による HCV quasispecies

の検討を行った。TVR に関して、IFN に感受性が低い IL28B minor type で変異ウイル

ス出現率が高い傾向あり、十分な薬剤投与が得られないと治療不成功に終わる可能性

があると考えられた。また non-SVR 症例の一部では耐性 HCV の優位な状態が長く持続

しており次世代 DAA 治療に対する注意が必要であった。DCV に関しては Y93H の頻度

が高いことが確認され、治療導入に際して留意すべきことが考えられた。 

   

 

A．研究背景・目的 

近年多数開発されている DAA(Direct 

acting antiviral agents)は、従来の非特

異的抗ウイルス剤であるインターフェロ

ンと比して、C 型肝炎ウイルス（HCV）に

対する強い抗ウイルス効果が示されてい

る。 

一方で、一部の症例においては DAA 耐性

HCV が治療前から存在することが明らか

になりつつあるが、これらが臨床的耐性に

どのように関与するのか明らかとなって

いない。さらに DAA 治療 non-SVR 症例にお

いて、non-SVRの原因となったDAA耐性HCV

が宿主内でどのような動態を呈するのか、

またこれらが次々世代の DAA 製剤への臨

床的耐性に関与するのか明らかになって

はいない。 

本検討では、既に上梓されているプロテ

アーゼ阻害薬 telaprevir(TVR)、また近い

将来上梓されることが予想されている

NS5A 阻害剤 daclatasvir（DCV）において、

DAA耐性HCVの臨床的意義を明らかにする

ことを目的として deep sequence による

HCV quasispecies の検討を行った。 

 

B．研究方法（2013 年度） 

(1)TVR を 含 む 3 剤 併 用 療 法

（PEG-IFN/RBV/TVR）を施行した 21 症例に

おいて、治療前と治療開始後 12 時間後の

TVR 耐性 HCV について、NS3 領域における

deep sequence を行い臨床因子との関連を

検討した。 

(2) NS5A 阻害剤 DCV 無治療症例 110 症



例において、deep sequence を行い、DCV

耐性 HCV と関連する臨床的因子について

検討した。 

(倫理面への配慮) 

本研究は梨大学における倫理委員会の承

認を得て行われた。 

 

C．研究成果 

(1)  TVR 治療開始前には僅かな耐性変

異は殆どの症例に存在した(17/21,81%)が、

PEG-IFN/RBV/TVR治療におけるSVRとの明

らかな関連は認めなかった。しかしながら

治療 12 時間後に耐性変異はさらに増加し 

(20/21,95%)、IL28TG/GG 症例において、

耐性変異の増加をより強く認めた。 

一方、non-SVR 症例の 5/8(62.5%)におい

て、治療終了時に既知の TVR 耐性変異が優

位となっていることが観察され、また 5

例中 2例は治療終了後1年経過してもTVR

耐性変異の優位な状態が持続していた。 

(2) DCV 未治療の対象 110 症例において、

DCV 耐性変異 Y93H は deep sequence にて

30.9％(34/110)の症例に存在した。Y93H

症例はインターフェロン感受性関連因子

であるコア番変異(p=0.03)、IRRDR 変異数

(p=0.01)、IL28B SNP(p=0.002)と関連し

たが、特に IL28B SNP は Y93H 変異と独立

して関連していた。 

 

D．考察 

TVRに関して、IFNに感受性が低いIL28B 

minor type で変異ウイルス出現率が高い

傾向あり、十分な薬剤投与が得られないと

治療不成功に終わる可能性があると考え

られた。また non-SVR 症例の一部では耐性

HCV の優位な状態が長く持続しており次

世代 DAA 治療に対する注意が必要であっ

た。 

また DCV に関しては Y93H の頻度が高い

ことが確認され、治療導入に際して留意す

べきことが考えられた。 

 

E．結論 

次世代シークエンサーを用いた Deep 

Sequence によって、わずかな DAA 耐性変

異ウイルスを高感度に検出することが可

能となった。今後、さまざまな DAA 製剤の

登場が見込まれる状況において、 Deep 

Sequence を用いた解析の重要性は高まっ

ていく可能性が考えられた。 
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HCV 感染の細胞特異性における Quasispecies の意義に関する検討 
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A. 研究目的 
HCV に感染すると高率に慢性化し、肝硬変を
経て肝細胞癌を発症する。ペグ化 IFN とリバ
ビリン、プロテアーゼ阻害剤の併用により治
療効果に改善が認められているが、末期肝硬
変や切除不能な肝癌に対する治療法は肝移
植のみである。肝移植後再発 C 型肝炎は難治
性であり、HCV の再感染機構を明らかにする
必要がある。我々は、miR-122 を強制発現さ
せた Hep3B 細胞 (Hep3B/miR-122 細胞)が
Huh7 細胞と同程度に、遺伝子型 2a の JFH1
株由来の HCV 実験室株 (HCVcc)に感受性を
示すことを明らかにした。本研究では HCVcc
が増幅可能な細胞株である Huh7 細胞と
Hep3B/miR-122 細胞、さらに in vivo モデルと
してヒト肝細胞キメラマウスを用いて、HCV
の感染特異性の決定における、Quasispecies
の意義を明らかにすることを目的とした。 
 
B. 研究方法 

In vitro で合成した JFH1 株由来の HCV 
RNA を Huh7.5.1 および Hep3B/miR-122 細
胞に導入し、それぞれの細胞でウイルスを
継代し、それぞれの細胞に馴化した
HCVcc/Huh7 と HCVcc/Hep3B の遺伝子変
化を、次世代シーケンサーで解析するとと
もに、HCVcc/Huh7 と HCVcc/Hep3B の感
染性を評価した。さらに、それらのウイル
スを異なる細胞に感染させた際の
Quasispecies の変化を解析した。また、
HCVcc/Huh7 および HCVcc/Hep3B を 2 種
類のドナー由来のヒト肝細胞キメラマウ
スに接種し、Quasispecies の変化を検討し
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

研究要旨： C 型肝炎ウイルス(HCV)の慢性感染に伴う末期肝硬変および肝細胞癌に対する

治療として肝臓移植が広く行われているが、肝移植後再発肝炎は難治性であり、再感染機

構を解明する必要がある。本研究は、新しいグラフトへの再感染における HCV の遺伝子

多型 (Quasispecies)の意義を明らかにすることを目的とした。In vitro の感染系で、Huh7 に

馴化した HCV (HCVcc/Huh7)と Hep3B に馴化したウイルス (HCVcc/Hep3B)を作製した。次

世代シーケンスの結果、これらのウイルスは異なった Quasispecies を保持しており、異な

る宿主細胞株に感染した際に、新たな Quasispecies が出現することが明らかになった。

HCVcc/Huh7 は Huh7 細胞に対して、HCVcc/Hep3B は Hep3B/miR-122 細胞に対して高い感

染性を示した。これらの成績から、Quasispecies は新しい宿主細胞に馴化するために重要な

役割を果たしていることが示された。HCV の Quasispecies は移植時のドナーグラフトや新

規感染における感染成立に重要な役割を担う可能性が示唆された。 
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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。 
 
C. 研究結果 
In vitro で合成した HCV RNA を導入後、
Huh7.5.1 細胞では 18 日後に、Hep3B/miR-122
細胞では 55 日後に、105FFU/ml を超える感染
性粒子が産生された。Huh7 に馴化したウイ
ルスHCVcc/Huh7とHep3Bに馴化したウイル
ス HCVcc/Hep3B にそれぞれ獲得変異が同定
され、HCVcc/Huh7 は Huh7.5.1 細胞に、また、
HCVcc/Hep3B は Hep3B/miR-122 細胞に高い
感染性を示した。さらに、HCVcc/Hep3B と
HCVcc/Huh7 を、それぞれ Huh7 細胞と Hep3B
細胞に再度馴化させたところ、新たな
Quasispecies が出現した。出現した変異を導
入した HCV RNA は細胞特異的な感染性の違
いを認めなかったことから、細胞特異的な感
染性には単一の変異ではなく、Quasispecies
が重要な役割を演じていることが示唆され
た。また、HCVcc/Huh7 と HCVcc/Hep3B は 2
種類のドナー由来のヒト肝細胞キメラマウ
スに同等の感染性を示した。現在、
Quasispecies の変化を解析中である。 
 
D. 考察 
HCV 感染における Quasispecies の役割を、
Huh7 細胞と Hep3B/miR-122 細胞で検討した
結果、HCV が細胞特異的に高い感染性を獲得
するためには、Quasispecies が重要な役割を
果たしていることが示された。また、ヒト肝
細胞キメラマウスを用いて、in vivo での
Quasispecies の変化を検討しており、In vivo
における HCV の感染性における Quasispecies
の意義をより詳細に明らかにすることがで
きると考えられる。 
 
E. 結論 
HCV の Quasispecies は、肝移植時のドナーグ
ラフトや新規の感染に重要な役割を担う可
能性が示唆された。 
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Ａ．研究目的 

肝移植後には免疫抑制療法のため獲得免

疫である T/B 細胞応答性が抑制される。一

方、自然免疫細胞であるマクロファージ、

樹状細胞、Natural Killer(NK)細胞は、免

疫抑制剤の影響を受けにくい。しかし、肝

硬変・肝臓がんの患者では NK 細胞の数・活

性ともに低下していることが報告されてい

る 。 そ こ で 我 々 は 、 肝 移 植 術 後 の

Hepatitis C virus(HCV)再感染における肝

臓内の NK 細胞の関与を解析した。その結

果、肝移植レシピエントの NK 細胞活性は肝

障害度に従って低下していることが分かっ

た。すなわち、NKp46 と NKG2D の表出が肝

障害度に関連して低下していた。また、

NKp46 bright細胞の含有率が高いドナーグラフ

ト肝の移植を受けた患者の術後１週間にお

ける血中 HCV-RNA 値の抑制な低下を確認し

た。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

本研究では、NK 細胞の NKp46 分子が HCV

増幅抑制に関与するメカニズムを in vitro 

HCV replicon assay system を用いて解析し

た。 

 

Ｂ．研究方法 

１． HCV replicon 細胞を用いた NK 細胞に

よる HCV 複製抑制効果解析 

 広島大学病院で施行し、同意を得られた

肝移植ドナー９例の摘出肝の臓器灌流液に

含まれる肝内単核球を用いた。NK 細胞は NK 

cell isolation Kit を用い、磁気ソーティ

ング法で分離した。NK 細胞の HCV 増幅抑制

効果について、HCV replicon 保持肝細胞株

(Huh-7)を Target として in vitro replicon 

assay system で評価した。E:T ratio=4:1、

Recombinant human IL-2（25IU/ml）の存在

下で、肝内 NK 細胞と HCV replicon 保持肝

細胞株を共培養し、 48 時間後の HCV 

replicon 細胞のルシフェラーゼ活性をルミ

研究分担者 大段秀樹 広島大学大学院医歯薬保健学研究院 教授 

研究要旨 Ｃ型肝炎ウイルス（HCV）の感染抑制に働く自然免疫細胞Natural killer

（NK）細胞のフェノタイプ解析を肝移植ドナー／レシピエントの肝臓内単核球およ

び末梢血単核球を用いて実施した。その結果、ドナーグラフト肝内在NK細胞のNKp46

の発現強度には個体差があり、NKp46 bright細胞高含有率が肝移植後早期のHCV感染抑

制に影響する可能性を確認した。本研究は、NK細胞のHCV複製抑制にNKp46bright細胞が

関与し、そのメカニズムはHCV感染細胞との接触によるIFN-γ産生を介した増幅抑制

であることをin vitro HCV replicon assay systemを用いて明らかとした。 
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ノメーターで測定した。また、培養上清中

のサイトカインを CBA assay 法で測定し

た。 

 

２．肝内 NK 細胞の NKp46 分子の HCV 抑制

能評価 

 昨年度の研究で、肝局在 NK 細胞の活性化

因子である NKp46 表出強度は個体差に富む

ことを突き止めた。また、ドナー肝グラフ

ト内の NKp46 bright 細胞高含有率は肝移植術

後１週間におけるレシピエント血中 HCV-RNA

値の低下と関連していた。そこで、anti-

NKp46 ブロッキング抗体によって HCV 増幅抑

制能が減弱するか否かを検討した。さら

に、NK 細胞の他の活性化分子であり HCV 感

染との関連が報告されている NKp30、NKG2D

についても同様の検討を行った。 

 

Ｃ．研究結果 

１． HCV replicon 細胞を用いた NK 細胞に

よる HCV 複製抑制効果解析 

 フローサイトメトリー(FCM)によるNK細胞

（CD56+CD3-）のNKp46表出とHCV replicon細

胞のルシフェラーゼ活性抑制能との関係を

解析した結果、NKp46 bright細胞の存在比率が

高いほどルシフェラーゼ活性抑制率も高

く、両者には正の相関を認めた(図１)。 

図 １ ． 肝 内Ｎ Ｋ細胞 の HCV増殖 抑制能は
NKp46bright 分 画 比率 と 最も よく相関 した

 

また、48時間後の培養上清中に存在する

サイトカインをCBAアッセイにより評価し

た。その結果、IFN-γ産生とルシフェラー

ゼ活性抑制率には有意差をもって関連して

いることがわかった（図２）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

２．肝内NK細胞のHCV抑制能に関わる機能分

子の解明 

 HCVの増幅抑制にNK細胞のNKp46分子の直

接関与を確認するため、 in vitro HCV 

replicon assay systemに抗ヒト NKp46 、

NKp30、NKG2Dモノクローナル抗体を添加し

た。その結果、各々のブロッキング抗体の

添加により、ルシフェラーゼ活性抑制能の

解除を認めた（図３）。さらに、NKp46とそ

図 2. ＨＣ Ｖ増殖抑制能はIFN-γ産生能と
相 関を認めた



 

の他の分子との相乗効果を検討し、NKG2Dと

のコンビネーションにおいて有意な抑制の

解除を示した（図４）。 
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図３． Blocking抗体投与によりHCV増殖抑制能は有意に抑制された  

Blocking experiment  
- agents combination -

n = 9
図３． 抗NKp46抗体と抗NKG2D抗体は

HCV増殖抑制能に対して相乗的に作用した  

 

 

Ｄ．考察 

NK 細胞は、腫瘍細胞に対する傷害能や

Interferon(IFN)産生能が高い。しかし、肝

硬変・肝臓がんの患者では NK 細胞の数・活

性ともに低下していることが報告されてい

る。我々の検討でも、肝移植術後の HCV 再

感染防御における肝内の NK 細胞の関与を解

析したが、肝移植レシピエントの NK 細胞の

活性化は自己の肝障害度に従って低下して

いることが分かった。またグラフト肝内の

NK 細胞の NKp46 の表出強度が移植後の HCV

増幅と深く関わるが、NKp46 が HCV 感染細

胞と接触し IFN-γを介し HCV 増幅抑制効果

を発揮する事が判明した。しかし、NKp46

の発現に個体差が存在する理由は未だ明ら

かではない。IL-28B SNP は、HCV に対する

IFN 治療応答性に関与することが知られて

いるが、今後、IL-28B SNP と NKp46 の個体

差が関連し、HCV 感染制御や IFN 治療への

応答性を予測する指標となりうるか解析を

進める予定である。 

 

Ｅ．結論 

肝臓移植後のレシピエントの HCV 再感染

およびその抑制には、グラフト肝内の NK 細

胞上の NKp46 分子の表出強度が移植後の

HCV 増幅と深く関わり、HCV 抑制機構には

NK 細胞の IFN-γ産生が関わる事が解明され

た。 
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研究要旨 本研究ではＣ型肝炎ウイルス（HCV）のin vitroおよびin vivo増殖

系を用いたウイルス増殖メカニズムの解析をおこない、その結果を創薬へ応用す

ることを目的とする。そのために、新たなウイルス培養増殖系の確立を目指す。 

 

A. 研究目的 

 Ｃ型肝炎ウイルス（HCV）新規感染者は激減し

たものの、その原因ウイルスであるHCVのキャリ

アは約１００〜２００万人がいまだに存在する

と推定されている。その多くが肝硬変から肝臓癌

へ移行する。HCV感染に対する治療法はインター

フェロンとリバビリンの併用療法が行われてい

るが、その有効率は40-50%程度である。昨年新た

な抗ウイルス薬としてプロテアーゼ阻害薬が承

認され、治療の有効率は向上すると考えられるが

、さらなる治療薬の開発が必要である。肝炎ウイ

ルスに対する新たな治療法の開発は患者の予後

を改善するのみならず、肝硬変および肝臓癌とい

う高度な医療が必要な疾患の患者数を減らすこ

とにより、結果的に医療費の低減に寄与し、社会

の福祉に寄与することが可能である。HCVのin 

vitroおよびin vivo増殖系を用いたウイルス増

殖メカニズムの解析をおこない、その結果を創薬

へ応用することを目的とする。そのために、新た

なウイルス培養増殖系の確立を目指す。 

 

 

B. 研究方法 

１．遺伝子型 2b の HCV 感染性クローンの樹立 

 東京医科歯科大学の坂本先生（現北海道大学教

授）より遺伝子型 2b のレプリコン及び全長遺伝

子を分与していただいた。レプリコン構築に

S2208I、A2217S および LSG 変異（F438L、A15S、

D559G）をそれぞれ導入した。レプリコン RNA を

Huh7細胞に導入してG418による選択培養でコロ

ニー形成実験をおこなった。樹立されたレプリコ

ン細胞から適合変異を同定して、LSG 変異ととも

に全長遺伝子に導入してウイルス産生実験を

Huh751 細胞で行った。 

 

（倫理面への配慮） 

 各種研究材料の取り扱い及び組換え DNA 実験

は、適切な申請を行い承認を受ける。また、本研

究で使用するヒト由来試料はすでに樹立された

細胞株であり倫理面での問題はないと考えられ

るが、新たにヒト組織などを使用する必然性が生

じた場合には、文部科学省等でまとめられた「ヒ

トゲノム、遺伝子解析研究に関する倫理指針」及
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び、平成 13年 3月 29 日付 12 文科振第 266 号文

部科学省研究振興局長通知に則り、当該研究機関

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、提供試料、

個人情報を厳格に管理保存する。 

 

C. 研究結果 

 遺伝子型 2b の HCV 株のレプリコンは野生型、

S2208I、A2217S の変異挿入ではコロニー形成が

見られなかったが、LSG 変異（F438L、A15S、D559G）

の挿入によりコロニー形成が観察された。合計

15 クローンのレプリコン細胞を樹立してレプリ

コンゲノムの配列を決定した。すべてのレプリコ

ン細胞において LSG 変異以外の新たな適合変異

が検出された。適合変異は NS4B, NS5A, NS5B 領

域に認められた。検出された 8種類の適合変異を

遺伝子型 2b 株の全長遺伝子に LSG 変異とともに

導入してウイルス産生実験をおこなった。全長構

築から試験管内で RNA を合成して、Huh751 細胞

にトランスフェクションし、RNA 導入細胞を経代

培養した。その結果感染性ウイルスの産生が確認

された。 

 

D. 考察 

 遺伝子型2b株のレプリコンゲノムに検出した

適合変異を利用することにより、感染性ウイルス

を作成することが可能となった。遺伝子型2bは我

が国では1b, 2aについで感染が広がっているた

め、抗ウイルス薬の感受性や、耐性ウイルスの研

究が必要である。今後、この実験系を用いて、臨

床で使用されている抗ウイルス薬や開発中の薬

剤に対する解析が可能となる。 

 

E. 結論 

 遺伝子型 2b の感染性 HCV を作成することがで

きた。 
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創薬と新規治療法開発に資するヒト肝細胞キメラマウスを用いた肝炎ウイルス制御に関する研究 

分担報告書（平成25年度） 

 

ヒト肝細胞キメラマウスを用いた新規抗HCV薬の効果判定 

研究分担者 今村道雄 広島大学病院消化器･代謝内科 診療講師 

 

研究要旨：uPA/SCID マウスにヒト肝細胞を移植したヒト肝細胞キメラマウスを用いてリバースジ

ェネティクスの手法により，野生型あるいはdirect-acting antiviral agent（DAA）耐性変異型C型肝炎

ウイルス（HCV）感染マウスを作製した．TelaprevirあるいはNS5A阻害剤耐性型HCV感染マウス，

に telaprevir+NS5A 阻害剤を併用投与すると両薬剤に対する 2 重耐性型 HCV が出現し breakthrough

が生じ，さらに NS5B 阻害剤の投与により，3 重耐性型 HCV が出現した．DAA 製剤を sequential

に使用すると，多剤耐性変異型HCVが出現するため，注意が必要であることが示された． 

uPA/SCIDマウスよりさらに免疫不全であるNOGマウスにHerpes simplex virus type 1 thymidine kinase

（HSVtk）遺伝子を過剰発現させたTK-NOGマウスを用いてヒト肝細胞キメラマウスを作製しHCV

を感染させた．TK-NOGマウスはuPA/SCIDマウスに比べヒト肝細胞置換率が低値であってもHCV

の感染率が高く，HCV研究に有用な新規のヒト肝細胞キメラマウスに有用になると思われた． 

  

Ａ. 研究目的 

 C 型肝炎ウイルス(HCV)感染ヒト肝細胞キメ

ラマウスを用いて direct-acting antiviral agent 

(DAA)耐性変異型 HCV の出現あるいは

genotype 間の治療効果を検討する．さらに

uPA/SCIDよりさらに免疫不全でるNOGマウス

を用いて新規ヒト肝細胞キメラマウスを作製す

る． 

Ｂ. 研究方法 

 Genotype 1b HCV感染性クローンKT9のNS3

領域にtelaprevir耐性V36A，NS5A領域にNS5A阻

害剤耐性L31V，Y93Hを挿入したクローンの全

長cDNAを用いてin vitro transcription法により

HCV RNAを合成し，50 µgのRNAをヒト肝細胞

移植uPA-SCIDマウスの肝臓内に直接注入し感

染マウスを作製後，種々のDAAを投与した．ま

た超免疫不全であるNOGマウスにHerpes 

simplex virus type 1 thymidine kinase（HSVtk）遺

伝子を過剰発現させたTK-NOGマウスに6 

mg/kgのガンシクロビル（GCV）を隔日で2回投

与しマウス肝細胞のアポトーシスを惹起した．

GCV投与1週後にヒト肝細胞を経脾臓的に移植

し8週後，HCV陽性ヒト血清を静脈内注射し感

染を惹起し，HCV感染率，IFNの薬効を評価し

た． 

Ｃ. 結果 

 Genotype 1b 型 C 型肝炎患者血清を投与し感

染させたマウスに telaprevirｗを投与したところ

耐性変異であるNS3 V36A変異が出現した．ま

た野生型 HCV クローン感染マウスに対し，

telaprevirを投与したところ，やはりNS3 V36A

変異が出現し，HCVクローンからも耐性変異が

出現することが見出された．Telaprevir耐性であ

るNS3 V36A変異クローンを感染させたマウス

に対し，telaprevir+NS5A阻害剤を併用投与した

ところ，血中HCV RNAは低下するものの陰性

化は得られず，NS3変異に加えNS5A阻害剤耐

性変異である NS5A Y93H 変異が出現した．



NS5A 阻害剤耐性である NS5A L31V 変異ある

いはL31V+Y93H 変異型クローン感染マウスに

対し，telaprevir+NS5A阻害剤を併用投与したと

ころNS5Aの変異に加えNS3 V36A変異が出現

し2重耐性型となりbreakthroughが生じた． 

 HCV感染では，置換率が低値あったマウスに

おいても，TK-NOGマウスはuPA-SCIDマウス

よりも高い割合で感染が成立した．抗ウイルス

薬の薬効を評価したところ uPA-SCID マウスと

同程度であった． 

 TK-NOGマウスへのGCV投与1週後のALT

値が高いほどヒト肝細胞移植8週後の血中ヒト

アルブミン値（ヒト肝細胞置換率）は高値であ

った．HCV感染は高置換率マウス（70％以上）

ではTK-NOG（10/10頭）およびuPA-SCIDマウ

ス（50/53 頭）で同程度であったが，低置換率

マウス（70％未満）ではuPA-SCID（1/5頭）に

比べTK-NOG マウス（27/28 頭）において有意

に高率であった．感染成立後のマウス血中HCV 

RNA量，IFN投与による血中ウイルス低下量は

TK-NOGおよびuPA-SCIDマウスにおいてほぼ

同程度であった． 

 

Ｄ. 考察 

 DAA 製剤を sequential に使用すると，多剤耐性

変異型 HCV が出現するため，注意が必要である

ことが示された．新規に作製されたTK-NOGマウ

スを用いたヒト肝細胞は，肝炎ウイルス研究に有

用な動物モデルである． 

 

Ｅ. 結論 

 HCV 感染ヒト肝細胞キメラマウスを用いて

DAA 耐性ウイルスの検討が可能であった．

TK-NOG マウスを用いて HCV 感染が可能なキメ

ラマウスを作製した． 
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