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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．平成 23-25 年の 3 年間において，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 

 ヒト肝細胞キメラマウスを用いてNiemann-Pick C1-like 1（NPC1L1）の阻害剤であるエゼチミブやプ

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．また IL28B 遺伝子とイン

ターフェロン（IFN）治療効果および IFN 誘導遺伝子発現量の関連あるいはZinc-finger nuclease（ZEN）

を用いて肝癌細胞株における IL28B 遺伝子のアレル特異的なノックアウト方法を確立した．HCV 感染

マウスに対する IFN投与による肝臓内遺伝子発現をマイクロアレイにて網羅的に検討し，IFNシグナル

の反応性低下と共に，抗原呈示反応に関与する遺伝子の IFN 反応性の低下を認めた．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．細胞培養・チ

ンパンジー感染クローンである遺伝子型 Ia H77 株の p7 とNS2 の間に分泌型ルチフェラーゼを挿入し，

簡便な RNA 複製モニタリング，および抗ウイルス剤スクリーニングシステムを構築した．genotype 1b

型のCon1株のNS3プロテアーゼ領域およびNS5b領域をそれぞれ遺伝子型2aのJFH-1株に組換えたキ

メラレプリコンおよびウイルス構築を作成し，さらに遺伝子型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した． 

2. 開発された薬剤の応用 

 新規抗 HCV 療法として，プロテアーゼ阻害剤，NS5A 阻害剤および NS5B 阻害剤を併用し IFN 製剤

を使用しない経口剤のみによるウイルス排除法，あるいはヒト末梢血単核球分画から培養・増殖させた

NK/NKT 細胞を用いた HCV 感染阻害法の開発を行った．次世代シーケンサーを用いて，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．またHCV クローンを用いた reverse-genetics の手法を用いて 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．  

3. 肝炎モデルの創生 

 HCV 感染ヒト肝細胞キメラマウスにヒトリンパ球を投与することにより肝炎モデルマウスの作製を

試みた．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． 
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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 

 ヒト肝細胞キメラマウスを用いて種々

の薬剤の抗ウイルス効果を検討し，新規

抗HCV薬の候補として以下の薬剤を同定

した．Niemann-Pick C1-like 1（NPC1L1）

が HCV の receptor であり，その阻害剤で

あるエゼチミブがHCVの感染阻害に有効



であることを見いだした（茶山，今村班

員）．アラキドン酸カスケードの産物で

あるプロスタノイドの各受容体に対する

アゴニストあるいはアンタゴニストを用

いて感染性組換え体HCV産生系を処理す

ることで PGI2 の受容体である IP のアゴ

ニストの一部がこの系によって産生され

る組み換え体HCV粒子の感染性を抑制す

ることを見出し，このアゴニストが，感

染したHCVの感染伝播を抑制する効果が

あることを見出した．さらに 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 感染マウスを用いて HCV 感染あ

るいは IFN 投与による肝臓内遺伝子発現

をマイクロアレイにて網羅的に検討し，

創薬のターゲットとなり得る遺伝子の探

索を行った．HCV 感染により抗原提示反

応に関与す遺伝子の IFN 反応性の低下を

認めた（茶山，今村班員）．またヒト肝細

胞キメラマウスに HCV 血清を接種，早期

(3, 7, 14 日後)の肝細胞の遺伝子発現 PCR

アレイを用いて解析したところ，その発

現パターンは接種したHCVによって大き

く異なっていることを見出した．肝臓中

のウイルス量が非常に少ない感染初期段

階でも多数の遺伝子発現が有意に変化し

ていた事が判明しおてり，以上の事から

HCV は感染の早い時期からヒト肝細胞の

遺伝子発現に大きく影響している事が示

された（吉里班員）． 

 IL28B 遺伝子型は IFN の治療効果に関

与していることが明らかとなっている．

そのメカニズムを解明するため IL28B 遺

伝子型（rs8099917）の異なる肝細胞を移

植したヒト肝細胞キメラマウスを用いて，

IFN 誘導遺伝子（ISGs）発現量を検討した．

IL28B TG の肝臓は TT の肝臓に比べ，IFN

投与後の肝内 ISGs 発現量が低いため，抗

ウイルス効果が弱いことを見いだした

（茶山，今村班員）．さらに詳細に IL28B

遺伝型の生物学的特徴を明らかにするた

め，Zinc-finger nuclease（ZEN）を用いた

肝癌細胞株（Huh7 細胞）における IL28B

遺伝子のアレル特異的なノックアウト方

法を確立した（松浦班員）． 

 次世代シークエンサーを用いた deep 

sequencing によって，HCV の解析を行っ

た．HCV 感染マウスに telaprevir を単独投

与すると投与前，ごくわずかに存在して

いた耐性株が増加し breakthrough が生じ

たが，HCV クローンを感染させたマウス

からも耐性株の出現による breakthrough

が生じた．これらの結果は薬剤耐性株が

ウイルスの mutation によっても生じ得る

ことを示すものである（茶山，今村班員）．    



 細胞培養・チンパンジー感染クローン

である遺伝子型 Ia H77 株の p7 と NS2 の

間に分泌型ルチフェラーゼを挿入し，簡

便な RNA 複製モニタリング，および抗ウ

イルス剤スクリーニングシステムを構築

した．この系を基に，既知の NS3/4A 阻害

剤耐性に関わる NS3 プロテアーゼ領域の

変異を含む計 25 種類の変異体ウイルスを

作成した．25 種類の変異体ウイルスに関

して，4 種類の NS3/4A 阻害剤，Ciluprevir 

(BILN2061)，Boceprevir (SCH 503024)，

Danoprevir (ITMN-191) ， Vaniprevir 

(MK7009)に対する感受性を測定した（金

子班員）． 

 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培養系および感染

性 HCV の確立を試みた．Genotype 1b 型

HCV 培養系を用いてプロテアーゼ阻害剤

あるいは NS5B 阻害剤の治療効果を検討

するため，genotype 1b 型の Con1 株の NS3

プロテアーゼ領域および NS5b 領域をそ

れぞれ遺伝子型 2a の JFH-1 株に組換えた

キメラレプリコンおよびウイルス構築を

作成した（脇田班員）．さらに genotype 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を用いた deep 

sequencing によって，C 型肝炎患者およ

びHCV感染マウスにおける変異株の解析

を行った．C 型肝炎患者の解析により，

HCV コ ア 70 番 ア ミ ノ 酸 変 異 の

quasispecies は γ-GTP 等の臨床背景因子と

ともの肝発癌と密接に関連していること

が明らかとなった．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）．HCV 感染マウ

スに telaprevir を単独投与すると投与前，

ごくわずかに存在していた耐性株が増加

し breakthrough が生じたが，HCV クロー

ンを感染させたマウスからも耐性株の出

現による breakthrough が生じた．これらの

結果は薬剤耐性株がウイルスの mutation

によっても生じ得ることを示すものであ

る（茶山，今村班員）．またヒト肝細胞キ

メラマウスを用いて DAA 併用療法の効



果を検討した．Genotype 1b 型 HCV 感染

マウスへのプロテアーゼ阻害剤，NS5A 阻

害剤，非核酸型ポリメラーゼ阻害剤の単

独投与では耐性変異による breakthrough

が生じるが，これらの薬剤を組みあわせ

て投与することによりウイルスの排除が

得られたが，genotype 2 型 HCV には有効

性は低かった．その原因として，2 型 HCV

にはすでにこれら薬剤に対する耐性変異

を有している症例が存在することを見出

した（茶山，今村班員）．さらに 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．キメラマ

ウスを用いて有効な drug delivery の開発

を試みた．持続的な遺伝子発現が可能で

ある pDNA 骨格（pCpG-mcs: InvivoGen）

に ヒ ト IFN- cDNA を 挿 入 し た

pCpG-huIFN- 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．リンパ球を用いた HCV 感染阻害

法の開発を試みた．ヒト末梢血単核球分

画から培養・増殖させた NK/NKT 細胞を

ヒト肝細胞キメラマウスに投与すること

でHCV感染が抑制されることを見いだし

た（大段班員）．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）．さらに生体肝移植後の 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



スの作製を試みた（茶山，今村班員）．また

これまで用いていたuPA-SCIDマウスとは

異なるuPA-NOGを用いた肝炎ウイルス感

染モデルの作製を試みた．uPA-NOGマウス

に経脾臓的にヒト肝細胞を移植したキメラ

マウスにHCVを接種することにより感染

が成立した（脇田班員）．本マウスでは置換

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

で感染が成立しており今後，肝炎モデルと

して発展させていく（茶山，今村班員）．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．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（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：ヒト肝細胞キメラマウスを利用した肝炎ウイルス制御に関する研究で以下の成
果を得た。（１）HCV 感染初期における HCV の増殖動態は同一感染源（共に genotype 1b）
でも、同一のヒト肝細胞中で異なる速度で増殖する場合があることを示した。（２）HCV は
肝臓中のウイルス量が非常に少ない感染初期段階でも、多数の遺伝子発現が有意に変化す
ることが再現性良く示された。（３）キメラマウス中でのヒト肝細胞と肝炎ウイルスの相互
作用を解析する新しい手法で HBV 感染関連蛋白質の１つとして GRP78 (HSPA5)を同定し、こ
の蛋白が HBV の感染と増殖を制御している可能性を示した。（４）キメラマウスと補完的に
利用できる新しい型のキメララットの作製を実施し、このために必要なファンダーの作成
を完了した。（５）比較的良好に生体内環境を再現できる新しい培養法（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するとその増殖能が顕著に改善されることを示し
た。

 

A. 研究目的 
本研究はヒト肝細胞キメラマウスを利用し
た肝炎ウイルス制御機構解明の一環として
次の５つ目的を持って実施された。 
 （１）キメラマウスを利用するのでホスト
（ヒト肝細胞）とウイルスのゲノタイプを同
一にした条件下で、ウイルス感染増殖に関わ
る患者個人の因子（ホスト因子）の影響を調
べることが可能である。このキメラマウスの
優位性を利用して、同じゲノタイプの HCV
を異なる患者から分離し、これらを同一ヒト
肝細胞で作製されたキメラマウスに感染さ
せその増殖動態を調べた。 
（２）慢性的な HCV 感染は、ヒト肝細胞の遺
伝子発現パターンを大きく変化させる事が
示されている。HCV はこのような変化を誘導
することで、自身の増殖に有利な環境を作り
出していると考えられている。一方で、 
 
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。キメ
ラマウスでは HCV 感染初期でヒト肝細胞の
遺伝子発現にどのような影響が出ているの
かを調べることが可能である。感染初期にお 

 
ける HCV 感染応答性遺伝子の発現プロファ
イルを調べた。 
（３）インビボでヒト肝細胞とウイルスの相
互作用に関わる蛋白質を明らかにすること
はウイルス感染防止法を開発することに貢
献できる。HBV 表面蛋白とヒト肝細胞をキメ
ラマウス肝臓内で接触させ、架橋剤で固定し、
両者の複合体形成に関わるヒト肝細胞蛋白
質を同定する研究を実施した。 
（４）創薬開発の視点に立てば、ラットはマ
ウスと比較して、実験動物としていくつかの
優れた特性を持つ。キメラマウスと補完的に
利用できる新しい型のキメララットの作製
を実施した。 
（５）研究用のヒト肝細胞は肝炎ウイルス感
染増殖制御に関する研究に必須のツールで
あるが同一条件の実験に必要な充分量の健
康なヒト肝細胞を入手する機会は限定的で
ある。キメラマウス肝臓で増殖させたヒト肝
細胞はこの条件を満たすことができる。この
意味で将来的に利用価値が高まると期待さ
れるキメラマウスから分離したヒト肝細胞
を良好な条件で培養できる方法を開発する
ための研究を行った。具体的には、比較的良
好に生体内環境を再現できる新しい培養法
（３次元コラーゲンゲルフロー培養法）でヒ



ト肝細胞を培養しその増殖動態を調べた。 
B. 研究方法 
上記研究目的別にその研究方法を述べる。 
（１）異なる患者由来の同じゲノタイプ
（genotype b）をもつ HCV のキメラマウス肝
臓での増殖。African American (5y, boy)
由来のヒト肝細胞を移植し、ヒト肝細胞キメ
ラマウス（キメラマウス）を作製した。作製
されたキメラマウスを 2 つのグループに分
け、それぞれのグループに対して、異なる
HCV 感染源（感染源 1と 2、共に genotype 1b）
を、1 頭あたり 104コピーずつ接種した。接
種後 3、7、14 日目に剖検を行い（感染源 1：
各時点4匹ずつ、感染源2：各時点3匹ずつ）、
血液と肝臓を採取した。得られた血液と肝臓
中の HCV RNA 量を、リアルタイム PCR で定量
した。 
（２）感染初期における HCV 感染応答性遺伝
子の発現プロファイルの調査。（１）で得ら
れた肝臓中での GRP78, IRF7, HIF1, PPAR, 
PGC1-, TFAM、BAK, BAX, BclXL, PPAR及
び, PGC1及びの発現レベルを GAPDH の発
現レベルを内部標準としたリアルタイム
PCR で定量した。各遺伝子のプライマーは、
ヒト特異的に設計されており、マウスとヒト
cDNA ライブラリーを鋳型とした際、ヒト
cDNA ライブラリー特異的に増幅断片が得ら
れる事を確認した。また、RT-PCR array 
(Reverse Transcription-PCR array)を用い
て、酸化ストレス関連及び脂質代謝関連の
87 遺伝子の発現を検討した。なお、PCR array
では、プライマーはヒト特異的ではないため
ヒトとマウスのキメラ全体のレスポンスを
観察する目的で実施した。 
（３）肝炎ウイルスとヒト肝細胞の相互作用
の解析[GRP78 (HSPA5)の機能調査]。私達は
既にキメラマウスに HBVsAgL パーティクル
を 投 与 し 、 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。本研究では、この蛋白質の
HBV 感染増殖における機能解析の一環とし
てこの遺伝子に対する siRNA を利用した
GRP78 遺伝子発現抑制実験を行なった。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、GRP78 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、６日間培養した後、上清を回収
した。上清中の HBsAg 量を、ELISA で定量し
た。 
（４）キメララットの作製。ジフテリア毒素
を発現させたヒト細胞は強い障害を受ける
ことが知られている。私達は、ラットの肝細
胞に必要に応じて（コンディショナルに）こ
の遺伝子を発現させることができる Tg ラッ
ト（diphteria toxin-Tg ラット）を作製し、
ヒト肝細胞のホストとして利用することを
計画している。次の２つのことを行った。(1) 
albumin/α-fetoprotein 遺伝子座に由来す
るラットゲノム由来プロモータを利用して、
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
ットを作製した。albumin_α-fetoprotein
遺伝子座をコードするラット由来の BAC ク
ローン、CH230-239P9 を入手した。Red/ET 
Recombination (大腸菌内での能動型相同組
み換え反応)を利用して、ラット ALB 遺伝子
の全コード領域を削除し、flox-cLuc レポー
タカセット、DTA 遺伝子、2A peptide、およ
び Gluc レポーターをタンデムに連結させた
トランスジーンにより置換させて、組換え
BAC型肝芽細胞特異的DTA発現ベクターを構
築した。制限酵素によりこの組換え BAC 型
DTA 発現ベクターを直鎖化させた後、パルス
フィールドゲル電気泳動により直鎖化され
た DNA フラグメントを分離させ、受精卵への
マイクロインジェクションに適した高純度
の BAC 発現コンストラクトを精製した。過排
卵誘起した Wistar 系統ラット（日本チャー
ルスリバー社）の交配により得られた受精卵



前核期胚にマイクロインジェクション法に
より BAC 発現コンストラクトを注入した。こ
の受精卵を偽妊娠ラットに移植した。これら
の仮親ラットが分娩した産子を仮親に離乳
期まで育成させた。離乳した全ての個体の尾
部組織から抽出したゲノム DNA 断片と[32P]
ラベル化プローブのハイブリダイゼーショ
ンにより、Tg ラットファウンダーを同定し
た。(2) 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。 
（５）生体内環境に近いヒト肝細胞培養法開
発。生体内環境を再現できる新しい培養法
（３次元コラーゲンゲルフロー培養法）でヒ
ト肝細胞を培養しその増殖動態を調べた。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２５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）感染初期におけるHCV増殖動態。感
染源の異なるgenotype1b HCVのキメラマ
ウス肝臓内での増殖。肝臓中と血中のHCV 
RNA量 を調べたところ、感染源1と2の増殖

スピードは大きく異なっていた。感染源1の
場合は、接種後14日目になってようやくウ
イルスが検出されたのに対して、感染源2で
は接種3日目で既にウイルスが検出され、接
種7日目にはほぼプラトーに達していた。同
じドナー由来の肝細胞に対して、同じ
genotype1bである感染源１と感染源２を 
接種した際に、増殖スピードが大きく異なる
という結果は、平成２３年度及び２４年度の
研究で再現性が確認できた。 
（２）HCV感染初期におけるホストの遺伝
子発現プロファイル。HCV感染初期におけ
るヒト肝細胞における遺伝子発現プロファ
イルを酸化ストレス関連及び脂質代謝関連
の87遺伝子に注目して解析を行った。HCV
感染後の発現が、非感染個体に対して2倍以
上に増加もしくは0.5倍以下に減少した遺伝
子産物は18であった。これらについてプロ
ファイル別に次の４つのカテゴリーにタイ
ピングした。①感染後少なくとも２週間発現
が持続的に上昇する遺伝子：ApoE, Cat。②
期間中持続的に発現が減少する遺伝子: 
Cyba, Ctsb, Dnm2, Ercc2, Gpx3, Idh1, 
Prdx6, Ptgs1, Sod1, Sod3, Txnip。③感染後
一週間までは発現が亢進するが、その後低下
する遺伝子：Aass, Gstk1, Scd1。④感染後
１週間までは発現が減少するが、その後、上
昇する遺伝子：Gpx2, Ncf2。このRT-PCR 
arrayは、ヒト検体用であるが、ヒト特異的
に増幅するものではないため、ヒト・肝細胞
キメラマウスの肝臓では、ホストであるマウ
ス細胞の遺伝子発現変動が合わせて観察さ
れている可能性が高い。このためRT-PCR 
arrayの中でヒトとマウスの配列をそれぞれ
特異的に増幅可能なプライマー設計が可能
で、かつ、ヒト及びマウスの鋳型を用いて特
異性が確認出来た遺伝子産物であるHSP90
及び Cytoglobinについて、ヒト・マウスそ
れぞれの遺伝子産物量とHCVタイターの関
連を定量的RT-PCRにて解析した。その結果、
ヒトHSP90は非感染群と比較して有意な変
動を示さなかったがCytoglobinは、ヒト及び
マウスのいずれのCytoglobinも、HCV感染
群において非感染群に比べて発現が減少す
ることが分かった。 
（３）肝炎ウイルスとヒト肝細胞の相互作用
の解析[GRP78 (HSPA5)の機能調査]。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。本研究では次の実
験を行った。GRP78に対するRNAi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。 
（４）キメララットの作製 
①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BAC Tg ラ
ットの作製。過排卵誘起したWistar系統ラ
ットの交配により得られた受精卵前核期胚、
合計314個にマイクロインジェクション法
によりBAC発現コンストラクトを注入した。
マイクロインジェクションを受けたラット
受精卵を顕微鏡下で観察してダメージなく
発現コンストラクトを注入できた受精卵、
264個を得、これらを偽妊娠ラットに移植す
ることができた。これらの仮親ラットが分娩
した産子を仮親に哺育させることにより、合
計98頭の個体を離乳まで育成することがで
きた。BAC発現コンストラクトを導入した
初期胚からの産子数、離乳数が良好であった
ことから、組換えBAC型DTA発現コンスト
ラクト自体による、ラット受精卵の発生、分
化への悪影響はなかったと考えられる。これ
らの離乳した個体から、導入遺伝子を持つ
Tgラットファウンダーとして合計10頭を得
ることができた。これらのトランスジェニッ
クラットファウンダーに導入した発現コン
ストラクトのコピー数は、1コピーから30コ
ピーであった。② Cre deleterラットの作出。
研究方法で述べたように、受精卵へのマイク
ロインジェクションに適した高純度のCre
発現コンストラクトの精製物を調整した。こ
れを（１）と同様の方法で、Wistar系統ラ
ット由来の受精卵前核期胚、合計254個に注
入し、159個を偽妊娠ラットに移植すること
ができた。その結果、合計46頭の個体を離
乳まで育成することができたが、サザンブロ
ットハイブリダイゼーションによりTgラッ

トファウンダーのスクリーニングを行った
が、１頭もファウンダーを得ることができな
かった。そのため、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[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。 
（５）生体内環境に近い培養系で培養された
ヒト肝細胞の増殖能。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細胞を使用して培養
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倍に増加していた。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 
本研究によって、同一ゲノタイプのHCVが、
クローンが異なると同一ヒト肝細胞から構
築されているキメラマウス肝臓中で異なる
スピードで増殖することが示された。使用し
たキメラマウスには、同じドナー由来のヒト
肝細胞を移植しており、その原因は感染源
（ウイルス）にあると考えられる。感染源1
と2は共にgenotype 1bであり、これらウイ
ルスがどのような仕組みで異なる増殖スピ
ードを示すのかは不明である。詳細な塩基配



列の比較と、配列をスワップさせたキメラウ
イルスの作製等を行う必要があると考えら
れるが、今後の課題である。ウイルス感染に
よって誘導されるヒト遺伝子発現の変化を、
平成２３年度と２４年度に渡って調べたが、
再現性に問題があった。非再現性の原因は現
時点で不明であり、今後、 特に私達の観点
から関心の高い遺伝子に関して再調査した
いと考えている。 
 平成２３年度と２４年度の両年度に渡っ
てHCV感染初期における酸化ストレス及び
資質代謝関連の遺伝子の発現動態を
Reverse Transcription-PCR array法で調べ
た。感染初期（３日）では、HCV RNAのタ
イターは低く、大部分のヒト肝細胞はHCV
に非感染であると考えられるにも拘らず、か
なりの遺伝子（本実験では１８遺伝子）がそ
の発現レベルを変動させていた。どのような
分子がこれらの変化を誘導しているかは不
明だが、軽度の感染細胞が放出するウイルス
タンパク質を含む因子あるいは、軽度感染細
胞が周囲の細胞にウイルス感染を知らせる
因子による誘導と推測されが、軽度感染肝細
胞が、低量のウイルスそのもの、あるいは、
少数の感染細胞が発する異常を知らせるシ
グナルを感知し“準備”していることを窺わ
せ興味深い。このウイルスに対する肝細胞の
“preconditioning (priming)”の仕組みに関
しては、今後、研究を展開したいと考えてい
る。 
 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。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 
 ホストとなるヒト肝細胞の遺伝的背景が
一緒であっても、HCVの増幅スピードは感
染源依存的に大きく異なり得ることを示し
た。また、HCVは感染の極く初期からヒト
肝細胞の酸化ストレス及び脂質代謝関連遺
伝子発現変化を誘導することも示した。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
与している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）を作成した。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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A. 研究目的 
 本邦でも C 型慢性肝炎の治療薬として、複
数の NS3/4A プロテアーゼ阻害剤の使用が
開始された。ペグインターフェロンとリバビリン
との併用により、高い治療効果が期待される
反面、NS3/4A プロテアーゼ阻害剤耐性ウイ
ルスの出現、選択による breakthrough 肝炎
の発症が懸念される。breakthrough 肝炎の
病態を考える際、耐性ウイルスの RNA 複製
能、感染性粒子産生能を理解することが極
めて重要である。 
 今回我々は、複数の NS3/4A プロテアーゼ
阻害剤耐性ウイルスの特性を明らかにするた

めに、まず、培養細胞感染クローンである遺
伝子型 Ia H77 株を用いた、簡易的な薬剤
感受性、複製能モニタリングシステムの構築
を行った。さらに同系に、NS3/4A プロテアー
ゼ阻害剤耐性に関わることが報告されている
変異を挿入し、NS3/4A プロテアーゼ阻害剤
耐性ウイルス 25 種を作成し、こられのウイル
スの複数の NS3/4A プロテアーゼ阻害剤に
対する感受性、RNA 複製能を検討した。また
同時にこれらの NS3/4A プロテアーゼ阻害剤
耐性ウイルスの感染性粒子産生能も検討し
た。 
 また肝特異的に発現するマイクロ RNA であ
る miR-122 は HCV の複製に促進的に働くこ

研究要旨：C 型慢性肝炎に対して、複数の NS3/4A プロテアーゼ阻害剤の使用が開始されたが、
薬剤耐性ウイルスによる breakthrough 肝炎の発症が懸念される。Breakthrough 肝炎の病態を考
える際、その複製能、感染性粒子産生能を理解することが重要である。我々は、これらを評価する
ために、分泌型ルチフェラーゼを培養細胞感染クローン遺伝子型 Ia の H７7 遺伝子中に挿入し、
細胞培養系での簡易的な複製能モニタリングシステムを構築した。さらに NS3/4A プロテアーゼ阻
害剤耐性変異体ウイルス計 25 種を作成し、複製能を検討した所、大部分の耐性ウイルスの複製
能は、野生型より低く、野生型を上回ることはなかった。また培養細胞感染系を用いて、これらの耐
性変異体ウイルスの感染粒子産生能を検討した。その結果大部分の変異体は、複製能と同様に
野生型に比べて低い感染性粒子産生能を示し、野生型を上回ることはなかった。耐性ウイルスの
複製能・感染性粒子産生能が、野生型を上回らないことを示した今回の結果は、breakthrough 肝
炎患者の病態を考慮する際極めて重要と考えられた。また肝特異的マイクロ RNA である miR-122
は、HCV 複製を促進するため、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 感染チンパンジーおよび HCV 感染患者において抗ウイルス効果を示すことが報告されてい
る。我々は miR-122 による HCV 複製制御機構の解明を行った。その結果、miR-122 は HCV RNA
との結合を介して HCV RNA を安定化し、HCV RNA からの蛋白合成を促進し、結果的に HCV 複
製を促進すること、さらに miR-122 による HCV RNA の安定化には Ago2 蛋白が必須であることも
明らかとした。抗 miR-122 療法は、耐性ウイルスが出現しづらいことが知られており、今後 NS3/4A
プロテアーゼ阻害剤を中心とした DAAｓ製剤との併用により、DAAs 製剤耐性ウイルスの出現を抑
制できる可能性が考えられ、今後検討を行う。 
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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） 
（分担）研究報告書（平成２３～２５年度） 

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 

 

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：ヒト不死化肝細胞の中空糸による簡便な立体培養法で患者由来のC型肝炎
ウイルス(HCV)の感染増殖を再現する実験系を独自に開発してきた。立体培養下で発
現が変化する遺伝子をマイクロアレイ法によって解析し、アラキドン酸カスケード
に関連するいくつかの遺伝子の発現が変動していることを見出した。また、このカ
スケードの上流酵素であるシクロオキシゲナーゼ1の阻害剤とトロンボキサンA2

（TXA2）合成酵素(TXAS)阻害剤がJFH1感染性粒子産生系においてHCV感染性粒子
産生阻害効果を示すことを見出した。また、TXAS阻害剤やTXA2と拮抗的に機能す
るプロスタグランジンI受容体アゴニストはヒト肝細胞キメラマウスにおいても患
者血由来HCVの感染増殖を阻害した。TXAS阻害剤の抗HCV効果の分子機構を解析
した結果、細胞内における感染性HCV粒子産生を阻害していることがわかった。ま
た、TXASはその産物であるTXA2によってTXA2受容体を介さない未知のシグナル系
によって感染性HCV粒子産生に関わっていることが明らかとなった。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
現象が認められたが、その原因のひとつは薬剤抵抗性HCVの出現によるものである
ことが考えられた。本研究によりTXAS阻害薬およびIPアゴニストが感染性HCV産生
阻害による新規抗HCV薬剤となることが明らかとなった。 

 
A. 研究目的 
 これまでに、患者由来の C 型肝炎ウイル
ス(HCV)の感染増殖細胞培養系としてヒ
ト不死化肝細胞の立体培養系を独自に開発
している。この系では平面培養では得られ
なかった効率で感染増殖や感染性粒子産生
がおこなわれる。このことをもとに、この
ウイルスの生活環に関わる細胞側因子の詳
細を明らかにして、これを効果的に抑制す
る薬剤を抗 HCV 薬候補として同定するこ
とを目的とした。 
 
B. 研究方法 
1. 独自に樹立したヒト不死化肝細胞を立

体培養することにより種々の患者血清
由来 HCV の感染増殖を効率良くおこな

うことが可能になることから、この細胞
の立体培養下における遺伝子発現パタ
ーンをマイクロアレイ法によって解析
した。そして通常培養に比較して立体培
養において変化する遺伝子群の解析結
果から HCV の感染増殖と関連する細胞
内反応系候補としてアラキドン酸カス
ケード（AAC）を同定した。 

2. 組換え体 HCV(JFH1)感染性粒子産生実
験系に AAC に含まれる酵素の阻害剤等
で処理し、その細胞内あるいは培地中に
放出される HCV RNA 量、そして培地中
の HCV 感染性を検証した。 

3. トロンボキサン A2（TXA2）合成酵素
(TXAS)阻害剤Ozagrel の作用機序を明ら
かにするために Ozagrel、TXAS の既知基



質プロスタグランジン H2 (PGH2)、TXA2

受容体アゴニストやアンタゴニストを
JFH1感染性粒子産生系に対して加えて、
TXAS 活性による感染性 HCV 産生の分
子機構の解析をおこなった。 

4. ヒト肝臓キメラマウスに患者血由来遺
伝子型 1b の HCV を感染させた後、培養
細胞系で抗 HCV 効果が認められた薬剤
で処理し、その感染増殖に対する効果を
検討した。 

 
（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. 不死化肝細胞を中空糸あるいはメビオ

ールゲルによる立体培養法を用いて培
養した場合と通常の培養皿による培養
法を用いた場合におけるその遺伝子発
現プロフィールの変化をマイクロアレ
イ法によって解析したところ、プロスタ
グランジン (PG)D 合成酵素 (PGDS)と
TXAS の mRNA 量が２つの方法に共通
して立体培養時に上昇し、それとは逆に
PGI と PGE 合成酵素の mRNA 量が減少
していることがわかった。 

2. 上記の結果から立体培養によって AAC
の最終産物が変化することが推定され
たため、まず AAC が HCV の生活環に関
与するか否かを組換え体 HCV(JFH1)感
染性粒子産生実験系を用いて、AAC の
律速酵素、シクロオキシゲナーゼ I の阻
害剤の効果を検討した。その結果、細胞
内に存在する、あるいは培地中に放出さ

れた HCV RNA は全く変化せず、複製や
培地中への粒子産生には大きな変化は
ないことがわかった。しかしながら培地
に存在するウイルス様粒子の感染性が
この阻害剤により濃度依存的に抑制さ
れることがわかった。 

3. 立体培養時に上昇する PGDS 遺伝子は
組換え体 HCV 産生細胞では発現が認め
られなかったので同様の挙動を示した
TXAS 遺伝子の mRNA に対する siRNA
を用いてこの細胞を処理するとやはり 2.
の結果と同様に HCV の複製や培地中へ
の粒子産生には大きな変化はなかった
が培地中の感染性が著しく低下するこ
とがわかった。 

4. 3.同様の実験を TXAS 活性阻害剤であ
る Ozagrel を培地に加えておこなったが
siRNA と全く同様の結果が得られた。 

5. Ozagrel で処理そして未処理の HuH-7 細
胞から抽出された総脂肪酸のマス解析
の結果、アラキドン酸を含む、検出され
たすべての脂肪酸の組成は Ozagrel の処
理によって変化していないことがわか
った。 

6. JFH1 感染性粒子産生系に PGH2 を過剰
に添加したところ、細胞中や培地中の
HCV RNA は変化がなく、培養上清中に
産生される感染性HCVの量が増加するこ
とがわかった。 

7. 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。 

8. 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。 



9. 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。 

10. ヒト肝臓キメラマウスに患者血由来遺
伝子型 1b の HCV を感染させた後、これ
に Ozagrel ならびに TXA2 と相反する効
果を有する PGI の受容体(IP)に対する
アゴニストを投与し、その感染増殖に対
する効果を検討した結果、Ozagrel なら
びに IPアゴニストは効率良くHCVの増
殖を抑制することがわかった。 

11. 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 を新たなキメラマウスに感染
させ、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。 

12. 11.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. ヒト不死化肝細胞の立体培養によって
変化が認められたAACのTXASは感染性
粒子産生に重要な細胞因子であり、TXAS
活性阻害によって感染性粒子産生が抑制
される事がわかった。 

2. 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。 

3. 2.で示唆された 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。 

4. 脂肪酸組成の解析では未処理細胞との
大きな変化は認められなかったことから、
少なくとも Ozagrel の効果が、その処理の
ために細胞内の脂肪酸組成が著しく変化
することによるものではないことが考え
られた。 

5. ヒト肝臓キメラマウスに感染させた患
者血由来遺伝子型 1b の HCV の感染伝播
を Ozagrel ならびに IP アゴニストは効率
良く抑制したことからこれらの薬剤が抗
HCV薬剤の新たな候補となることが考え
られた。 

6. 5.の結果からヒトの肝臓においても
TXA2 と PGI は相反する効果を示す事が
考えられた。 

7. 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 
TXAS 阻害薬と IP アゴニストは HCV 粒子
産生細胞に働きかけ感染性粒子産生を抑制
する働きを有することが示唆された。した
がって、これらの薬剤は抗 HCV 薬の候補
と考えられ、またこれらの効果によって変
化する細胞因子は抗 HCV 薬剤開発の新た
な標的となることが期待された。これらの
薬剤はすでに他の疾患治療に使用されてい
るものであり、早期に治療への応用が期待
できるものであると考えられた。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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Ａ．研究目的  

これまでに例数は少ないものの、長期の

IFN-遺伝子発現を可能とするpDNA、

pCpG-IFN-を投与し、持続的にIFN-を作用

させることでHCV感染キメラマウスにお

いて高い抗HCV効果が得られる可能性が

あることを報告していた。そこで、本研究

では検体数を増やすことで持続的なIFN-

遺伝子発現のC型肝炎に対するin vivoにお

ける治療有効性を検証した。併せて、IFN-

遺伝子発現の持続性がC型肝炎に対する治

療効果に及ぼす影響について評価するため

研究要旨  インターフェロン-α (IFN-α)抵抗性HCVを感染させたヒト肝細胞キメ

ラマウスに対して、持続的にIFN-γを発現するIFN-γ発現plasmid DNA (pDNA)あるい

は一過性にIFN-γを発現するIFN-γ発現pDNAをハイドロダイナミクス法を用いて遺

伝子導入した。持続性のIFN-γ発現pDNAの遺伝子導入により血清中HCV RNA量は

検出限界以下となりその効果は持続した。一方で、一過性発現の場合には4匹中1

匹においてのみ血清中HCV RNA量が減少したが、血中HCVのリバウンドが観察さ

れた。持続的なIFN-γ発現による肝障害の可能性について検討したところ、投与後

初期に一過性に血清ALTの上昇が認められたが観察終了時にはもとのレベルに回

復していた。また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。 

併せて、IFN-γの肝臓特異的な作用発現を目的として、マウスIFN-γとヘパラン硫酸

結合ドメイン(heparin binding domain; HBD)との融合タンパク質を設計し、これを発

現するpDNAを構築し、その動態制御能について評価した。また、IFN-γに肝臓指向

性を持つことが知られているアポリポプロテインA-I(ApoA-I)と融合することで効

率的なIFN-γの肝臓デリバリーに関する検討も行った。 



に一過性のIFN-発現を示すIFN-発現

pDNA（pCMV-IFN-）をHCV感染キメラマ

ウスに遺伝子導入した。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

た個体において肝傷害性について評価した。 

また、肝臓特異的なIFN-の作用発現によ

る治療有効性の向上を目的に、以下の2つの

アプローチについて検討した。肝臓を遺伝

子導入部位とし、遺伝子導入部位近傍の

IFN-γ濃度を選択的に増大し、全身循環中の

IFN-γ濃度を低く抑えることを目指し、細胞

外マトリクスであるヘパラン硫酸糖に結合

親和性を持つことが知られている

extracellular superoxide dismutase由来C末端

ヘパラン硫酸結合ドメイン (HBD)をIFN-γ

のC末端に融合することで遺伝子導入され

た細胞で産生・分泌後、細胞表面に留まる

機能を賦与した。また、肝硬変などの併発

により肝臓への遺伝子導入が困難な場合を

想定して、肝臓以外の部位に肝臓指向性

IFN-を遺伝子導入することによる、遺伝子

治療法の開発に着手した。IFN-γを肝臓指向

性が高い高比重リポタンパク質(HDL)の主

要な構成タンパク質であるApoA-Iとの融

合タンパク質とし、肝臓指向性IFN-γをデザ

インした。 

Ｂ．研究方法 

1. 持続型IFN-γ発現pDNAを用いた抗HCV

効果の検討 

pDNA：持続的な遺伝子発現が可能である

pDNA骨格(pCpG-mcs: InvivoGen)にヒト

IFN- cDNAを挿入したpCpG-huIFN-を用

いた。pCpG-IFN-およびpCMV-IFN-を用

いた。別途GFPを発現するpDNA

（pEGFP-N1）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。血中ヒト血清アルブミン濃度

を測定することでヒト肝細胞置換率を確認

した。HCV感染モデル：高置換キメラマウ

スにI型IFN抵抗性を示す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。

pEGFP-N1を投与した個体については肝臓

の凍結切片を作製した。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。肝傷害性の評価：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。別途、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。 

2.細胞表面付着型IFN-発現pDNAの構築 

pDNA： HBDをIFN-γのC末端に融合した。

このとき、IFN-γに融合するHBD数が1から3

までの3種類の融合タンパク質

IFN-γ-(HBD)1～3をデザインし、融合タンパ

ク質発現pDNA (pCpG-muIFN-γ-(HBD)n : n = 

1~3)を構築した。IFN-γ発現量の定量：構築

したpDNAを培養細胞に導入し、上清中お

よび細胞画分の各融合IFN-γ発現量を

ELISA法により測定した。IFN-γ生物活性の



評価：IFN-gamma activated site（GAS）駆動

性のルシフェラーゼ発現pDNA

（pGAS-Luc）を遺伝子導入したB16-BL6細

胞を用いて生物活性を評価した。細胞表面

滞留性の評価：抗IFN-γ抗体を用いて免疫蛍

光染色法を行うことで、融合IFN-γの細胞表

面滞留性を評価した。マウスへの遺伝子導

入と生物活性および体内動態の評価：ハイ

ドロダイナミクス法を用いてマウス肝臓に

各pDNAを遺伝子導入した。IFN-γ血中濃度

をELISA法により測定した。HBD融合IFN-γ

発現pDNAを遺伝子導入したマウスに対し

て、HBDとへパラン硫酸の相互作用を阻害

可能するヘパリンを静脈内投与し、血中に

遊離するIFN-γ量を測定することでHBD融

合IFN-γの細胞外マトリクスとの結合性を

評価した。抗腫瘍効果と有害作用の評価： 

M5076細胞を用いて肝転移モデルマウスを

作製し、各IFN-γ発現pDNAを投与し、肝臓

中結節数を評価することで抗腫瘍効果を判

定した。別途、体重を指標にIFN-γが全身で

非特異的に作用することによる有害作用を

評価した。 

3. 肝臓指向性IFN-発現pDNAの構築 

pDNA： ApoA-IをマウスIFN-γのC末端に融

合することでApoA-I融合IFN-γ発現pDNA

（pCpG-IFN--ApoA-I）を構築した。ApoA-I

融合IFN-γのIFN-γ活性評価：IFN-γ依存的に

ホタルルシフェラーゼを発現する

pGAS-Lucを遺伝子導入したマウスメラノ

ーマ細胞株B16-BL6細胞を用いてIFN-γ活

性を評価した。肝臓中IFN-γ活性の評価：マ

ウス下肢筋肉へ遺伝子導入した後、1日後に

肝臓を回収し、IFN-γの標的遺伝子である

Suppresser of Cytokine Signaling 1 (SOCS1)の

mRNA量を測定することでIFN-γ活性を評

価した。 

Ｃ．研究結果 

HCV感染モデルマウスに対するIFN-γ遺

伝子治療効果治療効果の検討 

まず、GFP発現pDNAを用いてヒト肝細

胞およびマウス肝細胞の遺伝子発現に対す

る寄与について評価を行った。その結果、

キメラマウスの肝臓中のヒト由来肝細胞お

よびマウス由来肝細胞の両者において遺伝

子発現が得られたが、ヒト由来肝細胞にお

いてより多数のGFP発現細胞が観察され、

その発現も強かった。 

HCV感染キメラマウスに対して短期発

pCMV-IFN-γ発現pDNAを投与した。遺伝子

導入を行った4匹の個体の内、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た

が、投与30日以降に再び血中HCV RNAが検

出された。また、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-γ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-をHCV感染キメラマウスに

投与した。その結果、遺伝子導入3日後より

ウイルス価の減少が認められ、14日後以降

は検出限界以下、もしくは、著しくウイル

ス価が減少することが明らかとなった。ま

た、投与から8週間が経過後に肝臓を回収し、

HCV RNA量を定量したところ検出されな

かったことから、肝臓からのHCVの除去が

示唆された。 

pCpG-IFN-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、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、4週間後にはもとのレ

ベルに回復していた。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後

にHE染色切片を作製し傷害性の有無を判

定したが、明確な傷害は認められなかった。 

細胞表面接着型インターフェロン-γの治

療効果の検討 

  新規デザインしたHBD融合IFN-γの生物

活性と細胞表面付着能を培養細胞の系で評

価した。その結果、HBD融合IFN-γの細胞表

面への付着能はHBD数の増加に伴い増加

することを確認した。また、HBD融合IFN-γ

が天然型IFN-γと同程度のIFN-γ生物活性を

保持していることも確認した。次に、ハイ

ドロダイナミクス法を用いてマウスに遺伝

子導入したところ、培養細胞での結果と同

様に、HBD数に依存した細胞表面への付着

が増加する傾向が認められた。HBD融合

IFN-γ発現pDNA投与マウスに対してヘパ

リンを静脈内投与したところ、ヘパリン投

与により血清中IFN-γ濃度が30倍程度上昇

したことから、HBD融合IFN-γが細胞外マト

リクスと相互作用することで血中濃度が低

く抑えられているものと考えられた。肝転

移腫瘍モデルマウスにおいて抗腫瘍効果と

有害作用の評価を行ったところ、天然型

IFN-γ発現pDNA投与群では抗腫瘍効果が

得られたが同時に体重も減少した。一方、

HBD融合IFN-γ発現pDNAを投与した群で

は、体重減少することなく天然型IFN-γと同

等の抗腫瘍効果が得られた。 

ApoA-I融合インターフェロン-γの肝臓

指向性の検討 

 ApoA-I融合IFN-γの生物活性を評価した結

果、天然型IFN-γと比較して約31%の生物活

性を保持していることが明らかとなった。

マウス下肢筋肉にApoA-I融合IFN-γ発現

pDNAを遺伝子導入した後、ApoA-I融合

IFN-γの血清中濃度と肝臓中のSOCS1発現

を測定することでApoA-I融合IFN-γの肝臓

指向性を評価した。その結果、ApoA-I融合

IFN- -遺伝子を導入したマウスにおいて血

清中IFN-γ濃度は天然型IFN-遺伝子を導入

したマウスより低いが、肝臓中での

SOCS1mRNA発現の誘導は同等かそれ以上

であることが認められた。 

 

Ｄ．考察 

本研究では、I型IFN抵抗性HCV感染キメ

ラマウスを用いてIFN-γ発現pDNAの治療

有効性を検証した。 

その結果、持続的にIFN-γを発現すること

で著しくウイルス価が減少する、あるいは、

検出限界以下に至ることが明らかとなった。

また、一度ウイルス価が検出限界まで低下

したマウスにおいて、観察終了までの8週に

渡り再燃が認められなかった。一方で、短

期IFN-γ発現pDNAの投与による抗HCV効

果は非常に弱く、有意な抗HCV効果が得ら

れた固体においてもHCVの再発も観察さ

れた。これらの結果は、I型IFN抵抗性HCV

に対する持続的なIFN-γ遺伝子治療の有用

性を示すものと考える。 

GFPを用いた遺伝子導入効率の検討にお

いて、ヒト由来肝細胞およびマウス由来肝

細胞の両者において遺伝子発現が得られた



が、これは本法を用いることでヒト由来肝

細胞へも遺伝子導入が可能であることを示

す結果である。また、特にヒト由来肝細胞

において良好な遺伝子発現が得られたこと

から、本遺伝子導入法の有用性が示された。

また、IFN-γを持続的に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、

組織観察の結果からは明確な肝障害を示す

像は得られなかったことから、IFN-γ遺伝子

治療の安全性は高いと考えられる。 

IFN-γをHBDとの融合タンパク質とする

ことによりその生物活性を保持しつつその

体内動態を制御できることが明らかとなっ

た。また、HBD融合IFN-γはin vivoにおける

癌細胞の増殖を天然型IFN-γと同様に抑制

可能である一方で、有害事象が観察されな

かったことから、HBD融合IFN-γの有用性が

証明された。 

ApoA-I融合IFN-は天然型IFN-γと比較し

て、その生物活性は若干低下するものの、

その血中濃度で比較すると天然型IFN-γよ

り効率的に肝臓で生物活性を得られる可能

性が示された。この結果はIFN-γとApoA-I

を融合することで効率的なIFN-γの肝臓デ

リバリーが達成可能になることを示すもの

と考える。 

 

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。以上の結

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。

また、HBD融合IFN-γおよびApoA-I融合

IFN-γの利用により肝臓特異的なIFN-γ作用

が誘導され、これらが肝炎治療のための有

用なアプローチになる可能性が示された。 
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肝炎ウイルス制御に関する研究 

 

次世代シークエンサーを用いた肝病態進展と抗ウイルス治療効果と関連する 

ウイルス遺伝子変異の解析 
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研究要旨：肝炎ウイルスは宿主内で多様な quasispecies を形成することによ

り、肝病態進展・肝発癌・抗ウイルス治療反応性に関与することが考えられ

てきたが、病態形成における quasispecies の関与を詳細に検討することは技

術的に従来困難であった。このような中、次世代シークエンサーを用いた deep 

sequencing技術を導入することによって詳細なquasispecies解析が可能とな

ったことから、本研究班ではウイルス性肝炎における quasispecies と病態と

の関連を検討した。 

H23 年度は HCV 感染における core aa70 変異・野生型の混在状態と病態進行・

肝発癌との関連について、H24 年度は HCV の core aa70 の解析に加えて HBV 感

染における preS 領域の変異と欠失の混在状態と病態進展について、H25 年度

は DAA(direct antiviral agents)治療における DAA 耐性変異 HCV の混在状態

と治療反応性の関連について検討を行った。その結果、各病態形成における

quasispecies の重要な関与が明らかとなった。 

     

共同研究者氏名 

榎本信幸 

山梨大学医学部第一内科 教授 

 

A．研究背景・目的 

肝炎ウイルスは宿主内で多様なウイ

ルスゲノムの混在状態、すなわち

quasispecies を形成することにより、

肝病態進展・肝発癌・抗ウイルス治療

反応性に関与することが考えられてい

る 。 一 方 、 病 態 形 成 に お け る

quasispecies の関与を詳細に検討す

ることは技術的に従来困難であった。

このような中、次世代シークエンサー

を用いた deep sequencing 技術を導入

す る こ と に よ っ て 詳 細 な

quasispecies 解析が可能となったこ

とから、本研究班ではウイルス性肝炎

における quasispecies と病態との関

連を検討した。 

 

B．研究方法 

（2011 年度） 

次世代シークエンサー Roche GS 



Junior を用いた deep sequence により 

genotype1b HCV 82 例(HCC 群 27 例、LC

群 30 例、CH 群 25 例)を対象とし、コ

ア aa70 の配列をダイレクトシークエ

ンスと Roche GS Junior Sequencer を

用いた Deep sequencing により比較検

討した。  

（2012 年度） 

(1)HCV コア aa 70 野生型と変異型が大

きく（5％以上）混在する 9症例におい

て、70 番アミノ酸残基と、コア全域配

列がどのように関連するのか、系統樹

を用いて検討した。 

(2)病態の大きく異なる HBV 感染患者

（inactive carrier 12 症例 vs. HCC 

12 症例）において、PreS/S 領域を次世

代シークエンサーによって deep 

sequence を行い、肝病態との関連を検

討した。 

（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 

（2011 年度） 

HCV-1b持続感染82例における検討に

おいて、コア aa 70 はダイレクトシー

クエンスでは R または Q あるいは H と

して判定された。一方、deep sequence

によって、コア aa 70 のアミノ酸に混

在 を 5% 以 上 に 認 め る も の は 、

13.4%(11/82)であった（HCC：3/25、LC：

5/30、HCC：3/27）。しかしバックグラ

ウンド以上に有意な混在を示すものは

80/82(97.5%)に上り、コア aa 70 は、

大部分の症例において混在状態であっ

た。 

(2012 年度) 

(1)コア 70 番アミノ酸残基を含むコア

全体配列の系統樹解析により、一人の

患者に多数存在するHCVクローンは70

番アミノ酸残基（野生型か変異型か）

によって大きく 2 群に分別されること

が示された。すなわちコア領域全体の

配列はコア 70 番の配列に強く関連す

ることが明らかとなった。 

(2)Inactive carrier 12 症例と HCC12

症例における PreS/S 領域を次世代シ

ークエンスによって詳細に検討すると、

特に PreS2 の大きな欠失と PreS2 の開

始コドンの quasispecies に顕著な違

いが認められ、inactive carrier にお

いては、殆ど認められなかったのに比

して HCC 症例では多数例においてこ

れらの変異や欠失の population が有

意に多かった。またこれらの HBs 抗原

量は PreS/S 領域の変異が多くなるに

つれて、低下する傾向を示した。 

(2013 年度) 

(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 

本研究により、一方、C型慢性肝疾患

において、コアaa70の混在状態と経時

的変化はG-GTP等の臨床背景因子とと

もに肝発癌と密接に関連していること

が明らかとなった。 

HBVにおいてはPreS/S領域における変

異・欠失のquasispecies population

と肝病態、HBｓ抗原量が密接に関連し

ていることが考えられた。 

DAA治療においては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。 

 

E．結論 

次世代シークエンサーを用いた deep 

sequence 解析は宿主体内における

quasispecies を正確にかつ短時間で

解析する優れた方法であることが示さ

れた。また実際に同方法を用いた解析

により、ウイルス性肝炎における様々

な病態、すなわち肝炎進展・肝発癌・

抗ウイルス治療反応性において、ウイ

ルス quasispecies は重要な関与をし

ていることが明らかとなり、肝炎研究

において必須の解析技術であることが

明らかとなった。 
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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） 

（分担）研究報告書（平成２３～２５年度） 
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 感染における遺伝子多型の意義 
 

研究分担者 松浦善治 大阪大学微生物病研究所 教授 

 
 
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。C 型慢性肝炎
に対する抗ウイルス治療の効果予測因子
として IL28B遺伝子の多型が報告されたが、
そのメカニズムは不明である。HCV 研究で
汎用される Huh7 細胞の IL28B 遺伝子人工
ヌクレアーゼ欠損させることで、IL28B 遺
伝子多型と IFN 感受性の相関を解明する。
一方、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り、肝移植後再
発 C 型肝炎は難治性で、HCV の再感染機
構を明らかにする必要がある。肝臓特異的
な miR-122 を発現させることで新しい
HCV 感受性細胞株を樹立し、これらの細胞
株と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、遺伝子
多型 (Quasispecies)の意義を明らかにする
ことを目的とした。 
 
B. 研究方法 
Genotyping として rs8099917 の SNP を解析
した。細胞のクローン間の差を減らすため
に、Huh7 細胞をクローニングし、HCV の
感染性が親細胞株と同等のクローン

（Huh7-7）を以下の実験に用いた。IL28B
を標的とした Zinc-finger nuclease（ZFN）の
mRNA は in vitro で合成して細胞に導入後、
228 クローンの細胞を単離し、IL28B 遺伝
子に変異が挿入されているクローンにつ
いて詳細に遺伝子解析を行った。 
In vitro 合成した JFH1 株由来の全長 RNA
を、Huh7.5.1 細胞と Hep3B 細胞に miR-122
を発現させた Hep3B/miR-122 細胞に導入
して継代することにより、それぞれの細胞
に馴化した高力価のウイルス、
HCVcc/Huh7 と HCVcc/Hep3B を作製し、そ
れらの遺伝子変異を、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

研究要旨： HCV の実験室株が増殖可能な Huh7 細胞の IL28B 遺伝子欠損細
胞を作製した。また、Huh7 細胞に馴化した HCV (HCVcc/Huh7)と Hep3B 細
胞に馴化したウイルス (HCVcc/Hep3B)を作製し、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 in vitro で解析した。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。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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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。 
 
C. 研究結果 
Rs8099917 の SNP を指標にして、Huh7 細
胞の IL28B 遺伝子が存在する 19 番染色体
を検討したところ、Major allele が 1 本と
Minor allele が 2 本の計 3 本からなることが
明らかとなった。ZFN を導入後にクローニ
ングした 228 種類の細胞を解析したところ、
IL28A または IL28B のいずれかに変異が導
入されているクローンが 104 クローンあっ
た。そのうち、59 クローンには IL28A に
変異が挿入されていたため除外し、45 クロ
ーンに対して詳細な解析を行った。現在ま
でに 18 クローンで解析を行い、12 クロー
ンには何らかの変異が確認された。しかし、
エクソンにフレームシフトを起こさない
変異が 8 クローン存在したため、最終的に
Major allele のノックアウトが 1 クローン、
Minor allele の 1 本の Allele のみのノックア
ウトが 3 クローン樹立できた。Major allele
のノックアウト細胞においては、IL28B の
mRNA の発現を誘導させたところ、Major 
allele 由来の mRNA が誘導されないことが
確認された。 
 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 
Hetero-genotypeであるHuh7細胞において、
IL28B遺伝子のMajor alleleのみがノックア
ウトされたクローンが樹立された。引き続
き Minor allele のノックアウト細胞も樹立
し、IL28B 遺伝子多型と IFN 感受性の相関
メカニズムを明らかにしたい。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 で解析を
検討しており、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 
ZFN によって、IL28B 遺伝子ノックアウト
Huh7 細胞株を樹立した。 
HCV の Quasispecies は、肝移植時のドナー
グラフトや新規感染に重要な役割を担う
可能性が示唆された。 
 
F. 健康危険情報 
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Ａ．研究目的 

当施設では、現在、肝臓移植の原疾患の

約 50%はＣ型ウイルス（HCV）性肝硬変が占

めているが、術後 HCV ウイルスの再感染は

必発であり高率に肝硬変へ移行する。 

肝移植後には免疫抑制療法のため獲得免

疫である T/B 細胞の応答が抑制される。一

方、ウイルス、細菌や腫瘍に対する自然免

疫応答を司るマクロファージ、樹状細胞、

Natural Killer(NK)細胞は、免疫抑制剤の 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

影響を受けにくい。特に NK 細胞は、カル

シニューリン抑制薬の使用下においても、

抗腫瘍活性や Interferon(IFN)産生能を維

持する。しかし、肝硬変・肝臓がんの患者

では NK 細胞の量・機能ともに低下している

ことが報告されている。我々は、HCV 合併

HCC での肝移植症例に対し、未成熟 natural 

killer（NK）細胞を活性化させ移入する養

子療法を臨床導入し、癌再発の有意な低下

HCV制御に関わるNK細胞機能分子の解析 

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 Natural killer（NK）細胞の、C型肝炎ウイルス（HCV）に対する感染防御機構は

未だ十分に理解されていない。本研究では、肝移植時に得られる肝内および末梢血NK細胞の

フェノタイプとHCVウイルス増幅抑制のメカニズムを解析した。その結果、ドナー肝グラフ

ト内在性のNKp46bright 細胞高含有率が高ければ肝移植後早期のHCV RNA量の上昇が遅延し

た。NKp46bright 細胞はHCV感染細胞と接触することでIFN-γ産生が亢進し、HCV増幅抑制効果

を発揮した。また、HCV感染肝細胞癌の存在が、如何にNK細胞の抗腫瘍・ウイルス活性に影

響をするかを解析する目的で、肝癌合併HCV感染ヒト肝細胞キメラマウスモデルを作成し

た。 

厚生労働省科学研究費補助金(肝炎等克服緊急対策研究事業) 
     (分担)研究報告書(平成23-25年度) 

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 



 

とウイルス量の減少を認めた。 

しかし、NK 療法後の抗 HCV 効果は、個人差

によるばらつきが大きく、本研究ではレシ

ピエントの IL-28B SNP がそれに関与するか

否かを解析した。また、肝臓内に豊富に存

在する NK 細胞の存在比率および機能が移植

後の HCV ウイルス感染抑制に寄与するか否

かを確認するため、肝移植のレシピエント

およびドナーの肝内 NK 細胞の表面マーカー

の検索を行い、術後の HCV ウイルス量の変

化との関係を解析し、NK 細胞が HCV 増幅抑

制に関与するメカニズムを in vitro で評

価した。 

NK 細胞は腫瘍細胞上の特定抗原や液性因

子によって活性化が促進あるいは抑制され

る。しかし、HCV 感染 HCC から NK 細胞に如

何なるシグナルが伝達されるかは明らかで

はない上、HCV 感染 HCC 合併動物モデルは

これまでに存在しない。そこで、ヒト肝臓

癌生着マウスモデルとして、ヒト肝細胞キ

メラマウスの有用性について検討した。 

Ｂ．研究方法 

1．肝臓移植レシピエントの IL-28B SNP と

術後血清 HCV ウイルス量の解析 

 2006 年 1 月から 2012 年 9 月までに広島

大学病院で施行した C 型肝硬変を原疾患と

し同意の得られた 37 例の肝移植症例レシピ

エントを対象とした。このうち、NK 療法施

行群は 14 例、コントロール症例（NK 療法

非施行群）23 例であった。術後の血清中

HCV-RNA 量の推移と IL-28B SNP 変異の関係

を解析した。 

 

2．肝臓内 NK 細胞フェノタイプ解析 

 広島大学病院で施行した C 型肝硬変を原

疾患とし、同意の得られた肝移植症例を対

象とした。レシピエント 13 例、健常人コン

トロールとしてドナー9 例を対象に肝臓内

リンパ球として摘出肝の臓器灌流液、およ

び、末梢血中の NK 細胞を中心とするリンパ

球関連マーカーをフローサイトメトリーで

解析し、肝予備能と NK 細胞表面分子の関連

について検討を行った。肝予備能は Child-

Pugh を用いて比較的良好な A、B 群と予備

能が低下した C 群の 2 群に分類した。ま

た、肝移植術後の血清中 HCV-RNA 量の推移

との関連性について解析した。 

 

3． HCV レプリコン細胞を用いた 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

含まれる肝臓内単核球を用いた。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 ウイ

ルス増幅抑制効果について、HCV レプリコ

ン保持肝細胞株(Huh-7)を Target cell 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、肝臓内 NK 細

胞と HCV レプリコン保持肝細胞株を共培養

し、48 時間後の HCV レプリコン細胞のルシ

フェラーゼ活性をルミ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。 

 

4．肝臓内 NK 細胞の NKp46 分子の HCV 抑制

能評価 

 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。また、ドナー肝

グラフト内の NKp46bright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。 

 

5．肝癌合併 C 型肝炎ウイルス感染ヒト肝細

胞キメラマウスモデル作製 

フェニックスバイオ社のヒト肝細胞キメ

ラマウス（14～16 週齢）を用い、ヒト肝細

胞癌株（Huh7）を 0.25×106、0.5×106、

1.0×106 cells/マウスの割合で、経門脈的

に注入した。また、マウスの NK 細胞による

細胞傷害性の可能性を考慮し、癌細胞の移

入前日に抗アシアロ GM1 投与群も合わせて

検討した。判定は、血清中のヒトアルファ

フェトプロテイン（hAFP）値、アルブミン

量を ELISA で解析した。また、癌移入後 14

日目における肝臓内の腫瘍の生着を組織学

的に検索した。 

 

Ｃ．研究結果 

1. 肝臓移植レシピエントの IL-28B SNP と

術後血清 HCV ウイルス量の解析 

広島大学病院で施行した、肝移植後活性

化 NK 細胞療法を実施し、術後の HCV の抑制



 

効果について報告した。しかし、NK 療法後

の抗 HCV 効果には個体差を認めており、NK

療法の効果にレシピエントの IL-28B            

SNP が関与しているか否かを解析した。そ

の結果、NK 療法を行っていない群では、肝

移植後の血清 HCV-RNA 値の推移において、

TT グループが TG/GG にくらべやや低い傾向

にあった（図１）。 

 

図１．肝移植術後HCV-RNA値の経時推移
（NK療法非施行群、TG/GG vs TT）

HCV-RNA  
(Log IU/ml)

移植後経過

 

NK 療法実施群では、TT 群で有意に術後の

ウイルス量が抑制されていることがわかっ

た。さらに、TT 症例 8 例のうち、3 例に術

後ウイルスの消失を認めたが、TG/GG 群で

は消失症例は認めなかった（図２）。以上

のことから、宿主であるレシピエントの

IL-28B SNP の違いによって NK 細胞療法の

効果に違いがある可能性が示唆された。 

 

図２．肝移植術後HCV-RNA値の経時推移
（NK療法施行群、TG/GG vs TT）

P=0.06 P<0.05
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2．肝臓内 NK 細胞フェノタイプ解析 

 レシピエントおよびドナーの末梢血と肝

灌流液中のリンパ球解析はフローサイトメ

トリーで実施した。項目は、 Natural 

Killer 細胞の表面抗原(CD3, CD56)ととも

に活性化因子（NKp30,44,46,NKG2D）、抑制

性受容体（CD158a, CD158b）、アポトーシ

ス誘導分子（Fas-L, TRAIL）、IL-2 レセプ

ター（CD25, CD122）等の表出について評価

した。その結果、末梢血 NK 細胞では、レシ

ピエントとドナー間で有意な差は認めなか

ったが、肝内 NK 細胞において、活性化因子

である NKp46 と NKG2D の表出が、健常ドナ

ーにくらべ低下しており、またレシピエン

トの肝予備能の低下に伴って減少すること

を確認した。さらに、ドナー肝の NKp46 の

発現強度と肝移植後レシピエントの血清中

HCV-RNA 量との関係を確認すると、NKp46 強

発現ドナー肝を移植されたレシピエントで



 

は、術後 1 週間目に HCV ウイルス量が発現

ドナー肝を移植されたレシピエントに比べ

抑制されていた。しかし、この差は術後経

過とともに消失していることから、ドナー

肝 NK 細胞上の NKp46 分子は、肝移植術後早

期 に お け る ウ イ ル ス の entry や

replication の抑制に関連する可能性が考

えられた（図３）。 

 

NKp46high-expressing 
group ( n=6)

NKp46low-expressing 
group ( n=7)

0.0 

0.2 

0.4 

0.6 

0.8 

1.0 

1.2 

1.4 

HCV-RNA値（術後7日）/ 
術前HCV-RNA値ｎ

P=0.013

図３．ドナー肝グラフト内のNKp46発現は術後早期のHCVウイルス
再感染に影響する可能性がある  

3. HCV レプリコン細胞を用いた 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によるNK細胞の

NKp46の表出とHCVレプリコン細胞のルシフ

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４) 。 

         

図４．肝内ＮＫ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

ゼ活性抑制率は有意差をもって関連してい

ることがわかった（図５）。 

図 ５ . Ｈ Ｃ Ｖ増殖抑制 能はIFN-γ産生能と
相 関 を 認めた

 

4．肝臓内NK細胞のHCV抑制能に関わる機能

分子の解明 

 HCVのウイルス増幅抑制にNK細胞のNKp46

分子の直接関与を確認するため、in vitro 

replicon assayに抗ヒトNKp46モノクローナ

ル抗体を添加した。また、その他のHCV抑制



 

にかかわる活性化分子としてNKp30やNKG2D

についても同様のブロッキングアッセイを

行った。その結果、各抗体の添加により、

ルシフェラーゼ活性抑制能の解除を認めた

（図６）。さらに、NKp46とその他の分子と

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７）。 
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図６． 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７． 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  

 

5．肝癌合併C型肝炎ウイルス感染ヒト肝細

胞キメラマウスモデル作製 

Huh7はAFP産生のヒト肝臓癌株である。そ

こで、Huh7移入前と、移入後7、14日目にお

ける血清中のhAFP値をHOPE LABORATORIES社

のMICROWELL ELISAキットを用いて測定し

た。その結果、正常ヒト肝細胞で置換した

ヒト肝細胞キメラマウスは、hAFPの産生を

認めなかったが、1.0×106 cellsのHuh7を

移入した群では、全例において14日目の

hAFPの増加を認めた（図８）。そのうち、

14日目において高値（300ng/ml）を呈した

マウスは、組織学的にも肝臓内への腫瘍の

生着を認めた（図９）。 
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図1．Huh-7移入前後における血中hAFP値の推移
（ ：1×106cells,           ：0.5×106cells, ：0.25×106cells) 
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図９．Huh-7移入14日における肝組織（HE染色 ｘ10倍）
 

 

Ｄ．考察 

一般的に、NK 細胞は抗原刺激を必要とせ

ずウイルス感染細胞や腫瘍細胞を破壊する

と考えられている。その機構において、ヒ

ト NK 細胞に最も多い促進性受容体である

NKp46 が重要な役割を果たす事が明らかと

なりつつある。ここでは NK 細胞が HCV の肝

細胞内 replication を抑制する過程におい

て、NKp46 による認識を必要とする事を明

らかとした。 

 NK 細胞の NKp46 の表出強度は、宿主の肝

予備能と深く関連する事も示された。この

関連は、HCV 感染／非感染を問わず、ウイ

ルス因子以外の制御機構が存在する事が示

唆された。一方で、ドナー肝 NK 細胞移入レ

シピエントにおいて IL-28B SNP と移植後早

期の HCV RNA 量に有意な関連が確認され

た。今後、IL-28B SNP と肝内在 NK 細胞の

NKp46 表出強度との間に、何らかの関連が

あるか否か、興味が持たれる。 

 本研究では、肝癌合併 C 型肝炎ウイルス

感染ヒト肝細胞キメラマウスモデルが作製

された。今後、NK 細胞を用いた抗腫瘍療法

・抗 HCV 療法において、肝癌細胞の存在が

NK 細胞の NKp46 表出強度および機能に如何

に影響するかを解析する予定である。 

 

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

胞の NKp46 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産生に依存することが明らかとなっ

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した。そのために、新た

なウイルス培養増殖系の確立を目指した。 

 

B. 研究方法 

１．新規キメラマウスによる HCV 感染実験 

 重度複合免疫不全マウスの NOG マウスとウロ

キナーゼ型プラスミノーゲンアクチベータート

ランスジェニックマウス（AL-uPA マウス）のす

べての表現型を有するマウス（uPA-NOG マウス）

にヒト肝細胞を移植し、肝細胞の生着後、肝炎ウ

イルスを接種した。 

２．遺伝子型キメラ HCV 感染実験 

 遺伝子型1bのCon1株のNS3プロテアーゼ領域

およびNS5b領域をそれぞれ遺伝子型2aの JFH-1

株に組換えたキメラレプリコンおよびウイルス

構築を作成した。プラスミドからウイルス RNA

を合成してHuh7細胞またはHuh7.5.1細胞にトラ

ンスフェクションし、レプリコン増殖およびウイ

ルスの産生を観察した。 

３．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
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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

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 

１．新規キメラマウスによる HCV 感染実験 

NOGマウスは、重度複合免疫不全マウスで、2

種類の免疫不全マウスを結びつけて作製された

マウスである。一つは、NOD/ShiJic-scidマウス

で、やせ形糖尿病モデルマウスであるNOD/Shiマ

ウスに、CB-17-scid系統のscid (Prkdcscid) 突然

変異遺伝子を１０世代戻し交配によって導入し

た系統である。もう一つがIL2レセプターガンマ

鎖ノックアウトマウスで、X染色体のIL2レセプ

ターガンマ鎖遺伝子の第7､8エクソンを破壊す

ることによって作製された、ヒトのXSCIDモデル

マウスである。このIL2レセプターガンマ鎖ノッ

クアウトマウスのIL2レセプターガンマ鎖null

遺伝子を、NOD/ShiJic-scidマウスへ戻し交配に

よって導入したものがNOGマウスであり、実中研

で樹立された。マウスアルブミンプロモーター

によりウロキナーゼ型プラスミノーゲンアクチ

ベーターを発現するトランスジェニックマウス

が樹立された（AL-uPAマウス）。このマウスは

生後肝不全を発症する。AL-uPAマウスはNODマウ

スをもとに作製され、さらにNOGマウスと戻し交

配し、ホモ化したものがuPA-NOGマウスである(S

uemizu et al, BBRC 2008 377:248-252)。 この

uPA-NOGマウスを実中研の末水博士より供与い

ただいた。凍結ヒト初代培養肝細胞をuPA-NOGマ

ウスに経脾臓的に移植して作製したヒト肝細胞

移植uPA-NOGマウスにHCVを接種したところ持続

的な感染が成立した。 

２．遺伝子型キメラ HCV 感染実験 

 遺伝子型1bの NS3を遺伝子型2aのJFH-1株に

組換えたレプリコン構築（pSGR_JFH_N3PCon1）お

よび NS5b を組換えた構築（pSGR_JFH_N5bSLCon1）

は Huh7 細胞で増殖可能であったが、その複製効

率は JFH-1 株よりも低く、適合変異が必要であっ

た。レプリコン実験で同定した適合変異を導入し

た全長キメラウイルス構築（pJFH_N3PCon1 およ

び pJFH_N5bSLCon1）を作成した。全長ウイルス

RNA を Huh7.5.1 細 胞 に 導 入 し た と こ ろ

pJFH_N3PCon1 はウイルスゲノム複製は観察され

たが感染性ウイルス粒子産生は見られなかった。

pJFH_N5bSLCon1 は複製増殖が可能で感染性ウイ

ルス粒子も産生された。 

 全長キメラウイルス構築を用いて抗ウイルス

薬の効果を観察すると、NS3 プロテアーゼ領域を

Con1 に組換えるとプロテアーゼ阻害剤の感受性

が高くなった。また NS5b 領域を組換えると遺伝

子型 1b と同様の感受性を示した。したがって、

これらのキメラウイルス構築は遺伝子型 1b のプ

ロテアーゼ阻害剤およびポリメラーゼ阻害剤の



 

 3

感受性の検討に適していると考えられた。 

３．遺伝子型 2b の HCV 感染性クローンの樹立 

 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 

 新たなキメラマウスを用いてHCVの感染実験を

試みた。ウイルスの持続感染が成立した。また、

新たなキメラウイルス構築はプロテアーゼ阻害

剤やポリメラーゼ阻害剤の検討に適していると

考えられた。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。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 

１．新規キメラマウスを用いて HCV の感染実験を

おこなった。HCV はマウス肝臓に持続的に感染が

成立した。 

２．新規キメラウイルス構築の培養細胞における

複製増殖、薬剤感受性を検討した。 

３．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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厚生労働省科学研究費補助金（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）報告書（平成23〜25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 

分担研究者 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：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．

患者血清およびクローンを用いてHCV 感染させたマウスではいずれにおいても telaprevir の投与に

より耐性変異が生じ，薬剤耐性 HCV はウイルスの selection およびmutation いずれからも出現し得

ることを見出した．Genotype 1b型HCV感染マウスへのプロテアーゼ阻害剤，NS5A阻害剤，非核

酸型ポリメラーゼ阻害剤の単独投与では耐性変異による breakthrough が生じるが，これらの薬剤を

組みあわせて投与することによりウイルスの排除が得られたが，genotype 2型HCVには有効性は低

かった．その原因として，2型HCVにはすでにこれら薬剤に対する耐性変異を有している症例が存

在することを見出した．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． uuPA/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 

１）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）単独あるいは併用投与における耐性株

の出現，ウイルス排除効果，genotype 間の治療

効果を検討する． 

２） 

３）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 

１）Genotype 1b，2a，2bの患者血清を感染させ

たマウスにプロテアーゼ阻害剤，NS5A阻害剤，

非核酸型ポリメラーゼ阻害剤を単独あるいは併

用により4週間経口投与し，治療効果を検討した． 

２）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RCI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

キメラ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． 



３）超免疫不全マウスNOGをベースにした新規

のヒト肝細胞移植TK-NOGマウスを用いて，

HBVおよびHCV感染ヒト肝細胞移植TK-NOGマ

ウスのウイルス感染率，抗ウイルス薬の薬効を

評価した． 

 

Ｃ. 結果 

１）Genotype 1b型C型肝炎患者血清を投与し感染

させたマウスに200 mg/kgのtelaprevir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．NS5A阻害剤+第二世

代protease阻害剤あるいはNS5A阻害剤+非核酸型

NS5B阻害剤の併用療法により，genotype 1b型

HCV感染マウスからのマウス血中HCV RNAは

開始1週後には陰性化し，4週間の投与中，再上

昇を認めなかった．治療終了後も血中ウイルス

陰性化は継続し，HCVは排除されたものと思わ

れた．一方，genotype 2aあるいは2b型感染マウス

では，血中HCV RNAはほとんど低下しなかった．

これらマウスのHCVをdirect sequenceにて検討し

たところ，治療前，genotype 2a型では，NS3 A156G，

NS5A L31M，NS5B I482LおよびV484A変異，

genotype 2b型ではNS3 A156GおよびD168A，

NS5A L31M，NS5B I482L，V484AおよびV499A

と第2世代プロテアーゼ阻害剤，NS5A阻害剤，

非核酸型ポリメラーゼ阻害剤の耐性変異を有し

ていた． 

２）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

し二重耐性型となりbreakthroughが生じた．さら

にこのマウスに非核酸型ポリメラーゼ阻害剤を

投与したところ，一旦は血中HCV RNAの低下を

認めたがHCVは再燃し，この際．三重耐性変異

が出現していた． 

 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併用療法はgenotype 1b型HCVに対して有

用な治療法であった．一方，genotype 2型ではプ

ロテーゼ阻害剤．NS5A阻害剤，非核酸型ポリメ

ラーゼ阻害剤の効果はやや弱い． 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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