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研究要旨： NOG-SCIDを背景としたマウスにヒト肝細胞を移植し、ヒト肝細胞キメラマウスを
作製した。このマウスにB型肝炎ウイルスを感染させB型肝炎キャリアモデルを作製した。感染
成立後にヒト免疫細胞を移植し、慢性B型肝炎モデルを作製した。従来のuPA/SCIDマウス背景
のB型肝炎ウイルスキャリアモデルおよび肝炎モデルに比較して、NOG-SCID背景のマウスの方
がヒトアルブミン産生量は低く、ヒト肝細胞への置換率が低かったが、置換率が低くてもHBV
の感染効率はuPA-SCIDと同等であった。統計学的な有意差はなかったがNOG-SCID背景のマウ
スの方が死亡率も低かった。どちらのマウスもヒト免疫細胞の投与により肝炎が発症した。uP
A-SCIDマウスは劇症肝炎用の肝炎を発症し、ヒト肝細胞が急速消失した。この肝炎の主な炎症
起因細胞はNK細胞であることが見いだされた。これに対して、TK-NOG背景のマウスでは劇症
型ではなく緩やかな肝炎が起こり、ヒトアルブミン値の低下、血清中HBV DNAの低下を認め、
発症機序としてはCTLを介した反応であることが示唆された。また、HBVを産生するトランス
ジェニックマウスを3系統樹立した。さらにヒトiPS細胞より成熟肝細胞を誘導しHBV感染が引
き起こされるかどうか検討を行った。iPS細胞由来の成熟肝細胞は肝特異的遺伝子であるAFPの
発現やアルブミンの産生が認められた。昨年HBVレセプターの候補としてsodium taurocholat
e cotransporting polypeptide (NTCP)が報告された。NTCPを恒常的に発現するNTCP-HepG2
細胞株を樹立し、in vitroでのHBV感染系を作製した。cccDNA排除に向けた研究では、HBV c
oreを標的としたCRISPR/Casシステムを用いるとHBV複製中間体は1/5まで減少することを認
めた。HBVの各蛋白をそれぞれ細胞に発現させたところPolymerase蛋白が細胞の蛋白合成全般
を抑制することを見出した。 
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A. 研究目的 

我々は、ヒトの免疫細胞とヒトの肝細胞を

もちいてB型肝炎のマウスモデルおよびヒ

ト肝細胞による HBV の完全なライフサイ

クルを再現する継代培養系を構築した。こ

れにより HBV の持続感染メカニズムと免

疫反応に関する広範な研究が可能となった。

昨年 HBV のエントリーレセプターとして

NTCPが見出されたことにより NTCP安定

発現株を用いて新規の in vitro HBV感染培

養系も構築された。本研究ではこれらのモ

デル動物、細胞培養系を用いて肝炎モデル

の改良と感染肝細胞の排除に関する研究、

HBV 感染マウスと新規培養系を用いた創

薬研究、cccDNA の排除、転写制御に関す

る研究を中心に行う。 

 

B. 研究方法 

肝炎モデルの改良と感染肝細胞の排除に

関する研究 

従来の uPA/SCID マウス由来のヒト肝細胞

キメラマウスをNOG-scid, NOD-scidを背景

としたマウスを用いてヒト肝細胞、ヒト免

疫細胞を移植し慢性B型肝炎モデルを作製

し、ヒトの B型肝炎発症を再現するモデル

を作製する。また、移植するヒト肝細胞を

ヒト iPS 細胞から誘導した成熟肝細胞も用

いてヒト肝細胞キメラマウスを作製し

HBV 感染モデルとして利用可能か検討す

る。また、Cre-loxP システムを利用した肝

細胞特異的に HBs 抗原蛋白を発現しヒト

の肝炎を模倣するモデルマウスを作製する。

さらに HBV を産生するトランスジェニッ

クマウスの作製を行う。これらのモデルを

用いて肝炎の発症機序、HBV感染細胞内で

の自然免疫応答、HBV粒子形成機構を詳細

に検討する。 

 

C. 研究成果 

肝炎モデルの改良と感染肝細胞の排除に

関する研究 

NOG-scid を背景としたマウスを用いてヒ

ト肝細胞、ヒト免疫細胞を移植し慢性 B型

肝炎モデルを作製した。NOG/SCIDマウス

由来のヒト肝細胞キメラマウスは従来の

uPA/SCID マウス由来のヒト肝細胞キメラ

マウスに比べるとヒトアルブミンの産生量

は uPA/SCID の方が高いが、NOG/SCID マ

ウス由来のヒト肝細胞キメラマウスの方が

ヒト肝細胞への置換率が低くても HBV 感

染効率が良好で、死亡率も低かった(Kosaka 

et al., BBRC, 2013)。ヒト免疫細胞を HBV

感染ヒト肝細胞キメラマウスに移植すると

ヒトアルブミン値の低下、血清中 HBV 

DNAの低下が認められ、既存の uPA/SCID

を背景としたヒト肝細胞マウスを用いた劇

症肝炎モデルとは肝炎の発症機序が異なる

CTL を介した炎症反応が比較的緩やかな

肝炎モデルを作製することができた（阿部

班員、茶山班長）。また、ヒト iPS細胞由来

のヒト肝細胞を SCID マウスへの移植する

肝細胞として使用可能かどうか検討を行っ

た結果、ヒト成熟肝細胞へ誘導した細胞の

20-50%の細胞で肝特異的遺伝子であるア

ルブミン、αフェトプロテインの発現が認

められ、HBVを接種した結果、ヒト iPS細

胞由来の肝細胞内で HBV 複製中間体が検

出された。このことからヒト iPS 細胞由来



の肝細胞でも HBV 感染は可能でることが

示唆された（阿部班員、茶山班長）。また、

uPA/SCID マウスを用いたヒト肝細胞キメ

ラマウスでは長期飼育を行った場合、uPA

遺伝子の欠失が起こることが知られていた。

HBV 感染による慢性肝炎モデルの作製に

向けて uPA遺伝子の欠失が起こらないシス

テムにするため cDNA-uPA/SCID マウスを

作製し、ヒト肝細胞を移植してヒト肝細胞

キメラマウスを作製したところ 20 週間の

長期飼育が可能となった（立野班員）。この

HBV 感染ヒト肝細胞キメラマウスの長期

飼育により HBV 感染させなかったヒト肝

細胞キメラマウス HBV 感染マウスに比較

してアポトーシス関連の遺伝子の発現の上

昇、細胞増殖に関連する遺伝子の発現低下、

細胞の肥大化が認められた（立野班員）。ま

た、HBV を産生する 1.4 倍長の HBV ゲノ

ムを組込んだ HBV トランスジェニックマ

ウスを作製し 3系統を樹立した。このうち

2系統#31, #84は血清中 HBV DNA量は、

いずれも 5 log copy/ml以上であったが HBs

抗原量はいずれも 0.3-0.5IU/ml、HBe 抗原

量は 10-20IU/ml と低値であった。反対に、

残りの 1 系統#K では血清中 HBV DNA は

4-5 log copy/mlと低値であったが HBs抗原

量は 12 IU/ml、HBe抗原量は 110 IU/mlと

高値であった。HBV の core 蛋白の発現を

調べたところ#31では肝臓でのみ core蛋白

は発現し、#K では肝臓、腎臓で core 蛋白

が発現していた。これら 3系統について受

精卵を保存した（阿部班員、茶山班長）。

HBV エントリーレセプターとして NTCP

が報告されたことを受け、ヒト NTCP発現

トランスジェニックマウスの作製を開始し

た。この動物実験は大臣確認実験と定めら

れているため現在大臣確認申請中である

（加藤班員）。 

HBV感染マウスと新規HBV培養系を用い

た創薬研究 

HBV のエントリーレセプターとして報告

されたヒト NTCP を恒常的に発現する

NTCP-HepG2 細胞を樹立した。NTCP の発

現は蛋白レベルで検出可能であったが感染

が成立しない細胞（Hussein班員）感染効率

が低い細胞（加藤班員）があり感染効率を

上昇させる工夫が必要である。また、

NTCP-HepG2を用いて siRNAライブラリー

による HBV 感染に関わる宿主因子のスク

リーニングを進行中である。さらに HBV

のライフサイクルに関係する宿主因子とし

て 500個あるキナーゼのスクリーニングを

行った結果現在までに HBV の複製に関係

するキナーゼとして 4遺伝子、HBVの増殖

抑制に関わる遺伝子として 5遺伝子を見出

した。これら 5遺伝子のうちのひとつであ

る TSSK2 はインターフェロン非依存性に

働くことを確認した(Hussein班員)。宿主側

の解析では、マウスへ HBV 発現プラスミ

ドを hydrodynamics 法により導入した実験

系で ISG20 が HBV の複製を阻害している

ことを証明した。ISG20 の発現誘導機序と

しては、HBV感染を感知した分子が細胞質

内の IPS-1, TICAM-1の両者を介して IRF3

を活性化し type Ⅰ インターフェロンを誘

導させ IFNAR を介して ISG20 の発現が誘

導されることが証明された（瀬谷班員）。一

方、ウイルス側の検討では、HBVは感染性

のウイルス粒子である Dane 粒子を細胞外

へ放出するが Dane 粒子だけでなく粒子内



に HBV ゲノムを持たない外側蛋白のみの

中空の粒子を大量に放出することが知られ

ている。HBV粒子の細胞外への放出機構を

詳細に調べるために細胞に preS1-preS2-S, 

preS2-S, S, preCore-Core, Core, HBeをそれ

ぞれ単独で導入するとすべての蛋白が培養

上清中に分泌された。Core蛋白の C末端に

はアルギニンに富んだ領域が存在するがア

ルギニンの数を削っていくと Core 蛋白の

培養上清中への分泌がなくなることから

Core蛋白の分泌にはC末端のアルギニンが

重要であることが明らかになった。また

HBV の各蛋白質のインターフェロンシグ

ナル伝達への影響を調べるために HBV 蛋

白と IFNB, IRF3, IFN stimulation responsive 

element (ISRE)のレポータープラスミドを

共発現させセンダイウイルス Cantell 株を

感染させてレポーター遺伝子の転写活性へ

の影響を調べた。その結果 Polymerase蛋白

は対照の海シイタケルシフェラーゼ活性も

強く抑制し、転写プロモーターを変えても

抑制効果は変わらなかったことから

Polymerase 蛋白は細胞の蛋白合成全体を抑

制していることが示唆された（坂口班員）。

さらに Polymerase蛋白をドメイン毎に分け

て発現させると逆転写酵素（RT）ドメイン

に強力な蛋白質合成抑制作用があることが

見出された。また、①HBV感染からの肝臓

癌への進行症例、②HCV感染からの肝臓癌

への進行症例、③ウイルス感染なしで肝臓

癌への進行症例の 3グループでそれぞれ非

癌部、癌部組織から microRNAを調製し次

世代シーケンサーライフテクノロジーズ

Ion PGMを用いた網羅的発現解析を行った

結果、非癌部と比較して発現が上昇してい

るmicroRNAとして①HBV感染からの肝臓

癌への進行症例では 41 個、②HCV感染か

らの肝臓癌への進行症例では 10個、③ウイ

ルス感染なしで肝臓癌への進行症例では

29個、非癌部と比較して発現が減少してい

るmicroRNAとして①HBV感染からの肝臓

癌への進行症例では 21 個、②HCV感染か

らの肝臓癌への進行症例では 11個、③ウイ

ルス感染なしで肝臓癌への進行症例では

23個のmicroRNAが認められ 3グループに

共通して非癌部と比較して発現が上昇する

microRNA として miR-221 を含め 3 個が同

定された（田原班員）。 

cccDNAの排除、転写制御に関する研究 

HBV coreプロモーター領域の転写因子 FIF、

HNF4 の結合領域を標的とした TALE を用

いて HBV の転写阻害について検討した結

果、対照のスクランブル TALEと比較して

ほぼ影響が見られなかった。一方、

CRISPR/Cas システムを用いた系では HBV

複製中間体が 1/5まで減少した（山本班員）。 

 

D. 考察 

NOG-scid マウスを用いたヒト肝細胞キ

メラマウスにヒト免疫細胞を投与すること

によって HBV に対する免疫応答を引き起

こす肝炎モデルを作製することができた。

肝炎の発症機序としては CTL を介した反

応で比較的緩やかな炎症を惹起しているこ

とが示された。 

 

E. 結論 

肝炎モデルの改良、HBV Tgマウス、iPS細

胞由来肝細胞移植マウス、cDNA-uPA/SCID

マウスをホストとしたヒト肝細胞キメラマ



ウス、in vitro HBV感染培養系の構築が進

み、HBVの各ライフサイクルを標的とした

創薬研究が可能となった。さらに、新規の

ゲノム編集技術 CRISPR/Cas システムを用

いることで cccDNA の排除による HBV 完

全排除に向けた創薬研究が可能となった。 
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免疫学的手法を用いたマウスモデルの改良、B型肝炎が起きる 
マウスモデルの作製に関する研究 

 

研究分担者 瀬谷 司 北海道大学大学院医学系研究科 教授 
 

 

研究要旨 自然免疫特にインターフェロン誘導系の活性化によるB型肝炎ウイルス
（HBV）排除の機構に関与する因子を探索する.IFN誘導性遺伝子の網羅的解析から
HBV 感受性を高める IRF-3下流遺伝子を同定し、機能解析を施行している。 

 

Ａ．研究目的 

HBV はMAVS(IPS-1)RNA認識経路でなく、
STING-TBK1 経路で I 型インターフェロン
（IFN）を誘導し、肝実質細胞のHBV感受性を
下げる（Leong et al., submitted）。持続
性B型肝炎もIFNの誘導性と関連する可能性
がある。本研究はHBV感染から複製に至るHBV
ライフサイクルを肝細胞において阻害する
IFN誘導経路の分子を同定することを目的と
した。HBVの自然免疫に関する報告は乏しい
ので、申請分担者らは２つの系でHBV自然免
疫系の解析を行う。1.ヒト肝細胞HBV培養系
を使ってHBV複製阻害に関与するIFN誘導分
子を同定しその基本機能を調べる。2. 核酸
認識経路のKOマウスとその肝細胞株を使っ
てHBVの制御に関連する自然免疫因子のin 
vivo活性を同定する。 

 

Ｂ．研究方法 
Hydrodynamics実験により、各種KOマウスの
うち、IRF-3/7-/-, IFNAR-/-のKOマウスが
HBV複製を助長した。この系でIFN誘導因子の
どれがHBV複製阻害に直接関与するかを検討
した。ヒト肝細胞株HepG2 とその持続感染株
は茶山研より恵与を受けた。この系で各種
IFN誘導因子をKDまたは強制発現し、HBV複製
効率を査定した。 
（倫理面への配慮） 

  動物実験は北海道大学の実験動物指針に
基づいて行った。 
Ｃ．研究結果  

HBV plasmid のマウス肝細胞株への 
transfection 、 マ ウ ス 個 体 を 用 い た
hydrodynamics の両方で ISG20 がHBVの複
製阻害に働くことが証明できた。 
一方、ISG20は IPS-1, TICAM-1のどちらで
も発現上昇し、IRF-3 依存性であったが、
HBV 複製阻害はこれらに依存せず IFNAR
による ISG20発現上昇に依存した。感染阻
害作用は強く見られ、ヒト臨床の関節報告
と一致した。 
 DNA transfection の際 type I IFNが誘
導されるが、大部分はSTING-TBK1 の経路
に依存した。この際のIFN誘導因子は未報
告の因子であった。この分子をヒト肝細胞
でKD, 強制発現するとHBVは期待通り複製
上昇と抑制がそれぞれ見られた。 
 以上からIFNARがHBV感染阻害の鍵経路
であるのはISG20を誘導するためと判明し
た。これとは別にHBVが肝細胞で複製すれ
ばDNA依存性に別のIFN誘導因子が誘導さ
れ、それがHBV複製阻害を誘起して感染防
御に働くことが示唆された。 
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Ｄ．考察 

本研究でHBV感染は２つのエフェクター因
子をIFN誘導に関連して誘導し、これらが
HBV鎮静に機能することが示唆された。一
つはIFNAR活性化による複製阻害で、これ
はISG20によって起動することが証明され
た。一方、DNAで起きるIFN誘導因子の中に
もHBV抑制に働く因子があることが判明し
た。この因子のHBV阻害機構を現在調べて
いる。本研究の成果はDNAウイルスであり
ながらRNAのphaseもとるHBVについて既報
のウイルス抑制経路以外が複製抑制のエ
フェクターを起動することを細胞レベル
で初めて明らかにした。 
 In vivoのhydrodynamicsの系でもこのこと
が証明できた。従って、ヒト培養系の知見は
マウスモデルでも妥当な知見となることが予
測された。次年度に向けてこれらエフェクタ
ーによるHBV阻害機構を解明する予定である。 
Ｅ．結論  

HBV複製阻害の実行因子としてDNA認識のIFN
誘導経路と、IFNAR経路からそれぞれ新規の
HBV複製阻害因子を同定した。In vivoマウス
肝細胞でも同様の知見を得た。これらの分子
のウイルス抑制機能を同定している。 
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厚生労働科学研究費補助金（Ｂ型肝炎創薬実用化等研究事業） 

革新的な動物モデルや培養技術の開発を通じたHBV排除への創薬研究 

 分担研究報告書（平成25年度） 
 

Ｂ型肝炎ウイルスの持続感染時における自然免疫応答回避メカニズムの解明に関する研究 
 

研究分担者 加藤 博己 京都大学ウイルス研究所 分子遺伝学分野 准教授 
 

 
研究要旨 : B型肝炎ウイルス(HBV)が自然免疫機構を回避するそのメカニズムの解明を目的
として研究を行っている。今年度は、in vitroにおいてHBV感染を可能にするNTCP安定発
現株を樹立することができた。現在、自然免疫応答に関与する分子群の発現を誘導もしくは抑

制し、HBV感染価に与える影響を検討している。また、in vivoにおいてHBV感染をモニタ
ーするために、HBVレセプターであるヒトNTCPを肝臓特異的に発現するトランスジェニッ

クマウスの作製に着手している。これらの実験系の確立により、B型肝炎ウイルスと自然免疫
機構の相互関係を詳細に解析できることが期待される。 

 

 

Ａ．研究目的 
B 型肝炎ウイルス(HBV)が持続感染する際、自

然免疫応答を回避していると考えられるが、そ

のメカニズムは明らかではない。我々は、非自

己の RNA を認識し抗ウイルスインターフェロ

ン応答を惹起する細胞内 RNA ヘリケース
RIG-I-like receptors (RLRs)に着目し、B型肝炎
ウイルスが特にRLRsの認識を回避もしくはそ
のシグナル伝達を阻害しているかを検討する。

また、最近明らかとなってきた cGAS 依存的
dsDNA認識経路に関しても、B型肝炎ウイルス
感染との関係を検討する。 
 
Ｂ．研究方法 

上記研究目的をもとに、下記１～３のような実

験を中心に研究を行っている（今後も行ってい

く）。 

１ HBV受容体であるヒトNTCPを安定的発現す

る細胞株を樹立する（作製済み）。さらに、RL

RやcGAS依存的シグナル伝達に関与する分子群

の発現を誘導もしくは抑制した時のHBV感染価

を検討する（検討中）。 

２ ヒトNTCPを肝臓特異的に発現するトランス

ジェニックマウスを作製する。（大臣確認を申

請中およびＤＮＡコンストラクトを作製中）。 

３ 作製したトランスジェニックマウスを用い

てHBV感染をモニターする。また、自然免疫応答

に関わる分子のノックアウトマウスと掛け合わ

せを行い、それら分子のHBV感染における役割を

検討する。 
(倫理面への配慮） 
培養細胞を用いた研究に関して倫理面での問題

はない。マウスの作製にあたっては、大臣確認

を申請中である。                
 
Ｃ．研究結果  

研究方法１に関して、細胞株は樹立できており、

HBVが感染し複製することが確認できている。現

在、その感染価を上げる条件を検討している段

階である。また、樹立した細胞株においてsiRN

Aによる発現抑制の条件も検討中である。 

 

研究方法２に関しては、肝臓特異的トランスジ

ェニックマウスを作製するためのアルブミンプ
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ロモーター存在下でヒトNTCPを発現するコンス

トラクトを作製した。大臣確認が得られてから、

以降の実験を進めていく予定である。 

研究方法３に関しては、トランスジェニックマ

ウスの作製待ちである。 
 
Ｄ．考察 
作製したヒトNTCP安定発現細胞株において、
in vitroにおけるHBV感染が可能となった。し
かし、感染レベルは依然低いレベルである。免

疫応答等をモニターするためには、高い感染価

が必要だと予想され、DMSOやPEG存在下の
条件など感染条件の検討が必要である。 
 
Ｅ．結論  
作製した細胞株やマウスを用いて、HBV感染を

モニターできる系のセットアップが必要である。

マテリアルの作製に関しては、今のところ順調

に進んでいると考えられる。 
 

G. 研究発表 
1) Funabiki M, Kato H, Miyachi Y, Toki H, 

Motegi H, Inoue M, Minowa O, Yoshida A, 

Deguchi K, Sato H, Ito S, Shiroishi T, 

Takeyasu K,Noda T, and Fujita T Autoimmune 

Disorders Associated with Gain of Function of 

the Intracellular Sensor MDA5. Immunity 2014 

Feb;40.1-14 
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granules, the critical platform for 
triggering antiviral innate immune 
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キメラマウスへの HBV 長期感染による肝臓の病理学的および 
遺伝子・タンパク質発現解析・新規モデルの作製 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A. 研究目的 

 これまでのヒト肝細胞キメラマウス

（uPA/SCIDキメラマウス）は、導入uP

Aゲノム遺伝子の欠失が起るため、長期

飼育により正常マウス肝細胞の結節状

の増殖が観察される。それに伴い、ヒ

ト肝細胞による置換率の低下が生じ、

組織学的に線維化や炎症が見られる個

体もあった。このことから、キメラマ

ウスへのHBV長期感染における組織学

的変化を判定することは難しかった。

そこで、新たに作製したuPA遺伝子欠失

の見られないcDNA-uPA/SCIDホモおよ

びヘミマウスをホストマウスとしたキ

メラマウス（cDNA-uPA/SCIDホモおよび

ヘミキメラマウス）の性状解析を行う

と共に、HBV長期感染における病理学的、

遺伝子・タンパク質発現の解析を行う

ことを目的とした。 

 

B. 研究方法 

ヒト肝細胞ヘミキメラマウスの作出 

 3週令のcDNA-uPA/SCID hemizygote

にドナーヒト肝細胞（2YF：2才、女児、

研究分担者 立野（向谷）知世 株式会社フェニックスバイオ  
取締役研究開発部長 

研究協力者 石田雄二 株式会社フェニックスバイオ 
 大下宏樹 株式会社フェニックスバイオ 
 吉実康美 株式会社フェニックスバイオ 

小川裕子 株式会社フェニックスバイオ 
 

研究要旨 昨年度、新たに作製した uPA 遺伝子欠失の見られない cDNA-uPA/SCID 
homozygote マウスをホストマウスとしたキメラマウス（cDNA-uPA/SCID ホモキメラマウ
ス）に HBV を 14 週間感染させ、感染、非感染で、病理組織観察、TUNEL 陽性細胞の割合、
線維化の程度を比較したところ、顕著な差は見られなかった。今年度、HBV 感染、非感染
キメラマウス肝臓の遺伝子発現を調べたところ、炎症や線維化に関与するマウス遺伝子
発現 (m-SMA, mCD14, mHGF, mTNF, mTLR4, mProcollagen type1, mTGFBR, mTGF1)に
差は見られなかったが、Apoptosis に関与するヒト遺伝子発現（hTNFRSF10C, hFAS）の増
加傾向、および増殖に関与するヒト遺伝子発現（hPBK, hRRM2, hNCAPG）の低下傾向が見
られた。また、HBV 感染キメラマウス肝細胞は非感染に比べて肥大していた。さらに、HBV
感染、非感染キメラマウスの肝臓のマイクロアレイ解析を行ったところ、HBV 感染で 2倍
以上上昇した 17 遺伝子、低下した 18 遺伝子が検出された。今年度はさらに長期間の感
染飼育が可能と思われる、cDNA-uPA/SCID hemizygote マウスを用いたキメラマウス
（cDNA-uPA/SCID ヘミキメラマウス）を作製し、HBV を接種し長期飼育観察（20 週）を行
った。来年度は、cDNA-uPA/SCID ヘミキメラマウスの遺伝子発現、病理組織学的解析を行
う。 



ヒスパニック）を2.5×10^5個脾臓より

移植し、移植後3週目、6週目、それ以

降は１週間に１回、マウス血中ヒトア

ルブミン（h-Alb）濃度を免疫比濁法に

て測定し、32または34週令（移植後28

または31週）に剖検し、肝臓、血液を

採取した。 

 また、昨年度作製した、同じドナー

細胞を用いたHBV感染（14週間）、非感

染cDNA-uPA/SCIDホモキメラマウス（2

6週齢で剖検）の凍結保存肝臓組織を遺

伝子発現解析、細胞サイズ測定に用い

た。 

cDNA-uPA/SCIDヘミキメラマウスへのH

BV感染 

 2YFを移植した14週令（移植後11週）

のcDNA-uPA/SCIDヘミキメラマウス11

匹を、HBV長期感染試験（20週）に使用

した。11匹のうち、5匹にHBV Genotyp

e Cを眼窩静脈叢より1.0×10^7 copie

s/mL 100 μL接種した。残りの6匹はH

BV非感染コントロールとして同様に飼

育した。HBV感染の翌週から週に1回、

動物にイソフルラン麻酔を施し、眼窩

静脈叢より約50 μLを採血した。2 μL

をh-Alb測定に、10 μLをHBV DNAコピ

ー数測定に用いた。 

定量性リアルタイム RT-PCR 法によ

る遺伝子発現量の定量およびマイク

ロアレイ解析 

HBV感染、非感染cDNA-uPA/SCIDホモ

キメラマウス肝臓の以下に示す遺伝

子の発現を昨年度報告の方法で

real-time RT-PCR法により解析した。 

マウス由来の肝臓線維化に関与す

ると思われる遺伝子（m-SMA, mCD14, 

mHGF, mTNF, mTLR4, mProcollagen 

type1, mTGFBR, mTGF1）、およびHBV

の4週間感染によりこれまでキメラマ

ウス肝臓で発現が変化することが報

告されている一部の遺伝子

（hTNFRSF10C, hFAS、hPBK, hRRM2, 

hNCAPG、Tsuge M, et al.The Journal 

of Infectious Diseases 

2011;204:224–8より）のprimerを作製

し解析に用いた。primerは、ヒトとマ

ウスに交差反応しないことを確認し

た。 

また、HBV感染、非感染3匹ずつの

Total RNAを用いて、Affimetrix 

GeneChip Human Genome U133 Plus 2.0 

Array (株式会社バイオマトリックス

研究所、千葉)マイクロアレイ解析を

行った。 

血清中ウイルス濃度測定 

 マウス血清中HBV DNA量を昨年度報

告した方法で実施した。 

キメラマウスの剖検、および病理学的

検査 

 動物の安楽死確認後に剖検を実施

し、血液と肝臓を採取した。肝臓の一

部はホルマリン固定し、パラフィン切

片を作製した。ヘマトキシリン・エオ

ジン（H&E）染色標本を顕微鏡下で観

察、写真撮影し、一定面積あたりのヒ

ト肝細胞数をカウントした。 

 

（倫理面への配慮） 

キメラマウスに移植するヒト肝細
胞は、海外において適切な手続きを



経て加工・販売されているものを、
（株）フェニックスバイオのヒト組
織利用倫理委員会において承認を得
た上で、購入して使用した。
ヒト肝細胞を持つキメラマウス作
製実験に関しては、（株）フェニック
スバイオの動物実験倫理委員会にお
いて研究計画の承認を得た上で行っ
た。 

 

C. 研究結果

cDNA-uPA/SCID

における線維化に関与すると思われ

るマウス遺伝子、

ることが報告されているヒト遺伝子

発現 
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感染、非感染 14 週間のキメラマ
ウス肝臓における一定面積あたりの
ヒト肝細胞数をカウントした。その

感染ヒト肝細胞半径は約
倍増加していた。 

経て加工・販売されているものを、
（株）フェニックスバイオのヒト組
織利用倫理委員会において承認を得
た上で、購入して使用した。 
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感染、非感染
HBV 感染で

変化することが知られている遺伝子
に関与する

hTNFRSF10C, hFAS）
の増加傾向、および増殖に関与する

hPBK, hRRM2, 
の低下傾向がみられた。 

uPA/SCIDホモ

のマイクロアレイ解析 

uPA/SCID
ホモキメラマウスの肝臓のマイクロ
アレイ解析を行ったところ、HBV 感
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週間のキメラマ
ウス肝臓における一定面積あたりの
ヒト肝細胞数をカウントした。その

感染ヒト肝細胞半径は約
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 2. HBV 感染、非感染キメラマウスの１
定面積あたりのヒト肝細胞数
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非感染 2.04 

感染 1.34 

＊肝細胞を球と仮定して計算した。

cDNA-uPA/SCID

HBV感染における、一般状態、体重、

Albの推移
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感染、非感染キメラマウスの１
定面積あたりのヒト肝細胞数

肝細胞数/cm 2 

2.04 ± 0.31 x10 5

1.34 ± 0.07 x10 5

＊肝細胞を球と仮定して計算した。

uPA/SCIDヘミキメラマウスへの

感染における、一般状態、体重、

推移 

感染、非感染ヘミマウスの血中
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35

感染

 

 

 

 

 

 

非感染
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感染 8 週（22 週齢）で HBV 感染キメ
ラマウスが 1 匹死亡した。感染開始
20 週目にすべてのマウスの剖検を
実施した。 
 体重に関しては、両群ともで 20
週齢以降より徐々に体重減少が観察
された。h-Alb 値は両群ともほぼ安
定していた。HBV 感染群では、血中
の HBV レベルは感染翌週から検出さ
れ、8 週よりプラトーに達した（図
1-3）。 

 

D. 考察 

 これまでのヒト肝細胞キメラマウス

では、導入uPAゲノム遺伝子の欠失によ

り、長期間飼育すると、正常マウス肝

細胞の結節状の増殖のためヒト肝細胞

による置換率の低下が生じ、組織学的

に線維化や炎症が見られる個体もあっ

た。このことから、キメラマウスへのH

BV長期感染における組織学的変化を判

定することは難しかった。そこで、昨

年度、新たに作製したuPA遺伝子欠失の

見られないcDNA-uPA/SCID homozygote

sをホストマウスとして作成したキメ

ラマウスにHBVを感染させることによ

り、肝臓組織へのHBV感染(14週齢)の影

響がより明らかになるのではないかと

考えた。その結果、HBV感染により、線

維化、Apoptosisの増加などの病理学的

な変化は見られず、炎症や線維化に関

与するマウス遺伝子発現にも差は見ら

れなかった。しかし、Apoptosisに関与

するヒト遺伝子発現の増加傾向、およ

び増殖に関与するヒト遺伝子発現の低

下傾向がみられ、HBV感染のヒト肝細胞

は非感染に比べて肥大しているのが確

認された。このことから、今回調べた

の遺伝子以外の発現にも差があるので

はないかと考え、マイクロアレイ解析

を行った。その結果、HBV感染で2倍以

上上昇した17遺伝子、低下した18遺伝

子が見つかった。来年度、これらの遺

伝子発現をreal-time RT-PCRで検証す

る。 

 今年度はさらに長期間の感染飼育が

可能と思われる、cDNA-uPA/SCIDヘミキ

メラマウスにHBVを接種し長期飼育観

察（20週）を行った。来年度は、この

肝臓の病理組織学的検査、および遺伝

子解析も行う予定。 

 

E. 結論 

 14週間HBV感染cDNA-uPA/SCIDホモキ

メラマウスでは、非感染に比べて炎症

や線維化に関与するマウス遺伝子発現

に差は見られなかったが、Apoptosis

に関与する遺伝子の増加傾向、および

増殖に関与するヒト遺伝子発現の低下

傾向、ヒト肝細胞の肥大が観察された。

マイクロアレイ解析により、HBV感染で

2倍以上上昇した17遺伝子、低下した1

8遺伝子が見られた。今後、HBV20週間

感染、非感染cDNA-uPA/SCIDヘミキメラ

マウスの肝臓における病理学的、遺伝

子学的解析を実施する。 
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TALE を用いた B型肝炎ウイルスの増殖を抑制するシステムの開発 

 
研究分担者 山本 卓 広島大学大学院理学研究科 教授 

 
 
研究要旨：  

本研究では、B型肝炎ウイルス（HBV）の増殖を抑制するシステムを確立するために、HBV

に結合する人工タンパク質TALEおよびHBVゲノムを切断するTALENおよびCRISPRシステムを

設計･合成し、HBVの増殖に対する影響をを調べた。その結果、CRIPSR/Casシステムによっ

てHBVの増殖を強く抑制する効果が確認された。 
 

 
A. 研究目的 

Ｂ型肝炎ウイルス(HBV)の共有結合性閉

環状型 DNA（cccDNA）は肝細胞の核内に存

在し、ウイルス増殖の際の複製中間体とし

て働く。抗ウイルス薬投与後も cccDNA は肝

細胞に残存することから、この DNA の完全

除去が完全治療につながると考えられる。

そこで本研究では、cccDNA を標的として結

合あるいは切断する人工タンパク質や

CRIPSR/Cas システムを設計･作製し、肝炎

ウイルスの増殖を抑制する作用について検

討することを目的とする。 

 

B. 研究方法 

HBVのコアプロモーター領域の転写調節因

子FTFやHNF4の結合するTALEタンパク質お

よびHBVのコアタンパク質を切断する人工

酵素TALENの作製し、HepG2細胞におけるHB

Vの増殖抑制効果について調べた。さらに、

HBVのコアタンパク質を標的とするCRISPR/

Casシステムを構築し、HBVの増殖抑制効果

を調べた。 

 

C. 研究結果  

TALE タンパク質および TALEN を用いて、

HepG2 細胞での HBV の増殖に与える効果を

調べたが、有意な抑制効果は確認できなか

った。これに対して、CRISPR/Cas システム

を用いた場合、コントロールの HBV 量を１

/5 程度に低下させることが示された。 

 

D. 考察 

昨年、海外の複数のグループからTALENを用

いたHBVの増殖抑制効果について報告され

た。今回我々の行ったTALEやTALENの実験で

は、明確な抑制効果は見られなかったが、

作製したTALEやTALENがゲルシフト解析お

よび培養細胞での評価において高い活性を

示していることから、条件検討によって抑

制効果を改善できると考えている。しかし



ながら、HBVの多型性を考慮すると、複数の

標的配列をTALENによって同時に切断する

ことが必要と考えられる。この点では、TA

LEやTALENよりCRISPR/Casシステムの方がH

BV破壊に適していると思われる。 

 今年度の研究によってCRISPR/Casシステ

ムを用いたHBVの増殖抑制が可能であるこ

とを示した。しかしながら、CRISPR/Casシ

ステムには、類似配列へ変異を導入するof

f-target効果が知られており、より安全性

の高いシステムの利用が必要である。 

 

E. 結論 

CRISPR/CasシステムよってHBVの増殖を抑

制する効果を確認した。今後は、off-target

効果を抑えるDouble nickase型のCasを用

いて、同時に HBV の複数個所を切断するシ

ステムの確立を目指す。 
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A. 研究目的 
 肝臓癌の発症には、B型肝炎やＣ型肝炎な
どのウイルス性肝炎からの発症と非ウイル
ス性の肝がんがある。本研究では、HBV肝癌、
HCV肝癌、非ウイルス性肝癌の３つのタイプ
の同一患者の肝がん組織から癌部および非
癌部の検体を用いてライフテクノロジーズI
on PGMを用いた次世代シークエンス解析を
行い、HBVウイルス性肝癌、HCVウイルス性肝
癌、非ウイルス性肝癌の発生におけるマイク
ロRNAの発現変化を網羅的に明らかにして、
肝炎から肝癌へと移行するリスク診断マー
カーの同定を目的にする。 
 
B. 研究方法 
①HBV感染性肝がん患者８名（男性７名、
女性１名）、HCV感染性肝がん１０名
（男性６名、女性４名）、非ウイルス性
肝がん７名（男性４名、女性３名）から、
採取した癌部組織および非がん部組織
を採取した。 
②採取した組織から、RNAを精製して、A

gilent bioanalyzerを用いて、精製され
たRNAの品質を確認した。 
③精製したRNAを簡易型次世代シークエン
サーIon PGM システムを用いて、RNA
シークエンスを行い網羅的解析い疾患に

より変動するマイクロRNAを明らかにす
る。 
④得られた次世代シークエンスデータを既
知のマイクロRNAデータベース配列と照
合する解析を行い、そのリード数からそ
れぞれの組織で発現しているマイクロR
NAを定量する。 
⑤次世代シークエンスで解析した既知のマ
イクロRNAの定量解析データをデータベ
ース化し、ウイルス肝炎、HBV肝がん、
HCV肝癌で比較して、肝癌発症における
マイクロRNA変動を網羅的に解析し、肝
がんへの進行にともなうマイクロＲＮＡ
変動による肝炎診断の開発に結びつける。 

 
（倫理面への配慮） 
 本研究は、平成１３年３月に３省（文部
科学省、厚生労働省、経済産業省）合同で
作成された「ヒトゲノム・遺伝子解析研究
に関する倫理指針」ならびに関連８学会に
よって作成された「遺伝学的検査に関する
ガイドライン」に準拠して行う。具体的に
は、資料は最初に連結可能匿名化し、広島
大学医学部付属病院の指定する個人情報管
理者の下に、一般医学研究よりも厳格な管
理を行う。資料提供者からの質問・意見等
に関しては、各病院が責任を持って対応す

研究要旨  
 次世代シークエンサーを用いたＢ型肝炎排除のための網羅的解析から、Ｂ型肝炎の予
後診断およびＢ型肝炎根治のための治療法の開発をめざす。本研究では、HBV 肝癌、HCV
肝癌、非ウイルス性肝癌の３つのタイプの同一患者の肝がん組織から癌部および非癌部
の検体を用いてIonPGMを用いた次世代シークエンス解析を行った。既知のマイクロRNA
に関しては、非がん部比較して HBV で顕著に増加および減少するマイクロ RNA として、
それぞれ４１種、２１種を見いだした。HCV で顕著に増加および減少するマイクロ RNA
として、それぞれ１０種、１１種を見いだした。非ウイルス肝がんで顕著に増加および
減少するマイクロ RNA として、それぞれ２９種、２３種を見いだした。これらの結果か
ら肝臓癌で共通に増加するマイクロ RNA として３種見いだすことに成功した。 



る。 
 
C. 研究結果 
 HBV肝癌、HCV肝癌、非ウイルス性肝癌の３
つのタイプの同一患者の肝がん組織から癌
部および非癌部の検体からRNAを抽出して、
ライフテクノロジーズIon PGM解析のための
バーコード標識を用いたライブラリー構築
を行った。作成したライブラリーを318シー
クエンスチップを用いてIon PGMを用いた次
世代シークエンス解析をおこなった。得られ
たシークエンスデータをmiR baseのデータ
ベースと照合して、既知のマイクロRNAに一
致するものと、一致しない配列に分類し、既
知のマイクロRNAについては、HBVウイルス性
肝癌、HCVウイルス性肝癌、非ウイルス性肝
癌におけるリード数によりその発現解析を
個行った。その結果、同一患者の非がん部と
比較してHBV肝癌組織で発現が顕著に増加す
るマイクロRNAとして、４１種類を同定した。
また、HCV肝癌組織で発現が顕著に増加する
マイクロRNAとして１０種を同定した。さら
に、非ウイルス性肝癌では、２９種類のマイ
クロRNAの発現が顕著に増加していた。これ
らの肝癌において増加するマイクロRNAのう
ち、何れのタイプの肝癌でも共通に発現が増
加するマイクロRNAは、miR-221を含む３種で
あった。一方で、同一患者の非がん部で減少
するマイクロRNAは、HBV肝癌、HCV肝癌、非
ウイルス性発がんにおいて、それぞれ２１個、
１１個、２３個であった。何れのタイプの肝
癌でも減少するマイクロRNAではなかった。
ウイルス性発がんと非ウイルス性発がんで
分類した場合、HBV肝癌で共通に増加してい
たマイクロRNAは５種、共通に減少していた
マイクロRNAは４種であった。 
 
D. 考察 
 HBV肝癌、HCV肝癌、非ウイルス性肝癌の３
つのタイプの同一患者の肝がん組織におけ
るマイクロRNAの発現は、同一患者の非がん
部と比較した結果、共通に変化しているマイ
クロRNAは見いだしたものの、マイクロRNA
の発現変化はその発がん過程により大きく
異なることが示唆された。つまり、ウイルス
性と非ウイルス性での発がんの過程は、異な
るエピゲノム変化に起因している可能性が
考えられた。 
 癌部および非癌部の検体からRNA非癌部
と比較して癌部で共通に発現が増加してい
たマイクロRNA３種のうち、miR-221は、E
2F、MYC、NF-kB、β-catenin, RB1, 細胞周

期に関わるWEE1、アポトーシスプロテアーゼ
活性化因子1のAPAF1、ANXA1, 転写抑制因子C
TCFなどの重要な分子を直接の標的にして
様々な癌種で寄与していることが知られて
おり、肝癌発がんにおいてもmiR-221が大き
く寄与している可能性が示唆された。その他
の２種のマイクロRNAは、肝癌での関与の報
告はないが、他の癌種では細胞周期やEMT（上
皮間葉転移）を制御しているマイクロRNAの
機能が知られており、今後肝癌の発がん過程
におけるこれらのマイクロRNAの寄与につい
て詳細に検討する必要がある。 
E. 結論 
 本年度は、既知のマイクロRNAに関しては、
非がん部比較してHBVで顕著に増加および減
少するマイクロRNAとして、それぞれ４１種、
２１種を見いだした。HCVで顕著に増加およ
び減少するマイクロRNAとして、それぞれ１
０種、１１種を見いだした。非ウイルス肝が
んで顕著に増加および減少するマイクロRNA
として、それぞれ２９種、２３種を見いだし
た。これらの結果から肝臓癌で共通に増加す
るマイクロRNAとして３種見いだすことに成
功した。 
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革新的な動物モデルや培養技術の開発を通じたHBV排除への創薬研究 

分担研究報告書（平成 25年度） 
 

 
抗 HBV免疫応答を惹起する新規肝炎モデルマウスの開発 

in vitro HBV感染系の樹立 
 

研究分担者 丸澤 宏之 京都大学医学研究科 消化器内科 講師 
 
研究要旨：  
HBV感染により惹起される多様な免疫応答が、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HBVウィルス抗原を発現
する遺伝子改変マウスを新たに作成し、これらの2種のモデルマウスを交配することによ
り、ヒト肝炎を模倣した免疫応答の誘導が可能な新規B型肝炎モデルマウスの開発を目
指している。またin vitro HBV感染モデルとして、TALENを用いた遺伝子破壊技術を活用
し、肝培養細胞において抗HBV分子、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ている。 

 
A. 研究目的 

B 型肝炎ウィルス(HBV)はさまざまなウ

ィルス感染症の中でも、そのウィルス感染

に対する多彩な宿主免疫応答が誘導されう

ることが特徴のひとつである。事実、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

列を含まない HBV 抗原タンパクを発現す



る遺伝子改変マウスを新規に作成し、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、遺伝子情報をコードしてい

るDNAやRNAの配列に変異を導入する活

性をもつ複数のヒト遺伝子編集酵素が、

HBV に対する抗ウィルス作用を発揮して

いることが明らかになりつつある。この遺

伝子編集酵素の中心を占めるのが、

Apolipoprotein B100 mRNA Editing Enzyme

（APOBEC）ファミリーである。APOBEC

ファミリー分子は、塩基配列上のシチジン

（C）を脱アミノ化する酵素活性を有して

おり、その結果、標的となる DNAや RNA

の塩基配列が変化をきたす作用を有してい

る。遺伝子編集酵素群の生理的役割は現時

点では不明なものが多いが、複数のファミ

リー分子は、生体に感染したウィルスに対

する防御機構として機能していることがわ

かってきている。この中でも、APOBEC3G, 

APOBEC3F, APOBEC3C は HBV のゲノム

配列において C→T/G→A への遺伝子変異

を高頻度に誘導する作用をもつことが報告

され、APOBECファミリー分子が感染時に

ウィルス遺伝子に塩基変化を導入すること

によって、ウィルスを不活化する役割を担

っていると考えられるようになった。我々

のこれまでの検討結果から、肝炎ウィルス

感染とそれに伴う炎症反応、ならびにイン

ターフェロン産生反応により、肝細胞にこ

れらの遺伝子編集酵素群のいくつかが特異

的に発現誘導されること、APOBECファミ

リー分子のひとつである activation induced 

cytidine deaminase(AID)が抗 HBV作用を有

していること、などが明らかになってきた。

しかしながら、HBVが肝細胞に感染した際

に、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、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、抗 HBV作用を有する APOBEC family

とともに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 ノックアウト肝細胞

の樹立に着手した。 

 

B. 研究方法 

1. 新規 B型肝炎モデルマウスの作製； 

まずはじめに、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

マウスの作成を行った。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に反応する性質をもっ

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。このコンストラクトを用いてマウス胚

への injectionを実施し、F0, F1マウスを取

得した。また、Creによる LoxPの組換え作

用により promoter 配列を含まない個々の

HBV 抗原タンパクを発現する遺伝子改変

マウス作成のためのコンストラクトとして

は、まず 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もの

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。このコンストラクト作成を

行い、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

を合計７ライン確保した。引き続き、得ら

れた各ラインの F0マウスから F1マウスを

それぞれ樹立し、薬剤誘導刺激後のそれぞ

れの F1ラインの表現型を検討した。 

 

2. in vitro HBV感染系の樹立； 

抗 HBV作用を有する APOBEC familyと

ともに、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開

始した。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、AID, 

APOBEC3F/G, STING, cGAS それぞれに対

応するユニットの作成を行った。同時に、

薬剤耐性遺伝子を構成的に発現するカセッ

トを挿入した targeting vectorを作成した。 

 

（倫理面への配慮） 

肝疾患患者等からの試料提供を受ける場

合には、試料提供者、その家族、および同

様の肝疾患患者の人権、尊厳が保護される

ように十分に配慮した。厚生労働省等によ

り定められた「ヒトゲノム・遺伝子研究に

関する倫理指針」（平成 17年 6月 29日一部

改正）及び｢疫学研究に関する倫理指針｣（平

成 19年 8月 16日全部改正）並びに｢臨床研

究に関する倫理指針｣（平成 20 年 7 月 31

日全部改正）に準拠し、当該所属機関の研

究倫理審査委員会に申請し承認を得た。そ

の際、インフォームドコンセントに係わる

手続きを実施し、提供試料や個人情報を適

正に管理保存した。 

組換え DNA 実験を含む遺伝子組換え生

物等の第二種使用等については、｢遺伝子組

換え生物等の使用等の規則による生物多様

性確保に関する法律｣（平成 15年法律第 97

号）、｢同施行規則｣（平成 15年財務省・文

部科学省・厚生労働省・農林水産省・経済



産業省・環境省令第一号）、｢研究開発等に

関わる遺伝子組換え生物等の第二種使用等

に当たって執るべき核酸防止措置などを定

める省令｣（平成 16年文部科学省・環境省

令第一号）、その他の関係法令及び当該所属

機関の遺伝子組換え生物等第二種使用等安

全管理規則に準じた。 

動物実験に関しては、「動物の保護および

管理に関する法律」等に基づく｢研究機関等

における動物実験等の実施に関する基本指

針｣（平成 18年 6月 1日一部改正）に従っ

た。また、当該所属機関の動物実験委員会

に申請し承認を受けた後、実施した。 

 

C. 研究結果  

１．新規 B型肝炎モデルマウスの作製； 

モデルマウス作成のためのコンストラク

ト作成、マウス胚への injection、F0マウス

を 7ライン樹立し、それぞれのラインの F1

マウスの獲得までの作業を完了した。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作成のためのコ

ンストラクトとしては、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ベ

クターを構築した。このコンストラクトを

マウス胚に injectionし、F0マウスを 2ライ

ン確保することができた。他方、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作成のた

めのコンストラクトとしては、 CAG 

promoter 下流に loxP で挟んだ GFP を挿入

し、その下流に HBs抗原の遺伝子配列を配

置したベクターを作成した。また、上記、

誘導型 Cre発現コンストラクトと同様に、

HBs抗原発現用コンストラクトもマウス胚

への injectionを実施し、F0マウスを 7ライ

ン確保することに成功した。うち、先行す

る 1 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、肝炎としての免疫応答

は乏しい可能性が示唆された。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

ることが示唆されたため、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

推定されたことから、今後、免疫応答を活

性化する工夫を追加していくこととした。 

 

２．in vitro HBV感染系の樹立； 

まず、in vitroの HBV感染系の基盤とな

るDMSO+PEG処理したHepG2細胞への血

清検体由来の HBV 感染の至適条件を設定

した。このモデルを活用して、HepG2細胞

への TALEN を用いた特異的な遺伝子破壊

を導入することとした。引き続き、AID, 

APOBEC3F/G, STING, cGAS それぞれに対

応する TALEユニットの設計を行い、それ

ぞれの TALEN 発現ベクター作成した。ま

た同時に、薬剤耐性遺伝子(puromycin)を構

成的に発現するカセットを挿入した

targeting vector を作成した。リポフェクシ

ョンによりこれらの新規作成 vector を

HepG2 細胞に導入し、puromycin でのセレ

クションを開始した。現在、hetero-knockout



細胞の構築までが完了しており、

homo-knockout細胞の樹立次第、HBV陽性

血清の in vitro 感染実験を開始する予定で

ある。 

 

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。同時に、in vitroに

おいても培養細胞を用いた HBV 感染系を

樹立することができれば、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が可能となり、多様

な HBV 感染病態に対応可能な創薬への貢

献が期待できる。 

 

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の作成

を行った。また、in vitro HBV感染モデルの

樹立をめざし、TALENを用いた抗 HBV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 

 

G．研究発表 

１．論文発表 

1) Ikeda A, Shimizu T, Matsumoto Y, Fujii 

Y, Eso Y, Inuzuka T, Mizuguchi A, 

Shimizu K, Hatano E, Uemoto S, Chiba T, 

Marusawa H: Leptin Receptor Somatic 

Mutations are frequent in HCV-infected 

Cirrhotic Liver and associated with 

Hepatocellular Carcinoma. 

Gastroenterology. 2014.146(1):222-232.  

2) Ueda Y, Kaido T, Ito T, Ogawa K, 

Yoshizawa A, Fujimoto Y, Mori A, 

Miyagawa-Hayashino A, Hga H, 

Marusawa H, Chiba T, Uemoto S: Chronic 

rejection associated with antiviral therapy 

for recurrent hepatitis C after living donor 

liver transplantation. Transplantation. 

2014(in press) 

3) Kim SK, Nasu A, Komori J, Shimizu T, 

Matsumoto Y, Minaki Y, Kohno K, 

Shimizu K, Uemoto S, Chiba T, Marusawa 

H: A model of liver carcinogenesis 

originating from hepatic progeniytor cells 

with accumulation of genetic alterations. 

Int J Cancer.2014.134(5):1067-76. 

4) Watashi K, Liang G, Iwamoto M, 

Marusawa H, Uchida N, Daito T, 

Kitamura K,  Muramatsu M, Ohashi H, 

Kiyohara T, Suzuki R, Li J, Tong S, 

Tanaka Y, Murata K,  Aizaki H, Wakita 

T: Interleukin-1 and tumor necrosis 

factor-α trigger restriction of hepatitis B 

virus infection via a cytidine deaminase 

AID. J Biol Chem. 2013. 

288(44):31715-27.  

5) Ueda Y, Marusawa H, Kaido T, Ogura Y, 

Ogawa K, Yoshizawa A, Hata K, Fujimoto 



Y, Nishijima N, Chiba T, Uemoto S: 

Efficacy and safety of prophylaxis with 

entecavir and hepatitis B immunoglobulin 

in preventing hepatitis B recurrence after 

living donor liver transplantation.  

Hepatol Res.2013.43: 67-71.  

6) Ohtsuru S, Ueda Y, Marusawa H, Inuzuka 

T, Nishijima N, Nasu A, Shimizu K,  

Koike K, Uemoto S, Chiba T: Dynamics 

of defective hepatitis C virus clones in 

reinfected liver grafts in liver transplant 

recipients; ultra-deep sequencing analysis. 

Journal of Clinical Microbiology. 2013. 

51:3645-3652. 

7) Ueda Y, Kaido T, Ogura Y, Ogawa K, 

Yoshizawa A, Hata K, Fujimoto Y, 

Miyagawa-Hyashino A, Haga H, 

Marusawa H, Teramukai S, Chiba T: 

Pretransplant serum hepatitis C virus RNA 

levels predict response to antiviral 

treatment after living donor liver 

transplantation. PLos One .2013.8:e58380. 

 

２．学会発表 

(1) 丸澤宏之．慢性炎症によるゲノム異常

生成と肝発癌．第 72回日本癌学会学術

総会．パシフィコ横浜 2013. 

(2) 千葉勉、丸澤宏之．炎症と遺伝子不安

定性．第 72 回日本癌学会学術総会．   

パシフィコ横浜 2013. 

(3) 金秀基、丸澤宏之．肝幹/前駆細胞を起

源とする肝発癌モデルを用いたゲノム

異常の網羅的解析．第 17回日本肝臓学

会大会．品川プリンスホテル 2013.  

(4) 渡士幸一、Guoxin Liang、岩本将士、丸

澤宏之、喜多村晃一、脇田隆字．

IL-1/TNF-によるシチジンデアミナー

ゼAID誘導を介した B型肝炎ウイルス

感染排除機構．第 61回日本ウイルス学

会学術集会．神戸国際会場 2013. 

 

H. 知的所得権の出願・登録状況 

1. 特許取得 

該当なし 

2. 実用新案登録 

該当なし 

3. その他 

特記事項なし 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



厚生労働科学研究費補助金（Ｂ型肝炎創薬実用化等研究事業） 

革新的な動物モデルや培養技術の開発を通じたHBV排除への創薬研究 

分担研究報告書（平成 25 年度） 

 

The discovery of host restriction factors required for HBV entry (infection) into 

mouse cells. 

 
研究分担者 Hussein Hassan Aly Ibrahim 国立感染症研究所ウイルス第二部 主任研究官 
 
研究要旨：  

There is no immunecomptent small animal model that is permissive to hepatitis B virus 

(HBV) infection. We are trying to identify the host factors that are required for the species 

restriction of HBV infection in human and chimpanzees, and use it to construct an 

immune-competent transgenic mouse that is permissive for HBV. The block of HBV 

infection in mouse cells is reported to be at the entry level, since all other parts of HBV life 

cycle can be efficiently recapitulated in mouse. Recently, sodium taurocholate transporter 

(NTCP) was discovered as a new entry receptor for HBV infection. NTCP overexpression 

rendered HepG2 cells permissive to HBV infection, in this year we tried to establish HBV 

infectivity in mouse hepatocytes by the overexpression of human NTCP. 
 
A. 研究目的 Aim 
The aim of this study is to understand the 

anti-HBV immune response and to utilize this 

knowledge for the development of novel and 

evidence-based therapeutic regimen for 

chronic HBV infection. To accomplish this, the 

primary aim of this study is to first establish an 

immunecomptent small animal model 

supporting HBV infection. The intermediate 

objective is to assess if an evidence-based and 

innovative therapy can be developed for 

chronic HBV-infected subjects with retrieved 

information. The final target is to provide a 

strategy and road map of immune therapy for 

HBV patients. 
 

B. 研究方法 Method 
In order to establish immune-competent HBV 

small animal model system we are aiming to 

first discover the human restriction host factors 

that limit HBV infectivity to only human and 

Chimpanzee hepatocytes. Last year, we used 

induced pluripotent stem cells (IPS) cells. 

These cells were previously shown to pass into 

4 different stages until they differentiate into 

human hepatocytes (Definitive endoderm, 

Hepatic specification, Immature hepatocytes, 

Mature hepatocytes.) We aimed on identifying 

the stage of differentiation that is permissive 

for HBV infection, and by comparing the gene 

expression in this stage and the previous non 

permissive stage, we aimed to identify the 



receptor required for HBV entry. 

However, sodium taurocholate transporter 

(NTCP) was found last year to be the receptor 

recquired for HBV entry. 

We then changed our aim from identifying the 

HBV entry receptor, to analyse if human NTCP 

can induce HBV infection of mouse 

hepatocytes.  

To reach this target we used the following: 

1- Establishment of mouse hepatocyte cell 

line permissive to HBV replication. 

In-vivo primary mouse hepatocytes were 

previously reported to support HBV 

replication, however primary hepatocytes 

undergo senescence and death when 

cultured in-vitro. Hence we used primary 

like immortalized mouse hepatocytes by 

SV40-LT Oncogene. We then assayed HBV 

replication in these cells using the 

following: 

HBV genome expressing plasmid is 

transfected into the obtained cell clones and 

HBV replication was assayed by the 

amplification of nuclease resistant 

HBV-DNA packaged in HBV-core particles 

by real-time PCR. 

2- HBV-infection into immortalized mouse 

hepatocytes. 

-HBV virus inoculum was derived from the 

medium supernatant of HepG2-4A5 cells. 

The supernatant was concentrated with 

PEG, and was used for infection. 

Myc tagged Human NTCP was cloned 

from primary human hepatocytes, Myc tag 

is added at carboxy terminus and cloned 

into lenti virus vector and intoduced into 

mouse hepatocytes. The expression of 

human NTCP was confirmed by western 

blot. HBV infection was then performed, 

and infected cells were assayed for HBV 

infectivity by the amplification of nuclease 

resistant HBV-DNA packaged in HBV-core 

particles by real-time PCR. 

 

（倫理面への配慮）Ethical 

All mice that will be used in this study will 

receive human care and permissions from 

institutional review board to conduct the study.  
 
C. 研究結果 result 

 HBV replication by the transfection of 

HBV-DNA was successfully established in  

immortalized mouse hepatocytes confirming 

that no block is present at the replication level 

of HBV in these cells. Human NTCP 

expression was confirmed by western blot 

analysis and its distribution to the cell 

membrane was also confirmed by 

immunofluorescence. However, infection of 

HBV particles into these cells was not 

successfully established, suggesting the 

presence of other host restriction factor 

required for HBV entry into mouse cells.  

We then moved into the identification of host 

factors required for HBV life cycle in human 

HepG2 cells. Stable HepG2 cells expressing 

human NTCP and efficiently infected with 

HBV were established. We treated these cells 



with siRNA libraries targeting several 

membrane proteins followed by HBV infection 

after 2 days. We then screened for the 

membrane proteins required for HBV entry 

which might act as another HBV receptor, this 

work is still undergoing. 

We also screened for host factors required for 

HBV replication using AD38.7 cells. Since 

kinases are involved in many signaling 

pathways, and protein functions. We screened 

500 human kinases for its function on HBV 

replication. We identified 4 kinases that are 

required for HBV replication, and 5 kinases 

that significantly suppress HBV. One of these 

kinases, TSSK2, it showed an efficient 

suppression of HBV infection and replication. 

Using interferon non-responsive cells we 

proved that the suppressive function of this 

kinase on HBV is interferon independent. We 

are now working on the identification of the 

mechanism by which TSSK2 suppress HBV. 
 

 
D. 考察 discussion 
The permissiveness of mouse hepatocyte to 

HBV replication confirmed that there is no 

block at the replication level to HBV in mouse 

cells. However the lack of infection by HBV 

particles into human NTCP expressing cells 

suggested the presence of a still unknown host 

factor required for the establishment of HBV 

infection into mouse hepatocytes. This host 

factor may be another entry receptor, or 

another internal factor suppressing the early 

steps of HBV infection. Using siRNA library 

screening, we are currently trying to identify 

human host factors required for HBV life cycle, 

and its effect on HBV infectivity when 

overexpressed in human NTCP expressing 

mouse hepatocytes. 

 

E. 結論 conclusion 

Mouse hepatocytes were susceptible to HBV 

replication, however HBV entry was not 

observed even after the expression of human 

NTCP receptor, suggesting the lack of another 

factor required for HBV entry. We are aiming 

to identify host factors affecting HBV entry 

and/or replication that might be required for 

HBV infectivity in mouse hepatocytes. 
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Ｂ型肝炎ウイルス蛋白質の抗インターフェロン活性および 
ウイルス粒子形成における役割 

  
 

研究分担者 坂口 剛正 広島大学大学院医歯薬保健学研究院 教授 
 

研究要旨：B型肝炎ウイルス（広島YE株）の各蛋白質を培養細胞で発現させた。各蛋白質の
インターフェロン・シグナル伝達に対する影響を検討したが、明瞭な特徴を明らかにできな

かった。一方、P蛋白質（特に逆転写ドメイン）が全般的に蛋白質合成を抑制することを見

いだした。また、いくつかのHBV蛋白質が単独発現で細胞から放出されることを見いだし、

ウイルス粒子形成機構の解明に通じる成果を得た。 

 
A. 研究目的 

Ｂ型肝炎の治療戦略を検討するために、

ウイルス蛋白質をプラスミドから発現する

系を構築し、各蛋白質の性状を解析した。 

インターフェロン（IFN）はウイルスに特
異的に作用するサイトカインであり、ウイ
ルスに対する自然免疫に重要な働きをして
いる。医薬品としてウイルス治療にも用い
られているが、Ｂ型肝炎ウイルス（HBV）に
対しては、Ｃ型肝炎ウイルスのようにウイ
ルスの排除に通じるような効果は得られて
いない。この理由を明らかにするために、
HBV蛋白質が、IFNシグナル伝達を阻害する
かどうか検討することを第一の目的とする。 
HBV では、core 蛋白質からなるヌクレオ
カプシドが、主として HBs (S)  および
pre-S1-S2-S を含むエンベロープを獲得し
て成熟粒子が産生される。一方で、ヌクレ
オカプシドをもたない中空粒子が多数産生
される。これらのウイルス粒子形成の機構
を詳細に解明し、成熟粒子の合成を抑制す
る手段を見つけるべく、ウイルス様粒子の
産生系を構築し、ウイルス粒子形成におけ
るウイルス蛋白質間相互作用と出芽機構に
ついて研究を行うことを第二の目的とした。 

B. 研究方法 

HBV広島YE株（Accession# AB206816 ）の

ゲノムcDNAから各蛋白質を発現するプラス

ミドを構築した。これを培養細胞に導入し、

各蛋白質の発現をウェスタンブロット、蛍

光抗体法で確認した。 

レポーターアッセイは、プラスミドを293T

細胞（T抗原発現ヒト腎臓上皮由来細胞）に

導入して行った。HBV蛋白質発現プラスミド

の他に、IFN-βプロモーターあるいはIRF3

プロモーター下に蛍ルシフェラーゼ遺伝子

をもつレポータープラスミドを細胞に導入

し、誘導剤としてセンダイウイルスCantell

株を感染させた。あるいはレポータープラ

スミドとして、IFN stimulation responsive 

element (ISRE) の下流に蛍ルシフェラー

ゼ遺伝子をもつプラスミドを用い、精製ヒ

トIFN-βあるいはCantell株で刺激した。海

椎茸ルシフェラーゼ発現プラスミドを内部

対照として用いた。 

ウイルス蛋白質出芽の検討は、肝炎ウイル



ス蛋白質発現プラスミドを293T細胞に導入

し、24時間後に上清と細胞をそれぞれ分取

して行った。上清は超遠心後の沈殿を回収

し、細胞は溶解し、それぞれウェスタンブ

ロット法でウイルス蛋白質を解析した。 

 

C. 研究結果  

HBV広島YE株の蛋白質を発現させた。蛋白

質は、HBs (S), Pre-S2-S, Pre-S1-S2-S, 

core, pre-core-core, HBe, X-HA（HAタグ

付加）, P-FLAG（FLAGタグ付加）であり、

これらの発現をそれぞれの特異抗体あるい

は分子タグに対する抗体で確認した。蛍光

抗体法でも蛋白質発現と細胞内局在を確認

した。 

センダイウイルスCantell株を感染させ

ると細胞内センサー分子RIG-Iが活性化さ

れ、IFN-βが誘導される。HBV蛋白質の中に、

この経路を部分的に抑制するものが見つか

った。特にP蛋白質は強い抑制能があった。

分泌されたIFN-βは自己ならびに周辺の細

胞のIFN-α/β受容体に結合して、Jak/STAT

系のシグナル伝達を介して、ISRE下流の抗

ウイルス蛋白質、IRF7等の合成を誘導する。

HBV蛋白質はこれも部分的に抑制したが、P

蛋白質の強い抑制作用が際立っていた。 

試験中に、対照の海椎茸ルシフェラーゼ

の活性もP蛋白質で強く抑制され、P蛋白質

はIFNシグナル伝達を特異的に阻害するの

ではなく、蛋白質合成を全般的に抑制する

ことが示唆された。この抑制について、転

写プロモーターを変えても起こること、

mRNAは大きく減少していないことから、転

写ではなく、翻訳が全般的に抑えられてい

ると考えられた。Ｐ蛋白質をさらにドメイ

ン毎に分けて発現するプラスミドを構築し

て検討したところ、逆転写酵素（RT）ドメ

インに強力な蛋白質合成抑制作用があるこ

とを見いだした。 

HBV蛋白質を293T細胞で単独で発現する

と、HBs (S), Pre-S2-S, Pre-S1-S2-S, core, 

pre-core-core, HBeは培養上清に放出され

た。core蛋白質はＣ端側に特徴的な塩基性

アミノ酸、特にアルギニンのクラスターを

もっている。これを欠損した"short core" 

蛋白質は培養上清には検出できず、core蛋

白質の放出には、Ｃ端側の塩基性アミノ酸

が必要であると考えられた。塩基性アミノ

酸クラスターは複数あり、これをＣ端側か

ら順次削っていったところ、端から少なく

とも２つのクラスターが細胞からの放出に

重要であると考えられた。 

 

D. 考察 

HBV蛋白質によるIFNシグナル伝達阻害実

験では、P蛋白質以外には明瞭な結果を得る

ことが出来なかった。P蛋白質は予想外に蛋

白質合成全般を抑制し、特に翻訳を阻害す

ると推定された。P蛋白質によるアポトーシ

ス誘導などの細胞傷害性について検討が必

要である。 

HBV蛋白質はそれぞれを発現させたとこ

ろ、多種類の蛋白質が培養上清に放出され

た。超遠心による沈殿に回収されているの

で、いずれも何らかの構造物として培養上

清に存在していると考えられる。HBsはシグ

ナル配列をもっているので、分泌経路で細

胞表面まで運ばれ、そこからウイルス粒子

様の構造をとって出芽して放出されている

と推測される。pre-core-coreにもＮ端に疎



水性アミノ酸のシグナル配列として働く部

分があり、分泌経路を介して放出されてい

る考えられる。この場合には、細胞内と放

出された蛋白質ではサイズが大きく異なり、

放出にあたってプロセシングを受け、HBe

様の蛋白質に変化したものと考えられる。 

 HBeについては、前半の疎水性配列によっ

て分泌経路を介した放出が考えれる一方で、

coreは疎水性配列を欠き、分布経路に依存

しないで細胞から放出されると考えられる。

この場合には、coreのＣ末端側の塩基性ア

ミノ酸クラスターが必須であった。この機

構は不明である。 

 今後は、それぞれの放出経路、関与する

宿主機能などの性質を解明し、複数のHBV

蛋白質を組み合わせることで実際のHBV粒

子に近いウイルス様粒子を作製することで、

HBV粒子形成の詳細を解明する予定である。 

 

E. 結論 

HBV広島YE株の蛋白質発現系を作製した。

HBV 蛋白質の IFN シグナル伝達に対する影

響は不明であったが、P 蛋白質（特に逆転

写ドメイン）が全般的に蛋白質合成を抑制

することを見いだした。また、いくつかの

HBV 蛋白質が単独発現で細胞から放出され

ることを見いだした。各蛋白質の放出につ

いて、その性状と分子機構について検討す

る必要がある。 
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A. 研究目的 

肝炎モデルを改良し慢性 B 型肝炎モデルを

作製、またHBV産生モデルとしてHBV Tg マ

ウスを作製し HBV 感染細胞の排除機構、

cccDNAの排除、HBV粒子分泌抑制、HBV蛋

白に対する抗体産生促進する因子の探索を目

的とする。また、iPS細胞由来の肝細胞を用い

たヒト肝細胞マウスを作製し、既存のヒト肝細

胞キメラマウス、HBV Tgマウスモデル間での

感染効率等の比較を行う。 

 

B. 研究方法 

下記の 3 種類のヒト肝細胞マウスモデルを

作製し、HBを感染させマウスモデル間の比較

を行う。 

①ヒト肝炎モデルを NOG-scid, NOD-scid

を背景としたマウスを用いてヒト肝細胞、ヒト

免疫細胞を移植し慢性 B 型肝炎モデルを作製

する。 

②3.5kb pregenome RNAを生成するような

1.4倍長のHBVゲノムをC57BL/6J-Jclマウ

ス受精卵へ導入しHBV産生マウスを作製する。

得られた個体の血清中HBV DNA、HBs抗原、

HBe抗原、HBVゲノム複製の状態など特徴を

つかみ安定して実験に使用できるような系統

を樹立する。 

③iPS細胞からBasma et al., の3ステップ

からなる方法により成熟肝細胞を作製し、

SCIDマウスへ移植を行う。 

①~③のマウスモデルを用いてHBV感染効

率、血清中HBV DNA、HBs抗原量、HBe抗

原量を測定、肝細胞中のHBV複製中間体の解

析を行った。また、①、③のモデルについては

in vitroでのHBV感染実験も行った。 

 

C. 研究成果 

①NOG-scid, NOD-scid を背景としたマウ

スを用いてヒト肝細胞、ヒト免疫細胞を移植し

研究要旨：ヒト iPS細胞より成熟肝細胞を誘導し、HBV産生細胞の培養上清を濃

縮して感染源として調製したHBV溶液を接種しHBV感染が引き起こされるかど

うか検討を行った。iPS細胞由来の成熟肝細胞は肝特異的遺伝子である AFPの発

現やアルブミンの産生が認められた。今回誘導させた肝細胞は成熟肝細胞に誘導

後 7日間までしか培養できないため培養上清中の HBV DNAを十分検討できなか

ったが複製中間体が検出された。このことより iPS細胞由来の成熟肝細胞は HBV

感染が引き起こされたと考えられる。今後、この細胞を SCIDマウスに移植して

ヒト肝細胞マウスを作製し既存の HBV感染モデルとの比較を行う予定である。 



慢性 B 型肝炎モデルを作製し論文として発表

した(Kosaka et al., BBRC, 2013)。従来の

uPA/SCID マウス由来のヒト肝細胞キメラマ

ウスに比べるとヒトアルブミンの産生量は

uPA/SCIDの方が高いが、NOG/SCIDマウス

由来のヒト肝細胞キメラマウスの方がヒト肝

細胞への置換率が低くてもHBV感染効率が良

好で、死亡率も低かった。また、HBV感染マ

ウスに対して抗ウイルス薬であるエンテカビ

ルを投与すると3週間で血清中HBV DNAは

3log copy/ml 減少した。従って改良型の

NOG/SCID マウスを背景としたヒト肝細胞キ

メラマウスは従来の uPA/SCID マウス由来の

ヒト肝細胞キメラマウスと同等以上のHBV感

染モデル、B型肝炎モデルとして使用可能であ

ると考えられる。 

②HBV 産生マウスから得られた血清中

HBV DNA、HBs抗原、HBe抗原、HBVゲ

ノム複製の状態など特徴をつかみ安定して実

験に使用できるような系統を3系統 (#31, #84, 

#K)を樹立した。#31, #84の系統では血清中の

HBV DNAはいずれも5 log copy/ml以上であ

ったがHBs抗原量はいずれも0.3-0.5IU/ml、

HBe抗原量は10-20IU/mlと低値であった。反

対に、#K では血清中 HBV DNA は 4-5 log 

copy/ml と低値であったが HBs 抗原量は 12 

IU/ml、HBe抗原量は110 IU/mlと高値であっ

た。HBV の core 蛋白の発現を調べたところ

#31では肝臓でのみ core蛋白は発現し、#Kで

は肝臓、腎臓で core 蛋白が発現していた。こ

れら3系統について受精卵を保存した。 

③iPS 細胞由来の肝細胞において肝細胞に

特異的に発現している AFP, アルブミンの発

現を免疫染色で調べた結果、20-50%の細胞が

AFP, アルブミンを発現する成熟肝細胞であ

った。この細胞にHBV産生細胞由来のHBV

を感染させ、翌日PBSを用いて感染源を除去

し、HBV感染3日後、6日後の培養上清中HBV 

DNAを測定したところ感染 3日後に比べて 6

日後のHBV DNAは減少していた。今回行っ

た方法では成熟肝細胞に分化した後は 7 日間

しか培養できなかったため、HBV添加後の培

養上清中HBV DNAではHBV感染の有無は

判定できなかった。そこで、細胞外へ放出され

る前のHBV複製中間体が形成されているかど

うか調べるために肝細胞内の HBV core 

capsidを抗HBV core抗体に結合させ、SDS, 

proteinase Kを用いて蛋白を分解させた後、核

酸を精製しHBV core capsid 内に内包された

HBV ゲノムの検出を試みた。その結果、iPS

細胞由来の成熟肝細胞内には core capsidに包

まれたHBVゲノムが検出され、HBV感染が

引き起こされていたことが示唆された。 

 

D. 考察 

NOG-scidマウスを用いることで長期ヒト血

球細胞の生着が期待できる。HBV Tgマウスは

高HBV量、低HBV量の両系統のマウスが得

られた。iPS由来の肝細胞へのHBV感染は複

製中間体を検出することによって確認したが

感染性のHBV粒子が放出されているかどうか

は未だ不明である。今後分化誘導方法を検討し

長期間培養できるようなシステムの構築を目

指す。さらに iPS細胞由来の肝細胞をSCIDマ

ウスに移植しヒト肝細胞マウスを作製し①、②

のマウスとの比較を行う。 

 

E. 結論 

 改良型肝炎モデル、HBV Tgマウス、iPS細

胞由来肝細胞移植マウスを用いることで炎症

反応の制御、HBVのライフサイクルに関する

研究が促進され、宿主免疫を制御しながら

HBVのライフサイクルを標的とした創薬研究

が可能となる。 
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