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A. 研究目的 
 我々は、肝炎モデルを改良しヒト肝炎をマ
ウス内で再現する慢性B型肝炎モデルを作製
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
生促進などに関与する因子の探索を行いHBV

の完全な排除を目指す創薬研究を行うことを
目的とする。 
 
 
B. 研究方法 
肝炎モデルの開発と感染肝細胞の排除に関す

研究要旨   
我々は昨年度、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 型肝炎ウイルス感染モデルを作製し論文として発表した
(Kosaka et al., BBRC, 2013)。この改良型モデルマウスに重症 B型急性肝炎治癒後の患
者から得られたヒト末梢血単核球を投与した結果、肝組織中へのリンパ球浸潤、HBV
感染肝細胞の細胞死、血清中の ALT上昇、Granzyme Aや IFN-γレベルの上昇が認め
られた。また、肝臓内には HBV 特異的な CTL が検出され、本モデルは HBV 特異的
CTLによる HBV感染肝細胞死が誘導されたヒト劇症肝炎モデルであると考えられた。
また、HBs抗原は陰性化し、HBs抗体が陽性となった。さらに T細胞を標的とした薬
剤である CTLA4Igを用いて T細胞の活性化を抑制することでHBV感染肝細胞の傷害
が抑制できるか検討を行った結果、HBV感染肝細胞死は阻害された。CTLA4はリウマ
チに安全に使用されている薬剤であることから、B型重症肝炎の治療として使用できる
可能性が示された。また、肝炎モデルは細胞障害性 T 細胞を利用した B 型肝炎ウイル
スの排除を行う上での安全策などに利用可能であり、幅広い応用研究が可能である可能
性があると考えられる。また、HBV感染が可能な NTCP-HepG2細胞を用いて各 HBV
のライフサイクルにおいて相互作用がある分子を同定した。さらに、新規の
CRISPR/Cas9 システム(ヌクレアーゼ型、ニッカーゼ型、FokI-dCas9 型)を構築し、
HBV ゲノムに対する抑制効果を検討した。その結果、ヌクレアーゼ型、ニッカーゼ型
では抗 HBV効果が認められた。 



る研究 
重傷免疫不全であるNOGマウスにthymidi

ne kinase遺伝子をtransgeneしたTK-NOG
マウスにガンシクロビルを投与することによ
りマウス肝細胞を傷害し、形成されるニッチ
を利用してヒト肝細胞を増殖させることがで
きるマウスモデルを用いてヒト肝細胞を移植
したヒト肝細胞キメラマウスを作製した。こ
のマウスにHBV感染患者由来の血清を用いて
HBV感染させた。HBV DNA量がプラトーに
達したHBV接種8週後に、B型急性重症肝炎治
癒後の患者から得られたヒト末梢血単核球(P
BMC)を比重遠心法にて分離し、腹腔経由で移
入した。PBMC移入2週後にマウス肝組織およ
び肝潅流液中のヒトPBMCの表現型をフロー
サイトメーターにて解析した。また血清中のA
LTレベル、各種サイトカインレベル、HBs抗
原、抗体、HBV DNAの定量を行った。 
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uPAゲノム遺伝
子の欠失が起るため立野班員らは、新たに作
製したuPA遺伝子欠失の見られないcDNA-u
PA/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った。 
丸澤班員らは、薬剤誘導性に肝細胞で特異
的にCreタンパクを発現する遺伝子改変マウ
スとして、Albumin(Alb)-Cre-ERT2マウスを
活用してtamoxifenに反応するコンストラク
トを作製し、CreによるLoxPの組換え作用に
よりpromoter配列を含まないHBV抗原タン
パクを発現する遺伝子改変マウス作製のため、
CAG promoter下流にloxPで挟んだ緑色蛍光
タンパク(GFP)を置き、その下流にHBs抗原
の遺伝子配列を配置したコンストラクトを作
製した。これは、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。このコンスト
ラクトのマウス胚へのinjectionを実施し、目
的とする遺伝子改変を達成したF0マウスを最
終的に合計3ライン確保した。 
瀬谷班員らは、IFNAR欠損細胞を用いたin 

vitro,IFNAR KOマウスを用いたin vivoの系

でIFN誘導遺伝子によるHBV複製阻害活性を
検討した。 
加藤班員らは、RIG-I様受容体の必須アダプ
ター分子であるIPS-1の発現を抑制したIPS-1
ノックダウンNTCP安定発現株を作製し、さ
らにIPS-1欠損ヒトNTCPトランスジェニッ
クマウスを作製中である。また高感度にHBV
感染を検出する方法としてフローサイトメー
ターを用いて感染細胞におけるHBsやHBc量
を検出する系を検討中である。 
 
HBV感染マウスと新規HBV培養系を用いた
創薬研究 
HBVのウイルス産生を阻害する標的マイクロ
RNAの同定するため田原班員らは、miRBase
に登録された約2500のマイクロRNAをノッ
クダウンできるmiRNAに相補的なLNA核酸
ライブラリーを用いて、uPA/scid肝細胞移植
マウス由来のHBVを感染させた初代培養細胞
を用いて、スクリーニングを実施した。HBs
抗原を指標に、ウイルス量が減少するマイク
ロRNAを検索した。また、HBV排除の治療効
果を定量的に評価できるようなマイクロRNA
のバイオマーカーの開発のため、血清及び組
織から、Qiagen miRNeasy kit を用いて精
製し、バイオアナライザー2000 (Agilent)に
て、精製したRNAの純度を検定した。このR
NAを用いて、次世代シーケンサーIon PGM
で小分子RNAの配列を解析した。配列情報は、
CLC bio社 CLC Genomics Workbenchを
用いて解析を行った。 

Aly班員らは、HepG2-AD38.7細胞のtet-on
/off システムを用いて、ヒトキナーゼ分子に
おけるHBVライフサイクルに影響を及ぼす分
子のスクリーニングを行い、ヒトTSSK2を同
定した。またヒトヘリカーゼ、G蛋白共役型レ
セプター、核レセプター、サイトカインレセ
プターのスクリーニングを検討中である。キ
ナーゼ分子として501遺伝子、ヘリカーゼ分子
として133遺伝子、G蛋白共役型レセプター分
子として380遺伝子、サイトカインレセプター
として116遺伝子、核レセプターとして52遺
伝子のスクリーニングを行い現在詳細に検討
中である。 
 
cccDNAの排除、転写制御に関する研究 
山本班員らは、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TAL
Eタンパク質およびHBVのコアタンパク質を
切断する人工ヌクレアーゼのTALENの作製
し、HepG2細胞におけるHBV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/Cas9システム(ヌ
クレアーゼ型、ニッカーゼ型、FokI-dCas9型
を構築し、ヒト培養細胞での活性評価を行っ
た後に、HBVの増殖抑制効果をHepG2細胞お
よびT23細胞において調べた。 
坂口班員らは、HBV 広島YE株（Accessio

n# AB206816）を主に用い、この1.4倍長全
ゲノムをもつプラスミドを培養細胞HepG2あ
るいはT23, 293Tに導入して、ウイルス複製
と粒子形成をおこさせた。あるいはHBs蛋白
質を単独で発現させて生じるウイルス様粒子
（S-VLP）、Core蛋白質によるウイルス様粒
子（C-VLP）を用いた。 
 各種の宿主因子の発現プラスミドあるいは
ドミナントネガティブ変異体（DN変異体）を
用い、あるいはCRISPR/Cas9、shRNAi, siR
NAを用いたノックアウト、ノックダウンを行
った。宿主因子とウイルス蛋白質の相互作用
を免疫共沈降法で、共局在を蛍光顕微鏡で検
討した。 
（倫理面への配慮） 
本研究に関わる動物実験は、広島大学動物実
験倫理審査委員会の承認を得ている。またヒ
ト血球の使用に関しても臨床研究の倫理委員
会の承認を得ている。 
 
C. 研究結果 
肝炎モデルの開発と感染肝細胞の排除に関す
る研究 

HBV感染させたマウスにPBMC移入2週間
後、血清中ヒトアルブミン値、ALTを調べた
ところPBMCを移入しなかったコントロール
マウスに比較してALTは有意に上昇、ヒトア
ルブミン値は有意に減少した。HBVを感染さ
せたマウスと感染させていないマウスにPB
MCを移入した実験ではHBV感染マウスで生
着率が有意に高率であった。またPBMCを移
入したマウスでは有意にHBV DNAレベルが
低下していた。さらに、組織学的検討では、P
BMC移入マウスでは肝臓内へのリンパ球の
集簇が認められ、肝細胞の細胞死も認められ

た。これらのことから移入したヒトPBMCに
よってHBV感染肝細胞を傷害しHBV DNA
量が低下したと考えられた。次に、血清中の
各種サイトカインの産生レベルを調べたとこ
ろPBMC移入マウスではコントロールマウス
に比較して有意にGranzyme A、IFN-γレベ
ルが上昇していた。さらに本モデルマウスに
おけるGranzyme A、IFN-γ産生細胞は何か
調べるためにフローサイトメトリーにより肝
臓内に浸潤したリンパ球の表現型を検討した。
その結果、HBV感染マウスでは非感染マウス
に比較してヒトPBMCの生着率が2.6倍程度
上昇しており、またPBMC移入マウスでのみC
D8陽性、テトラマー陽性のHBV特異的CTLが
検出された。これらのことから本モデルにお
ける肝障害はHBV特異的CTLが主役であると
考えられた。そこで、有効な治療法が確立し
ていないB型劇症肝炎に対する有効な治療法
していないためT細胞を標的とした薬剤であ
るCTLA4Igを用いてT細胞の活性化を抑制す
ることでHBV感染肝細胞の傷害が抑制できる
か否かについて検討を行った。PBMC移入前
にCTLA4Igを投与したところヒトアルブミン
値の減少やHBV DNA量の減少は認められず 
CTLA4IgによってHBV感染肝細胞の傷害が
阻害された（阿部班員、茶山班長）。 
マイクロアレイ解析では、HBV感染、非感染
で大きな遺伝子変化は認められなかったが、H
BV感染キメラマウス肝臓において、増殖に関
する遺伝子低下が観察された。また、14週間
および20週間HBVを感染させたキメラマウス
肝臓組織において、炎症、apoptosis、線維化
の増加は認められなかったが、肝細胞のサイ
ズの増加が観察され、14週間感染マウスにお
いては、2核細胞の割合の増加が観察された。
また、HBV感染肝細胞と非感染肝細胞を継代
移植したところ、肝細胞の生着には差は認め
られなかったものの、非感染キメラマウスは
高置換になったが、HBV感染キメラマウスは
低置換に留まった。これらのことから、HBV
感染キメラマウスの肝細胞に形態変化がおこ
り、増殖能が低下している可能性が考えられ
た。そこで、肝細胞が増殖期にあるキメラマ
ウスにHBVを感染させることにより、HBVの
肝細胞増殖における影響を調べる実験を行っ
た。予想に反して、非感染、HBV感染キメラ



マウス間にヒトアルブミンの増加に差は見ら
れなかったが、これらのマウスから分離した
肝細胞には大きな差が観察された。HBV感染
キメラマウス肝細胞の直径は増加し、2N細胞
の割合が約半分に減少していた。また、2核細
胞の割合は約5倍程度増加していた。 
 これらのことから、HBVはin vivoのヒト肝
細胞に対して、増殖阻害作用を有している可
能性が考えられた（立野班員）。 
薬剤誘導型HBsAg発現マウスの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。HBs
Ag発現後の肝組織を用いたマイクロアレイ解
析の結果、IFN-lamda受容体1、Pin1、IL-17
受容体遺伝子の発現上昇が認められHBV急性
感染応答としてIFN-lambdaシグナルが関与
する可能性が示唆された（丸澤班員）。 
IFNAR欠損細胞、IFNAR KOマウスを用いた
HBV複製阻害活性実験では、RNAiによるIS
G20の阻害実験でもpolyI:CなどによるHBV
の産生抑制がISG20に依ると判明した。ISG2
0は過剰発現でHBVのRNAを分解したが、肝
細胞由来のRNAは分解しなかった。また、H
BV plasmid のDNAも殆ど分解しなかった。
HBV RNAから産生されるゲノムDNAは減
少した。以上からISG20はウイルスRNAに特
異的なエクソヌクレアーゼと判明した（瀬谷
班員）。 
IPS-1ノックダウンNTCP安定発現株は親株
に比べてHBV感染によりHBcおよびHBs m
RNA量やHBcタンパク質量が顕著に上昇する
ことを確認できている。現在、cccDNAの検出
を試みている段階である（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 
約2500のマイクロRNAをノックダウンで
きるmiRNAに相補的なLNA核酸ライブラリ
ーを用いて、HBs抗原を指標に、ウイルス量
が減少した候補マイクロRNAを同定した。そ
れらのうちあるマイクロRNAは、HBVの肝切
除により顕著に減少するマイクロRNAであり、
HBVウイルス産生に寄与する可能性が考えら
れた。また、HBV排除の治療効果を定量的に
評価できるようなマイクロRNAのバイオマー
カーの開発を目指す。次世代シークエンスの

解析により、健常人血清とHBV患者血清で顕
著に増減するマイクロRNAを見いだすことが
できた。未知の小分子RNA画分の配列につい
ても、HBV感染患者と健常人で異なる配列も
見いだすことができた。また、非HBV患者と
HBV患者における血清中のマイクロRNA配
列は、Iso-miRの割合が違うことを見いだした。
肝臓に高発現するmiR-122についても、大きく
異なっており、HBV感染によるマイクロRNA
のプロセッシング異常が起こっていることが
示唆された。本年度同定したマイクロRNA-X
は、HBV肝切除により顕著にウイルス量が減
少し、肝炎治療のバイオマーカーになる可能
性が見いだされた（田原班員）。 
cccDNAの排除、転写制御に関する研究 

CRISPR/Cas9システムを用いた抑制効果
についてHepG2細胞検討を行った。その結果、
ヌクレアーゼ型およびNニッカーゼ型のCRIS
PRを用いた場合、有意にHBV量を低下させる
ことがHepG2細胞において示された。一方、F
okI-dCas9型では、抑制効果を確認することが
できなかった（山本班員）。 
HBV, C-VLP出芽は、ESCRT機能を阻害する
DN変異体で出芽が阻害された。少なくとも成
熟粒子の放出にESCRTが関与している。S-V
LP出芽は阻害されなかったので、空粒子の出
芽には関与していない可能性がある。 
Alixは868残基のV字型分子であり、膜に結合
する。ESCRTの構成蛋白質の一つであるが、
単独でも膜を湾曲させて、エクソゾーム形成、
一部のウイルス出芽をおこすと考えられてい
る。AlixとCore蛋白質が直接結合することを
確認し、そのそれぞれの結合ドメインを同定
した。Alixの欠失変異体の一部で、HBV, C-
VLPの出芽が抑制されることを観察しており、
この変異体がDN変異体として働いている可
能性がある。S-VLPには全く影響を与えない。 
坂口らはLC3が、HBs蛋白質やpreS2-S蛋白質、
preS1-S2-S蛋白質と共局在することを見いだ
しており、HBV出芽とautophagyとの関連が
疑われた。現在のところ、autophagy阻害剤3
-MAは、HBVあるいはS-VLP, C-VLPの出芽
に影響がないとの結果が得られた。 
BST2/tetherin/CD317は、 インターフェロ
ン誘導性のType II 膜蛋白質であり、Ｃ末端
にGPIアンカーが結合することで、N端、C端



の両方で膜に結合する分子である。HIV-1に
おいて、細胞表面でウイルスを物理的に引き
留めることで出芽を抑制することが明らかに
なっている。HIV-1はそのVpu蛋白質によって、
tetherinの作用を不活化している。tetherinは
過剰発現すると、C-VLPの出芽は阻害しない
が、HBVおよびS-VLPの出芽を阻害した。従
ってtetherinは潜在的にウイルス出芽を阻害
すると考えられる。ところが、HBV持続感染
HepG2由来細胞（T23細胞）では、tetherin
のsiRNAによるノックダウンあるは過剰発現
でHBVの出芽は影響を受けないというデータ
があり、持続感染細胞ではtetherinの働きを無
効化する機構があることが推測される。HBV
増殖がtetherinの阻害作用から逃れるような
機構が存在する可能性が考えられる（坂口班
員）。 
 
D. 考察 
 ヒト肝細胞キメラマウスにB型急性重症肝
炎治癒後の患者から得られたPBMCを移入す
ることで、HBV特異的なCTLによるヒトの劇
症肝炎を再現するモデルを作製した。 
 
E. 結論 
 本モデルマウスにより免疫学的機序による
ウイルス排除によるHBVの持続感染から治癒
を目指す治療を開発することが可能となった。
また、HBVのライフサイクルと相互作用のあ
る宿主因子の検討から新規治療薬となり得る
分子が見いだされた。さらに、新規のゲノム
編集技術である3種の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。 
 
F. 健康危険情報 
 特になし 
G. 研究発表 
 1．論文発表 
1. Kohno T, Tsuge M, Murakami E, Hiraga N, 

Abe H, Miki D, Imamura M, Ochi H, Hayes 
CN, Chayama K. Human microRNA 
hsa-miR-1231 suppresses hepatitis B virus 
replication by targeting core mRNA. J Viral 
Hepat. 21: e89-97. 2014. 

2. Huang YW, Takahashi S, Tsuge M, Chen CL, 
Wang TC, Abe H, Hu JT, Chen DS, Yang SS, 
Chayama K, Kao JH. On-treatment low 
serum HBV RNA level predicts initial 

virological response in chronic hepatitis B 
patients receiving nucleoside analogue 
therapy. Antivir Ther. 2014; in press. 

3. Leong CR, Oshiumi H, Okamoto M, Azuma 
M, Takaki H, Matsumoto M, Chayama K 
and Seya T. A MAVS/TICAM-1-Independent 
Interferon-Inducing Pathway Contributes 
to Regulation of Hepatitis B Virus 
Replication in the Mouse Hydrodynamic 
Injection Model. J Innate Immun. 2014; in 
press. 

4. Akamatsu S, Hayes CN, Tsuge M, Miki D, 
Akiyama R, Abe H, Ochi H, Hiraga N, 
Imamura M, Takahashi S, Aikata H, 
Kawaoka T, Kawakami Y, Ohishi W, 
Chayama K. Differences in serum 
microRNA profiles in hepatitis B and C 
virus infection. J Infect. 2014; in press. 
 
 2．学会発表 
1．茶山一彰,Hepatitis B mouse model inv-

olving CTL, 肝炎部会, 2015/1/25, 台北 
2．茶山一彰, 肝硬変の新たなマネージメント,

 第102回日本消化器病学会中国支部例会,
 2014/11/29, 広島 

3．茶山一彰, 肝炎ウイルス感染と肝細胞癌, 
日本消化器関連学会機構(JDDW)2014, 
2014/10/26, 神戸 

4．茶山一彰, 肝炎ウイルスに対する創薬研究,
第50回日本肝臓学会総会,  
2014/5/29, 東京 
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A. 研究目的 
 HBV はI 型インターフェロン（IFN）が奏効す
る肝炎を誘起して肝硬変・肝がんに到る。本研究は

HBV感染とIFN経路を含む自然免疫のHBV応答に
関するものである。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RNA, DNAウイルス認識に関与する経路の
HBV応答を調べる。2. RNA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
然免疫因子を同定する。 
 
B. 研究方法 
 HBVに感受性のIFNAR欠損マウス肝細胞株は当研究
室のHussein が樹立した。IFNAR-/-マウスにHBV pla
smids（茶山先生より恵与）をHydrodynamic injecti
on するin vivo系とヒトHepG２細胞株（またはNTCP
発現株）をHBV感染させる細胞培養系を用いた。ISG2
0は当研究室でcDNAクローニングして発現ベクター
に組み込んだ。Northern, southern 解析は既報に拠
った。 
 
（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 
 IFNAR欠損マウス肝細胞株でIFN-inducible genes
 のHBV複製阻害活性を評価した。２つの遺伝子に強
いHBs産生阻害活性があった。IFNAR-/-マウスのHBV 
plasmid増幅系でIFN-inducible genes のHBV抑制活
性を検証したところ、その中の１つ、ISG20にin viv
oのHBV増幅阻害活性を再現できた。RNAiによるISG20

の阻害実験でもpolyI:CなどによるHBVの産生抑制が
ISG20に依ると判明した。ISG20は過剰発現でHBVのRN
Aを分解したが、肝細胞由来のRNAは分解しなかった。
また、HBV plasmid のDNAも殆ど分解しなかった。HB
V RNAから産生されるゲノムDNAは減少した。以上か
らISG20はウイルスRNAに特異的なエクソヌクレアー
ゼと判明した。HBVがIFN投与で改善する理由の１つ
はISG20がHBVのpgRNA, mRNAを積極的に分解するた
めである。 
 

D. 考察 
 Takaokaらの最近の論文ではRIG-IがHBV のpg
RNAの stem鎖を認識してIFNを発現誘導させ
ることがHBVの排除に重要だとしている。この場合、
HBV DNAではなくRNAがRIG-I sensorで検知さ
れる結果IFN誘導とIFN-inducible genesが発現す
ることになる。我々の検討ではIFNもISG20を誘
導するので、（マウス肝細胞と違いヒト細胞では）
RIG-IがHBVを認識する可能性はありうる。しかし、
RIG-IがpgRNAを認識するなら、pgRNAはISG20な
どを回避して安定に存在する必要がある。 
 我々の別の結果はHBVのDNA polymerase がM
AVS経路のIFN誘導を強く阻害することを示唆した。
ISG20が宿主RNAを分解せずpgRNAを分解し易い
ことを考慮すると、HBVのRNAではなくDNAがRI
G-I/MAVS経路を活性化してIFNを産生誘導し、IS
G20の発現上昇とRNA分解を起こしているかもしれ
ない。これらは今後の検討課題である。 
 ISG20が常に活性型でRNAを分解する活性を持
つのか、どのようにウイルスRNAだけを識別して分
解するのか、細胞質内で如何なる分子会合を作って
機能発揮するのか、等の解決すべき問題を残すが、
本研究はHBVの自然免疫はISG20というエフェク
ター分子の活性化を目指すことを検証した。ISG20
はRNaseL と異なり、HBV RNAのみを標的とする。

研究要旨 
B型肝炎ウイルス（HBV）排除に肝細胞のインターフェロン誘導系、特に IRF-3/7と IFNARが重
要と判明した。IFN-inducible genes の中から HBV複製阻害因子を網羅的に探索したところ、細胞
質内エクソヌクレアーゼの ISG20が HBV 複製阻害に最も有効と分かった。ISG20の HBV抑制機
構を調べている。 



ISG20を活性化する（または発現上昇させる）低分
子化合物の探索はHBV創薬に重要な主題となりう
る。 
 
E. 結論 
 ISG20はIFN誘導性に産生され、HBV RNAを標
的として、これらを分解することでウイルスの増殖
を阻害することを検証した。 
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Oshiumi, M. Matsumoto, and T. Seya. 2014. 
Myeloid-derived suppressor cells confer 
tumor-suppressive functions on natural killer cells via 
polyinosinic:polycytidylic acid treatment in mouse tumor 
models. J . Innate Immun. 6: 293-305. 
 
3.  Okamoto, M., H. Oshiumi, M. Azuma, N. Kato, M. 
Matsumoto, and T. Seya. 2014.  IPS-1 is essential for 
type III IFN production by hepatocytes and dendritic 
cells in response to hepatitis C virus infection. J . 
Immunol. 192: 2770-2777. 
 
4  Kasamatsu, J., M. Azuma, H. Oshiumi, Y. Morioka, 
M. Okabe, T. Ebihara, M. Matsumoto, and T. Seya. 2014. 
INAM Plays a Critical Role in IFN-γ Production by NK 
Cells Interacting with Polyinosinic-Polycytidylic 
Acid-Stimulated Accessory Cells. J. Immunol. 193: 
5199-207.  
 
5.  Ishii, N., K. Funami, M. Tatematsu, T. Seya, and M. 
Matsumoto. 2014. Endosomal Localization of TLR8 
Confers Distinctive Proteolytic Processing on Human 
Myeloid Cells. J . Immunol. 193: 5118-28. 
 
6.  Nakai, M., T. Seya, M. Matsumoto, K. Shimotohno, 
N. Sakamoto, and H. H Aly. 2014. The J6JFH1 strain of 
hepatitis C virus infects human B-cells with low 
replication efficacy. Viral Immunol. 27: 285-294. 
 
7.  Kumeta H, H. Sakakibara, Y. Enokizono, K. Ogura, 
M. Horiuchi, M. Matsumoto , T. Seya, and F. Inagaki. 
2014. The N-terminal domain of TIR domain-containing 
adaptor molecule-1, TICAM-1.  J  Biomol NMR. 58: 
227-230.   
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induction in mouse measles virus infection models. Int J  
Biochem Cell Biol. 53C: 329-333. 
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10.  Seya, T. 2014. Measles virus takes a two-pronged 
attack on PP1. Cell Host Microbe. 16: 1-2.  
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研究要旨 : B型肝炎ウイルス(HBV)感染時における自然免疫応答の役割の解明を目的とし

研究を行っている。今年度は、RIG-I様受容体からのシグナルが顕著に減弱している IPS-1
ノックダウンNTCP安定発現株を樹立した。この細胞株にHBV感染を行った場合、NTCP
安定発現親株と比べHBc およびHBs mRNA量やHBcタンパク質量が顕著に上昇するこ
とが明らかとなった。このことは、RIG-I様受容体による認識がHBV感染を抑制するこ
とを強く示唆している。現在までのところHBV感染が認められていないヒトNTCPトラ
ンスジェニックマウスを、IPS-1欠損マウスと掛け合わせることにより、HBV感染が成立

す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、ま
ず自然免疫応答を回避し感染を樹立させている

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、ウイルス 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様受容体に着目し、B型

肝炎ウイルスがRIG-I様受容体の認識をどのよ
うに回避もしくはそのシグナル伝達を阻害する

か、その機構を明らかにしていきたい。 
さらに、RLRによるシグナル伝達が起こらない
状況を利用することにより、細胞やマウスレベ

ルにおいてHBV感染系の樹立を目的とする。 

 
Ｂ．研究方法 

上記研究目的をもとに、下記１～３のような実

験を中心に研究している。 

１ 前年度樹立したHBV受容体であるヒトNTCP

を安定的に発現するHepG2細胞株において、RIG

-I様受容体の必須アダプター分子であるIPS-1

の発現を抑制したIPS-1ノックダウンNTCP安定

発現株を作製する（作製済み）。HBV感染価を検

討する（詳細に検討中）。 

２ IPS-1欠損ヒトNTCPトランスジェニックマ

ウスを作製する。（現在マウスの掛け合わせ中）。 

３ 作製した細胞株やトランスジェニックマウ

スを用いて高感度でHBV感染をモニターする系

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

済である。                
 
Ｃ．研究結果  

研究方法１に関して、IPS-1ノックダウンNTCP

安定発現株は樹立できており、親株と比べHBc 

およびHBs mRNA量やHBcタンパク質量が顕著に

上昇することを確認できている。現在、cccDNA

の検出を試みている段階である。 

 

研究方法２に関しては、肝臓特異的アルブミン

プロモーター存在下でヒトNTCPを発現するトラ

ンスジェニックマウスを作製した。このマウス
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に種々の条件でHBV感染実験を行っているが、今

のところ肝臓でのHBV複製は認められていない。

そこで、IPS-1ノックアウトマウスとの掛け合わ

せを行っている。IPS-1遺伝子が欠損した条件下

で、感染が認められるようになることを期待し

ている。 

 

研究方法３に関しては、FACSを用いて感染細胞

におけるHBsやHBc量を検出することを試みてい

る。現在、種々の抗体を用いて条件検討を行っ

ている段階である。 
 
Ｄ．考察 
作製したIPS-1ノックダウンNTCP安定発現株
において高い HBV 感染価が認められている。
しかし、cccDNA が検出できる複製レベルであ

るどうかは未だ明らかではなく、今後の課題で

ある。また IPS-1欠損ヒトNTCPトランスジェ
ニックマウスが得られ、in vivoでのHBV感染
が認められることが期待される。 
 
Ｅ．結論  
作製した細胞株やマウスを用いて、HBV感染を
高感度でモニターできる FACSなどの実験系の
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、IPS-1欠損ヒトNTCPトランスジェニ
ックマウスにおける HBV 感染の樹立が期待さ
れる。 
 
G. 研究発表 
 1．論文発表 
1. Narita R, Takahasi K, Murakami E, Hirano E, 

Yamamoto SP, Yoneyama M, Kato H, Fujita T. 
A novel function of human Pumilio proteins in 
cytoplasmic sensing of viral infection.PLoS 
Pathog. 2014 Oct 23;10(10):e1004417. doi: 
10.1371/journal.ppat.1004417. eCollection 
2014 Oct. 

2. Kato H and Fujita T Autoimmunity caused by 

constitutive activation of cytoplasmic viral RNA 
sensors. Cytokine Growth Factor Rev.2014 
Aug19 

3. ○Yoo JS, Kato H, Fujita T. Sensing viral 
invasion by RIG-I like receptors. Curr Opin 
Microbiol. 2014 Jun 23;20C:131-138. doi: 
10.1016/j.mib.2014.05.011. [Epub ahead of 
print] Review. 
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A. 研究目的 
 これまでのヒト肝細胞キメラマウス（uPA/S
CIDキメラマウス）は、導入uPA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、新たに作製したu
PA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 
HBV感染、非感染キメラマウスヒト肝細胞の継
代移植 
 24年に報告した方法により、ヒト肝細胞キ
メラマウスを作製した（肝細胞ドナー；Hispa

研究要旨 新たなホストマウスである cDNA-uPA/SCID マウスを用いて、HBV 感染実験を
14 週、20 週間実施した。これまで、14 週間感染マウス肝臓の組織学的解析を行ったと
ころ、HBV 感染マウス肝臓において、炎症細胞の増加、apoptosis の増加、線維化の増
加は観察されなかったが、ヒト肝細胞の肥大および 2核細胞の増加が認められた。今年
度は、HBV の 14 週間感染、非感染キメラマウスのマイクロアレイ解析結果から、発現
量に差が認められた遺伝子に関して RT-PCR を行った。その結果、HBV 感染により細胞
分裂に関する遺伝子発現の低下が見られた。また、9週間 HBV を感染させたキメラマウ
スから肝細胞を分離し、ホストマウスへ移植したところ、HBV 感染マウス由来肝細胞の
移植後２日目の生着は非感染マウス由来肝細胞と同等であったが、ヒトアルブミン濃度
が 1 mg/mL 以上は上昇せず（予想置換率<5%）、ヒト肝細胞の増殖能の低下が示唆された。
次に、移植したヒト肝細胞の増殖の盛んな時期である 7週令から HBV 感染を行ったとこ
ろ、マウス血中のヒトアルブミン濃度には感染、非感染で差はなかった。感染後 12 週
目に感染、非感染マウスからコラゲナーゼ灌流法によりヒト肝細胞を分離した。分離肝
細胞の FACS 解析を行ったところ、HBV 感染キメラマウス肝細胞において 2 倍体細胞が
約半分に減少し、2 核細胞が約 5 倍に増加していた。以上の結果から、cDNA-uPA/SCID
ホストマウスにヒト肝細胞を移植したキメラマウスに HBV 感染を行ったところ、線維
化、炎症は見られなかったが、HBV 感染が in vivo でのヒト肝細胞分裂に影響を与えた
ことが示唆された。 
   



nic, ２歳、女児、BD Biosciences）。非感染
cDNA-uPA/SCIDホモキメラマウスとHBV（Genot
ype C, １匹あたり105 DNA copies接種）を9
週間感染させたcDNA-uPA/SCIDホモキメラマ
ウスからコラゲナーゼ灌流法により肝細胞を
分離し、cDNA-uPA/SCIDホモキメラマウスに継
代移植を行った(5×105 cells/匹)。血液を経
時的に採取し、血中ヒトアルブミン濃度を平
成24年度に報告した方法により測定した。HBV
感染キメラマウス由来肝細胞を移植したマウ
スに関しては、血清中HBVコピー数を同じく平
成24年度に報告した方法により測定した。 
 
肝細胞増殖期のキメラマウスにおけるHBV感
染 
 これまで、HBV感染はヒト肝細胞の増殖終息
期（11週令以降）に行ってきた。肝細胞増殖
へのHBV感染の影響を調べるため、ヒト肝細胞
移植後４週目（７週令）のcDNA-uPA/SCIDホモ
キメラマウスにHBVを接種し、19週令まで、マ
ウス血中ヒトアルブミン濃度およびHBVコピ
ー数を測定した。19週令のマウスの肝臓から
コラゲナーゼ灌流法により、肝細胞を採取し、
顕微鏡下で写真撮影、肝細胞直径を計測した。
さらに、FACS Calibur (BD Biosciences)を用
いてPloidy解析を行った。 
 
定量性リアルタイムRT-PCR法による遺伝子発
現量の定量 
 昨年度実施したマイクロアレイ解析結果（c
DNA-uPA/SCIDホモマウスへのHBVの14週間感
染、非感染キメラマウス）により、HBV感染で
2倍以上上昇した17遺伝子、低下した18遺伝子
が見られた。このうち、上昇した遺伝子hANGP
TL4, hTNFSF11, hCCRN4L, hARHGER12、低下し
た遺伝子hCCL2, hISG20, hCD276, hCCNA2, h
CDK1, hCCNG2, hCCNB2のprimerを用いて、14
週間感染、非感染キメラマウス肝臓の遺伝子
発現量を平成24年度に報告した方法を用いて
RT-PCR法によって測定した。primerは、マウ
スに交差反応しないことを確認した。 
 
肝細胞サイズおよびPloidyの解析 
 肝臓のホルマリン固定・パラフィン切片を
作製し、ヘマトキシリン・エオジン（H&E）染
色標本を作製した。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、およ
び2核肝細胞の割合をカウントした。 
 
（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。キメラマウスを用
いた動物実験に関しては、（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 
HBV感染、非感染キメラマウス肝臓における遺
伝子発現 
 マイクロアレイ解析で上昇した遺伝子hANG
PTL4, hTNFSF11, hCCRN4L, hARHGER12、低下
した遺伝子hCCL2, hISG20, hCD276, hCCNA2,
 hCDK1, hCCNG2, hCCNB2のプライマーを用い
て、14週間感染、非感染キメラマウス肝臓の
遺伝子発現量を解析したところ、上昇した遺
伝子に関しては、有意な上昇はみられなかっ
たが、hCCRN4L、hTNFSF11は高い傾向が認めら
れた。低下した遺伝子に関しては、hISG20に
み有意に低下し、hCCNA2, hCDK1, hCCNG2, hC
CNB2は低い傾向にあった。 
 
cDNA-uPA/SCIDホモおよびヘテロキメラマウ
スのHBV感染におけるヒト肝細胞の細胞サイ
ズおよび2核細胞の割合 
 昨年度、HBV感染、非感染14週間のcDNA-uPA
/SCIDホモ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結果、
一定面積あたりのヒト肝細胞数は非感染マウ
スがHBV感染マウスに比べて1.52倍多かった。
さらに、2核細胞の割合をカウントしたところ、
非感染3.71.2%、感染6.51.9%であった。HBV
感染、非感染20週間のcDNA-uPA/SCIDヘテロキ
メラマウス肝臓においても同様に調べた結果、
一定面積あたりのヒト肝細胞数は非感染マウ
スがHBV感染マウスに比べて1.37倍多かった
が、2核細胞の割合は非感染3.20.3%、感染3.
30.7%で差は認められなかった。 
  
HBV感染、非感染キメラマウスヒト肝細胞の継
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「ウロキナーゼ型プラスミノーゲンアクチベ
ータトランスジェニックマウス」、
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 2．実用新案登録 
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A. 研究目的 
 Ｂ型肝炎ウイルス(HBV)の共有結合性閉環状型D
NA（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制限酵素TALENやCRIPSR/
Cas9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培養細胞において検討す
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ヌクレアーゼの
TALENの作製し、HepG2細胞におけるHBV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/Cas9システム(ヌクレアー
ゼ型、ニッカーゼ型、FokI-dCas9型を構築し、ヒ
ト培養細胞での活性評価を行った後に、HBVの増殖
抑制効果をHepG2細胞およびT23細胞において調べ
た。 
 
C. 研究結果 
 昨年度の結果から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
が確認できなかったため、本年度はCRISPR/Cas9
システムを用いた抑制効果についてHepG2細胞検
討を行った。その結果、ヌクレアーゼ型およびN
ニッカーゼ型のCRISPRを用いた場合、有意にHBV
量を低下させることがHepG2細胞において示され
た。一方、FokI-dCas9型では、抑制効果を確認す

ることができなかった。 
D. 考察 
 本研究によってCRISPR/Casシステムを用いたHBV
の増殖抑制が可能であることが示された。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off-target作用が知られている。そのため、
HBVゲノム破壊と同時に、細胞のヒトゲノムへの変異
導入について調べる必要がある。ニッカーゼ型のCRI
SPRは、off-target作用を避けることが知られており、
より安全性が高いと予想されるが、この点をoff-tar
getの候補配列のシーケンスによって確認する必要
がある。 
 
E. 結論 
 CRISPR/Cas9システムのヌクレアーゼ型とニッ
カーゼ型よってHBVの増殖を抑制する効果が確認
された。今後は、off-target作用による細胞のゲ
ノムへの変異導入を解析し、安全性について評価
を行うことが必要である。 
 
G. 研究発表 
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A. 研究目的 
 肝炎克服には、HBV排除可能な治療法の確
立と、それらの治療効果を検証できるバイオ
マーカーの開発が必要である。HBV排除の治
療戦略として、HBVのウイルス産生を抑制す
るマイクロRNAあるいは遺伝子を網羅的にス
クリーニングし、治療標的の同定をめざす。
HBV排除の治療効果を定量的に評価できるよ
うなマイクロRNAのバイオマーカーの開発を
目的とする。 
 
B. 研究方法 
 １．HBVのウイルス産生を阻害する標的マ
イクロRNAの同定 
miRBaseに登録された約2500のマイクロRN
AをノックダウンできるmiRNAに相補的なL
NA核酸ライブラリーを用いて、uPA/scid肝細
胞移植マウス由来のHBVを感染させた初代培
養細胞を用いて、スクリーニングを実施した。
HBs抗原を指標に、ウイルス量が減少するマ
イクロRNAを検索した。 
 
２．HBV排除の治療効果を定量的に評価でき
るようなマイクロRNAのバイオマーカーの開
発 
血清及び組織から、Qiagen miRNeasy kit 
を用いて精製し、バイオアナライザー2000 
(Agilent)にて、精製したRNAの純度を検定し

た。このRNAを用いて、次世代シーケンサーI
on PGMで小分子RNAの配列を解析した。配
列情報は、CLC bio社 CLC Genomics Wor
kbenchを用いて解析を行った。 
 
 
（倫理面への配慮） 
 検体のマイクロRNA解析は、腫瘍組織を用
いた体細胞変異の検索であることから「ヒト
ゲノム・遺伝子解析研究に関する倫理指針」
の対象とはならないが、個人情報保護の観点
から、「臨床研究に関する倫理指針」に準拠
したJCOGの「非ゲノム解析研究」ポリシー
に従って適切に連結可能匿名化もしくは連結
不可能匿名化を行った上で実施する。 
 
C. 研究結果 
１．HBVのウイルス産生を阻害する標的マイ
クロRNAの同定 
 約2500のマイクロRNAをノックダウンで
きるmiRNAに相補的なLNA核酸ライブラリ
ーを用いて、HBs抗原を指標に、ウイルス量
が減少した候補マイクロRNAを同定した。そ
れらのうちあるマイクロRNAは、HBVの肝切
除により顕著に減少するマイクロRNAであり、
HBVウイルス産生に寄与する可能性が考えら
れた。 
 

研究要旨   
HBV の治療法は、ウイルスによる肝炎および発がんの予防につながることから、革新
的な治療法の開発が期待されている。また、肝臓におけるウイルス排除をモニターでき
るバイオマーカーの開発も同時に重要である。本研究では、マイクロ RNAに焦点を当
てて、HBVを排除できる画期的な治療法の開発をめざす。また、HBV肝炎組織、同一
患者での術前、術後の血清でのマイクロ RNA を次世代シークエンスにより解析し、
HBV排除の効果を評価できるバイオマーカーの開発を行う。 



２．HBV排除の治療効果を定量的に評価でき
るようなマイクロRNAのバイオマーカーの開
発 
次世代シークエンスの解析により、健常人血
清とHBV患者血清で顕著に増減するマイクロ
RNAを見いだすことができた。未知の小分子
RNA画分の配列についても、HBV感染患者と
健常人で異なる配列も見いだすことができた。
また、非HBV患者とHBV患者における血清中
のマイクロRNA配列は、Iso-miRの割合が違
うことを見いだした。肝臓に高発現するmiR-
122についても、大きく異なっており、HBV
感染によるマイクロRNAのプロセッシング異
常が起こっていることが示唆された。本年度
同定したマイクロRNA-Xは、HBV肝切除によ
り顕著にウイルス量が減少し、肝炎治療のバ
イオマーカーになる可能性が見いだされた。 
 
D. 考察 
 １．HBVのウイルス産生を阻害する標的マ
イクロRNAの同定については、同定に成功し
た候補マイクロRNAについて、異なる細胞培
養系またはヒトHBV産生マウスを用いてウイ
ルス産生抑制効果を検証する必要がある。 
未解析の候補マイクロRNAについても、HBV
産生の抑制に直接関与しているかどうか解析
を進める必要がある。 
 
２．HBV排除の治療効果を定量的に評価でき
るようなマイクロRNAのバイオマーカーの開
発 
今回同定したHBVに特異性の高いマイクロR
NAについて、HBVウイルス産生機序との関
連についても、今後検討する必要がある。 
 
E. 結論 
 HBVのウイルス産生を阻害する標的マイク
ロRNAの候補を同定することができた。HBV
排除の治療効果を定量的に評価できるような
マイクロRNAのバイオマーカーとして、HBV
感染で増減するマイクロRNAバイオマーカー
を同定した。 
 
F. 健康危険情報 
 
（分担研究報告書には記入せずに、総括 
研究報告書にまとめて記入） 
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厚生労働科学研究費補助金 肝炎等克服実用化研究事業 

（Ｂ型肝炎創薬実用化等研究事業） 

 分担研究報告書（平成26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 京都大学大学院医学研究科 消化器内科学 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、B型肝炎の病態形成や治療効果に深く
関与していることが知られている。本研究課題では、薬剤誘導性に肝細胞特異的にHBV
ウィルス抗原を発現する新しい遺伝子改変マウスを作成し、ヒト肝炎病態を模倣した免
疫応答の詳細な解析を進めている。マイクロアレイを用いた遺伝子発現プロファイル解
析からは、HBs抗原タンパクを肝細胞特異的に発現させた成体マウスの肝組織では、さ
まざまなサイトカイン関連遺伝子の発現変化が顕著に生じていることが確認された。ま
たin vitro HBV感染モデルとして、TALEN/CRSPRを用いた遺伝子破壊技術を活用し、肝
培養細胞においてDNAウィルス感染センサー分子のノックアウトを行い、新しいHBV
感染細胞系の樹立を進めた。 
 

 
A. 研究目的 

B 型肝炎ウィルス(HBV)感染者には、急

性肝炎、劇症肝炎、慢性肝炎、無症候性キ

ャリアと、きわめて多様な臨床病像が生じ

うることが知られている。こうした HBV

感染による多様な病態の形成には、ウィル

スが感染した肝細胞に対する免疫応答が中

心的な役割を果たしている。加えて、イン

ターフェロンや核酸アナログ製剤による

HBV に対する抗ウィルス療法に際しても、

背景に存在する免疫系の応答機構の理解が、

HBs抗原の消失などの臨床的治癒状態を達

成するための必須条件となる。したがって、

HBV 治療における新しい創薬ターゲット

を探求するためには、HBVにより惹起され

る多様な免疫応答を模倣した in vivo モデ

ルの樹立が急務である。しかしながら、幼

少時に HBV 感染したヒトの場合には無症

候性キャリアとなるのと同様に、モデルマ

ウスにおいても胎児期にわずかでも HBV

抗原提示が存在すると免疫寛容状態となっ

てしまい、肝炎を発症しないことが知られ

ている。このため、薬剤誘導性に成人期に

HBV 抗原タンパクを肝細胞特異的に発現

するトランスジェニックマウスがひとつの

モデル候補となりうる。しかしながら、

HBV は自らのゲノム中に promoter や

enhancer モチーフを有していることから、

胎児期から完全にウィルス抗原タンパクの

発現を抑止したモデルの構築がきわめて困

難である。そこで、薬剤誘導性に肝細胞特

異的に Creタンパクを発現する遺伝子改変

マウスと、Creによる LoxPの組換え作用に

より内在性ウィルス promoter配列を含まな
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い HBV 抗原タンパクを発現する遺伝子改

変マウスを作成し、これらの 2種のモデル

マウスを交配することにより、肝炎として

の免疫応答の惹起が可能なB型肝炎モデル

マウスの新規開発を目指すことを本研究課

題の目的とする。 

一方、DNAウィルスである HBVが肝細

胞に感染する際に、宿主側因子にどのよう

に認識され、どのように抗ウィルス免疫応

答が誘導されているかについては不明な点

が多い。近年、DNAウィルス感染時の自然

免疫系による細胞内センサーとして、

STING-cGAS経路が重要な役割を果たして

いることが明らかとなってきた。DNAセン

サーである環状 GMP-AMP シンターゼ

(cGAS)からの STING の活性化を介してウ

ィルス DNAが認識されることにより、I型

インターフェロンが誘導され、抗ウィルス

応答が作動することがわかってきた。しか

しながら、HBV が肝細胞に感染した際に、

HBV DNAがどのようにして宿主因子に認

識され、抗ウィルス応答が誘導されている

かについては不明なままである。感染した

肝細胞からのウィルスの完全排除を達成す

るためには、十分な免疫応答の乏しい慢性

感染持続状態においても HBV 感染時のセ

ンサー機構を活性化することが、新しい抗

HBV 制御機構につながるものと期待され

る。そこで、これらの細胞内センサー遺伝

子を完全ノックアウトした肝培養細胞系を

構築して HBV 感染感受性を検証すること

により、HBV制御の分子機構を明らかにす

ることにした。この目的を達成するために、

同じ研究班に所属する山本卓教授の研究グ

ループとの共同開発により、TALENならび

に CRSPR systemを用いた新しい遺伝子破

壊技術による in vitro ノックアウト肝培養

細胞の樹立を行った。 

 

B. 研究方法 

1. 新規 B型肝炎モデルマウスの作製； 

薬剤誘導性に肝細胞で特異的に Creタン

パクを発現する遺伝子改変マウスとしては、

Albumin(Alb)-Cre-ERT2 マウスを活用した。

マウス作成のためのコンストラクトとして

は、Creを誘導可能にするために、estrogen

受容体部分に点突然変異を複数導入し、内

在性 estrogenに反応せず、tamoxifenに反応

する性質を持った変異型 estrogen 受容体

(ERT2)と Cre の融合タンパク質をヒト

Albumin promoter配列の下流に挿入したコ

ンストラクトを作成した。また、薬剤誘導

前の微量 Creタンパク質のリークの可能性

が否定できないため、非誘導時には Cre産

生が全く生じていない既存の薬剤誘導性

Cre マウスとして、Mx1-Cre マウスも併用

して解析を進めることとした。 

他方、Creによる LoxPの組換え作用によ

り promoter 配列を含まない HBV 抗原タン

パクを発現する遺伝子改変マウス作成のた

めには、CAG promoter 下流に loxPで挟ん

だ緑色蛍光タンパク(GFP)を置き、その下流

に HBs 抗原の遺伝子配列を配置したコン

ストラクトを作成した。すなわち、Cre の

存在しない状況ではマーカー分子としての

GFPを発現し、Creの存在下では LoxPの組

換え作用によってHBs抗原を発現することが

期待できる構造としている。このコンストラク
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トのマウス胚への injectionを実施し、目的

とする遺伝子改変を達成した F0 マウスを

最終的に合計 3ライン確保した。 

 

2. in vitro HBV感染系の樹立； 

近年、DNAウィルス感染のセンサー分子

として同定された STING, cGASに着目し、

これらの遺伝子を完全ノックアウトした肝

培養細胞系を構築することによる新しい in 

vitro HBV感染モデルの作成を行った。標的

遺伝子のノックアウト技術として、同じ研

究班に所属する山本卓教授の研究グループ

が専門とする人工ヌクレアーゼのひとつで

ある TALEN 技術を用いるとともに、

CRSPR/Cas9 system も同時進行で活用する

こととし、共同研究を開始した。植物病原

細菌キサントモナス属がもつ TALE を

DNA 結合ドメインとして利用した TALEN

では、TALEは約 34アミノ酸からなるほぼ

完全な繰り返し構造からなっている。その

うちの 12,13番目のアミノ酸の違いがDNA

塩基認識特異性を決定することから、

STING, cGASそれぞれに対応するユニット

の作成を行った。また、STING, cGASに特

異的な認識配列を有する CRSPR を搭載し

たレンチウィルスベクターを作成し、

HepG2 細胞への導入効率と遺伝子破壊効

率を検証した。 

 

C. 研究結果  

１．新規 B型肝炎モデルマウスの作製； 

Cre による LoxP の組換え作用により

HBV 抗原タンパクを発現する遺伝子改変

マウス(HBsAg-flox マウス)と、誘導型 Cre

発現マウス(Alb-Cre-ERT2マウス、Mx1-Cre

マウス)を交配することにより、薬剤誘導性

にHBs抗原を発現する 2種類のモデルマウ

スを樹立した。うち、先行する数ラインか

らの F1マウスを用いて、薬剤誘導性にGFP

発現の消失すること、それと同時に血中に

HBs抗原タンパク質が発現・分泌されるこ

とを確認した。しかしながら、薬剤誘導 1

週間、2 週間後のマウス肝組織には有意な

炎症細胞浸潤が認められなかったことから、

顕在性の肝炎としての免疫応答は乏しい可

能性が示唆された。しかしながら、同じ肝

組 織 か ら 抽 出 し た RNA を 用 い た

Real-time-RT PCR解析からは、薬剤誘導に

よりインターフェロン下流遺伝子の発現が

誘導されていることが確認できたため、少

なくとも HBs 抗原への免疫応答は惹起さ

れているものと推定された。そこで、

Alb-Cre-ERT2 X HBsAg-flox 交配マウスの

HBs抗原発現後の肝組織中の遺伝子発現プ

ロファイルを Agilent 社の SurePrint Mouse 

gene expression (8X60K)によるマイクロア

レイ解析を実施した。興味深いことに、HBs

抗原タンパクを肝細胞特異的に発現させた

成体マウスの肝組織では、さまざまなサイ

トカイン関連遺伝子の発現変化が顕著に生

じていることが確認された。中でも、

IFN-lamda 受容体 1、Pin1、IL-17 受容体遺

伝子の発現上昇が惹起されていることがわ

かった。すなわち、HBV急性感染時の初期

免疫応答として、IFN-lammdaシグナル経路

などが活性化されている可能性が示唆され

た。 
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２．in vitro HBV感染系の樹立； 

STING, cGASそれぞれに特異的な TALE

ユニットならびに CRSPR の設計を行い、

それぞれTALEN発現ベクターとCRSPR導

入用レンチウィルスベクターを作成した。

TALEN はリポフェクションにより HepG2

細胞に導入し、puromycin でのセレクショ

ンを行った。 TALEN 導入を行った

homo-knockout 細胞では、標的遺伝子の完

全破壊が十分に達成できていない可能性が、

その後の real-time定量PCRの結果から示唆

された。これに対して、CRSPR導入細胞で

は、高率に cGAS, STING遺伝子破壊が達成

できていることが、標的遺伝子領域の target 

sequenceならびに real-time定量 PCRから確

認できたため、CRSPR 導入細胞を用いて

HBV 感染実験を行った。CRSPR 発現レン

チウィルスベクターの HepG2 細胞への導

入後に、B 型慢性肝炎症例から採取した

HBV陽性血清を培地に添加し、1週間後に

細胞回収を行ったところ、cGAS ノックア

ウト細胞では有意に細胞中の HBV 複製中

間体量が上昇していることが明らかとなっ

た。これに対して、STINGノックアウト細

胞では、コントロール細胞と比較して、

HBV陽性血清の添加による細胞内 HBV複

製中間体量の変化は認められなかった。 

 

D. 考察 

薬剤誘導性に任意の時期に HBV 抗原タ

ンパクを肝細胞特異的に発現するトランス

ジェニックマウスを作成することにより、

ヒトB型肝炎病態を模倣した新しいB型肝

炎モデル動物の構築を目指すことを本研究

課題の目標としている。肝細胞への HBs抗

原発現により病理学的な肝炎像は確認する

ことが困難であったが、HBVに対する自然

免疫応答を模倣したサイトカイン発現変動

が HBs 抗原発現肝組織で認められたため、

モデルマウスの表現型としては一定の成果

を得ることが出来たものと考えられる。今

後は、HBs 抗原発現前にあらかじめ HBV

抗原蛋白により免疫を付加しておくことに

より、ウィルスに対する獲得免疫応答の解

析も進めていく方針としている。同時に、

in vitroにおいて培養細胞を用いた HBV感

染系を樹立することにより、薬剤スクリー

ニングに際して異なる genotypeやさまざま

な変異ウィルスを含んだ血清検体を感染実

験に簡便に試用することを目指していく。 

 

E. 結論 

肝炎としての免疫応答の惹起が可能な B

型肝炎モデルマウスの新規開発を目指し、

薬剤誘導性に肝細胞特異的に HBV 抗原タ

ンパクを発現する遺伝子改変マウスを作成

し、HBVに対する自然免疫応答の解析を開

始した。また、in vitro HBV感染モデルの樹

立をめざし、TALEN/CRSPRを用いた DNA

ウィルスセンサー分子の特異的な遺伝子破

壊を行った肝培養細胞の樹立を継続してい

く。 

 

 

F．健康危険情報 

特記事項なし 
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occult HBV carrier status is characterized 

by low genetic heterogeneity with the 

wild-type or G1896A variant prevalence. J 

Hepatology. 2014. 61: 492-501. 

2) Inuzuka T, Takahashi K, Chiba T, 

Marusawa H: Mouse models of hepatitis B 

virus infection comprising host-virus 

immunologic interactions. Pathogens. 

2014. 3: 377-389.  

3) 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．学会発表 

(1) Inuzuka T, Ueda Y, Chiba T, Marusawa H. 

The viral characteristics of HBV 

reactivation from occult carrier status 

triggered by chemotherapy or 

immunosuppressive therapy. The 24th 

Conference of the Asian Pacific 

Associaton for the Study of the Liver.  

2015.3.12-15, Istanbul. 

(2) Inuzuka T, Ueda Y, Chiba T, Marusawa H. 

Clinical and viral characteristics of HBV 

reactivation from occult carrier status 

triggered by chemotherapy or 

immunosuppressive therapy. The 11th JSH 

Single Topic Conferences. 2014.11.20, 

Hiroshima. 

(3) 犬塚義、上田佳秀、千葉勉、丸澤宏之.  

B 型肝炎ウイルス再活性化の早期発見

と核酸アナログ早期治療の有用性. 第

102 回日本消化器病学会近畿支部例会. 

2015.2.21 京都 

(4) 犬塚義、丸澤宏之、上田佳秀、千葉勉.

化学療法 ・免疫抑制療法により惹起さ

れる HBV 再活性化例の臨床像とウイ

ルス学的特徴. 第 24回抗ウイルス療法

研究会総会  2014.5.7-9 山梨 

(5) 犬塚義、上田佳秀、千葉勉、丸澤宏之.

化学療法・免疫抑制療法により再活性

化するHBVのウイルスゲノム解析. 第

10 回 広島肝臓プロジェクト研究セン

ターシンポジウム 2014.7.5 広島 

 

 

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 
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 分担研究報告書（平成26年度） 
 
 

Analyzing host factors regulating HBV as tool to develop HBV drugs and mouse model. 
 
 

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 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A. 研究目的 
 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 
Host factors affecting HBV life cycle: 

We work to identify host factors regulating HBV life 

cycle, and design new anti-HBV drugs targeting 

these factors.  

1- Screening for human kinases regulating HBV 

replication: (started from 2013) 

Using HepG2-AD38.7 cells in which HBV 

replication is inducible by tetracycline off system, 

and kinase siRNA (501 genes) library, we screened 

for those regulating HBV replication in the cell. 

According to the function of each kinase on HBV life 

cycle, we classified our results into kinases 

suppressing HBV, and kinases required for HBV life 

cycle.  

Mechanistic Analysis of TSSK2 function on HBV 

replication. 

We Used protein/protein interaction studies, 

overexpression and silencing, deletion mutants,  

RNA/protein interaction, to analyzed the mechanism 

by which TSSK2 suppresses HBV replication in the 

cell. As output for measuring the effect on HBV, we 

used southern blot, and real time PCR to measure 

HBV-DNA, we measured nuclease resistant core 

associated DNA, we used northern blot, and real 

time-RT-PCR for the detection of HBV-RNA, we 

used western blot for the detection of HBV proteins, 

and we constructed core, S1, S2, and X promoter 

luciferase reporter plasmids to assay the effect on 

transcription. 

2- Screening for human helicases (133 genes), 

GPCR (380 genes), Nuclear receptors (52 

genes), Cytokine receptors (116 genes). 

Using HepG2-AD38.7 cells in which HBV 

研究要旨   
There is no immunocompetent 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. Also 
we are trying to develop new anti-HBV drugs targeting the host factors required for HBV life cycle. 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. However, no HBV infection was reported in mouse hepatocytes expressing 
human NTCP, suggesting either the lack of other host factor required for HBV infection, or the presence of a host 
inhibitory pathway in the mouse. We are screening for host factors affecting HBV life cycle and studying its 
effect on HBV infectivity on mouse hepatocytes, and the discovery of new anti-HBV drugs targeting these host 
factors. 
 



replication is inducible by tetracycline off system, 

and siRNA libraries, we screened for those regulating 

HBV replication in the cell. According to the 

function of each kinase on HBV life cycle, we 

classified our results into factors suppressing HBV, 

and factors required for HBV life cycle.  

  

 

（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  
Host factors affecting HBV life cycle: 

1- A) We screened 1182 host genes affecting HBV 

replication covering the following: 1- Kinases 

(501 genes), 2- Helicases (133 genes), 3- 

G-protein coupled receptors (380 genes), 4- 

Cytokine receptors (116 genes), 5- Nuclear 

receptors (52 genes).  

B) We are currently analyzed by mechanistic 

analysis. 

2- Using the human Kinase library, we identified a 

new pathway suppressing HBV replication. 

A) We found that Testis Specific Serine Kinase 

2 (TSSK2) expression was induced in liver 

cells in response to HBV infection.  

B) TSSK2 kinase suppress HBV replication 

through its interaction with Superkiller 

Viralicidic Activity 2-Like (SKIV2L) 

helicase.  

C) TSSK2 phosphorylates SKIV2L helicase, 

and this phosphorylation is important for the 

binding between SKIV2L and HBV-mRNA.  

D) This is followed by SKIV2L mediated 

HBV-mRNA degradation through the RNA 

exosome. 

 
D. 考察 
 This year in the HBV international meeting, it was 

reported that while HBV and HDV are using the same 

HBV surface antigen to attach and infect hepatocytes; 

HDV infection was possible in mouse hepatocytes 

expressing human NTCP (the newly identified HBV 

receptor) but not HBV. This suggest that the problem of 

permissiveness of mouse hepatocytes to HBV infection is 

not at the hepatocyte surface, but may be another host 

factor is required in the early steps of HBV infection, or 

an inhibitory pathway in the mouse suppressing HBV 

infection in the early stages. To identify the human host 

factors required for HBV life cycle and its effect on HBV 

infectivity when overexpressed in human NTCP 

expressing mouse hepatocytes, we used siRNA library 

screening. 

Using the Kinase library screening, we discovered 

TSSK2 kinase to be induced by HBV replication in the 

cells. We also found that TSSK2 further phosphorylates 

SKIV2L helicase. SKIV2L helicase was known to 

identify and degrade invading viral RNA in the yeast. 

RNA degradation is carried through its interaction with 

the RNA exosome complex. No similar phenomenon was 

yet reported in human. We showed that phosphorylation 

of SKIV2L helicase in human by TSSK2 is important to 

bind with both HBV-mRNA and RNA exosome, and is 

required for the degradation of HBV-mRNA through the 

exosome complex. 

We are recently planning to use this phenomenon to  

1- To study its effect on HBV 

permissiveness of mouse 

hepatocytes 

2- To develop a new anti-HBV drug 

targeting the degradation of 

HBV-mRN. 

 

E. 結論 
 RNA exosome complex plays an important role 

regulating HBV-mRNA levels. This is mediated through 

the interaction with HBV-mRNA bound to SKIV2L 

helicase. SKIV2L helicase phosphorylation by TSSK2 

kinase is required for this binding. We are aiming to use 



this phenomenon to develop a new anti-HBV drug 

targeting the degradation of HBV-mRNA. 

 

F. 健康危険情報 
 
なしです 
 
G. 研究発表 
 1．論文発表 
 
今年はなしです 
 
 

2． 学会発表 
 

1- Aly HH, Watashi K, Chayama K, Wakita T. Analyzing 

new host mechanism suppressing hepatitis B virus 

replication. 2014 TASL-Japan Hepatitis B Workshop 

(Second). Oral presentation, Taipei, Taiwan 

2- Aly HH, Watashi K, Wakita T, Chayama K. The 

identification of a new interferon-independent host 

mechanism suppressing hepatitis B virus replication. 

2014 International Meeting on Molecular Biology of 

Hepatitis B Viruses, Los Angeles (USA), Sep, 2014 
3-  

3- Aly HH, Watashi K, Chayama K, Wakita T. Host 

factors interacting with Hepatitis B virus life cycle. 

Egyptian-Japanese day, molecular biology of hepatitis 

viruses. Oral presentation, 2014, Cairo, Egypt. 

 

4- Aly HH, Watashi K, Chayama K, Wakita T. The 

identification of a new host mechanism suppressing 

Hepatitis B virus replication. The 62nd meeting of the 

Japanese society of virology. Oral presentation, 2014, 

Yokohama, Japan.   

 

5- Aly HH The identification of a new interferon 

independent anti-hepatitis B virus pathway. The second 

Japan-Italy hepatitis meeting. Oral presentation, 2014, 

Hiroshima, Japan.   

 

6- Aly HH, the 11th JSH Single Topic Conference. 

SKIV2L helicase suppress HBV replication in interferon 

independent manner. Poster presentation, 2014, 

Hiroshima, Japan 

 
 
 
 
H. 知的財産権の出願・登録状況 
 （予定を含む。） 
 1．特許取得 
 
 
 2．実用新案登録 
 
 
 3．その他 
 



 1

厚生労働科学研究費補助金 肝炎等克服実用化研究事業 
（Ｂ型肝炎創薬実用化等研究事業） 

 分担研究報告書（平成26年度） 
 
 

B型肝炎ウイルス粒子形成に係わる宿主因子の同定とウイルス増殖抑制法の開発 
 
 

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 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A. 研究目的 
 B型肝炎ウイルス（HBV）の粒子形成について、
昨年度から研究を開始した。培養細胞にウイルス
遺伝子を導入して HBV複製を起こすシステム、あ
るいは HBV蛋白質、特に HBsあるいは Core蛋白
質を発現してウイルス様粒子（VLP）を産生させ
るシステムを用いて、粒子形成に必要な宿主因子
あるいは阻害的に働く宿主因子を、様々な方法で
検索する。宿主因子の候補について、詳細な生化
学的・分子生物学的な解析を行い、その作用機構
を解明する。さらに同定された宿主因子を直接的
あるいは間接的に阻害する因子を研究して、HBV
増殖抑制法を開発し、抗 HBV薬を開発するための
基礎とする。 
 
B. 研究方法 
 HBV 広島 YE株（Accession# AB206816）を主
に用い、この 1.4倍長全ゲノムをもつプラスミド
を培養細胞HepG2あるいはT23, 293Tに導入して、
ウイルス複製と粒子形成をおこさせた。あるいは
HBs蛋白質を単独で発現させて生じるウイルス様
粒子（S-VLP）、Core蛋白質によるウイルス様粒
子（C-VLP）を用いた。 
 各種の宿主因子の発現プラスミドあるいはドミ
ナントネガティブ変異体（DN変異体）を用い、
あるいは CRISPR/Cas9、shRNAi, siRNAを用いた
ノックアウト、ノックダウンを行った。宿主因子
とウイルス蛋白質の相互作用を免疫共沈降法で、
共局在を蛍光顕微鏡で検討した。 
 

C. 研究結果 
１．ESCRT (Endosomal sorting complex required for 
transport) 
 多小胞体での膜輸送、細胞質分裂に関与する宿
主蛋白質複合体であり、HIV-1をはじめとする多
くのエンベロープウイルスの出芽に働くことが示
されている。HBV, C-VLP出芽は、ESCRT機能を
阻害する DN変異体で出芽が阻害された。少なく
とも成熟粒子の放出に ESCRTが関与している。
S-VLP出芽は阻害されなかったので、空粒子の出
芽には関与していない可能性がある。 
 
２．Alix (ALG2-interacting protein X) 
 Alixは 868残基の V字型分子であり、膜に結合
する。ESCRTの構成蛋白質の一つであるが、単独
でも膜を湾曲させて、エクソゾーム形成、一部の
ウイルス出芽をおこすと考えられている。Alixと
Core蛋白質が直接結合することを確認し、そのそ
れぞれの結合ドメインを同定した。Alixの欠失変
異体の一部で、HBV, C-VLPの出芽が抑制される
ことを観察しており、この変異体が DN変異体と
して働いている可能性がある。S-VLPには全く影
響を与えない。さらに確認が必要であるが、HBV
の出芽に Alixと Core蛋白質の結合が重要である
ことは、ほぼ確実と思われる。これを阻害するこ
とで HBV増殖抑制効果が得られる可能性がある。 
 
３．Autophagy 
 我々は LC3が、HBs蛋白質や preS2-S蛋白質、
preS1-S2-S蛋白質と共局在することを見いだして

研究要旨 
 B型肝炎ウイルス（HBV）の粒子形成について、宿主因子である ESCRTあるいは Alix、
tetherin が関与することを示した。これらについて HBV増殖を抑制する方法を検討した。
Core蛋白質と Alixの直接的な相互作用を阻害することが有力な方法であると考えられた。
他に Autophagyの HBV粒子形成の関与については確実な結果が得られておらず、さらに検
討が必要である。今後は、様々な網羅的な手法によって、HBV増殖に関する新たな宿主因
子の検索を行う予定である。 
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おり、HBV出芽と autophagyとの関連が疑われた。
現在のところ、autophagy阻害剤 3-MAは、HBV
あるいは S-VLP, C-VLPの出芽に影響がないとい
うデータを得ている。一方、2011に HBV出芽に
autophagyが関連しているという論文が発表され
ており、さらに異なる細胞、あるいは autophagy
促進剤を用いた検討が必要である。 
 
４．BST2/tetherin/CD317 
 インターフェロン誘導性の Type II 膜蛋白質で
あり、Ｃ末端に GPIアンカーが結合することで、
N端、C端の両方で膜に結合する分子である。
HIV-1において、細胞表面でウイルスを物理的に
引き留めることで出芽を抑制することが明らかに
なっている。HIV-1はその Vpu蛋白質によって、
tetherinの作用を不活化している。tetherinは過剰発
現すると、C-VLPの出芽は阻害しないが、HBVお
よび S-VLPの出芽を阻害した。従って tetherinは
潜在的にウイルス出芽を阻害すると考えられる。 
 ところが、HBV持続感染 HepG2由来細胞（T23
細胞）では、tetherinの siRNAによるノックダウン
あるは過剰発現で HBVの出芽は影響を受けない
というデータがあり、持続感染細胞では tetherin
の働きを無効化する機構があることが推測される。
HBV増殖が tetherinの阻害作用から逃れるような
機構が存在する可能性があり、興味深い。 
 
D. 考察 
 今年度は既報の HBV出芽に関する宿主因子を
中心として検討を行った。HBV出芽への ESCRT
の関与は明確であったが、ESCRTは生体に必須な
働きをしているので、ウイルス抑制のために阻害
することは困難である。一方で、Alixの変異体の
一部が DN変異体として働いたので、Alixと Core
蛋白質の相互作用を阻害すると HBV増殖抑制に
つながる可能性がある。この相互作用を阻害する
低分子化合物を検索する必要がある。 
 AutophagyがHBVの出芽に働いているかどうか
について、現時点では曖昧である。Autophagyが
関与することが明らかになれば、Autophgyの制御
は様々な薬剤によって、ある程度可能であるので、
将来的に HBV増殖抑制につながる可能性がある。 
 今後は、網羅的な手法を用いて、HBV蛋白質と
相互作用する宿主因子を検索することを予定して
いる。 
 
E. 結論 
 HBV粒子形成に重要な宿主因子をいくつか同

定、確認することができた。これらをもとにして、
HBV粒子形成を抑制する方法の開発が期待でき
る。 
 
F. 健康危険情報 
（分担研究報告書には記入せずに、総括 
研究報告書にまとめて記入） 
 
G. 研究発表 
 1．論文発表 
1) Latief MA, Chikama T, Shibasaki M, Sasaki T, Ko 
J-A, Kiuchi Y, Sakaguchi T, Obana A, Antimicrobial 
action from a novel porphyrin derivative in 
photodynamic antimicrobial chemotherapy in vitro. 
Lasers Med. Sci. 30(1):383-387, 2015 
2) 坂口剛正、上田恭子、川端涼子、柿渋でウイル
ス対策 柿タンニンによる強力なウイルス不活化
作用、ニューフードインダストリー 56(11):17-24, 
2014. 

 2．学会発表 
(1) 竹中啓、富樫盛典、三宅亮、坂口剛正、秀道
広、π 環境中ウイルスの迅速検知システム、平成
26年室内環境学会学術大会、東京、2014 
(2) 坂口剛正、B型肝炎ウイルスの細胞からの放出、
厚生労働省 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、平成 26年度３班合同班
会議、大阪、2014 
(3) 福士雅也、川端涼子、坂口剛正、B型肝炎ウイ
ルスＰ蛋白質による全般的な蛋白質合成阻害、第
62回日本ウイルス学会学術集会、横浜、2014 
(4) Takenaka K, Togashi S, Miyake R, Sakaguchi T, 
Hide M. Integrated micro-impaction cartridge covered 
with microporous light-blocking film for 
low-concentration airborne virus detection. The 18th 
International Conference on Miniaturized Systems for 
Chemistry and Life Sciences, µTAS 2014 Conference, 
San Antonio, USA, 2014 
(5) Yoshida A, Kawabata R, Sakaguchi T, Irie T. 
IFN--inducible, unusual viral RNA species produced 
by paramyxovirus infection accumulated into distinct 
cytoplasmic structures in an RNA type-dependent 
manner. The 13th Awaji international forum on 
Infection and Immunity. 奈良、2014 
(6) Yoshida A, Kawabata R, Sakaguchi T, Irie T. 
Paramyxovirus Sendai virus N protein plays a critical 
role in restricted production of copyback-type 
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defective-interfering genomes to escape from detection 
by host innate immunity. IUMS2014 XVI International 
Congress of Virology, Montreal, Canada, 2014 
(7) Yoshida A, Kawabata R, Sakaguchi T, Irie T. Stress 
granule-like structures are not involved in recognition 
of Sendai virus infection. IUMS2014 XVI 
International Congress of Virology, Montreal, Canada, 
2014 
(8) 坂口剛正、川端凉子、福士雅也、小田康祐、
入江崇、Ｂ型肝炎ウイルス蛋白質の性状解析、第
29回中国四国ウイルス研究会、山口、2014 
(9) 坂口剛正、小田康祐、入江崇、ウイルスによ
る自然免疫抑制の構造学的解析、平成 26年度中四
国乳酸菌研究会総会および研究発表会、岡山、2014 
 

 
H. 知的財産権の出願・登録状況 
 （予定を含む。） 
 1．特許取得 
(1) 特許第 5593572号 
発明の名称：抗ウイルス剤及び洗浄剤 
特許権者：シャボン玉石けん株式会社、国立大学
法人広島大学 
発明人：川原貴佳、草場麻衣子、坂口剛正 
出願番号：特願 2011-509373 
出願日：平成 22年 4月 16日 
登録日：平成 26年 8月 15日 
(2) 特許第 5571577号 
発明の名称：A型インフルエンザウイルス属のエ
ンベロープウイルスに対する抗ウイルス性衛生用
繊維製品 
特許権者：国立大学法人広島大学、アルタン株式
会社 
発明人：島本整、沖中泰、坂口剛正、辻徹、中井
義昭 
出願番号：特願 2010-542140 
出願日：平成 21年 12月 11日 
登録日：平成 26年 7月 4日 
(3) 特許第 10-1426744号（韓国） 
発明の名称：抗ウイルス剤及び洗浄剤 
特許権者：シャボン玉石けん株式会社、国立大学
法人広島大学 
発明人：川原貴佳、草場麻衣子、坂口剛正 
出願番号：第 2011-7024542号 
出願日：2011年 10月 18日 
登録日：2014年 07月 30日 
 

 2．特許申請 
発明の名称：高マンノース型糖鎖分離デバイス 
出願人：国立大学法人広島大学、旭化成メディカ
ル株式会社 
発明人：堀貫治、黒川洋、平山真、厳倉正寛、水
口博義、坂口剛正他 
出願番号：特願 2015-21620 
出願日：2015年 2月 5日 
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A. 研究目的 
 肝炎モデルを改良しヒト肝炎をマウス内で
再現する慢性B型肝炎モデルを作製し、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
進などに関与する因子の探索を目的とする。 
 
B. 研究方法 
 重傷免疫不全であるNOGマウスにthymidi
ne kinase遺伝子をtransgeneしたTK-NOG
マウスにガンシクロビルを投与することによ
りマウス肝細胞を傷害し、形成されるニッチ
を利用してヒト肝細胞を増殖させることがで
きるマウスモデルを用いてヒト肝細胞を移植
したヒト肝細胞キメラマウスを作製した。こ
のマウスにHBV感染患者由来の血清を用いて
HBV感染させた。HBV DNA量がプラトーに
達したHBV接種8週後に、B型急性重症肝炎治
癒後の患者から得られたヒト末梢血単核球(P
BMC)を比重遠心法にて分離し、腹腔経由で移

入した。PBMC移入2週後にマウス肝組織およ
び肝潅流液中のヒトPBMCの表現型をフロー
サイトメーターにて解析した。また血清中のA
LTレベル、各種サイトカインレベル、HBs抗
原、抗体、HBV DNAの定量を行った。 
 
（倫理面への配慮） 
本研究に関わる動物実験は、広島大学動物実
験倫理審査委員会の承認を得ている。またヒ
ト血球の使用に関しても臨床研究の倫理委員
会の承認を得ている。 
 
C. 研究結果 
 HBV感染させたマウスにPBMC移入2週間
後、血清中ヒトアルブミン値、ALTを調べた
ところPBMCを移入しなかったコントロール
マウスに比較してALTは有意に上昇、ヒトア
ルブミン値は有意に減少した。HBVを感染さ
せたマウスと感染させていないマウスにPB
MCを移入した実験ではHBV感染マウスで生

研究要旨   
我々は昨年度、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 型肝炎ウイルス感染モデルを作製し論文として発表した
(Kosaka et al., BBRC, 2013)。この改良型モデルマウスに重症 B型急性肝炎治癒後の患
者から得られたヒト末梢血単核球を投与した結果、肝組織中へのリンパ球浸潤、HBV
感染肝細胞の細胞死、血清中の ALT上昇、Granzyme Aや IFN-γレベルの上昇が認め
られた。また、肝臓内には HBV 特異的な CTL が検出され、本モデルは HBV 特異的
CTLによる HBV感染肝細胞死が誘導されたヒト劇症肝炎モデルであると考えられた。
また、HBs抗原は陰性化し、HBs抗体が陽性となった。さらに T細胞を標的とした薬
剤である CTLA4Igを用いて T細胞の活性化を抑制することでHBV感染肝細胞の傷害
が抑制できるか検討を行った結果、HBV感染肝細胞死は阻害された。CTLA4はリウマ
チに安全に使用されている薬剤であることから、B型重症肝炎の治療として使用できる
可能性が示された。また、肝炎モデルは細胞障害性 T 細胞を利用した B 型肝炎ウイル
スの排除を行う上での安全策などに利用可能であり、幅広い応用研究が可能である可能
性があると考えられる。 



着率が有意に高率であった。またPBMCを移
入したマウスでは有意にHBV DNAレベルが
低下していた。さらに、組織学的検討では、P
BMC移入マウスでは肝臓内へのリンパ球の
集簇が認められ、肝細胞の細胞死も認められ
た。これらのことから移入したヒトPBMCに
よってHBV感染肝細胞を傷害しHBV DNA
量が低下したと考えられた。次に、血清中の
各種サイトカインの産生レベルを調べたとこ
ろPBMC移入マウスではコントロールマウス
に比較して有意にGranzyme A、IFN-γレベ
ルが上昇していた。さらに本モデルマウスに
おけるGranzyme A、IFN-γ産生細胞は何か
調べるためにフローサイトメトリーにより肝
臓内に浸潤したリンパ球の表現型を検討した。
その結果、HBV感染マウスでは非感染マウス
に比較してヒトPBMCの生着率が2.6倍程度
上昇しており、またPBMC移入マウスでのみC
D8陽性、テトラマー陽性のHBV特異的CTLが
検出された。これらのことから本モデルにお
ける肝障害はHBV特異的CTLが主役であると
考えられた。そこで、有効な治療法が確立し
ていないB型劇症肝炎に対する有効な治療法
していないためT細胞を標的とした薬剤であ
るCTLA4Igを用いてT細胞の活性化を抑制す
ることでHBV感染肝細胞の傷害が抑制できる
か否かについて検討を行った。PBMC移入前
にCTLA4Igを投与したところヒトアルブミン
値の減少やHBV DNA量の減少は認められず 
CTLA4IgによってHBV感染肝細胞の傷害が
阻害された。 
 
D. 考察 
 ヒト肝細胞キメラマウスにB型急性重症肝
炎治癒後の患者から得られたPBMCを移入す
ることで、HBV特異的なCTLによるヒトの劇
症肝炎を再現するモデルを作製した。 
 
E. 結論 
 本モデルマウスにより免疫学的機序による
ウイルス排除によるHBVの持続感染から治癒
を目指す治療を開発することが可能となった。 
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