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I. 総括研究報告書



 
               
 

 

厚生労働科学研究費補助金（B型肝炎創薬実用化研究事業） 

（総括）研究報告書 

 

ヒト/チンパンジー・マウスハイブリッド技術を利用した 
B型肝炎ウイルス感染モデルマウスの開発 

 

研究代表者 山村 研一 熊本大学生命資源研究・支援センター シニア教授 
 

研究要旨 

HBV 感染可能で、かつヒトと同様の免疫応答により B型肝炎を発症するマウスモデルの開発を目

的とし、(1) 基本となるヒト HLA classI 遺伝子(HHD)およびマウス(HHB)の入手と繁殖、(2)チンパン

ジー肝臓キメラマウス(CM)の作製、(3)ヒト肝臓置換マウス(HM)の作製、(4)HBV 肝炎モデルの確立

を行う。(1)については、ヒトの2-microglobulin、HLA-A2.1 の a1、a2、およびマウス a3 ドメイ
ンを連結した遺伝子(HHD)、マウスの H-2 class I を欠損し、代わりに HHD を持つマウス系統

「Tg(HLA-A2.1-h2m);H2-DB-/-;B2m-/- (HHB と略) 」を基本となるレシピエントマウスとし、このマウ

スからES細胞を樹立している。(1)については、多数のマウスを得るため体外受精の系を確立した。

(2)については、新型のセンダイウイルスベクターを開発し、チンパンジーの血液細胞からの

iPS(ciPS)細胞の樹立に成功した。樹立した ciPS は T細胞由来で、網羅的遺伝子発現パターンはヒト ES

や iPS と類似していた。ciPSh の HHD 遺伝子の導入に成功した。レシピエントマウスとして Hhex 欠損マ

ウスを樹立した。肝臓欠失マウスを作製するため Hhex 遺伝子を破壊した ES 細胞(ES HHB:Hhex-/-)の樹

立に成功した。(3)については、ヒト iPS を増殖させ、一方効率よく分化誘導する方法を確立した。ヒ

ト iPS 細胞への HHD 遺伝子導入に成功した。マウスの肝細胞を完全に死滅させるため、２つベクター、

SAP-Cre-ERT2(SC)および CAG-loxP-EGFP-loxP-DT-A(CD)を導入した HHB:SCCD マウスの樹立に成功した。

第 2のレシピエントマウスとしての HHB:Fah-/-マウスの樹立にも成功した。また、tamoxifen の経口投

与法および胎児の卵黄嚢血管からのヒト肝細胞の移植法を確立し、免疫応答正常で、肝臓ヒト化マウス

の作製に成功した。(4)については、CM や HM に HBV を感染させることを想定し、B型肝炎ウイルス抗原、

抗体などの各種血清学的検査、および炎症マーカーの測定法を確立した。また、iPS より分化誘導した

肝前駆細胞において、HBV のリセプターとなる taurocholate cotransporting polypeptide (NTCP)が発

現していること、実際に HBV-NL 株が感染できることを明らかにした。 
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Ａ．研究目的 

HBVキャリアは本邦でも 150万人存在し、治療

抵抗性であるとともに 10-20%に肝癌が発症する

ことから、慢性 B型肝炎発症機構の解析とそれに

基づく新たな治療法の確立は急務である。そこで、

HBV感染可能でヒトのクラス Iシステムを持ち免 



 

 

    

 

               
 
               



 
               
 

 

疫応答が正常な感染マウスモデルを作製し、病態

解析と治療法確立のための画期的なツールを開

発することを目的とする。研究の全体像を図に示

した。 

 

Ｂ．研究方法 

HBV が感染可能で正常の免疫応答を持つマウス

を作製することを目的とし、基本となるヒト HLA 

classI 遺伝子(HHD)およびマウス(HHB)の入手と

繁殖、チンパンジー肝臓キメラマウスの作製、ヒ

ト肝臓置換マウスの作製、HBV肝炎モデルの確立

を行う。それぞれの項目について平成 26年度は、

以下の研究を行う。 

１．基本となるヒト HLA classI 遺伝子(HHD)およ

びマウス(HHB)の入手と繁殖（山村、荒木） 

昨年度までに HHD遺伝子および HHBマウスを入

手し、ES:HHB 細胞も樹立しており、この項目は完

了している。 

２．チンパンジー肝臓キメラマウスの作製 

（１）チンパンジーiPS(ciPS)細胞の樹立、HHD遺

伝子導入、ciPSのナイーブ化（江良） 

１）チンパンジーiPS細胞の樹立（江良） 

①新型 SeVの開発 

昨年度までに通常のセンダイウイルスベ

クター (SeV)を用いて ciPS の樹立に成功し

ている。体細胞から iPS細胞の誘導効率を向

上させ、樹立早期にウイルス除去を可能とす

る新型 SeVを開発するために、Sox2、KLF4、

Oct3/4の初期化因子が１つのウイルスベクタ

ー上にタンデムに並んだベクターを作製す

る。そして、iPS 細胞の誘導効率やウイルス

の除去率等を調べる。 

②樹立した ciPS細胞の起源の解析（江良） 

ciPS 細胞の起源が T リンパ球かどうかを、

T リンパ球受容体（TCR）の再構成が生じて

いるかどうかで解析する。 

③ciPS細胞の網羅的発現遺伝子の解析（江良） 

ヒト ES やヒト iPS における遺伝子発現パ

ターンを比較するため、RNAを抽出後、DNA

マイクロアレイを用いて発現遺伝子の網羅

的解析を行なう。 

２）樹立した ciPS細胞への HHD導入（江良） 

HHBマウスと同じヒト class Iを発現させる

ため、樹立した ciPS 細胞へ HHD 遺伝子を導

入する。 

３）樹立した iPS細胞のナイーブ化（江良） 

マウス胚とのキメラ作製を行うためには、

ciPS細胞をよりマウスES細胞の状態に近づけ

ることが必要である。この作業をナイーブ化

と呼ぶ。最近発表された方法（Cell, 158: 

1254-1269, 2014)を参考にナイーブ化の条件を

検討する。 

（２）レシピエントマウスの作製（荒木） 

ナイーブ化したチンパンジー由来 iPS 細胞

とマウス胚との間でキメラマウスを作製する

ことで、チンパンジー細胞由来の肝細胞を持

つマウスを作製するため、肝臓発生のマスタ

ー遺伝子である Hhex 欠損マウスを作製する。 

（３）チンパンジーキメラマウスの作製（荒木） 

平成２７年度の実施予定である。 

３．ヒト肝臓置換マウスの作製 

（１）ヒト iPS 細胞への HLA 遺伝子導入と肝細胞

への分化誘導（山村） 

１）ヒト iPS から肝細胞への分化誘導（山村） 

昨年度までにヒト iPS から肝細胞への分化

誘導方法を確立している。しかし、iPS 細胞の

多分化能を失うことなく維持する方法や、そ

の iPS 細胞からの成熟肝細胞への分化誘導法

について、まだ開発の余地があるので、その

開発を試みる。 

２）ヒト iPS 細胞への HLA 遺伝子導入（山村） 

ヒト肝細胞を誘導するヒト iPS にも、この

HHD 遺伝子を導入し iPS:HHD を作製する。これ

により、胸腺で発現するヒトクラス I と移植

予定のヒト肝細胞で同じ HHD が発現している

こととなる。 

（２）レシピエントマウスの作製（山村、荒木） 

１）ES:HHB 樹立（荒木） 

昨年度までに HHBマウスより ES細胞の樹立

に成功している。 

２）HHB:SCCD マウス樹立（荒木） 

tamoxifen 投与時に、マウス肝細胞を死滅さ

せるため、ES:HHB に SCCD を導入し、それを用

いてマウス系統(HHB:SCCD)の樹立を行う。

SC:SAP-CreERT2 と CD:CAG-loxP-EGFP-loxP-DT

はそれぞれ別の遺伝子である。 



 
               
 

 

３）HHB:SCCD におけるマウス肝細胞死（山村） 

HHB:SCCD に tamoxifen を投与し、マウス肝

細胞を死滅させることができるかどうかを解

析する。 

４）Fah 欠損マウスの樹立（荒木） 

Fumaryl acetoacetate hydrolase (Fah)欠

損ホモ個体は、NTBC を飲用させれば正常に生

育するが、その飲用を止めると肝障害を発症

することが知られている。このマウス系統も

レシピエントとして樹立する。 

（３）ヒト肝臓置換マウスの作製（山村） 

１）tamoxifen 投与法の確立（山村） 

早期にマウス肝細胞の死滅を起こすため、

胎児期つまり妊娠マウスあるいは出生後から

tamoxifen を投与することを考えている。この

場合、通常の腹腔投与は望ましくない。そこ

で、経口投与法の開発を試みる。 

２）ヒト肝細胞移植法（山村） 

肝細胞を移植するより良い方法を開発する

ことを目指し、胎児期の卵黄嚢血管から細胞

を移植する方法は昨年度完成した。そこで、

ヒト肝細胞及び hiPS より分化誘導した肝細胞

hHepを移植し、肝臓ヒト化マウスを作製でき

るかどうかを検討する。 

４．HBV 感染・肝炎モデルの樹立（佐々木） 

（１）HBV 感染の条件の検討（佐々木） 

キメラマウスに肝炎ウイルスを感染させる

ために必要な条件を具体的に検討する。 

（２）HBV 感染状態の解析（佐々木） 

HBV の感染状態を解析するために必要な実

験系を確立する。 

（３）HBV の iPS 細胞への感染（山村、佐々木） 

キメラマウス作成に先行し、iPS 細胞から分

化させた肝細胞にHBVが感染可能か検証する。 

（４）HBV-cccDNA の発現制御メカニズムの解析

（佐々木） 

HBV-cccDNA の発現制御メカニズムに関与す

ると思われるエピジェネティクス関連因子に

ついての解析を行う。 

 

（倫理面への配慮） 

本研究ではインフォームド・コンセント等の同

意については該当しない。ヒト iPS 細胞は市販の

ヒト線維芽細胞より樹立したものか、すでに理化

学研究所バイオリソースセンターから配布して

いる株を用いる。ヒト iPS 細胞の樹立とそれを用

いた肝細胞への分化研究ならびにマウスへの移

植研究についてはすでに所属機関の倫理委員会

にて承認済みである。 

実験動物に対する動物愛護上の配慮に関して、

チンパンジーからのiPS細胞作製は末梢血液を採

取して行うために、当該機関である京都大学霊長

類研究所の倫理審査委員会での承認を得て行っ

た。採血の方法は通常にチンパンジーから採血し

ている方法に準じる。チンパンジー個体そのもの

は、この実験では用いる必要はないので、このこ

とに関する倫理委員会での申請は必要がない。 

マウス動物実験については、所属機関の委員会

での承認されており、機関内の指針を遵守し行う。 

 

Ｃ．研究結果 

１．基本となるヒト HLA classI 遺伝子(HHD)およ

びマウス(HHB)の入手と繁殖（山村、荒木） 

HHD および HHb は入手済みである。HHB マウス

は、自然交配では繁殖が悪いので、体外受精の

方法を確立した。 

２．チンパンジー肝臓キメラマウスの作製 

（１）チンパンジーiPS(ciPS)細胞の樹立、HHD遺

伝子導入、ciPSのナイーブ化（江良） 

１）チンパンジーiPS細胞の樹立（江良） 

①新型 SeVの開発 

Sox2、KLF4、Oct3/4の３つの初期化因子を

タンデムにつないだセンダイウイルスベク

ターを作成した。このベクターを使い、4%と

いう高効率で iPSを作製することができた。

この新型 SeV は温度感受性があるミュータ

ントで 38 度では増殖できない。そこでコロ

ニーを分離後すぐに培養温度を 37 度から 38

度に変更することにより、80%以上の高い割

合でウイルスを除去することができた。 

②樹立した ciPS細胞の起源の解析（江良） 

T リンパ球受容体（TCR）の再構成が生じ

ているかどうかで解析する。樹立したすべて

の ciPS 細胞で、TCR の再構成バンドが検出

されたので、樹立した ciPS細胞はすべて末梢

血液に存在するTリンパ球由来であることが



 
               
 

 

わかった。 

③ciPS細胞の網羅的発現遺伝子の解析（江良） 

ciPS 細胞は、Principle Component Analysis 

(PCA)およびクラスター解析において、ヒト

の ES 細胞、ヒト iPS 細胞のデータの近傍に

マッピングされた。このことは、作製した

ciPS細胞がヒトの ES細胞や iPS細胞に近い、

すなわち分化状態が一歩進んだプライムタ

イプの多能性幹細胞（胚の epiblast に類似す

る細胞）であることを示唆している。 

２）樹立した ciPS細胞への HHD導入（江良） 

HHD遺伝子が導入された ciPS細胞クローン

の樹立に成功した。 

３）樹立した iPS細胞のナイーブ化（江良） 

平成 25 年度に発表された方法  (Nature, 

504:282-286, 2013) を数回施行したが、全く

ciPS 細胞コロニーを得ることができなかった。

そこで、平成 26 年度 Cell 誌に報告された

Takashimaらの方法(Cell, 158: 1254-1269, 2014) 

の追試を行なっている。 

（２）レシピエントマウスの作製（荒木） 

HHB ES細胞と CRISPR/Cas9法を用い、

肝臓発生のマスター遺伝子であるHhex欠損マ

ウスの作製に成功した。 

（３）チンパンジーキメラマウスの作製（荒木） 

平成２７年度に実施予定である。 

３．ヒト肝臓置換マウスの作製（山村、荒木） 

（１）ヒト iPS 細胞への HLA 遺伝子導入と肝細胞

への分化誘導 

１）ヒト iPS から肝細胞への分化誘導（山村） 

ヒト iPS細胞では、多分化能を維持するため

に高い濃度の methionine とその代謝産物であ

る S-adenosylmethionineを必要とすること、こ

の methionine が低下すると、分化は促進され

ることを明らかにした。また、 synthetic 

nanofiber を用いると、分化誘導を促進するこ

とを明らかにした。 

２）ヒト iPS 細胞への HLA 遺伝子導入（山村） 

HHD の検出には Anti-HLA-A2 mAb (clone 

BB7.2)を使用できることがわかった。HHDを

iPS にエレクトロポレーションすることによ

り、iPS:HHDの樹立に成功した。 

（２）レシピエントマウスの作製（山村） 

１）ES:HHB 樹立（荒木） 

昨年度までに HHBマウスより ES細胞の樹立

成功している。 

２）HHB:SCCD マウス樹立（荒木） 

ES:HHB に SCCD を導入し、６系統(HHB:SCCD)

の樹立を行った。 

３）HHB:SCCD におけるマウス肝細胞死（山村） 

樹立した６系統のうち、１系統において、

tamoxifen 投与により劇症肝炎が生じ、マウス

が全例死亡することがわかり、任意の時期に

マウス肝細胞を死滅させることのできる系統

樹立に成功した。 

４）Fah 欠損マウスの樹立（荒木） 

ES HHB および CRISPR/Cas9 法を用い、Fah

欠損マウスの樹立に成功した。 

（３）ヒト肝臓置換マウスの作製（山村） 

１）tamoxifen 投与法の確立（山村） 

tamoxifen 0.1g を粉末餌 200g によく混ぜ、

Y 式マウス用粉末給餌器を用いて投与するこ

とにより、効率よくCreERT2が核内に移行し、

通常の腹腔内投与とほぼ同じかよりよい効率

で、loxP 間の組換えを起こすことを確認した。

したがって、経口投与法を確立した。 

２）ヒト肝細胞移植法（山村） 

胎児期の卵黄嚢血管から、ヒト肝細胞及び

hiPS より分化誘導した肝細胞 hHep を移植し、

肝臓ヒト化マウスを作製する方法を確立した。 

３）ヒト肝臓置換マウスの作製 

上記の１）と２）の技術を用い、免疫応答

正常で、ヒト肝臓置換マウスの作製に成功し

た。 

４．HBV 感染・肝炎モデルの樹立（佐々木） 

（１）HVB 感染の条件の検討（佐々木） 

文献的な考察から、マウス１体当り 1×105～

106copy の投与で感染が成立しうると考えられ

る。 

（２）HBV 感染状態の解析（佐々木） 

実臨床において、ELISA法によるHBsの定
量、qPCR 法による HBV-DNA の定量等行っ
ており、これらを用いてその判定を行うこととし

た。 

（３）HBV の iPS 細胞への感染（佐々木） 

iPS 由来肝芽様細胞において HBV の感染に



 
               
 

 

必 要 な taurocholate cotrans -porting 

polypeptide (NTCP)が発現していることを確

認した。また、HBV に luciferase 遺伝子を組

み込んだ HBV-NL 株(下遠野先生より供与)が

iPS 由来肝芽様細胞に感染することを確認し

た。 

（４）HBV-cccDNA の発現制御メカニズムの解析

（佐々木） 

HBV-DNA 内にエピジェネティックな調節機

構の key分子の一つである CTCFの結合が予想

される配列が存在することを見出した。この

ことからHBV-cccDNAからの転写活性の制御に

CTCF が関与していることが示唆された。 

 

Ｄ．考察 

１．チンパンジー肝臓キメラマウスの作製 

ciPS 細胞に関しては、樹立および HHD の導入に

成功し、残された問題は、ナイーブ化だけとなっ

た。マウス ES や iPS の分化状態は、胚盤胞の内

部細胞塊と同じで、キメラ形成能と生殖系列への

伝達率が極めて良く、naïve state にあると言わ

れている。一方、ciPS やヒト iPS は、分化状態が

一歩進んで円筒胚の epiblast と同様で、primed 

state にあると言われている。このままではキメ

ラ形成能が極めて低い。このため、primed state

から naïve stateにする必要がある。すでに naïve

化の方法はいくつか報告されており、その中でも

高島らの方法は再現性が高いと考えられており、

この方法を用いて行う予定である。naïve 化され

れば、すでに作製済みの HHB:Hhex-/-マウスの胚と

の間でキメラ作製を行う予定である。HHB:Hhex-/-

マウスでは、肝臓が全く形成されないので、その

部分を ciPS 由来の細胞が分化誘導され、肝臓形

成を行うことを期待している。 

２．ヒト肝臓置換マウスの作製 

ヒト iPS 細胞からの肝細胞の分化誘導、HHD 遺

伝子の導入法については完了した。また、

HHB:SCCD マウスも樹立に成功している。そして、

ヒト肝臓置換マウスについても、卵黄嚢血管経由

でヒト肝細胞移植すれば、免疫応答が正常かつヒ

ト化したマウスにおいて、ヒト肝臓置換マウスを

作製できることを明らかにした。現在、ヒト肝細

胞による高置換率のヒト肝臓置換マウスを得る

ため、tamoxifen 等の投与時期の決定を行ってい

るところである。今後の課題は、HBV を感染させ、

HBV の抗原を標的とした肝炎が発症するかどうか

である。このためには、細胞障害性 T細胞が、胎

児期にヒトクラスI抗原で教育されている必要が

あるが、HHB を使用しており、この点は問題がな

いと考えている。 

３．レシピエントマウスの供給体制 

HHB マウスは、もともと自然交配による繁殖が

あまりうまくいっていない。そこで、精子表面よ

りコレステロール分子を引き抜く活性の高い精

子前培養液(FIRTIUP)と卵子の透明帯を薄くする

効果のある体外受精用培地(CARD medium)を用い

たところ、体外受精により高い受精率を得ること

が出来た。これにより、レシピエントマウスの供

給体制についても目処が立った。 

 
Ｅ．結論 

チンパンジー肝臓キメラマウスの作製につい

ては、ciPS のナイーブ化とそれを用いたキメラ作

製を残すのみとなり、予定どおり研究計画を達成

した。 

ヒト肝臓置換マウスの作製については、ヒト肝

細胞による高置換率のヒト肝臓置換マウスの作

製の直前まで研究は進行し、予定どおり計画を達

成した。 

今後、HBV 感染・肝炎モデルの樹立を行う予定

である。 
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ズを示すクローンが多かった。そこで、

えた相同組換えクローンから得られた

の３クローンを用いてキメラマウスを作製、

クローンから生殖系列キメラを得ることが

レシピエントマウス供給体制の構築

は自然交配では妊娠効率も低く、産

仔数も少ない。♂の精巣を観察したところ、野生

に比べ小さいので、精子側の原因と考えら

でも、精子は採取出来るものの、

に低率であった。そこで

生命資源研究・支援センターで開発された精子前

と体外受精用培地(CARD medium)

用いて体外受精を行ったところ、９割以上とい

う高率で受精卵を得ることが出来、また、移植成

績も良好であった。胚移植により得られた♀の産

日齢で過排卵を誘発することで卵子を大

量に得ることもできた。これにより、樹立したラ

インを胚凍結により保存、実験の必要に応じて解

凍・移植を行って供給できる体制が確立できた。

SCCD コンストラクトを

細胞クローンから７系統ものマウス系統

を樹立したが、トランスジーンが安定に伝わり、

かつタモキシフェン投与による肝障害の誘導

、HHB;SCCD
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系統のみであった。ノックアウトマウスと異なり、

過剰発現コンストラクトの場合には導入遺伝子

がゲノム上に組み込まれても発現する確率は２−

３割であるから、７分の１という確率は妥当であ

ると言える。この系統のヘミ接合体は EGFP蛍光

によって容易に遺伝子型判定が可能で、また、外

見上正常に生育し、体外受精効率においても親系

統の HHBと全く同様であるので、今後のヒト肝

細胞移植研究に大いに貢献すると期待される。 

また、SCCDコンストラクトのように、発現し

たものが細胞死を起こす系では、発現が失われた

細胞が増殖する危険が常に存在する。今回、Fah

欠損マウスの樹立にも成功したので、SCCDを

Fah欠損バックグラウンドにすることにより、よ

り高率でヒト肝細胞置換ができるかどうかも検

討する。 

Hhex 欠損マウスも予定通りに樹立に成功した。

キメラマウス作製の際には、ヘテロ接合体同士の

体外受精で得られた胚を用いる必要があり、しか

もその中でホモ接合体である確率は４分の１で

あるから、かなり多くの胚を凍結する必要がある。

今後、体外受精でヘテロ接合体の数を増やし、キ

メラマウス作製に用いるモルラ胚での凍結を行

う予定である。 

HHB マウスでは、低い繁殖効率が問題であった

が、精子表面よりコレステロール分子を引き抜く

活性の高い精子前培養液(FIRTIUP)と卵子の透明

帯を薄くする効果のある体外受精用培地(CARD 

medium)を用いた体外受精により、高い受精率を

得ることが出来た。本研究では、ヒト肝細胞のレ

シピエントマウス供給や、チンパンジーiPS との

キメラマウス作製のレシピエント胚供給のため

に、計画的かつ大量に胚を得る必要があり、市販

されていない HHB マウスでそれを行うためには、

体外受精と胚凍結による計画的マウス生産体制

の構築が必須であった。今後は、樹立できた系統

を用いて体外受精を繰り返し、保存凍結胚の数を

増やし、移植やキメラマウス作製の実験計画に応

じて，マウスや胚を供給できるようにする。 

 

Ｅ．結論 

HHB マウスから樹立した ES 細胞を用い、肝細胞

を欠失させるためのコンストラクトである SCCD

を導入したトランスジェニックマウス系統の樹

立、Fah 遺伝子欠損マウスの樹立に成功した。ま

た、肝細胞を欠損するマウスである Hhex 遺伝子

欠損マウスの作出にも成功した。さらに、これら

のマウス系統を体外受精で計画的に増殖させる

体制も確立した。 

 

Ｆ．健康危険情報 
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チンパンジー由来 iPS 細胞の樹立、解析とナイーブ化 

 

研究分担者 江良 択実 熊本大学発生医学研究所 教授 
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研究要旨 

人工多能性幹細胞（iPS 細胞）は、皮膚由来線維芽細胞や末梢血液細胞に４つの初期化因子(Sox2, 

KLF4, Oct3/4, cMyc)を発現させることで容易に作製できる。この細胞は試験管内で容易に増幅可能で

あり、さまざまな細胞を作り出す能力を有する。加えて、マウス iPS細胞の場合、胚への移植によって

すべての組織に分化することができる。本研究では、キメラマウスの中で肝臓細胞をチンパンジー細胞

へ置換し B型肝炎モデルを樹立することを全体の目的とする。この全体の目的達成のために本分担研究

では、チンパンジー由来 iPS (ciPS) 細胞を樹立する。樹立には、国内で開発されたセンダイウイルスベ

クターを用いる。この方法では、iPS細胞作製に用いる初期化因子が染色体に組み込まれないために、

外来因子に依存しない iPS細胞を作製できる。平成 26年度は、新型ベクターによりチンパンジーの血

液細胞から ciPS 細胞を樹立するとともに、その起源や網羅的遺伝子発現について解析を行なった。さ

らに、ヒト HLA コンストラクトを導入する条件を検討して至適条件を確立し、このコンストラクトの

導入を行った。キメラ化するには iPS細胞のナイーブ化が必要である。その条件についても検討を行な

った。

Ａ．研究目的 

B型肝炎ウイルス（HBV）保有者は国内に 150

万人程度と言われ、5-10％が肝炎を発症し、肝硬

変、肝癌に進行する。インターフェロンの投与で

の中和抗体獲得例が全例ではないこと、核酸アナ

ログ製剤の長期投与後に薬剤耐性ウイルスの出現

と肝炎の再燃が起こること、が問題となっている。

かかる状況において、HBV肝疾患の病態の解明と

新規治療法の確立を目指すために、HBV感染可能

な小動物（マウス等）、特に免疫応答が正常な感染

マウスモデルの開発が必要である。 

本研究では、 HBV が感染可能で正常の免疫応

答を持つマウスを作成することを全体の目的とす

る。HBVはヒト以外ではチンパンジーに感染する。

そこで、マウスの中で肝臓細胞をチンパンジー細

胞へ免疫状態が正常な状態で置換できれば、HBV

感染可能で正常な免疫応答を持つマウスを作成す

ることができる。 

一方、人工多能性幹細胞（iPS細胞）は、皮膚由

来線維芽細胞や末梢血液細胞に４つの初期化因子

(Sox2, KLF4, Oct3/4, cMyc)を発現させて作製する。

この細胞は試験管内で容易に増幅可能であり、さ

まざまな細胞を誘導し作り出すことができる。加

えて、マウス iPS 細胞の場合、胚への移植後、体

内すべての組織へ分化することができる。そこで

チンパンジーから iPS 細胞を樹立し、肝臓欠失マ

ウスとのキメラマウスを作成すれば、肝臓細胞を

チンパンジー細胞へ置換したマウスが作成可能で

あることが予想される。平成 26年度は、チンパン

ジーの血液細胞から樹立した ciPS細胞についてそ

の起源や遺伝子発現についての解析を行なう。さ

らにヒト HLA コンストラクトを導入する条件を

検討し、コンストラクトを導入する。また、ナイ

ーブ化についても条件検討を行なう。 

一方、チンパンジーの血液からの iPS 細胞の樹

立では従来のセンダイウイルスベクターでは、著

しく作成効率が悪く樹立が困難であったために新

たなセンダイウイルスベクターについても開発を



 
               
 

 

行う。 

 

Ｂ．研究方法 

1. 新型センダイウイルスベクター (SeV) の開発 

体細胞から iPS細胞の誘導効率を向上させ、樹立

早期にウイルス除去を可能とする SeVを開発する

ために、Sox2、KLF4、Oct3/4の初期化因子が１つ

のウイルスベクター上にタンデムに並んだベクタ

ーを作成する。このベクターを用いて、ヒト線維

芽細胞や血液細胞からの iPS 細胞の誘導効率やウ

イルスの除去率等を調べる。さらにチンパンジー

血液からの作成を行なう。 

2. 樹立した ciPS細胞の解析 

（１）ciPS細胞の起源の解析 

樹立した ciPS細胞を、試験管内にて増殖させゲ

ノム DNAを抽出する。抽出した DNAを制限酵素

にて処理した後、電気泳動を行なう。電気泳動後

のゲルをナイロンメンブレンンにトランスファー

後、Tリンパ球受容体（TCR）のプローブにてサ

ザンブロティングを行い、TCR遺伝子の再構成の

解析を行なう。 

（２）ciPS細胞の網羅的発現遺伝子の解析 

ciPS細胞から RNAを抽出後、DNAマイクロア

レイを用いて発現遺伝子の網羅的解析を行なう。 

2. 樹立した ciPS細胞への遺伝子導入 

樹立した ciPS細胞へ HHD (ヒト MHC の2m 及び

HLA-A2.1の1-2と、マウスMHC H2-Dbの3 domain

を融合した遺伝子)を導入する。導入後ハイグロマ

イシンによるセレクションを行なうためのハイグ

ロマイシン濃度決定を行うため様々な濃度で iPS

細胞の維持培養を行う。 

3. 樹立した iPS細胞のナイーブ化 

ヒトおよび ciPS細胞から in vivoにて効率よく

様々な組織を構築するには、これらの iPS細胞を

よりマウス ES細胞の状態に近づけることが必要

である。この作業をナイーブ化と呼ぶ。平成 25, 26

年度に発表された方法(Nature, 504: 282-286, 2013;  

Cell, 158: 1254-1269, 2014)を参考にナイーブ化の

条件を検討する。 

(倫理面への配慮) 

（１）倫理審査等 

血液細胞からヒト由来 iPS細胞作製とその解析

については倫理委員会ですでに承認済みである。

ヒト血液細胞の採取は同意のもと健常人ボラン

ティア１名から行う。一般診療に用いられる方法

で上腕より 10ml ヘパリン加採血を行う。したが

って危険はない。iPS 細胞作製にあたり、チンパ

ンジーからのサンプルは、愛知県犬山市にある京

都大学霊長類研究所に飼育中のチンパンジーか

ら、健康診断で行う採血の余剰血を用いる。研究

所内での共同研究申請を行い承認のもと行って

いる。 

（２）人権擁護上の配慮 

本研究は、個人ゲノムそのものの情報を得るわ

けではない。また、研究の成果を学術雑誌に投稿

することや、学会等で発表する場合、個人が特定

される個人情報は公表されることはない。血液細

胞、作製した iPS 細胞は所属機関において施錠で

きる研究室にて管理し、一般の人々やこの研究に

関係ない他の研究者の目に触れることはない。し

たがって、iPS細胞から個人の特定の情報につなが

ることはない。また、ヒト iPS 細胞から個体を作

製すること、ヒト胚への導入、ヒト胎児への導入、

生殖細胞の作製は、行わない。 

（３）不利益・危険性の排除や説明と同意 

サンプル採取には、研究目的・予想される成果、

患者情報の保護、予想される不利益等を同意書に

記述している内容に準じて、担当医からの十分な

説明の後(必要であれば代表申請者も同席して）、

同意（インフォームド・コンセント）を得て行う。 

本研究による成果が知的財産権の対象になる場

合もあるが、提供者に権利が帰属したり、利潤を

得ることはない。サンプル提供者にご負担してい

ただく必要経費はなく、また、サンプル提供によ

る謝金・交通費の支給もない。研究にかかる費用

については、研究費から支出する。 

4) 利益相反について 

本研究での利益相反関連事項はない。 



 

 

Ｃ．研究結果
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定したハイグロマイシン濃度は
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た細胞がヒトの ES細胞や iPS

ちプライムタイプの多能性幹細胞（胚の

に類似する細胞）であることを示唆している。
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細胞コロニーをピックアップした。ピックアップ

した ciPS細胞を増幅後、ゲノム DNAを抽出し、

導入した遺伝子を特異的に認識するプライマーを

用いて PCRを行った。その結果、6個のクローン

において HHD遺伝子が導入されていることが確

認された。 

4.  ciPS細胞のナイーブ化 

効率よくキメラマウスを作製するためには、

ciPS細胞をよりマウス ES細胞の状態に近づける、

いわゆるナイーブ化が必要である。平成 25年度に

発表された方法 (Nature, 504:282-286, 2013) を数

回施行したが、全く ciPS細胞コロニーを得ること

ができなかった。そこで、この方法によるナイー

ブ化をあきらめて、平成 26年度 Cell誌に報告され

た Takashimaらの方法(Cell, 158: 1254-1269, 2014) 

の追試を行なっている。現在、Nanogと Klf2の

cDNAを ciPS細胞に導入してコロニーの形態を観

察中であるが、通常のプライム型のコロニー形態

がこれらの遺伝子導入によってより未分化なコロ

ニータイプに変化しているのが観察された（図４）。

この方法によるナイーブ化を引き続き行なってい

く予定である。 

 

Ｄ．考察 

線維芽細胞樹立のためには生検が必要であり、

コロニーが肉眼で確認でき、ピックアップできる

までに約 1ヶ月かかる。従来型の SeVでは、そこ

からウイルス除去までさらに 3 か月程度を要して

いたが、新型ではコロニーピックアップ直後に

80%以上のコロニーでウイルスが除去される。こ

れは、従来型はMycのみが温度感受性ウイルスで

あったが、新型では１つの温度感受性ウイルスに 3

つの初期化因子を挿入したためと考えられる。さ

らにこのベクターを用いると血液細胞からも容易

に iPS 細胞の樹立が可能である。血液細胞由来の

細胞を iPS 細胞作製のソースとすることで、ヒト

の場合、皮膚生検を行わずに末梢血液で iPS 細胞

作製が可能となるために安全かつ容易に行える。 

チンパンジー2個体より末梢血液を採取し、Tリ

ンパ球を刺激後、iPS 細胞樹立を樹立した。この

ciPS細胞は、予想通り末梢 Tリンパ球由来である

ことがサザンブロット法にて確認できた。また網

羅的な発現遺伝子の結果から、ciPS 細胞はヒトの

ES/iPS 細胞らと同じく、プライムタイプの多能性

幹細胞であった。そのためによりキメラ作成能力

を獲得させるために、ナイーブ化を行なっている。

しかしながら、平成 25年度に発表された方法では

全くナイーブ化させることはできなかった。現在、

平成 26年度に発表された方法を試している。 

新しく作成したセンダイウイルス・ベクターは、

ヒトあるいはヒト類縁の霊長類の末梢血液細胞よ

り iPS 細胞の樹立に成功したが、このように皮膚

生検が難しいケースの iPS 細胞樹立には非常に有

用であると考えられる。 

 

Ｅ．結論 

ヒトあるいはチンパンジーの末梢 Tリンパ球か

ら簡単に iPS細胞を樹立できる新型ベクターを開

発した。このベクターを使って樹立した iPS細胞

は末梢 Tリンパ球由来で、網羅的遺伝子発現パタ

ーンよりプライムタイプの iPS細胞であった。ナ

イーブ化は発表された方法どれもが容易に追試で

きる技術ではなく、その技術の実行に様々なノウ

ハウがあると考えられる。 
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研究要旨 

B 型肝炎ウイルス(HBV)はヒトとチンパンジーにしか感染せず、慢性化のメカニズムや治療法の開発が困難

であった。またHBV既感染患者は免疫抑制時に肝炎を発症することがあり(de novo肝炎)、近年その病態が注

目されている。本研究ではHBVが感染し、かつ免疫応答により肝炎が発症するキメラマウスモデルを確立し、B

型肝炎ウイルス(HBV)の慢性化や de novo肝炎発症のメカニズム、治療法の開発に貢献する。マウス開発に先

行して iPS由来肝芽様細胞がHBV感染能を備えていることを確認した。また、キメラマウスを用いたHBV感染

実験に必要な HBV 抗原、抗体などの各種血清学的検査、および炎症マーカーを利用した感染成立および肝

炎発症の測定法を確立した。

Ａ．研究目的 

B 型肝炎は肝炎、肝癌の主要な原因の 1つである

が、HBV 感染の慢性化のメカニズムなど、その病態

は未だに解明されない部分が多い。なかでもキャ

リア患者からの HBV 再活性化や HBV 感染既往患者

から免疫抑制時に発症する de novo B 型肝炎につ

いては研究が進んでいない。HBV 再活性化の解析に

は免疫機能は破綻していないことが必要であるが、

その解析に適した実験動物が不在であったことが

その理由の一つである。 

de novo 肝炎は、B型急性肝炎治療後に肝細胞内

に存在する HBV-covalently closed circular DNA 

(cccDNA)がその原因と考えられている。 

HBV の肝細胞内の生活環では HBV 粒子は感染後

に不完全 2 重鎖である HBV-Relaxed circular 

DNA(rcDNA)から完全2重鎖のHBV-cccDNAに変換さ

れる。そこからウイルス粒子の構成蛋白質をコー

ドする mRNA が転写され、逆転写により複製された

HBV-rcDNA とともに HB ウイルス粒子を形成する。

このHBV-cccDNAからの転写活性が低ければ肝炎は

顕在化しないと考えられる。免疫抑制状態では

HBV-cccDNA からの転写が活性化することにより肝

炎が再燃し、de novo 肝炎を生じると考えられてい

る。しかし免疫抑制による HBV-cccDNA の再活性化

のメカニズムは解明されていない。 

また活動性の B 型慢性肝炎においては HBV-RNA

から HBV-rcDNA への逆転写を抑える核酸アナログ

が治療に用いられているが、投与により血清中の

HBV-DNA が測定感度以下になっても核酸アナログ

の投与中止により血清 HBV-DNA が再検出される。

これはHBV-cccDNAからの転写活性が高いことを示

しており、この点からも HBV-cccDNA には転写活性

が高い状態とほとんどない状態の少なくとも 2 つ

以上の状態が存在することが示唆され、転写活性

の調節にはエピジェネティクスの関与が考えられ

る。 

その中で CCCTC-binding factor (CTCF) はエ

ピジェネティックな要因の 1 つであるクロマチン



 
               
 

 

高次構造を制御する key 分子とされ、様々な生命

現象に関与することがわかっている。私達は肝炎

肝癌誘導遺伝子の制御にCTCFが関与していること

を報告した（渡邊ら、2012）。また、HBV と同様に

逆転写酵素を用いる他のウイルスにおいても CTCF

がヒトへの感染様式に関与することを現在報告中

であり（佐藤らと共同研究、in revise）、HBV にお

いてもその生活環にCTCFが関与する可能性は十分

にある。加えて、HBV-cccDNA は肝細胞核内でスー

パーコイル状の高次構造を呈しており、その形態

からも転写活性の調節に HBV ゲノムの高次構造が

関与している可能性が示唆される。 

本研究では、HBV 感染による急性肝炎、慢性肝炎

のみならず、キャリア再活性化、de novo B 型肝炎

など、想定するすべての病態を再現しうるマウス

が開発される予定である。これにより慢性肝炎の

再活性化、de novo B 型肝炎発症などの、免疫不全

マウスや培養細胞系のみでは解析しえなかったメ

カニズムの解析が可能となる。得られた結果に基

づきHBV-cccDNAの排除を目指す新たな創薬に寄与

する。 

この中で私達の担当は、作成されたキメラマウ

スへの HBV 感染実験系を確立すること、並びにそ

れを用いHBV-cccDNAの解析を中心とした肝炎発症

メカニズムの解析を行うことである。 

 

Ｂ．研究方法 

平成 26 年度は（１）報告例を基に、作製された

キメラマウスに肝炎ウイルスを感染させるために

必要な条件の検討、（２）キメラマウス完成後に HBV

解析に必要となる実験系の確立、（３）キメラマウ

ス作製に先行し、iPS 細胞から分化させた肝細胞に

HBV が感染可能かどうかの検証、（４）HBV-cccDNA

の制御メカニズムに関与すると思われるエピジェ

ネティクス関連因子についての解析を行う。 

 

Ｃ．研究結果 

（１）完成したキメラマウスに対する感染のシュ

ミレーション 

マウスへの HBV 感染条件を文献的に考察した。

茶山らは HBV 感染患者の血清を 5uL 尾静脈より静

注することによりマウスへの感染をなし得たと報

告している(Hepatology, 2005)。該当患者の血液

中の HBV-DNA 量と併せて考察するとマウス１体当

り 1×105～106copy の投与で感染が成立しうると

考えられる。 

（２）HBV 感染の確認法、慢性肝炎等各肝炎モデル

の診断 

本研究課題のキメラマウスを用いた HBV 感染に

よる肝炎発症実験においては B 型肝炎ウイルス抗

原、抗体などの各種血清学的検査、および炎症マ

ーカーを利用する。具体的には、マウス血清を用

いて、ELISA 法による HBs の定量、qPCR 法による
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