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A. 研究目的 

B 型肝炎ウイルス（Hepatitis B 

Virus; HBV））の感染を原因とする B

型肝炎は、国内に約 150 万人の HBV 感

染者が存在すること、その一部は肝硬

変や肝癌に進行することから、大きな

研究要旨 

B 型肝炎ウイルス（Hepatitis B Virus; HBV）の感染を原因とする B 型肝炎

は、我が国に約 150 万人の HBV 感染者が存在すること、その一部は肝硬変や

肝癌に進行することから、大きな問題となっている。現在、B 型肝炎治療薬

としてはインターフェロン（IFN）や核酸アナログが使用されているが、種々

の問題から画期的抗 HBV 薬の開発が期待される。アンチセンスオリゴヌクレ

オチド（ASO）は、10～20 塩基長の化学合成オリゴヌクレオチドであり、相

補的な配列を有する標的遺伝子 mRNA に結合することで、その発現を高効率に

阻害すること、肝臓に効率良く集積することなどから、肝疾患に対する医薬

品として適しており、実際に C 型肝炎、高コレステロール血症などに対する

医薬品として承認・新規開発が進んでいる。本研究では、ASO を用いて HBV

の感染抑制を試みた。 



 

問題となっている。現在、B型肝炎治

療薬としてはインターフェロン（IFN）

や核酸アナログが使用されているが、

種々の問題から画期的抗HBV薬の開発

が期待される。アンチセンスオリゴヌ

クレオチド（ASO）は、10～20 塩基長

の化学合成オリゴヌクレオチドであ

り、相補的な配列を有する標的遺伝子

mRNA に結合することで、その発現を高

効率に阻害すること、肝臓に効率良く

集積することなどから、肝疾患に対す

る医薬品として期待されている。実際

に、PSCK9 に対する ASO は家族性高コ

レステロール血症治療薬として承

認・販売されており、C型肝炎ウイル

スの増殖に必須のmiR-122aの ASOは、

C型肝炎治療薬として臨床開発が進め

られている。そこで本研究では、HBV

感染を抑制可能なASOの開発を試みた。 

 

B. 研究方法 

B.1. HBx 遺伝子に対する ASO 

(ASO-HBx)の設計 

 HBV・HBx遺伝子において各Genotype

に保存されている領域に対し、449 種

の候補標的領域から選抜した 16 種の

ASO を化学合成した。それらの ASO に

は、標的に対する親和性の向上ならび

に分解に対する耐性の向上を目的に、

種々の化学修飾を施した。 

B.2．ASO-HBx による HBV 感染抑制 

 Genotype Dの HBV粒子を恒常的に産

生する HepG2.2.15.7 細胞に対し

ASO-HBx を終濃度 100 nM で

Lipofectamine2000 を用いて

Transfection した。Transfection72

時間後、細胞内の RNA を回収し、HBx 

mRNA 量を定量的 RT-PCR により定量し

た。さらに培養上清中の HBV ゲノム量

を定量的 PCR により検討した。 

B.3. ASO-HBx による細胞毒性の評価 

HepG2.2.15.7 細胞に ASO-HBx を上

記B.2.と同様に導入した。72時間後、

培養上清中の Lactate dehydrogenase 

(LDH)活性を LDH-細胞毒性テストワコ

ー（和光純薬）を用いて評価した。 

 

（倫理面への配慮） 

該当事項無し。 

 

C. 研究成果 

C.1. HBx 遺伝子に対する ASO の設計 

 本研究では、標的遺伝子として HBx

遺伝子を選択した。HBV ゲノムは 4つ

の遺伝子（HBx, Core, Pol, S）から

構成されている。HBx 遺伝子産物は、

HBV の複製、Reactive Oxygen Species 

(ROS)の産生など多くの機能を有して

おり、HBx 遺伝子の発現を抑制するこ

とでHBVの感染を大きく抑制可能であ

ることが報告されている（Shin et al., 

Virus Res., 2006）。設計にあたって

は、HBx 遺伝子の Genotype A-D 間で共

通の配列領域について設計した。共通



 

配列より 449 種の候補を生成し、既知

の免疫惹起モチーフ（CpG モチーフ）・

自己高次構造配列（GGGG モチーフなど）

を有するモノの排除、さらに結合力や

配列相同性のパラメータを考慮し、活

性アンチセンス核酸を選抜する独自

アルゴリズムを用いて16種選択した。

これら 16 種について BNA を搭載した

アンチセンス核酸を化学合成した。 

 

C.2. ASO-HBx による HBV 感染抑制 

 次に設計・合成した ASO-HBx を

Hep2.2.15.7 細胞に Transfection し、

HBV 感染抑制能について検討した。そ

の結果、2つの ASO において HBx mRNA

量が 60％以下に抑制された。さらに培

養上清中の HBV ゲノム量についても、

50％以下に抑制された。また、

Genotype D 以外の Genotype について

も HBx mRNA 抑制効果を検討したとこ

ろ、Genotype D のみならず、Genotype 

A-CのHBVにおいてHBx mRNA量を40％

以下に抑制することに成功した。以上

の結果より、ASO を用いて HBV の感染

を抑制可能であることが示された。  

C.3. ASO-HBx による細胞毒性の評価 

 さらに、ASO-HB の細胞毒性について

検 討 す る た め に 、 ASO-HBx を

Hep2.2.15.7 細胞に Transfection し、

培養上清中の LDH 活性を測定した。そ

の結果、上記 C.2 の検討において HBV

感染抑制効果を示した ASO では、未処

理群と比較し有意な細胞毒性は観察

されなかった。従って、細胞毒性によ

ってHBV感染が抑制されたのではない

ことが示唆されるとともに、ASO が高

い安全性を有することが示唆された。 

 

D. 考察 

近年、ASO は次世代の革新的医薬品

として大きな期待を集めている。ASO

は、キャリアーを必要とせずに単体の

状態で肝臓に送達可能であること、化

学的に大量合成可能であること、核酸

に化学修飾を施すことによって安定

性や組織移行性を付与することが可

能であるなどの特長を有している。既

に米国においては ApoB に対する ASO

が家族性高コレステロール血症に対

する治療薬として承認を受けている。

また miR-122a に対する ASO が C 型肝

炎治療薬として Phase IIa に進んでい

る。本研究では HBV 感染を抑制するこ

とを目的に、HBx 遺伝子に対する ASO

を設計し、その抑制効率を検討した。

HBV は 4 つの遺伝子から構成されてお

り、今回標的とした HBx 遺伝子以外に

もS遺伝子やpol遺伝子を標的として

siRNA を用いて感染抑制が見られるこ

とが報告されている。しかしながら、

HBx 遺伝子産物は種々のメカニズムを

介してHBVの感染ならびに症状の発症

に関与しており、本遺伝子をノックダ

ウンすることで高いHBV感染ならびに



 

発症の抑制が得られると考えた。今後

は更に多くのASOを用いてスクリーニ

ングを行うとともに、in vivo におけ

る HBV 感染抑制を試みる。 

 

E. 結論 

・ HBx 遺伝子を標的とした ASO を設

計するとともに、本 ASO を用いて

HBV 感染を抑制可能であった。 

・ HBV 感染抑制を示した ASO は、細胞

毒性を示さず高い安全性を有する

ことが示された。 

 

F. 健康危険情報 
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A. 研究目的 

 B 型肝炎ウイルス（Hepatitis B 

研究要旨 

B 型肝炎ウイルス（Hepatitis B Virus; HBV）の感染を原因とする B 型肝

炎は、我が国において緊急に克服すべき課題となっている。HBV の生活環

の解明や抗 HBV 薬の創成、および B 型肝炎発症機構に向けては、HBV 感染

モデルマウスの開発が必要不可欠である。これまで HBV 感染モデルマウス

としては、ヒト肝臓キメラマウス、もしくはプラスミドやアデノウイルス

ベクターを用いて HBV ゲノムを肝臓に導入したマウスが用いられてきた。

しかし、ヒト肝臓キメラマウスは重度の免疫不全のために HBV 感染による

免疫応答が評価できない。また HBV ゲノムを肝臓に導入したマウスでは、

HBV ゲノムの発現が一過性であり、慢性感染状態を再現できない。そこで

本研究では新生児マウスに HBV ゲノムをアデノウイルス（Ad）ベクターを

用いて導入することにより、HBV 慢性感染モデルマウスの作製を試みる。

まず本年度は HBV ゲノム搭載 Ad ベクターを作製するとともに、新生児マウ

スにおける遺伝子導入特性を検討した。 



 

Virus; HBV）の感染を原因とする B型

肝炎は、我が国において非常に多くの

患者を有すること、核酸アナログ製剤

などが開発されているが、薬剤耐性ウ

イルスの出現などの問題を有するこ

となどから、革新的な治療薬の開発が

求められている。B型肝炎の主要な症

状に、免疫応答を主因とする強い肝障

害が挙げられる。従って新規 B型肝炎

治療薬の創成に向けては、HBV に対す

る免疫応答も加味したHBV感染モデル

動物が必要不可欠である。これまで

HBV 感染モデル動物としては、ヒト肝

臓キメラマウスが用いられてきた。ヒ

ト肝臓キメラマウスは、肝細胞のほと

んどがヒト肝細胞に置き換わったマ

ウスである。ヒト肝臓キメラマウスで

は効率よく HBV が感染するが、極めて

高価であること、重度の免疫不全マウ

スであるため免疫応答を評価できな

いといった問題点を有する。また、野

生型マウスに Ad ベクターやプラスミ

ドを用いてHBVゲノムを導入し発現さ

せることも可能であるが（マウス肝細

胞ではHBV粒子は感染できないが、HBV

ゲノムを導入することで感染性の HBV

粒子が産生される）、この場合、肝細

胞中のHBVゲノム量が急速に減少して

いくため、一過性の HBV 感染しか模倣

できない。そこで本研究では、免疫機

構が成熟化していない新生仔マウス

に Ad ベクターを用いて HBV ゲノムを

導入することを試みることした。本年

度は、HBV ゲノム搭載 Ad ベクターを作

製するとともに、新生仔マウスにおけ

る Ad ベクターの遺伝子導入特性を評

価した。 

 

B. 研究方法 

B.1. HBV ゲノム搭載 Ad ベクターの開

発 

 Genotype A-Cの HBVゲノムを非増殖

型AdベクターゲノムのE1欠損領域に

挿入した。Genotype A-C の HBV ゲノム

は、田中靖人教授（名古屋市立大学大

学院医学研究科）よりご供与いただい

た。また遺伝子導入効率を補正するこ

とを目的に、Cytomegalovirus (CMV)

プロモーターによってドライブされ

る Gaussia Luciferase（gLuc）発現カ

セットをHBVゲノムの下流に挿入した

（Figure 1）。Ad ベクターの調製は、

improved in vitro ligation 法を用い

て調製した。 

 

B.2. HBV ゲノム搭載 Ad ベクターによ

る各種培養細胞への HBV ゲノム導入 

 上記 B.２で作製した Ad ベクターを

ヒト肝癌細胞株 HepG2 細胞に 300 

vector particle (VP)/cell もしくは

3000 VP/cell で作用させた。Ad ベク

ター作用 72 時間後、培養上清中の HBV



 

ゲノム量を定量的 PCR により、HBV 抗

原量（HBs 抗原、HBcr 抗原）を化学発

光酵素免疫測定法（CLEIA 法）を用い

て測定した。また培養上清中の gLuc

活性については、Gaussia Luciferase 

assay kit (New England Biolabs)を

用いて行った。 

 

B.3. Ad ベクターを用いた新生仔マウ

スへの遺伝子導入と遺伝子発現解析 

 CMV プロモーターによってホタルル

シフェラーゼを発現する発現カセッ

トを搭載したAdベクター（Ad-L2）を、

生後 2日のマウスに対し、眼窩静脈叢

より全身投与した。投与より 2 日後、

各臓器を回収し、ホモジネートを調製

した。遠心後、上清のルシフェラーゼ

活性を測定することで、遺伝子発現効

率を評価した。また、経日的に血液を

回収し、肝障害マーカーである血清中

の Alanine aminotransferase (ALT)

および Aspartate aminotransferase 

(AST)値を測定することで、Ad ベクタ

ー投与による肝障害を評価した。 

 

（倫理面への配慮） 

該当事項無し。 

 

C. 研究成果 

C.1. HBV ゲノム搭載 Ad ベクターの開

発 

マウス肝臓に高効率にHBVゲノムを

導入することを目的に、非増殖型 Ad

ベクターに HBV ゲノムを搭載した。さ

らに、遺伝子導入効率を補正すること

を目的に gLuc 発現カセットを挿入し

た。gLuc は分泌型ルシフェラーゼであ

ることから、倍養上清もしくは血液中

の gLuc 活性をそのまま測定すること

が可能である。本 Ad ベクターは、従

来の Ad ベクター作製法により効率よ

く調製することが可能であった。 

 

C.2. HBV ゲノム搭載 Ad ベクターによ

る各種培養細胞への HBV ゲノム

導入 

 次に作製した Ad ベクターが HBV 粒

子産生能を有するか検討するために、

ヒト肝癌細胞株である HepG2 細胞に

HBV ゲノム搭載 Ad ベクターを作用さ

せ、培養上清中の HBV ゲノム量ならび

に HBV 抗原量を定量した。これまでに

HepG2 細胞は、HBV ゲノム搭載プラス

ミドを Transfection することにより

HBV 粒子が産生されることが多く報告

されている。HepG2 細胞に HBV ゲノム

搭載Adベクターを作用させたところ、

Ad ベクター量依存的に培養上清中に

HBV ゲノムが検出された。さらに、HBs

抗原ならびにHBcr抗原が検出された。

本結果より、作製した HBV 搭載 Ad ベ

クターを肝細胞に作用させることに



 

よりHBV粒子が産生されることが示唆

された。 

 

C.3. Ad ベクターを用いた新生仔マウ

スへの遺伝子導入と遺伝子発現

解析 

 新生仔マウスへの HBV ゲノム搭載

Ad ベクター投与に先立ち、ルシフェラ

ーゼ発現 Ad ベクターを用いて新生仔

マウスにおける Ad ベクターの遺伝子

導入特性について検討した。生後 2日

の新生仔マウスの眼窩静脈叢より投

与したところ、肝臓において最も高い

発現が見られた。しかし、成体マウス

と比較するとその発現量は低く、肝臓

の次に高い遺伝子発現を示した心臓

との差は、成体マウスでは約 1500 倍

あったのに対し、新生仔マウスでは約

30 倍であった。また経日的にマウス肝

臓におけるルシフェラーゼ活性を測

定したところ、投与後徐々にルシフェ

ラーゼ活性は減少していき、投与 28

日目にはほとんどバックグラウンド

レベルにまで減少した。 

 次に肝障害マーカーである血清中

の AST, ALT 値を測定することにより

新生仔マウスにおける Ad ベクター投

与後の肝障害について検討した。その

結果、PBS投与群と比較し、有意なAST、

ALT 値の上昇は観察されなかった。以

上の結果より、Ad ベクターを用いるこ

とで新生仔マウスの肝臓に高効率か

つ安全に遺伝子導入可能であること

が示された。 

 

D. 考察 

 本研究ではHBV感染モデルマウスの

作製に向けて、HBV ゲノム搭載 Ad ベク

ターを作製するとともに、新生仔マウ

スにおける Ad ベクターの遺伝子導入

特性を明らかにした。Ad ベクターは他

のウイルスベクターと比較し高いタ

イターが回収可能であることや比較

的大きな遺伝子を搭載可能であるこ

とに加えて、静脈内投与後、肝臓に極

めて高効率に遺伝子導入可能である

ことから、HBV ゲノムをマウス肝臓に

送達するのに極めて適したベクター

であると言える。今回、HepG2 細胞に

本 Ad ベクターを作用させたところ、

培養上清中に HBV ゲノムならびに HBV

抗原が検出されたことから、HBV 粒子

が産生させているものと思われる。今

後は新生仔マウスに全身投与するこ

とでHBV慢性感染モデルマウスの開発

を試みる。 

 また本年度はHBV慢性感染モデルマ

ウスの開発に先立ち、新生仔マウスに

おける Ad ベクターの遺伝子導入特性

を検討した。新生仔マウスでは、獲得

免疫が未発達のため、Ad タンパク質に

対する免疫応答が起こらずに遺伝子



 

発現が長期間にわたり得られるもの

と期待される。すなわち HBV ゲノムを

長期間維持・発現することで、HBV 慢

性感染モデルマウスが得られると考

えた。新生仔マウスでは全身投与後、

肝臓において高い遺伝子発現が得ら

れたが、その効率は成体マウスと比較

して低いものであった。実際に肝臓中

の Ad ベクターゲノムコピー数を測定

したところ、成体マウスと比較して低

いものであった。新生仔マウスでは血

管が未成熟なために、投与した Ad ベ

クターが血管から漏れ出て抹消組織

に分布し肝臓への移行量が減ったも

のと思われる。 

 また肝臓における導入遺伝子の発

現は、投与後徐々に減少していき、投

与28日後には検出限界以下であった。

この原因のひとつとしては、新生仔マ

ウスの状態から成長するにつれて肝

臓も大きくなったために、肝細胞あた

りの Ad ベクターゲノム量も少なくな

ったためと思われる。しかし、Ad ベク

ターを用いて新生仔マウス肝臓に HBV

ゲノムを導入した場合、HBV ゲノムは

マウス肝細胞内で増殖することから、

新生仔マウスに導入し肝臓が大きく

なってもそれほど肝細胞あたりの HBV

ゲノム量は減少しないものと予想さ

れる。 

 

E. 結論 

・ HBV ゲノム搭載 Ad ベクターの作製

に成功し、HepG2 細胞に作用させる

ことにより、HBV 粒子を産生させる

ことに成功した。 

・ 新生仔マウスにAdベクターを全身

投与することにより、マウス肝臓

に高効率に遺伝子を導入すること

に成功した。 
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