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研究要旨 

  B 型肝炎ウイルス（以下 HBV）は、血液製剤の安全性確保のために重要なウイルスである

が、in vitro で効率よく増殖する培養系は確立されていない。今年度は HBV 陽性血漿から

感染が成立するクローンを選択し、されに遺伝子改編を行うことで親株より約 20 倍感受性

が高い細胞株を樹立することができた。 

また、「Pheophorbide a」の各種細胞株における増殖性に与える影響を検討したところ、

赤血球液での病原体不活化に必要な40μg/mLにおいてB細胞の増殖性に著明な抑制が生じ

ることが明らかとなった。 

 

A.研究目的  

  輸血用血液は、スクリーニング検査の進歩

によって感染症の発生頻度は激減したが、全て

の病原体をスクリーニングすることは困難で

ある。また、新興・再興感染症のアウトブレイ

ク時など検査体制が構築されるまでの対応な

ど、更なる輸血用血液製剤の安全性を向上させ

るために病原体不活化技術の開発は重要であ

る。これまで我々は、赤血球製剤に応用できる

新しい病原体不活化法として腫瘍の治療に用

いられている光化学治療法を応用した新しい

方法の開発を目指している。これまでにクロロ

フィルの分解産物である「Pheophorbide a」が

有望な赤血球の病原体不活化法であることを

報告した。その一方で不活化法の評価に用いる

B型肝炎ウイルスの培養系がなく、モデルウイ

ルスとして仮性狂犬病ウイルス（以下 PRV）が

用いられてきたがPRVはヘルペスウイルス科に

属し大きさや遺伝子構造が異なっているため  

HBVの In vitro感染系の開発が必要となってい

る。また、診断法やスクリーニング検査の評

価・開発のために感染者から多量の採血をする

ことは倫理的に困難である。これらを解決する

ために感染性を有するHBV産生細胞株の樹立も

目指した。 

  

Ｂ.研究方法 

1.HBV産生細胞株の樹立 

 これまで報告された方法はプラスミドに HBV

の全長に全長の 0.3倍分の HBV を結合させた 

HBV をクローニングし、それを肝癌細胞に遺伝

子導入してその上清を濃縮して感染に使用し

た。我々は Phi29 DNA ポリメラーゼ がプライ

マー 存在下に環状二重鎖 DNA に作用させると

プライマー から DNA を複製し、複製起点に達

しても合成された DNAを剥がして DNA合成が続
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く点に注目して RCA(Rolling Circular 

Amplification)法によってHBVの全長がタンデ

ムに結合した DNA を in vitro で作成した。そ

のために５末をリン酸化したプライマーを用

いて通常の PCR によって HBV の全長を増幅し、 

self-Ligation によって環状二重鎖の DNA を作

成した。４箇所にプライマー を合成し、30 度

にて 16時間 RCA（関東化学社）を行った。RCA

産物は精製し、ネオマイシン、又はピューロマ

イシン耐性遺伝子が組み込まれたプラスミド

と共に肝癌細胞株 HepG2-NTCP(国立感染症研

究所渡士博士より譲渡)、又は胃癌由来 FU-97

株に遺伝子導入した。遺伝子導入２日後から薬

剤による選択を行い、96 穴プレート 5 枚にクロ

ーニングした。増殖してきた細胞株は上清をエ

スプライン（富士レビオ社）にて HBs 抗原の有

無をスクリーニングした。抗原陽性細胞は、さ

らにその上清のHBV-DNA量を定量してHBV産生

株を選択した。 

2.HBV 高感受株の樹立 

 肝癌細胞株 HepG2-NTCP を 5 枚の 96 穴プレー

トに１穴当たり 1/3 個になるように蒔き、50

個の形態的に特徴のある細胞クローンを選択

した。これらに日本赤十字社から供給された

HBV陽性血漿を 1,000倍に希釈して感染させ 21

日間培養した。培養は 10％FCS-DMEM に最終濃

度 4％になるようにポリエチレングリコールと

同２％になるように DMSO を添加した。培養上

清の HBV-DNA を定量 PCRで測定し、HBV産生株 

4-3株と 6-3を選択した。さらに高感受性株を

作るために薬剤耐性遺伝子と Cas9 が組み込ま

れたプラスミドを用いて DNA センサーである 

STING遺伝子を改変した。ネオマイシンやピュ

ロマイシンでクローンを選択した。各クローン

は、仮性狂犬病ウイルス (以下 PRV)を添加しウ

イルスに対する感受性を評価した（図２）。高

感受性株に対しては 100 倍と 1000 倍に希釈し

た HBV 陽性血漿を添加し、３〜４日間隔で培養

液を交換した。感染 12 日目に培養上清と細胞

のHBV-DNA定量を行い高感受性細胞を選択した。 

3. Pheophorbide-a の毒性に関する評価 

毒性を検討するために赤血球液を遠心し、MAP

液を取り除き、代わりに 10%FCS-RPMI で置換

した。これに Pheophorbide-a を最終濃度 30

μg/mL、又は 40μg/mL になるように添加した

赤血球液 10mL を 6 穴プレートに移し、150 

rpm/m で攪拌しながら 2 万ルクスの赤色光照

射を 15 分、30 分それぞれ行った。照射した

赤血球液は遠心し、上清を回収した。これを

１mL ずつ分注し、CEM 細胞（T 細胞株）、TPH

細胞（単球株）、RAJI 細胞（B 細胞株）を２

X105/well 添加し、4 日間培養した。2 日目と

4 日目に細胞数を測定し、細胞の増殖に与え

る影響を評価した。 

 

Ｃ.研究結果 

 1.HBV産生細胞株の樹立 

全長を増幅した HBV 遺伝子の５末、３末とも

blunt であるため self-ligation の効率が悪

かった。そこで HBV には一ヶ所 BamH1サイト

があることから BamH1 を含むセンスとアンチ

センスのプライマー を作成し全長を増幅し

た。 BamH1で消化し self-ligation した。こ

れによって RCA が効率よく増幅され多数のク

ローンを得ることが出来た。クローンは培養

上清中の HBs 抗原の有無でスクリーニングを
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かけ、最終的に HBV を産生する細胞株を樹立

することが出来た。 

2.HBV 高感受株の樹立 

HBV 陽性血漿を感染させた約 50 クローンから

培養上清中に最も高い HBV-DNA 濃度を呈した

細胞株 4-3株と 6-1株を分離した。さらに４- 

3株は、STING遺伝子の改変を行い、PRV に対

する感受性を検討したところ 4-3株に比べて

2Log〜4Log 感受性が高い細胞株が得られた

（図１）。それらの細胞株に 100 倍と 1000 倍

に希釈した HBV 陽性血漿を添加し、12日目の

HBV-DNA 量を定量したところオリジナルの 

HepG2-NTCP 細胞に比べて HBV の量が上清と細

胞で最大 20 倍増加していた。 

3. Pheophorbide-a の毒性に関する評価 

 毒性として細胞の増殖性に与える影響を検

討した。コントロールとして赤血球液を 10％

-FCS-RPMI で置換し,遠心して得られた上清を

用いた。Pheophorbide-a 40μg/mL―30 分照射

では、コントロールを 100％とした場合、2 日

目では CEM細胞 79.6%、TPH 細胞 90.5%、 RAJI 

細胞 27.5%、4日目では CEM細胞 78.9%、TPH 細

胞 90.2%、 RAJI 細胞 13.0%、30μg/mL―30 分

照射では、2日目では CEM細胞 89.8%、TPH 細胞

100%、 RAJI 細胞 37.5%、4 日目では CEM 細胞

72.2%、TPH 細胞 85.4%、 RAJI 細胞 15.2%であ

った。B 細胞系に著名な増殖性への影響が認め

られた。 

 

D.考察 

これまで HBV の血液製剤における不活化は

適当な培養法がないために不可能であったが、

HBV のリセプターを発現する細胞株から HBV 陽

性血漿から感染が成立する細胞株を分離、さら

に遺伝子改編によって 20 倍感受性が高い細胞

株を得ることができた。今後、不活化の評価に

どの様に応用できるか検討したい。また、これ

までの研究から診療で実際に使用されている

赤血球液と同一の条件で病原体を不活するに

は40μg/mLで 30分間照射する増殖性に影響は

なかったが、今回検討したところ B細胞株に著

名な細胞増殖抑制があることが明らかとなっ

た。 

 

E.結論 

HBV に感染する高感受性細胞株を樹立した。ま

た、Pheophorbide-a は、B細胞株の増殖性に著

明な影響を与えることが判明した。 
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