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研究成果の概要（和文）：HBVは成熟肝細胞でのみに感染するとされるが、成熟肝細胞が一定の速度でturn over
しているにも関わらず、cccDNAが核内に残存し続ける原因は不明である。本研究では、より高感度かつ簡便に検
出可能な蛍光色素組み換え体HBVを用いて、未分化な形質を持つヒトiPS細胞由来肝幹･前駆細胞においてHBV感染
とcccDNA産生を確認し得た。一方、成熟化肝細胞ではNTCPはiPS-HPCと比較して高発現しており、HBV感染効率も
高かった。細胞分化度の違いによるHBV感染・増殖の差が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：HBV is not eradicated by current antiviral therapies due to persistence of 
HBV cccDNA in host cells, and thus development of novel culture models for productive HBV infection 
is urgently needed, which will allow the study of HBV cccDNA eradication. To meet this need, we 
developed culture models of HBV infection using human induced pluripotent stem cell-derived 
hepatocyte lineages, including immature proliferating hepatic progenitor-like cell lines and 
differentiated hepatocyte-like cells. These cells were susceptible to HBV infection, produced HBV 
particles, and maintained innate immune responses. This study provides evidence that iPS-derived 
hepatic cell lines can be utilized for novel HBV culture models with genetic variation to 
investigate the interactions between HBV and host cells and the development of anti-HBV strategies.

研究分野： 消化器内科学
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１．研究開始当初の背景 
わが国における HBV の持続感染及び潜伏感染者
数は莫大で、前者は肝硬変・肝癌の、後者は終
生にわたる致死的de	 novo肝炎のリスクとなる。
現在 HBV 治療には逆転写酵素阻害薬が導入され
ているが、HBV 複製中間体である cccDNA の直
接排除は起こらない。また核内に潜伏する
cccDNA からは、B 型肝炎の病態進展や発癌に
関わる HBV 蛋白が翻訳されるために、逆転写
酵素阻害薬による肝発癌抑止効果は限定的であ
る。従って、B 型肝炎に対しては現行治療を
補完する新規クラスの治療薬の開発が望ま
れている。しかし、これまでHBV培養・増殖系
は特殊な肝癌細胞株でしか成功しておらず創薬
研究を一層困難にしている。一方、HBV は成熟
肝細胞でのみ感染・複製するとされてきたが、
肝細胞が一定速度で turn	 over しているにも
関わらず肝内に cccDNA が残存し続ける機序
は不明である。	 
	 
２．研究の目的 
	 HBV は成熟肝細胞でのみで複製するとされ
るが、定常状態の肝細胞が一定の速度で turn	 
over しているにも関わらず、複製中間体の
cccDNA が核内に残存し続ける原因は不明で
ある。これまで、申請者らは、「細胞周期
が静止しより未分化な幹細胞類似形質を
持つ細胞において cccDNA が保存される
ことが一因」との仮説に基づき、開発に
成功した iPS 細胞由来肝細胞系譜におけ
る HBV 感染・培養系を用いて研究を進め、
HBV 感染がより未分化な形質を有する継
代可能な iPS-HPC において成立すること
を確認してきた。本研究では、肝細胞の
分化状態の違いが HBV ライフサイクルに
与える影響を解明し、従来の薬剤開発と
は視点を異にする細胞分化機構に着目し
た新規治療の創出に新たな知的・技術的
基盤を確立することを目的とした。	 
 
３．研究の方法 
	 幹細胞形質/分化度の異なるヒト iPS 細胞
を用いて、肝細胞系譜における HBV 感染・増
殖系を新規に確立し、細胞分化の変化と HBV
ライフサイクルに関連する新たな機構を解
析し、cccDNA の機能停止・排除可能な薬物創
出を目指す。	 	 
	 (1)細胞分化度の違いが HBV ライフサイクル
に与える影響の解析：	 
	 ヒト iPS 細胞に各種サイトカインを段階的
に添加し肝細胞系への分化誘導を行う。分化
度の異なる各段階におけるヒト iPS 細胞由来
肝細胞系譜細胞において、HBV 感染・増殖と
比較することで、細胞分化の違いが HBV 増殖
活性、cccDNA 形成に与える影響を解析し、HBV
持続感染機構を解明する。また、iPS-Hep と
iPS-HPC において、細胞内 IFN 誘導・応答系
の保存状態を解析し、HBV の治療抵抗性機序
を解明するとともに、HBV 逃避機構をキャン
セルする新たな治療に関わる基盤情報を得

る。	 
(2)	 ヒト iPS 細胞を基盤としたより高効率の
HBV 感染・培養系の開発：	 
	 ヒト iPS 細胞における遺伝子導入・改変法
を確立し、ヒト iPS 細胞由来肝細胞系譜細胞
におけるより効率的な HBV 感染・増殖系を開
発し、より詳細な HBV 持続感染機構を解明す
ると共に、High-Throughput 薬剤スクリーニ
ングが可能なシステムを構築する。	 
	 
４．研究成果	 
	 ヒト iPS 細胞に activin	 A、FGF、BMP4、HGF	 
を段階的に添加することにより AFP、HNF4a
を高度に発現する肝細胞系譜へと分化誘導
した後、CD13+CD133+陽性細胞を繰り返し FACS
により分離することでヒト iPS 由来肝幹/前
駆細胞	 (iPS-HPC)	 の純化・培養法を確立し
た。純化した iPS-HPC において HBV の感染受
容体である NTCP の mRNA 発現を解析したとこ
ろ、肝癌細胞株と比較して 100 倍以上の高発
現を認めた。また、iPS-HPC における IFNα
添加時の IFN 誘導遺伝子（ISGs:	 MxA,	 PKR,	 
ISG15)の発現量誘導能は HepG2－NTCP に比し
有意に高く	 (p<0.001)、より生体に近い IFN
シグナル系が保たれていることが確認でき
た。また、HBV を培養上清に添加したところ、
細胞内に 0.3copies/cell の cccDNA と 2×
108copies/ml の HBVDNA が上清中に確認され、
HBV 感染がより未分化な形質を有する継代可
能な iPS-HPC において成立することが確認さ
れた。一方、成熟化肝細胞株(iPS-Hep)では
iPS-HPC と比較して NTCP が高発現しており、
HBV 感染効率も高かった。この様に細胞分化
度の違いによる HBV 感染・増殖の差が明らかと
なったが、iPS-Hep では成熟化により長期維持
培養が困難であり、長期間のウイルス動態を
観察することは困難であった。そこで、感染
性は比較的低いが長期培養が可能である
iPS-HPCs において、NTCP を誘導性に強制発
現できる iPS-HPC-NTCP 株を樹立した。この
iPS-HPC-NTCP では Dox 容量依存的に NTCP
の発現増加がみられ、親株より有意に HBV
感染性を認めた。さらに異なる機序の抗
HBV 薬 効 果 も 評 価 可 能 で あ っ た 。
iPS-HPC-NTCP は生理的な自然免疫応答が
維持されており、JAKi によって IFN 応答経
路を抑制した群では cccDNA の発現が有意
に高く、cccDNA の長期維持には自然免疫応
用の制御が関与していることが示唆された
iPS-HPC-NTCPおよびiPS-Hep細胞は細胞分
化を基軸とした治療標的の探索および有用
な創薬開発モデルとなり得ると考えられた。	 
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