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研究成果の概要（和文）：本研究ではHBVジェノタイプBとCで異なる免疫反応を誘導しうるmiRNAsを同定するこ
とを目的とした。結果としてmiR34cのみHuh7細胞内とエキソソーム中の両方においてジェノタイプBとC で有意
に異なる発現をしていることを見出した。ネットワーク解析の結果、miR34cはPD-L1発現とアポトーシス誘導に
関わりうることを見出した。細胞内にmiR34c mimicを導入した結果、単球のPD-L1発現が抑制された。エキソソ
ーム中のmiR34cはジェノタイプCでBと比較して有意に低いため、PD-L1の免疫細胞での発現がジェノタイプCで抑
制されていない可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to identify the specific miRNAs that could induce 
the differential immune response between HBV genotype B and C. One miRNA (miR34c) expression in the 
hepatocytes and exosomes was different between genotypes B and C (p<0.01). The network analysis 
indicated that miR34c could affect the apoptosis and PD-L1 expression. The transfection of the 
miR34c mimic could significantly suppress the expression of PD-L1 in monocytes. The amount of 
miR-34c in exosomes of Genotype C was significantly lower than that of Genotype B. Therefore, the 
expression of PD-L1 on the immune cells might not be suppressed in genotype C.

研究分野：肝臓病学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
HBVジェノタイプBとCでは免疫反応が異なることが想定されていたが、メカニズムについては未だ不明な点が多
かった。本研究によりmiR34c発現がジェノタイプBとCで異なることを見出した。このmiR34cの発現をコントロー
ルすることによりHBV特異的な免疫反応を効率良く誘導出来る可能性があり、その結果としてウイルスの排除に
役立つ可能性がある。HBVは未だ生体内から排除することが難しく、今回の結果は、これらの問題の解決に寄与
する可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
 
B 型肝炎ウイルス(HBV)では遺伝子 8%の相違により異なったジェノタイプと規定されるが、ジ
ェノタイプにより肝線維化の進展、発がん率、インターフェロン感受性、免疫反応性が異なるこ
とが報告されている。また、B 型肝炎ウイルスの制御にはエフェクター免疫細胞が重要な役割を
果たしているが、制御性 T 細胞(Tregs)や骨髄由来免疫抑制細胞(MDSCs)などにより抑制されて
いる。肝臓局所ではこれらの免疫抑制細胞群の相互作用の解析が重要である。しかしながら、
HBV 感染における免疫抑制機序は複雑であり、未だ不明な点が多い。研究代表者は、多因子共
培養系と次世代シーケンサーを用いた解析系を確立し、相互関係が複雑である免疫抑制機序の
解析を正確に行うことが可能となった。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、HBV ジェノタイプ間における免疫抑制細胞誘導、増強のメカニズムの相違を明ら
かとすることを目的に、特にジェノタイプ間の miRNA の発現の相違について検討を行った。 
 
 
３．研究の方法 
 
HBV 培養系:HepG2 肝癌細胞株、Huh7 肝癌細胞株に 1.24 倍長ジェノタイプ B、C の HBV 複製プラ
スミドをトランスフェクトする。細胞内外の HBcAg, HBsAg, HBxAg を定量する。培養上清よりエ
キソソームを分離し、エキソソームの定量をCD63 ELISA にて施行した。また、分離エキソソー
ムを電子顕微鏡にて確認した。HBV 感染肝細胞と培養上清より分離した RNA を用いて、ライブラ
リーを作成し、Deep Sequencing analysis にて網羅的に miRNA を解析した。コンピューター解
析によりジェノタイプ間で異なる miRNAs のターゲットとなる分子を予測し、その下流のシグナ
ル解析を行った。ジェノタイプ間で異なる miRNA を免疫細胞株と肝細胞株に導入して機能解析
を行った。 
 
 
４．研究成果 
 
HBV 発現プラスミドの HepG2 と Huh7 への 4D-Nucleofector を用いたトランスフェクション効率
は 88.6%と 76.2%と良好な結果であった。HBV 未発現、HBV-ジェノタイプ B 発現、HBV-ジェノタ
イプ C発現によるエキソソーム発現量は変化が見られなかった。また、エキソソーム中のコント
ロールの small RNAs (18s rRNA と RNU6B)も HBV 発現による変化がみられなかった。分離エキソ
ソームの形態を電子顕微鏡にて確認して、エキソソームの形態に矛盾しないことを確認出来た。
HBV 発現肝細胞と培養上清エキソソームより RNA を抽出し、ライブラリーを作成し、Deep 
Sequencing analysis を施行した。肝細胞内とエキソソーム中で HBV ジェノタイプ Bと Cで異な
る miRNAs は Huh-7 細胞に導入した時に 1 種類(miR34c-5p)が同定された。肝細胞内ではジェノ
タイプ B と比較してジェノタイプ C で miR34c-5p の発現が高く、エキソソーム中ではジェノタ
イプ Bで miR34c-5p の発現が高いという結果であった。(図 1) 
 
図 1 

 
miR34c は PD-L1 の発現に影響を与えることが想定されたため、miR34c mimic を免疫細胞株、
Jurkat 細胞株(T細胞系)、Molt-4 細胞株(T 細胞系)と THP-1 細胞株（単球系）に導入して PD-L1



の発現を比較した。結果、miR34c mimic は Jurkat 細胞株と THP-1 細胞株において PD-L1 の発現
を有意に低下させた。また miR34c 発現がアポトーシスと関連することが想定されたため、
PLC/PRF/5 細胞株（肝細胞系）とHepG2 細胞株（肝細胞系）に導入して morphology 解析と caspase-
3/7 活性の解析を行った。結果、どちらの細胞株においても miR34cの導入によりアポトーシス
を誘導した。(図 2) 
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これらの結果より HBV ジェノタイプ B と比較してジェノタイプ C ではエキソソームを介して免
疫抑制系細胞の PD-L1 発現を低下させることが出来ないため、効率的なウイルスコントロール
が難しい可能性が示唆された。一方、肝細胞に対してはアポトーシスを誘導するため、ジェノタ
イプ Cではジェノタイプ Bと比較して肝障害が進みやすい可能性が示唆された。 
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