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研究成果の概要（和文）：　B 型肝癌組織から樹立した新規肝癌細胞KM 細胞を用いてHBV 陽性細胞で発現上昇
する2 遺伝子を同定した。その2 遺伝子の発現抑制によりcccDNA を抑制し、エンテカビルとの併用で95%以上の
cccDNA の抑制を認めた。NTCP発現HepG2細胞で2 遺伝子をノックアウトした細胞、キメラマウス由来初代肝細胞
（PXB）、及びレンチウイルス発現系にて2 遺伝子を過剰発現した細胞を樹立しHBVの複製を評価した。2 遺伝子
のノックアウト細胞ではHBV-DNA、cccDNA、pgRNAの低下、過剰発現細胞ではそれらの増加を認めた。

研究成果の概要（英文）： We identified two essential host genes for HBV replication by using single 
cell transcriptome analysis of KM cells that were established from a HCC tissue derived from a 
patient with chronic hepatitis B. Repression of two genes reduced cccDNA, and by the combination of 
ETV, more than 95% reduction of cccDNA was obtained. By using HepG2-NTCP cells in which two genes 
were knocked down, primary human hepatocytes (PXB) and HepG2-NTCP cells in which two genes were 
overexpressed by lentivirus system, we showed HBV-DNA, cccDNA and pgRNA were substantially changed 
by the expression of two genes.
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１．研究開始当初の背景 
 B 型慢性肝炎（CHB）に対する現行の治
療のみではウイルスを完全に排除させるこ
とはできない。また、免疫抑制状態下での
HBV の再活性化や重症肝炎の発症も大きな
問題である。HBV 感染症の制御には HBV 
の複製抑制に止まらず、HBV の完全排除が
望まれる。 
 
２．研究の目的 
 独自に開発した包括的１細胞遺伝子発現
解析法（特願 2014－095011）と B 型肝癌組
織から新規樹立したHBV 陽性KM細胞株を
用いてHBV 持続感染に必要な宿主遺伝子を
同定しHBV 感染症の新たな治療法の確立の
ための基盤的研究を行うことを目的とする。
また、HBV 感染の様々な病態（慢性肝炎・
キャリアー・既往感染など）の肝組織を用い
て包括的１細胞遺伝子発現解析を行い、これ
まで不明とされていたHBV 潜伏感染細胞の
同定と感染様式の実態を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 B 型肝癌組織から申請者らが樹立した新
規肝癌細胞 KM 細胞を用いて包括的１細胞遺
伝子発現解析を実施したところ、3000 個の
細胞中1 細胞でHBV のmRNA を発現していた。
HBV 陽性細胞で発現上昇する遺伝子を同定
し shRNA 発現レンチウイルスによる機能的
な遺伝子を絞り込み 2 遺伝子を同定した。そ
の 2 遺伝子はそれぞれ単独の発現抑制によ
り cccDNA を抑制し、エンテカビルとの併用
で 95%以上の cccDNA の抑制を認めた。しか
しながらこれら 2 遺伝子の HBV 複製機構に
おける役割は不明である。 
HepAD38 細 胞 、 NTCP 過 剰 発 現 細 胞
（HepG2-hNTCP-C4）、キメラマウス由来初代
肝細胞（PXB）、HBV 感染粒子を用いて、同定
した 2 遺伝子が HBV のエントリー・cccDNA 
産生・転写・翻訳・カプシド産生・逆転写・
RNA 分解・DNA 複製・アセンブリ・粒子放出
のどの段階と関連するかの検討を行う。また、
Crisper/Cas9 ゲノム編集技術を用いて、2 
遺伝子をノックアウトした細胞、及びレンチ
ウイルス発現系にて 2 遺伝子を過剰発現し
た細胞を樹立し HBV の複製を評価する。さら
に HBV 陽性細胞が enrichment された KM 細
胞を用い、包括的１細胞遺伝子発現解析を実
施しHBV関連宿主因子の検証と新規宿主因子
の同定を行う。 
 
 
４．研究成果 
 B 型肝癌組織から申請者らが樹立した新
規肝癌細胞 KM 細胞を用いて包括的１細胞遺
伝子発現解析を実施したところ、3000 個の
細胞中1 細胞でHBV のmRNA を発現していた。
HBV 陽性細胞で発現上昇する遺伝子を同定
し shRNA 発現レンチウイルスによる機能的
な遺伝子を絞り込み 2 遺伝子を同定した。そ

の 2 遺伝子はそれぞれ単独の発現抑制によ
り cccDNA を抑制し、エンテカビルとの併用
で 95%以上の cccDNA の抑制を認めた。 
NTCP 過剰発現細胞（HepG2-hNTCP-C4）、キメ
ラ マ ウ ス 由 来 初 代 肝 細 胞 （ PXB ）、
Crisper/Cas9 ゲノム編集技術を用いて、2 
遺伝子をノックアウトした細胞、及びレンチ
ウイルス発現系にて 2 遺伝子を過剰発現し
た細胞を樹立し HBV の複製を評価した。2 遺
伝のノックアウト細胞では HBV-DNA、cccDNA、
pgRNA の低下、過剰発現細胞ではそれらの増
加を認めた。2 遺伝子のうち一つ（遺伝子 A）
はリパーゼに関する遺伝子、もう一つ（遺伝
子 B）は E3 ubiquitin ligase に関する遺伝
子であった。遺伝子 Aは HBV のエントリーに
関与していると考えられた。一方、遺伝子 B
は cccDNA の維持に関与していると考えられ
HBx との関連が示唆された。CHB 肝組織にお
いて遺伝子Bは核酸アナログの投与により有
意に発現量の低下を認めた。 
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