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研究成果の概要（和文）：HBV急性感染時のHBV-DNAに対する核酸認識や自然免疫機構は不明な点が多く、慢性感
染では免疫寛容状態が成立し、HBV完全閉鎖2本鎖DNAが核内に残存し完全排除は困難である。本研究では細胞内
DNAセンサー分子のHBV感染、HBV-DNA複製に対する影響と免疫応答に関して検討した。
DNAセンサー分子のうち、特にDDX41に着目し、各種肝細胞株における発現を解析した。DDX41を恒常的ノックダ
ウンしたNTCP-C4-HepG2細胞を作成し、HBVウイルス感染を行った場合、HBV-DNA,RNAがコントロールと比較して
早期に増加した。DDX41がHBVの増殖を肝細胞内にて抑制する結果が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In acute HBV infection phase, it takes time for the virus to grow and liver 
damage to appear, but the nucleic acid recognition for HBV-DNA and mechanism of innate immunity 
during that period are not well understood. In chronic HBV infection, immunologically tolerated 
state is established, and complete elimination of the virus is difficult because HBV covalently 
closed circular DNA (cccDNA) remains in the nucleus for life. Based on the above,the purpose of this
 study was to investigate the role of intracellular DNA sensor molecules in HBV infection, the 
effect on HBV-DNA replication, and the immune response. Focusing on various DNA sensor molecules, 
especially DDX41, we analyzed the expression in various hepatocyte cell lines, In NTCP-C4-HepG2 
cells in which DDX41 was constitutively knocked down, HBV-DNA and RNA increased in an early stage 
compared with the control. This results suggested that DDX41 suppresses HBV proliferation in 
hepatocytes. 

研究分野： 肝臓病学

キーワード： B型肝炎ウイルス　DNAセンサー
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研究成果の学術的意義や社会的意義
HBVの完全な排除はまだ臨床的に達成されていないこと、その自然免疫応答はいまだ理解されていない点が多
い。本研究ではDDX41分子がHBV感染に関与していることが示唆されるデータを得られている。DDX41のHBV感染に
関しての報告は多くないため、本研究をさらに進めることで、HBV感染へのDDX41の関与を明らかにし、自然免疫
応答やウイルス排除へのさらなる知見の蓄積が可能となる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

C 型肝炎ウイルス（HCV）は世界中で約 2 億人にのぼる感染者が存在するが臨床的に排除が
可能になった。一方、HBV は世界中で約 4 億人が、我が国においては 100 万人以上が持続感染
しているとされる。成人 HBV 感染では急性感染を来たした数%程度が持続感染へと移行する。
これらウイルス肝炎は慢性肝炎から肝硬変へと病態が進展し、肝硬変では年率 7-8%の割合で肝
細胞癌を発症する重大な健康問題である。 

HBV 持続感染においては免疫寛容状態の成立がみられるとともに、cccDNA が核内に生涯残
存するためウイルス排除を得ることが困難とされる。これに関連して、近年免疫抑制剤や抗癌剤
による HBV 再活性化が大きな問題となっている。ヒトおよび動物モデルにおいて HBV 初期感
染後、血中に HBV-DNA や HBs 抗原などのウイルス蛋白が検出されるようになるまでに数週間
のタイムラグがあることが知られている(文献 1)。実際に培養細胞系を用いた HBV 感染実験を
行った場合も、肝細胞株のみを用いた in vitro の系であるにもかかわらず、HBV の複製増殖ま
でに約 12-15 日程度を要する（文献 2）。以上の事実より、HBV が感染した後、十分に肝細胞内
で増殖するのに時間を要するということを示唆しており、HBV 増殖を肝細胞内の自然免疫系が
感知し、抑制している可能性が考えられる。一般に自然免疫応答は、外来生物の核酸や蛋白など
を、パターン認識レセプターが認識することで始動される。各種核酸に対するこれまでに知られ
ている DNA/RNA センサーを表 1 に示す。これらのうち、どの分子が HBV 感染の初期段階に
おいて働くかは十分に解明されていない。文献的に Lu らは MDA5 が HBV-RNA を認識し、
HBV 複製の制御にかかわっていると報告している(文献 3）。また、Sato らは RIG-I が HBV の
RNA を認識し IFN-λ産生のトリガーとなると報告をしている（文献 4）。これらは、HBV の複
製課程における mRNA を、RNA センサーが認識するという報告である。一方、HBV は DNA
ウイルスであり、細胞内への感染後、細胞質内の DNA センサーが免疫応答に関与することが予
想される。しかし文献 1 では IFI16 や cGUS の 2 種類の DNA センサーによる HBV-DNA 認識
については否定的と報告されている。その他 DNA センサーに関しての報告はこれまで無く、
HBV に対する初期自然免疫応答を理解する上で、これら DNA センサーの関与を検討すること
は重要な課題であると考えられる。また、これまで HCV に対する核酸認識・自然免疫の研究に
おいて、HCV 自体の NS3-4A プロテアーゼが宿主の MAVS や Riplet などの蛋白を切断するこ
とにより I 型 IFN 産生が抑制されることが明らかになっている（文献 5,6）。チンパンジーを用
いた感染実験では、HCV が感染初期に様々な IFN 関連遺伝子（ISGs）の発現を肝細胞におい
て誘導するのに対し、HBV 感染初期においてはこのような ISGs の発現応答が認められないこ
とが報告されている(文献 7)。これらの報告より、HBV 初期感染においては HBV に対する自然
免疫応答は抑制されており、HCV と同様に HBV が自然免疫応答誘導回避のための何らかの対
抗手段を用いていることが示唆される。 

DDX41 は ATP依存性 RNA ヘリカーゼの 1 つでありDEAD-box-polypeptide である。DDX41
はマウスの mDC において細胞質 DNA センサーとして働くことが報告され(文献 8)、肝細胞に
も豊富に発現しているとされる。DDX41 が DNA センサーとして機能すると STING を介して
I 型 IFN 産生を誘導することが報告されており、RNA ヘリカーゼとしての機能に加え(文献 9)、
細胞質内において HBV の DNA および RNA 認識に働くことが予想される。この DDX41 を中
心に各種 DNA センサーの HBV 感染および HBV に対する自然免疫機構を本研究で解明が求め
られる。 
 
 
２．研究の目的 
 HBV 感染初期および持続感染時に作動する DNA センサーとして、 DDX41(DEAD-box 
polypeptide41)に特に着目し、DDX41 の HBV-DNA 認識および HBV 複 製にかかわる機能に
ついて解析し、HBV 感染に及ぼす影響と、HBV に対する自然免疫機能を明らかにすること。 
 
 
３．研究の方法 
(1)各種肝細胞株における DDX41 発現の評価：各種肝細胞株における DDX41 の発現を調べ、実験
に用いるべき肝細胞株を決定する。 
 
(2)安定的な HBV 感染ウイルスの作成と、コントロール細胞(HepG2-C4：HepG2 細胞)への感染実
験による HBV 感染実験系の確立を行う。HBV 複製は上清中の HBs 抗原の測定（CLIA 法）、細胞内
の HBV-DNA/RNA の測定（RT-PCR 法）、anti-HBc 抗体を用いた免疫染色にて評価する。 
 
(3) HBV のウイルス粒子感染実験を施行するための細胞作製 
HBV は肝細胞株(NTCP-HepG2-C4：HepG2 細胞に HBV 受容体である NTCP 強制発現細胞)に感染さ

せた場合、HBs 抗原増加などの感染を検出できるまでに 12-15 日程度を要する。そのため感染実
験においては、各種分子の強制発現や knock down はトランスフェクション等を用いた一時的な
ものではなく、恒常的な発現や knock down とする必要があるため、以下の細胞を作成する。 

①肝細胞に発現し DDX4 恒常発現細胞株をレンチウイルスを用いて、恒常的ノックダウン細胞
を shRNA を用いて作成する。 



②HBV のエントリーレセプターとして報告されている NTCP を恒常発現する肝細胞株である 
NTCP-HepG2-C4 細胞に対して、上記で作成したレンチウイルスを感染し、各種 DNA センサーの 
恒常的強制発現細胞、Knock down 細胞を作成する。 
③HBV持続産生細胞であるHepAD38.7に各種DNAセンサーに対するshRNAを含むレンチウイル   
スを、また各種 DNA センサーを、持続的強制発現細胞を作成するために、293T 細胞を用いて 
レンチウイルスを作成する。これらのレンチウイルスを上記の HepAD38.7 細胞に感染させる 
ことで、恒常的な DNA センサー強制発現細胞、knock down 細胞を作成する。 

 
(4)  NTCP-HepG2-C4 細胞における HBV 感染時の DDX41 の HBV ウイルス粒子感染への影響解析 
   NTCP-HepG2-C4 細胞を用いて、各種 DNA センサーを恒常的発現させた場合と knock down した
状態で、HepG2.2.15.7 もしくは HepAD38.7 由来の HBV 感染を行い、感染実験を行う。上記細胞
に HBV を感染させた後、3,6,9,12,15 日後における細胞内の HBV-DNA、HBV-RNA、HBc 抗原、上清
中の HBs 抗原を RT-qPCR 法、Western blot 法、免疫染色、ELISA を用いて経時的に測定し、各種
DNA センサーの HBV 感染系における影響を検討する。 
 
(5) HBV 持続産生細胞における DDX41 の HBV 産生への影響解析  
HepAD38.7 細胞を用いて作成した細胞株を用いて、各種 DNA センサーを恒常的発現させた場合と
knock down した場合における HBV 複製・HBV 粒子放出・HBs 抗原産生等に関して、RT-qPCR 法、
ELISA 法，免疫染色法を用いて評価する。HepAD38.7 細胞は Tet-off にて HBV 複製が指導する細
胞であり、この特徴を利用して HBV 複製開始からの HBV 遺伝子増幅や蛋白発現を評価する 
 
(6) HBV 感染細胞（NTCP-HepG2-C4 および HepAD38.7）での Type I IFN および Type III IFN 産
生やサイトカイン産生について RT-qPCR 法、Western blot 法、ELISA 法、CBA アッセイで評価す
る。 
 
 
４．研究成果 
(1) 各肝細胞株における DDX41 の発現の多寡の評価 
種々の肝細胞株各種肝細胞株（HepG2,HepG2.2.15.7,HuH1,HuH6.5,HuH7.5,HLE,HLF）および

HEK293 から cDNA 合成を行い、定量 PCR 法にて各種 DNA センサー分子（DDX41、MAVS、STING、
cGUS、DAI など）の発現を評価した。（特に、DNA センサー分子として DDX41 分子に着目し、この
発現の多寡を定量 PCR 法にて確認した。）コントロールと比較して、各肝細胞
（HepG2,HepG2.2.15.7,HuH1,HuH6.5,HuH7.5,HLE,HLF）において DDX41 の発現は有意に高く、特
に HepG2.2.15.7 細胞では多い結果であった。（Figure1） 
 

(2) HBV 感染実験系の確立                 
HepG2.2.15.7 細胞、HepAD38.7 細胞の上清から作成した感染実験用の HBV ウイルス濃縮液を用
いて、HBV 感染許容細胞株である NTCP-HepG2-C4 細胞株へ感染実験を行い、HBV-DNA および HBV-
RNA を定量 PCR で測定し感染性を確認した(Figure2)。 
 
(Figure1)                             （Figure2）        

 
 
 
(3) 恒常的 DDX41 Knockdown 細胞の樹立 
また、恒常的な DNA センサー分子をノックダウンした細胞株として、DDX41 に対する shRNA を含
むレンチウイルスを作成し、HepG2 細胞株および NTCP-HepG2-C4 細胞株に対して感染させ、恒常
的な DDX41 ノックダウン細胞株を作成した(Figure3) 
 



(4) 恒常的 DDX41 Knockdown 細胞における HBV 感染実験 
上記 HBV ウイルスを用いて感染実験を行うと、DDX41 の恒常的ノックアウト NTCP-C4-HepG2 細胞
においては、非ノックアウト NTCP-C4-HepG2 細胞と比較し、HBV-RNA・DNA が、HBV 感染暴露後に
より早く、かつ 2倍程度高値に増加していた（Figure4） 
 
(Figure3)                        (Figure4) 

 
 
 
本研究では上記結果を得ることができた。 
現在、方法(5)(6)の実験を遂行中である。今後、DDX41 の HBV 産生に与える影響、HBV 感染細胞
における免疫応答に関してさらに解析を行う予定である。 
 
HBV の完全な排除はまだ臨床的に達成されていないこと、その自然免疫応答はいまだ理解されて
いない点が多い。本研究では DDX41 分子が HBV 感染に関与していることが示唆されるデータを
得られている。DDX41のHBV感染に関しての報告は多くないため、本研究をさらに進めることで、
HBV 感染への DDX41 の関与を明らかにし、自然免疫応答やウイルス排除へのさらなる知見の蓄積
が可能となる可能性がある。 
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