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研究成果の概要（和文）：in vitro試験によりNK細胞の特徴づけを行った結果、CD56bright+TRAIL+NK細胞は量
依存的に肝細胞障害を誘発すること、HBV感染肝細胞とCD56bright+TRAIL+NK細胞の共培養は、CD56bright+TRAIL
+NK細胞の走化を促進することを見出した。さらに性・年齢をマッチさせたB型慢性肝炎患者において、核酸アナ
ログ  (ETVもしくはTDF) 投薬前後の血清中に含まれるIP10の変動を解析した。その結果、TDF投薬患者では血清
IP10量は投与前と比較して投薬後12、24週で低下したが、ETV投薬患者では有意な減少を認めなかった。

研究成果の概要（英文）：In vitro study revealed that CD56bright+TRAIL+ NK cells induce hepatocyte 
damage in a dose dependent manner, and that HBV infected hepatocytes cocultured with CD56bright+
TRAIL+ NK cells promote the chemotaxis of the CD56bright+TRAIL+ NK cells. In an age and 
gender-matched case study, we analyzed the dynamic changes of an inflammatory cytokine, IP10, in the
 sera of chronic HBV patients before and after NAs treatment (ETV or TDF). After 12 and 24 weeks of 
NAs treatment, serum IP10 level was decreased in chronic HBV patients treated with TDF. No 
significant change was observed in patients treated with ETV. 

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
B 型肝炎ウイルス (HBV) は、垂直感染・水平
感染を介してキャリア化する世界規模の感
染症である。HBV 持続感染者の自然経過は、
HBV の DNA 量・抗原量と宿主免疫応答により
分類され (B 型肝炎治療ガイドライン.日本
肝臓学会. 2015)、感染初期の免疫寛容期で
はHBV感染者は無症候キャリアとして存在す
るが、免疫応答期以降で肝細胞傷害や炎症を
伴う。B 型急性肝炎患者におけるウイルス排
除と肝炎惹起は、主に活性 CD8T 細胞により
誘導されるが (Chisari FV, Ferrari C.et al. 
Ann.Rev.Immunol. 1995)、B 型慢性肝炎患者
においては、肝臓内の HBV 特異的 CD8+T 細胞
数と肝障害の程度は必ずしも一致しない 
(Maini M, Bertoletti A.et al. J.Exp.Med. 
2000)。一方で、NK 細胞の活性化が慢性肝炎
患者における肝障害の程度と相関するとい
うこと、NK 細胞が TRAIL を介してアポトーシ
スを誘発することが報告された (Dunn C, 
Maini M.et al. J.Exp.Med. 2007)。最近で
は、核酸アナログ (NAs) 治療による ALT 値
の改善に伴い、NK 細胞が活性化型から非活性
型へと移行することが報告されたが (Boni C, 
Ferrari C.et al. Hepatology. 2015)、これ
らの詳細な機序は明らかとなっておらず、NK
細胞が実際に肝障害を誘導している証拠は
ない。 
B 型肝炎に対する治療は HBs 抗原の消失を最
終目標とするが (Takamatsu Y, Tanaka Y, 
Hayashi S.et al. Hepatology. 2015)、NAs・
エンテカビル (ETV) による HBs 抗原の陰性
化は年率 1%と極めて低率である。近年、HBe
抗原陽性・陰性例に対して NAs・テノホビル 
(TDF) 治療を行った結果、HBe 抗原陽性例で
のみHBs抗原を消失させることが示されてい
る  (Heathcote E, Rousseau F.et al. 
Gastroenterology. 2011)。このような現象
は、現在主に使用されている ETV では認めら
れておらず、TDF で特異的である。HBs 抗原
の消失には免疫応答の賦活化が必須とされ
ており、以上の結果は TDF と HBe 抗原が何ら
かの機序で免疫応答を活性化することを示
唆している。このメカニズムを明らかにする
ことは、HBV 治療の短期化、NAs 耐性変異の
獲得症例の低減、さらには変異を獲得した治
療不応例にも有効な治療法の開発の糸口と
なる (Hayashi S, Isogawa M, Tanaka Y.et al. 
J. Hepatol. 2015)。 
 
２．研究の目的 
HBV は急性・慢性肝炎の原因となり、慢性肝
炎患者の多くは未治療の場合に高率に肝硬
変や肝癌へと進展する。NAs は HBV の DNA 複
製を阻害し、肝障害を軽減させ予後を改善す
ることで知られるが、NAs 投与による肝障害
軽減の機序は明らかになっていない。一方で
2014 年に認可された TDF は、HBe 抗原陽性例
に対してHBs抗原をも消失させる副次的効果
を示すことが報告されているが、詳細な機序

は不明である。そこで本研究では、1) NAs 投
与による肝細胞傷害抑制機序を同定し、さら
に 2) HBs 抗原の消失に関与する免疫学的機
序を解明する。本研究より、宿主因子を活用
した新たなHBV治療戦略の方向性を決定する
ための情報が得られることが期待される。 
 
３．研究の方法 

目的 1：NAs 治療による肝炎鎮静化の機序解

明 (図 1) 

(1-a) HBV 感染自体が、感染肝細胞に対して
直接的な細胞傷害を誘導するかを明らかに
し、(1-b) その細胞傷害が NAs 投与により軽
減するかを検討した： HBV の感染自体が肝細
胞傷害を誘導するかを検討するため、HBV を
HepG2-NTCP 細胞させ培養上清中の lactate 
dehydrogenase (LDH) 値を測定した。細胞外
HBV DNA レベルを RT-PCR 法、各 HBV 抗原分泌
レベルを化学発光法により解析した。また、
HBV 感染細胞へ NAs を添加し、肝細胞傷害が
軽減するかを検討した。(1-c) HBV 感染細胞
が NK 細胞を活性化させるかを解析し、(1-d) 
NAs 投与によりその活性が抑制されるかを検
討した：健常末梢血から、密度勾配遠心分離
法により単核細胞を分離し、NK 細胞を磁気細
胞分離法により単離した。HBV を感染させた
HepG2-NTCP 細胞と NK 細胞を共培養し、活性
化マーカーCD56 および細胞傷害能を司る
TRAIL の発現をフローサイトメトリーで評価
した。(1-e) B 型慢性肝炎患者で認められる
活性型 NK 細胞を樹立し、特徴づけを行った:
健常人より単離した NK細胞を IL-2 により活
性化させ活性型 CD56bright+TRAIL+ NK 細胞を誘導
した。HBV 感染 HepG2-NTCP 細胞と活性型
CD56bright+TRAIL+ NK 細胞と共培養し (1:1-10)、
肝細胞傷害の程度を検討した。走化能を評価
す る Trans-well を 用 い て 、 活 性 型
CD56bright+TRAIL+ NK 細胞と HBV 感染 HepG2-NTCP
細胞の共培養が、活性型 CD56bright+TRAIL+ NK 細
胞の集積に寄与するかを検討した。 
目的 2：TDF 治療による HBs 抗原消失の機序
解明 



2014年にB型慢性肝炎治療への保険適応が認
可された TDF投与例で認められる HBs抗原の
陰性化がHBe抗原陽性例でのみ起こるという
ことに着目し、NAs 治療に介入した臨床検体
を用いて炎症性サイトカインの変動を検討
した。NAs (ETV もしくは TDF) 投薬前後の B
型慢性肝炎患者に含まれる血清中サイトカ
インを Bio-Plex200 により評価した。対象は
ALT 量>90 U/L、HBVDNA 量>6 log copies/mL、
HBe 抗原陽性の NAs 治療対象患者 (n=14) 
(18.5±11.4 才)、男/女=9/5) とし、性年齢
をマッチさせたETV単独治療者(以下、ETV群) 
(n=9) (43.0±13.0 才、男/女=6/3) もしくは
TDF 単独治療者 (以下、TDF 群)(n=5) (42.0
±8.1 才、男/女=3/2)に対する、NAs 投与前、
投与 12 週、48 週後の血清サイトカインの変
動を検討した。 

 

４．研究成果 
目的 1：NAs 治療による肝炎鎮静化の機序解
明 
1-a、bの結果、HBV 感染自体が感染肝細胞に
対して直接的な細胞傷害を誘導しないこと、
また NAs により差がないことが確認された。
1-c、dの結果、HBV 感染自体が慢性肝炎患者
で認められる CD56bright+TRAIL+ NK 細胞を直接誘
導しないことが確認された。 
慢性肝炎患者において CD56bright+TRAIL+ NK 細胞
は肝障害 (ALT 値) の程度と相関し、NAs 治
療後に肝臓中の CD56bright+TRAIL+ NK 細胞数が減
少する。以上の臨床背景に基づき、
CD56bright+TRAIL+ NK 細胞に着目して in vitro 評
価による特徴づけを行った。1-e の結果、
CD56bright+TRAIL+ NK 細胞は量依存的、HBV 非特異
的に肝障害を誘発することが明らかとなっ
た (図 2）。 

次に、CD56bright+NK 細胞は B型慢性肝炎患者の
肝臓で特異的に集積するという報告より、
CD56bright+TRAIL+ NK 細胞の走化能を評価した。 
CD56bright+TRAIL+ NK 細胞と HBV 感染肝細胞を共
培養した培養上清を Trans-well の lower 
well へ、CD56bright+TRAIL+ NK 細胞を upper well
へ添加した結果、CD56 bright+TRAIL+ NK 細胞は HBV
単独培養上清と比較して、CD56bright+TRAIL+細胞
を含む培養上清において走化を亢進した 
(図 3)。この結果は、慢性肝炎において
CD56bright+TRAIL+ NK 細胞が肝障害に寄与する可

能性を示唆するものであるが、一方で、NAs
が CD56bright+TRAIL+ NK 細胞による肝障害を直接
的に抑制する可能性を見出すことができな
かった。引き続き、CD56bright+TRAIL+ NK 細胞の
活性を誘発する宿主因子の同定を目指し、追
加解析を行う。 

 
目的 2：TDF 治療による HBs 抗原消失の機序
解明 
NAs 治療と炎症性サイトカインの関係を明ら
かにするために、ALT 値>90 U/L、HBVDNA 値
>6 log copies/mL、HBe 抗原陽性の NAs 治療
対象患者のNAs治療対象患者 (n=14) のうち、
性年齢をマッチさせた ETV 群 (n=9) もしく
は TDF 群 (n=5) に対して、NAs 投与前、投与
12 週、48 週後の血清サイトカインの変動を
検討した。治療前の HBVDNA 量は ETV 群:8.5
±0.8 log copies/mL、TDF 群:8.3±0.7 log 
copies/mL (p=0.347)、ALT 値は ETV 群:134.0
± 205.5 U/L 、 TDF 群 :177.0 ± 49.4 U/L 
(p=0.576) で差は認められなかった (図 4)。 

NAs 投与前、12 週、24 週の血清サイトカイン
の変動を解析した結果、TDF 投薬患者では血
清 IP10 量は投与前と比較して投薬後 12、24
週で低下したが (p>0.001)、ETV 投薬患者で
は有意な減少を認めなかった (図 5)。 
2014 年に認可された NAs・テノホビル (TDF) 
は血清 HBV DNA を低下させるだけではなく、
HBe 抗原陽性例に対しては HBs 抗原をも消失
させる副次的効果を示すことが報告されて
いるが、詳細な機序は不明である。今後は症
例を増やし、肝障害の改善および治療応答に
与える影響を検討する。 
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