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研究成果の概要（和文）：HBV感染のメカニズムを知るために、キメラマウス由来ヒト化肝細胞を用いたHBV感染
細胞の脂質画分の質量分析を試みてきた。非感染細胞では脂肪酸の分泌が増加するが、ＨＢＶに感染することに
より抑制されることがわかった。次にＨＢＶ感染細胞由来の脂質についてノンターゲット分析を行い、ＨＢＶ感
染により変動する新奇脂質の探索を主成分分析により行った。その結果ＨＢＶ感染により変動するユニークな4
ピークを見出した。

研究成果の概要（英文）：To understand the mechanism of HBV infection, we have attempted mass 
spectrometry of the lipid fraction of HBV-infected cells using mouse-passaged primary human 
hepatocytes. It was found that while the secretion of fatty acids is increased in uninfected cells, 
it is suppressed by HBV infection. Next, non-targeted analysis of lipids from HBV-infected cells was
 performed to search for novel lipids that are altered by HBV infection by principal component 
analysis. We found four unique peaks that were altered by HBV infection.

研究分野：脂質分析学

キーワード： 脂質　質量分析　HBV
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究ではＨＢＶ感染により変動する脂質を見つけることで、ＨＢＶ感染メカニズムや治療につながるものと
考える。ＨＢＶ感染により変動する分泌される脂質の変動やノンターゲット分析を適応することでユニークな脂
質4ピークを検出した。
　また本研究の過程で派生した、脂質分析における質量分析計のイオンモビリティ値の法則の発見など研究シー
ズを見出したこと、ジアシルグリセロール測定系の構築など、派生的な研究にも寄与した。これらの結果は、こ
れからのHBV感染のメカニズムの発見や脂質のMSにおける新しい分析技術に貢献することが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
肝細胞がんに進展する慢性 B 型肝炎は治療の奏効率も低く、C 型肝炎の研究より遅れて
いる。ごく最近 B 型肝炎ウイルス (HBV) が簡便に持続感染できる細胞が開発された。そ
こで申請者が構築した質量分析計 (MS) による高感度トリアシルグリセロール (TAG) 測
定系に HBV 感染細胞を適応した。その結果申請者らは、 HBV が宿主細胞に複製抑制効
果のあるドコサヘキサエン酸 (DHA) を TAG として貯蔵させることを見出した。本研究
では DHA が HBV 感染や肝細胞がんの治療薬になりうる可能性の検討とそのメカニズ
ムの解明を目的とし、HBV 感染と他の肝細胞がん原因疾患における普遍性の検討、脂質分
子種への疾患の影響の探索を行う。これらの結果は慢性 B 型肝炎や肝細胞がん治療への貢
献が期待される。 
 
２．研究の目的 
 申請者は HBV 複製抑制効果のある DHA が HBV 感染細胞の DHA 含有 TAG 分子種を
増加することを見出した。本研究では、その法則性について、またメカニズムの解明のため DHA 
代謝物など責任分子の探索を行う。またHBV 感染細胞をノンターゲットの質量精度の高い MS 
に適応する事で、現在想定してない DHA 含有脂質や DHA代謝物などを探索し、メカニズムの
解明を目指すとともに、今後の研究のシーズ探索を行う。この研究を通じ HBV 感染などの治療
薬になりうる可能性の脂質分子の検討やメカニズムの解明を目的としている。 
 
３．研究の方法 
 キメラマウス由来ヒト化肝細胞に HBV 感染させた。感染前または HBV 感染細胞の細胞ま
たは培養上清より脂質画分を抽出し、液体クロマトグラフィー (LC) / MS により脂質分析を行
った。 
 
４．研究成果 
(1) HBV 感染のメカニズム解明の一環として HBV 感染細胞において上清に分泌された脂肪酸測
定を行った。その結果、未感染細胞培養 5 日後に測定対象である脂肪酸 (全 8 種) の増加が
見られたが、 HBV 感染細胞上清ではその増加が見られなかった。HBV 感染によるリポタンパク
質の分泌抑制が報告されており、HBV 感染によって脂肪酸分泌が増加しないことは、分泌が抑制
されたリポタンパク中に含まれる脂肪酸量を反映している可能性が考えられた。しかし本現象
は脂肪酸選択性が見られない、すなわち DHA やオメガ 3 系脂肪酸に特有な現象ではないこと
から、HBV 感染細胞における DHA 含有 TAG 分子種増加への寄与は低いものと考えられた。 
 
(2) ノンターゲット法による新奇脂質の探索を、Vion IMS Q-Tof (waters) の HDMSE で試みる
ため、その測定系と解析系の構築を試みた。Vion のデータがオートピッキングにしか対応しな
いため、 LC のピーク形状を、使用するカラムなどの工夫によりテーリングの強いごく一部の
脂質を除きオートピッキング可能なレベルに改良する事が出来た。また、溶媒の工夫により親水
性の高めな脂質から疎水性の高い脂質まで網羅的に溶出可能な LC 系の構築に成功した。 
次に解析ソフトウェアである UNIFI で解析を行うために成分リストの構築を行った。成分リ
スト登録に必要なイオンモビリティの値である衝突断面積 (CCS) のデータベースを作成する
中、それらのデータを用い位置異性体の多い脂質においてその分離が出来る可能性について検
討した。その結果、CCS は位置異性体により数Å程度の差が出るものの、その差は LC のピーク
分離があった上で算出される CCS 値であり、LC の分離そのものが不十分な場合 CCS の値での
位置異性体の分離によるレスキューは困難であった。これはイオンモビリティのピークは LC よ
りはるかにブロードであることに起因すると考察した。一方この過程で、イオンモビリティの新
たな法則性を見出した。また、この手法を生体サンプルに応用により、ジアシルグリセロールの
測定系も行った。 
実験の過程で、発見した脂質分子とイオンモビリティの値 (CCS) との法則性については、文
献報告値と実測 CCS 値に差分があることがわかった。この CCS 値の差分は、実験回毎に正また
は負に全体的にシフトしているようにみえるため、相対的な関係性である本法則性の概念に影
響しないと考えている。安定した CCS の算出法については、本研究期間では解決できなかった。
別途新規の研究課題として申請し採択されている。 
 
 
(3) ノンターゲット法による HBV 感染で変動する新奇脂質の探索を行った。サンプルは、キ
メラマウス由来ヒト化肝細胞へ HBV 感染させた 12 日後の細胞 (HBV d12) と、その対象として
感染なしに 12日間培養した細胞から Bligh & Dyer 法にて抽出した脂質画分を用いた。質量分
析計 Vion IMS Q-Tof の negative ion mode、HDMSE でデータを取得し Progenesis QI にて 
HBV 感染により変動のある分子を探索した。Progenesis QI の条件として、HBV d12 で増加す



る p <0.05、CV＜20％、Max abundance＞50、fold change >1.5 のピークを検討した結果、58 
ピークが抽出された。このうち同定候補のない新奇脂質の候補となる 17 ピークを見出した。
同様に HBV d12 で減少する分子の探索を行ったところ、124 ピークが抽出され、このうちデー
タベースの同定候補のない 40 ピークを見出した。一方、同定候補のあるピークについて検証
したところ、同定候補の分子について、これまで UNIFI のソフトウェアで解析し蓄積してきた
データと比較した際に妥当性に疑義が認められた。 
次に、課題として見つかった MS のイオンモビリティ部分の調整を行ったうえでノンターゲッ
ト法による HBV 感染細胞で変動する新奇脂質の探索を行った。サンプルは、キメラマウス由来
ヒト化肝細胞へ HBV を感染させた 2, 5 日後の細胞 (HBV d2, HBV d5) と、その対照として未
感染で培養した細胞の脂質抽出物を用いた。液体クロマトグラフィーで分離し Vion の 
negative または positive ion mode、HDMSe で分析し、Progenesis QI と EZinfo のソフトウ
ェアにて HBV 感染により変動する分子を探索し、UNIFI にて詳細解析を行った。主成分分析 
(PCA) を negative ion mode のデータで解析し、特徴的な 14 ピークを見出した。このうち m/z 
400-500 の 5 ピークの 1 種はこれまでの分析でも変動が認められたリゾリン脂質であった。残
り 4 種について組成解析し探索した結果、これまで測定対象外のステロールや脂溶性ビタミン
関連を含む数十の構造異性体が候補として示された。そのうち酸素原子を 3 つ含有する分子群
で HBV 感染による増加傾向が、酸素原子を 5つ含有する分子で HBV 感染による減少傾向が示
唆された。この結果は HBV 感染による水酸化酵素の活性への影響を示しているのかもしれない。
positive ion mode のデータでは PCA での分離が不十分で解析困難であった。そこで 
Progenesis QI で HBV d2, HBV d5 両者で変動する分子を探索し 19 ピークが抽出された。本
研究で見つかったこれらの候補分子は HBV 感染により変動する新奇脂溶性分子の可能性がある。 
 本研究の結果は、これからの HBV 感染のメカニズムの発見や MS 分析における新しい研究シー
ズにつながることが期待される。 
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