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研究成果の概要（和文）：B型肝炎ウイルス（HBV）を感染させたヒト肝細胞移植uPA/SCIDマウスを用いて、高用
量の抗ウイルス薬投与により、肝臓内cccDNAが十分に低下し、薬剤中止後も肝臓内HBVの制御が可能となること
が示された。cDNA-uPA/SCIDマウスとRag2-/-/Jak3-/-マウスを交配させて作製したcDNA-uPA/Rag2-/-/Jak3-/-マ
ウスにヒト肝細胞を移植後、HBV感染患者血清を投与することにより、HBVの持続感染が可能であった。本マウス
に予めヒト肝細胞および抗CD80/CD86抗体にて前処置したヒトPBMCを投与することにより、アロ応答が抑制され
PBMCの生着が確認された。

研究成果の概要（英文）：High-dose combination therapy with six weeks of entecavir plus PEG-IFN for 
hepatitis B virus (HBV)-infected human hepatocyte transplanted uPA/SCID mice resulted in 
persistently negative HBV DNA in serum. Serum HBsAg and hepatitis B corerelated antigen (HBcrAg) 
continued to decrease and eventually became negative at 12 weeks after cessation of the therapy. 
Persistent loss of serum HBV DNA and loss of HBV markers by entecavir and PEG-IFN combination 
treatment in mice suggests that control of HBV can be achieved even in the absence of a cellular 
immune response. We generated new immunodeficiency cDNA-uPA/Rag2-/-/Jak3-/- mice with humanized 
livers that were almost completely repopulated with human hepatocytes and succeeded in HBV infection
 to these mice. Co-culture of PBMCs with human hepatocyte and anti-CD80/CD86 antibodies before 
administration to mice resulted in an establishment of human CD45-positive mononuclear cell 
chimerism with reduction of allo-immunity. 

研究分野： ウイルス性肝炎

キーワード： B型肝炎　cccDNA　ヒト肝細胞移植マウス　末梢血単核球
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研究成果の学術的意義や社会的意義
HBV感染マウスに抗ウイルス薬を投与することで肝内cccDNAを十分に低下させることが可能であった。今後、抗
ウイルス薬と免疫調整薬を組み合わせることにより肝内cccDNAを消失させる治療法開発が期待される。
cDNA-uPA/Rag2-/-/Jak3-/-マウスを用いてヒトPBMCの生着が可能であった。今後さらに生着したPBMCのプロファ
イルの解析、HBV特異的CTLの有無、肝線維化発症の有無などの検討が必要である。B型肝炎モデルマウスの構築
は、B型慢性肝炎に対する根治的治療法開発に有用である。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

 B 型慢性肝炎患者に対し、インターフェロンや核酸アナログによる抗ウイルス療法が行わ

れている。抗ウイルス療法により B 型肝炎ウイルス（HBV）の複製は制御可能であるが、B

型肝炎に対する有効な根治的治療は未だ存在しない。B 型肝炎における問題点として（1）

HBV は、感染肝細胞の核内に閉環状完全二重鎖 DNA（cccDNA）として存在するため、持続的

にウイルスの複製が可能である。cccDNA の排除が可能となれば B 型肝炎の根治的治療とな

り得るが、cccDNA は非常に安定しており、排除は困難である。（2）B型肝炎の根治的治療法

開発のためには有効な動物モデルが必要である。ヒト肝細胞移植マウスは HBV の感染、複製

が可能であり、抗ウイルス薬のスクリーニングには有効であるが、免疫不全のため肝炎は発

症しない。よって慢性肝炎さらには肝線維化、肝発癌などヒトの B型慢性肝炎も模倣する有

効な動物モデルの開発が望まれている。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は（1）HBV が増殖可能な培養細胞およびヒト肝細胞移植マウスを用いて、抗ウイ

ルス薬およびCRISPR-Cas9システムによる標的ゲノムの編集を併用することにより、HBV cccDNA

を排除する治療法を開発する。HBV の s、X、Core 遺伝子をターゲットとした CRIPR-Cas9 シス

テムをアデノウイルスベクターに挿入する（Adeno-CRIPR-Cas9）。また細胞は、HBV 1.4 倍長を

発現する plasmid を HepG2 細胞に stable transfection させた細胞株を用いる。本細胞は培養

上清中に105-6 copy/mLの感染性のHBV DNAを産生する。本細胞にAdeno-CRIPR-Cas9をinfection

する。アデノウイルスベクターを用いることにより、ほぼ 100％の細胞に遺伝子が導入される

事は確認されている。Adeno-CRIPR-Cas9 感染後、経時的に細胞内 HBV DNA および cccDNA を

real-time PCRにて測定する。肝臓内HBV DNAおよびcccDNAを最も低下させたAdeno-CRIPR-Cas9

をヒト肝細胞移植マウスに用いる。（2）HBV を感染させたヒト肝細胞移植マウスにヒト末梢血

単核球（PBMC）を投与することにより、B 型慢性肝炎モデルマウスを作製し、HBV の根治的治療

開発に有効利用する。 

 

３．研究の方法 

（1）HBV 遺伝子をターゲットとした CRIPR-Cas9 システムをアデノウイルスベクターに挿入し

（Adeno-CRISPR-Cas9）、HBV を transfection した HepG2 細胞に infection し、細胞内 cccDNA

を最も抑制する CRIPR-Cas9 を探索する。ヒト肝細胞移植マウスに HBV 感染患者の血清を経静脈

的にて投与し、HBV 感染を惹起する。この方法により、約 8週後、マウス血中 HBV DNA は 107-8 

copu/mL に上昇することはすでに確認している。HBV 感染 8 週後より、20 mg/kg のエンテカビ

ルを連日経口投与し、さらに 300 µg/kg の PEG-IFN を週 2 回、皮下注する。6 週間のエンテカ

ビルおよび PEG-IFN を併用投与し、肝臓内 cccDNA を十分に低下させた後、細胞株において最も

有効であった Adeno-CRISPR-Cas9 を経静脈的に投与する。投与 4週後、マウス肝臓内の HBV DNA

および cccDNA 量を real-time PCR にて測定する。 

（2）これまでの研究により、ヒト肝細胞移植 TK-NOG マウスに HBV を感染後、ヒト PBMC を投与

することにより、B型重症肝炎モデルが作製されている（文献 1）。本モデルでは肝臓内に特異

的細胞障害性 T細胞（CTL）が検出され、HBV 感染肝細胞の著明な障害、血中ヒトアルブミン値

および HBV DNA 量の急激な低下が生じた。HBV の持続感染および特異的 CTL による慢性肝炎を

生じるモデルの作製には、より強い免疫不全状態が必要と考え、新たに cDNA-uPA/SCID マウス

および Rag2-/-/Jak3-/-マウスを交配させ作製した cDNA-uPA/Rag2-/-/Jak3-/-マウスにヒト肝細胞



を移植後、HBV を感染させる。HBV 感染成立後、健常人より採取・分離した 5×106個のヒト PBMC

を腹腔内投与する。PBMC 投与 8週後に肝潅流液中のリンパ球を FACS にて解析した。 

 

４．研究成果 

（1）HBV を感染させたヒト肝細胞移植 uPA/SCID マウスに対し、エンテカビル 2 mg/kg/日を連

日、あるいは PEG-IFNα2a 30μg/kg×2 回/週を 6週間投与することにより、血中 HBV DNA 量は

それぞれ 3.6、1.3 log copy/mL 減少した。また両薬剤を併用投与することにより、より強い抗

ウイルス効果を認め、血中 HBV DNA 量は投与 5週後には検出感度以下に低下した。さらに薬剤

投与量を増量し、エンテカビル 20 mg/kg/日連日および PEG-IFNα 300μg/kg×2 回/週を併用

投与したところ、投与 3-4 週後に血中 HBV DNA は検出感度以下となった（文献 2）。Real-time PCR

法により測定した肝臓内 cccDNA 量は、治療前 1.81±0.55 copy/ hepatocyte であったが、エン

テカビルおよび PEG-IFNα2a を高用量で 6 週間併用投与したマウスでは、0.12±0.10 

copy/hepatocyte に減少した。治療終了後さらに観察した 5頭のマウスのうち、2頭のマウスで

は治療終了 8および 9週後に血中 HBV DNA が再陽性化したが、3頭のマウスでは治療終了 13 週

後まで検出感度以下が維持された。血中 HBV DNA が再上昇した 2頭のマウスでは、血中の HBsAg

および HBcrAg 量が治療終了後に上昇していた。治療終了 13週後の肝臓内 cccDNA は、血中 HBV 

DNA が再陽性化した 2頭のマウスでは 0.83±0.47 copy/ hepatocyte であったが、血中 HBV DNA

が検出感度以下を維持していた 3頭のマウスでは 0.08±0.05 copy/ hepatocyte とより低値だ

った。以上のように HBV 感染マウスを用いて、高用量のエンテカビル、PEG-IFN の併用療法に

より、より早期の血中ウイルス陰性化が得られ、肝臓内 cccDNA の低下を認めることが確認され

た。さらに肝臓内 cccDNA が十分低下し場合、薬剤中止後も HBV の再上昇が生じなかった。この

結果は、免疫システムがなくとも、抗ウイルス薬のみにより肝臓内 cccDNA を十分に低下させる

ことにより、薬剤中止後も肝臓内 HBV の制御が可能となることを示すものである。 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



（2）cDNA/uPA-SCID マウスは、これまでの uPA-SCID マウスに比較し、ヒト肝細胞移植後の血

中ヒトアルブミン値が高値であり、マウス肝臓がより高度にヒト肝細胞に置換されているもの

と思われた（文献 3）。さらに cDNA/uPA-SCID マウスは uPA-SCID に比較し、HBV 感染後の血中

HBV DNA 量は有意に高値であり、より高 titer の HBV 持続感染マウスとなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

さ ら に cDNA/uPA-SCID マ ウ ス と Rag2-/-/Jak3-/- マ ウ ス を 交 配 さ せ て 作 製 し た

cDNA-uPA/Rag2-/-/Jak3-/-マウスにヒト肝細胞移植後、HBV感染患者血清を投与することにより、

HBV の持続感染が可能であった。本マウスにエンテカビルあるいは PEG-IFN を投与することに

より、血中 HBV DNA 量の低下も認められ、本マウスが抗ウイルス薬の治療効果判定に有用であ

ることが示された。B 型肝炎モデルマウスを作製するため、本マウスに健常人より採取したヒ

ト PBMC を投与した。しかし PBMC 投与後、体重減少、血中ヒトアルブミン値の低下が生じ、マ

ウスは次第に衰弱した。各臓器の組織学的検討にて、明らかな移植片対宿主反応（GVHD）の所

見はなく、移植ヒト肝細胞と投与 PBMC のアロ応答が生じたものと思われた。移植ヒト肝細胞と

PBMC のアロ応答を回避するため、PBMC を予めヒト肝細胞および抗 CD80/86 抗体にて 7日間培養

し、ヒト肝細胞と応答し活性化した T 細胞を除去後、マウスに投与したところ、一部の PBMC

では、体重減少やアルブミン値の低下が抑制され、マウスの生存、ヒト PBMC の生着が得られた。

これらの結果から、HBV 感染ヒト肝細胞移植 cDNA-uPA/Rag2-/-/Jak3-/-マウスに予めヒト肝細胞

および抗 CD80/86 抗体にて前処置したヒト PBMC を投与することにより、B型慢性肝炎モデルが

構築される可能性が示された。 
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