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研究成果の概要（和文）：本研究では、HBV特異的CD8+T細胞応答の誘導におけるI型インターフェロン(IFN)の役
割を検討した。一過性HBV感染モデルにおいては、I型IFNはHBV導入早期の抗原量を抑制することにより、間接的
にHBV特異的CD8+T細胞応答を減弱させることを明らかにした。一方で、持続性HBV感染モデルにおいては、肝臓
内の抗原認識によりCD8+T細胞内のI型IFNシグナルが抑制されること、さらに、その活性化がT細胞の増殖と機能
性の誘導に極めて重要であることを示した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the role of type I interferon (IFN) in the 
induction of HBV-specific CD8 + T cell responses. In a transient HBV infection model, we showed that
 type I IFN indirectly attenuates HBV-specific CD8 + T cell response by suppressing the amount of 
antigen in the early stage of HBV transduction. On the other hand, in the persistent HBV infection 
model, we showed that antigen recognition in the liver suppresses the type I IFN signal in CD8 + T 
cells, and that its activation is extremely important for the induction of T cell proliferation and 
functionality

研究分野： 肝炎ウイルス

キーワード： B型肝炎ウイルス　CD8＋T細胞　自然免疫

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
全世界でおよそ2億5千万人がHBVに持続感染しており、肝細胞癌へと進行するリスクにさらされている。HBVの排
除にはHBV特異的CD8+T細胞応答が必要不可欠である。I型IFNがHBV特異的CD8+T細胞に及ぼす影響はほとんど理解
されておらず、本研究は学術的に極めて意義深い。さらに、T細胞内のI型IFNシグナルを活性化することでT細胞
の増殖と機能性の誘導ができるという成果は、B型慢性肝炎に対する新たな治療法の確立に役立つと考えられ、
その社会的意義も非常に大きい。

※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 
B 型肝炎ウイルス(HBV)は急性または慢性肝炎の原因となり、B型慢性肝炎の多くは肝硬変、さら
には肝細胞癌へと進行する。全世界でおよそ 2 億 5 千万人が HBV に持続感染しており、日本で
もおよそ 30 万人が B型慢性肝炎を患う。インターフェロンアルファ(IFN-α)は自然免疫を代表
するサイトカインである I型 IFN に属し、B型慢性肝炎治療に対する治療薬として長年使用され
ている。しかし、その治療効果は極めて限定的であり、時に重篤な副作用も認められる (Ganem 
D, et al. N Engl J Med. 2004)。したがって、IFN-αの治療効果を規定する因子の究明ととも
に、自然免疫系をターゲットとする新しい治療法の開発が望まれている。一方で、HBV の排除に
は感染細胞を選択的に破壊することの出来る獲得免疫、特に HBV 特異的 CD8+T 細胞応答が必要
不可欠である (Isogawa M, et al. Hepatol Res. 2015)。機能的な HBV 特異的 CD8+T 細胞応答
の誘導が、B型慢性肝炎を治療に重要と考えられているが、そのような T細胞応答がどのような
機序で誘導されるのかは明らかにされていない。これまで、I型 IFN 応答が、一過性および持続
性 HBV 感染時の特異的 CD8+T 細胞応答に及ぼす影響は詳細に検討されていなかった。HBV はヒト
とチンパンジーにしか感染せず、肝臓内における T細胞応答を解析することが極めて難しい。申
請者は長年、様々な HBV 感染マウスモデルを用いて、HBV 特異的 CD8+T 細胞応答を解析してき
た。本研究では HBV 特異的 CD8+T 細胞応答誘導における I 型 IFN の役割を、一過性 HBV 感染マ
ウスモデルと持続性 HBV 感染マウスモデルを用いて検討した。 
 
２．研究の目的 
目的 1. HBV 特異的 CD8+T 細胞応答の誘導における I型 IFN の役割の検討。 
ここではまず、(1)一過性 HBV 感染マウスモデルを用いて、I 型 IFN が HBV 特異的 CD8+T 細胞応
答に及ぼす影響を検討した。次に、(2) 持続性 HBV 感染マウスモデルを用いて、HBV 特異的 CD8+T
細胞内の I型 IFN シグナルが、肝臓内で HBV を認識することでどのように変化するか解析した。 
 
目的 2. 肝細胞内の自然免疫経路の刺激による HBV 特異的 CD8+T 細胞応答の誘導。 
(3)ここでは、持続性 HBV 感染マウスモデルを用いて、肝細胞内の RIG-I シグナル経路を活性化
することで、機能的な HBV 特異的 CD8+T 細胞応答を誘導できるか検討した。 
 
 
３．研究の方法 
(1) HBV 特異的 CD8+T 細胞応答の誘導における I 型 IFN の役割を一過性 HBV 感染マウスモデル
と、持続性 HBV 感染マウスモデルを用いて検討した。ハイドロダイナミック・インジェクション
法(HDI 法)により、HBV をコードするプラスミド DNA をマウスの肝臓内に導入すると、HBV 複製
を一過性に肝臓内で誘導できる。申請者らは、このモデルにおける HBV の排除には HBV 特異的
CD8+T 細胞が必要であることを示している (Yang P, Isogawa M, et al. PNAS, 2010)。I型 IFN
シグナルが HBV 特異的 CD8+T 細胞応答に及ぼす影響を検討するため、IFN-α/β受容体(IFN-α/
βR)を欠損する IFN-α/βRKO マウスと野生型マウスに HBV プラスミドを HDI 法で発現させ、HBV
特異的 CD8+T 細胞応答と血清中 HBV 抗原量および肝臓内 HBVmRNA 発現量を測定した。IFN シグナ
ルによる抗原量変化が HBV 特異的 CD8+T 細部応答に及ぼす影響を検討するため、HBV 特異的な
small interfering RNA(siHBV)も投与した。 
(2) 次に、I型 IFN シグナルが、持続性 HBV 感染時における I型 IFN シグナルの役割を検討する
ため、肝臓内で活発に HBV を複製する HBV トランスジェニックマウス(HBV-Tg マウス)と HBV 特
異的 T 細胞受容体(TCR)を発現するトランスジェニックマウス(TCR-Tg マウス)を用いた。TCR-
Tg マウスから単離した HBV 特異的ナイーブ CD8+T 細胞を、HBV-Tg マウスに養子移入すると、
HBV 特異的ナイーブ CD8+T 細胞は肝臓内で速やかに活性化され増殖するが、このような HBV 特
異的 CD8+T 細胞は、サイトカイン産生能や細胞傷害能などの抗ウイルス機能を獲得せず、免疫
寛容状態となることを報告している(Isogawa M, et al. PLOS Pathogen 2013)。肝臓内で HBV を
認識することで誘導される免疫寛容における I 型 IFN シグナルの役割を明らかにするため、免
疫寛容状態にある T細胞（Tolerant T cell）内の IFN 誘導遺伝子群(ISG: interferon stimulated 
genes)の発現を解析した。コントロールとして、まだ抗原を認識したことがないナイーブ T細胞
(Naïve T cell)と、HBV 特異的ナイーブ T細胞を養子移入した野生型マウスの樹状細胞を活性化
し、抗原刺激を与えることで誘導した機能的な T細胞（Effector T cell）内の ISG も解析した。 
(3) 最後に、肝細胞が持つ自然免疫経路を刺激することで、機能的な HBV 特異的 CD8+T 細胞応
答が誘導できるか検討した。Poly I:C は合成二本鎖 RNA であり、細胞外では Toll like receptor 
(TLR)3 に結合するが、細胞内では RIG-I like receptor (RLR)の RIG-I もしくは MDA-5 に対す
るリガンドとなる。肝細胞上には TLR3 は発現していないと考えられているが、RIG-I は肝細胞
を含むすべての細胞で発現している。そこで、脂質ナノ粒子ベースの in vivo 核酸導入試薬 
(invivofectamine:IVF)で覆った Poly I:C(Poly I:C-IVF)を投与することで RIG-I 経路を活性化
し、肝臓内の I型 IFN 誘導を検討した。次に、HBV 特異的ナイーブ CD8+T 細胞を養子移入した
HBV-Tg マウスにを Poly I:C-IVF で刺激することで、肝臓での抗原認識によって誘導される HBV
特異的 CD8+T 細胞の免疫寛容を打破できるか検討した。 
 
 



４．研究成果 
(1) 一過性 HBV 感染モデルをにおいては、HBV 特異的 CD8+T 細胞応答は野生型マウスよりも IFN-
α/βRKO マウスでより強く誘導された。予想に反して、HBV は野生型マウスよりも、IFN-α/β
RKO マウスにおいて早期に排除された。以上の結果は、I型 IFN は、一過性 HBV 感染モデルにお
いては、HBV特異的CD8+T細胞応答に対して抑制的に働くことを示唆している。興味深いことに、
HBV 特異的 CD8+T 細胞応答の違いは HBV 導入早期における HBV 発現量と相関していた。すなわ
ち、HBV 導入早期における抗原量は、野生型マウスよりも IFN-α/βRKO マウスで高かった (data 
not shown)。I型 IFN が HBV 特異的 CD8+T 細胞応答を抑制するメカニズムが、HBV 導入早期の抗
原量に依存するか検討するため、IFN-α/βRKO マウスに HBV を導入すると同時に、HBV に特異的
な siRNA およびコントロール siRNA を投与し、その後の HBV 特異的 CD8+T 細胞応答と HBV 発現
を解析した。興味深いことに、HBV に特異的な siRNA を投与した群ではコントロール siRNA を投
与した群に比較して、HBV 特異的 CD8+T 細胞応答は明らかに減弱し、HBV の排除が遅れた(図 1)。
以上の結果から、I型 IFN は一過性 HBV 感染モデルにおいて HBV 導入早期の抗原量を抑制するこ
とにより、間接的に HBV 特異的 CD8+T 細胞
応答を減弱させることが示唆された。これま
で、I 型 IFN シグナルは HBV 特異的 T細胞を
促進すると考えられていたため、これらの結
果は予想とは全く異なるものであった。以上
の成果は、2018 年に J.Virol に報告した 
(Kawashima K, Isogawa M, et al. J. 
Virol, 2018). 
 
(2) 持続性 HBV 感染モデルにおいては、全く異なる結
果が得られた。肝臓内で抗原認識することで誘導された
Tolerant T cell では、Naïve T cell および Effector 
T cell に比較して、ISG の発現が顕著に減少している
ことが明らかになった（図 2）。さらに、この ISG 発現
の抑制が、I型 IFN シグナル経路のどの点で起こってい
るかを検討するため、Naïve、Tolerant、Effector HBV
特異的 CD8+T 細胞を単離し、IFN-α刺激後のリン酸化
STAT-1 の発現を比較した。その結果、Tolerant T cell
ではリン酸化 STAT-1 の発現が減弱していることが明らかとなった (data not shown)。他のウ
イルス感染モデルでは、IFN-I シグナルが T細胞の増殖と機能分化に必須であることはよく知ら
れているが、抗原認識が I型 IFN シグナルに及ぼす影響はほとんど検討されていなかった。本研
究から、肝臓内抗原認識によって引
き起こされるIFN-Iシグナル抑制が、
HBV 特異的 T 細胞の免疫寛容誘導に
大きな役割を果たしていることを示
唆する極めて独創的な成果が得られ
た。 
 
(3) 最後に、肝細胞内の自然免疫系
を活性化することで、HBV 特異的
CD8+T 細胞の免疫寛容を打破できる
か検討した。Poly I:C-IVF を投与し
たマウスの肝臓内では、ISG15 や OAS
と行った ISG が非常に強く誘導され
ていた (data not shown)。さらに図
3Aで示すように、HBV-TgマウスにHBV
特異的CD8+T細胞を養子移入し、Poly 
I:C-IVF を投与したところ、生理食塩
水(NaCl)を投与したコントロール群
に比較して、HBV 特異的 CD8+T 細胞は
活発に増殖し、IFN 産生能や細胞傷
害能といった機能性の誘導も認めら
れた（図 3B）。また、Poly I:C-IVF を
投与したマウスでは、これら機能的
な HBV 特異的 CD8+T 細胞の増殖に伴

0

2

4

0

2

6

4

0

1

2 Naive

Tolerant

Effector

0

1

2

0

3

2

1

Oas1a Oas1b SOCS3

Mx1 Isg56

図２
Fo

ld
 In

du
ct

io
n

(R
el

at
iv

e 
to

 n
ai

ve
 T

 c
el

ls
)

%
C

D
8+

D
im

er
+

/to
ta

l I
H

L

2

1

0

A

1.24HBV+ siHBVs1.24HBV + siCTRL

図１
B

H
B

sA
g 

(I
U

/m
l)

Day 0 Day 1 Day 4 Day 14

102

104

103

101

100

Day 7

血清 HBs 抗原T 細胞応答



い、肝障害の誘導が認められた(図 3C:Left）。さらに重要なことに、Poly I:C-IVF を投与した
HBV-Tg マウスでは、HBVmRNA 発現が強く抑制されていた(図 3C:right）。興味深いことに、これ
た T細胞の機能性の誘導は、CD8+T 細胞内の ISG の誘導と相関していた(図 3D）。IFN-α/β受容
体を欠損する HBV 特異的 CD8+T 細胞を養子移入した際には、Poly I:C-IVF を投与しても、これ
らの変化は認められなかったため (data not shown)、Poly I:C-IVF による HBV 特異的 CD8+T
細胞の機能性の誘導には、T細胞内の I型 IFN シグナルの活性化が必要であることが明らかとな
った。これらの成果を、数多くの国内および国際学会で報告した。現在、論文として投稿中であ
る。 
以上から、持続性 HBV 感染下の肝臓内抗原認識により、HBV 特異的 CD8+T 細胞内の I型 IFN シグ
ナルが抑制されること、肝細胞内の自然免疫系を活性することにより、I型 IFN シグナル依存性
に、HBV 特異的 CD8+T 細胞の機能性を誘導できることが明らかとなった。 
 
今後は、肝臓内抗原認識によって T 細胞内の I 型 IFN シグナルが抑制されるメカニズムを明ら
かにする。これらの研究成果から、T 細胞内の I 型 IFN シグナルの活性化をターゲットとした、
新しい B 型慢性肝炎に対する治療法が確立されることが期待される。 
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