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研究成果の概要（和文）：　B型肝炎治療薬である核酸アナログ製剤のうち、アデフォビル (ADV)、テノフォビ
ル (TDF)には①interferon (IFN)-lambda3を誘導すること、②末梢血リンパ球からのinterleukin (IL)-10産生
を抑制し、IL-12を誘導することを見出した。また、IFN-alphaの同時投与は、それぞれ相加・相乗効果を示し
た。②の原因として癌細胞で亢進しているシグナルを抑制することを示した。また、さらに強力にIFN-lambda3
を誘導する候補薬剤を見出した。

研究成果の概要（英文）：　We found that adefovir (ADV) or tenofovir (TDF) ①induced IFN-lambda3, and
 ②inhibited interleukin (IL)-10 and induced IL-12, all of which immunologically lead toward 
hepatitis B virus (HBV) elimination. Combination of ADV or TDF with IFN-alpha showed additional and 
synergistic effects on those cytokines production. A mechanistic analysis revealed that ADV or TDF 
inhibited signals that enhanced in tumor cells. We also found several powerful inducers by 
screening. 

研究分野：ウイルス性肝炎

キーワード： B型肝炎　サイトカイン　免疫賦活　核酸アナログ製剤

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
 今回の研究にて、現在使用されている核酸アナログ製剤のうちADV・TDFには、B型肝炎ウイルス(HBV)排除に有
利な免疫状態を誘導するという追加効果があることが判明した。さらに、強力にIFN-lambda3を誘導する候補薬
剤も見出した。また、ADV・TDFは肝発癌抑制効果があることも見出したことから、これらを利用したHBV排除、
発がん抑制に関する新たな治療戦略が構築されると考えられる。

※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 
 本邦における C型肝炎ウイルス (HCV)による肝癌死亡数は同治療開始より減少傾向にあるが、

近年のウイルス排除が可能な経口剤の登場により、将来的にその肝癌死亡数はさらに減少する

ものと予想される。一方、B 型肝炎ウイルス (HBV)による肝癌死亡数は、母子感染対策として

の HBV ワクチンの開始（1984 年）、核酸アナログ製剤（NUC）の開始（2000 年にラミブジン

が保険収載された）にも係らず、この 40年間は未だ減少傾向を認めていない。NUCの登場によ

りHBVの制御は良好となり、炎症の抑制および肝癌の出現抑制が可能となってきたにも係らず、

肝癌死亡数が減少しない理由の一つとして、NUCは HBVの逆転写酵素を阻害し、ウイルス増殖

を抑制するが、肝細胞核内に形成された cccDNA (covalently closed circular DNA)には効果がない

ことが挙げられる。cccDNAはウイルスのいわゆる“鋳型”となり、ウイルス精製に関与するため

である。cccDNA を排除しない限り、NUC にて血清中の HBV DNA が検出感度以下になったと

しても、服薬の中止にて容易に再発をきたし、重症肝障害をきたす恐れがある。そのために B型

慢性肝炎患者は数十年という単位で NUCの内服が必要で (Boglione L, et al. Liver Int 2013)、患者

の負担および医療経済を考慮するとウイルス排除あるいは off-therapy は重要な課題である。肝

癌の出現率は HBs抗原の陰性化に伴い低下することから、現在では HBs抗原の消失が治療目標

となっている (Tseng TC, et al. Gastroenterology 2012)。一方、インターフェロン (IFN)は cccDNA

や他の様々な複製過程に作用し、HBs抗原消失も期待されるが小数例にしか効果がない。すなわ

ち、現在の治療法では HBVの制御は可能であるが、ウイルス排除には至らないため、新たな治

療戦略が求められている。 

 最近、我々は NUCのうち、nucleoside analog（ラミブジン、エンテカビル）ではなく、nucleotide 

analog（アデフォビル、テノフォビル）には HBVの逆転写酵素阻害以外に長官細胞にて IFN-3

を誘導するという新たな薬理学的追加効果があることを世界に先駆けて発見した（Murata K, et 

al. Gut 2018）。IFN-には HBVの複製を抑制するとの報告があること、さらに我々の検討におい

ても IFN-は肝細胞内で interferon-stimulated genes (ISG)を誘導し、かつ HBs抗原低下作用を認め

たことから、nucleotide analog を用いた治療戦略が期待される。しかし、このような追加作用を

持っていても現実では nucleotide analog の単独療法で HBs 抗原が消失することはまれであるこ

とから何らかの工夫が必要である。また、最近、nucleotide analogであるテノフォビルと Peg-IFN

との併用療法にて今までになく高い確率で HBs 抗原の消失が得られたとの報告がなされた 

(Marcellin P, et al. Gastroenterology 2016)。このことは、IFN-と nucleotide analogの併用が IFN-3

産生に何らかの影響を及ぼすことを示唆している。また、NUC投与中の HIV患者においてラミ

ブジン (nucleoside analog)投与中では、急性 B 型肝炎の発症が認められたが、テノフォビル 

(nucleotide analog)投与中では、まったく感染が認められなかった (Gatanaga H, et al. Clin Infec Dis 

2013)。この現象は単に HBV逆転写酵素阻害作用のみでは説明が付かず、nucleotide analog製剤

が IFN-3以外の宿主免疫に何らかの影響を及ぼしている可能性を示唆するものと考えられる。 

 

2. 研究の目的 

 B 型慢性肝炎では、NUC の登場によって病態のコントロールは容易になったものの、ウイル

ス排除に至る例は少なく、ほとんどの症例では何十年もの NUC 継続内服が必要である。最近、

我々は NUCのうち、nucleotide analogが単に HBVの逆転写酵素を阻害するだけでなく、腸管細

胞における IFN-3誘導という追加薬理効果があることを発見した。IFN-3による抗 HBV効果

は既に報告されていることから治療への展開が期待される。そこで本研究では、nucleotide analog

の IFN-3産生機序の解明、高 IFN-3を誘導する薬剤の探索、IFN-との併用療法の基礎的解析、



などから HBV排除を目指した治療を模索していく。 
 
3.研究の方法 
① 腸管細胞における nucleotide analog製剤による IFN-3誘導機序の解明 

我々は既に 5 種類の大腸癌細胞のうち、IFN-3 を産生する株と非産生株があることを突

き止めている。そこで、それらの発現遺伝子の差異について microarray を用いて解析した。

責任遺伝子候補が判明したため、siRNA を用いた抑制（knock-out, KO）、および責任遺伝子

欠損細胞に同遺伝子を導入 (knock-in, KI)し、nucleotide analogによる IFN-3誘導能を解析

した。また、同細胞株（KO, KI）を樹立し、nucleotide analogによる IFN-3誘導能を解析し

た。 

② 低分子化合物ライブラリーを用いた IFN-3誘導物質のスクリーニングおよび解析 

アデフォビルやテノフォビルに IFN-3誘導作用があることは証明したが、臨床ではそれ

らの単独療法では HBs抗原低下などの効果は明らかでない。そこで、さらに強力に IFN-3

を誘導するような物質の探索を行い、臨床応用を目指す。まず、大量にかつ簡便にスクリー

ニングを行うために IL-28B プロモーター領域の下流にルシフェラーゼ遺伝子を組み込んだ

プラスミド（当研究室に既に保有）を IFN-3産生能を有する大腸癌細胞に導入し、stable cell 

lineを樹立する。それを用いて低分子化合物ライブラリーをスクリーニングした。 

③ Nucleotide analogによるサイトカイン誘導能の証明およびその機序の解明 

前述したように我々は preliminary実験において、nucleotide analogが末梢血リンパ球

に作用して、あるサイトカインの産生を抑制することを確認している。そこで、健常者 

約 20 名、B 型慢性肝炎患者 約 40 名から採血し、リンパ球を精製し、サイトカイン産

生についての確認を行った。また、健常者と肝炎患者でのサイトカイン産生能について

比較検討した。なお、本研究は倫理審査で承認されている。さらに、その機序の解析の

ために magnetic-activated cell sorting (MACS)を用いて各種血球細胞の除去あるいは精製

を行い、同サイトカインの産生責任細胞を探索した。さらに、同サイトカイン産生責任

細胞を用いて、サイトカイン産生におけるシグナル伝達路を western blottingや各種シグ

ナル阻害剤を用いて探索した。 

④ IFN-との併用による IFN-3および他サイトカインの誘導能の変化 

臨床的にテノフォビルと Peg-IFN の併用療法にて、高率に HBs 抗原消失例が認めら

れたことから、大腸癌細胞株を用いて各種核酸アナログ製剤単独と IFN-との併用時に

おける IFN-3誘導能を比較検討した。さらに、経口 IFN-誘導剤（市販）を用いて、同

様の実験を行った。 

 

4. 研究成果 

① 腸管細胞における nucleotide analog製剤による IFN-3誘導機序の解明 

我々は、nucleotide analog（アデフォビル、テノフォビル）による IFN-3誘導には、X分

子（論文投稿中のため、仮称とする）が必要不可欠であることを発見した。IFN-3誘導機序

が判明したため、今後、創薬に発展させていきたい。 

② 低分子化合物ライブラリーを用いた IFN-3誘導物質のスクリーニングおよび解析 

既存薬物低分子化合物ライブラリーの約 7,000化合物をスクリーニングし、いくつかのヒ

ット化合物を同定した。今後、詳細を検討し、創薬に発展させていきたい。 

③ Nucleotide analogによるサイトカイン誘導能の証明およびその機序の解明 



末梢血リンパ球を nucleotide analog（アデフォビル、テノフォビル）で培養した後に、

lipopolysaccharide (LPS)にて刺激すると、interleukin (IL)-10産生の抑制、IL-12の誘導を

認めた。nucleoside analog（ラミブジン、エンテカビル）では、このような効果は認めなか

った。さらに、その機序の検討により、nucleotide analog は mammalian target of rapamycin 

(mTOR)経路のうち、Aktの細胞膜への移行を阻害することによって、Aktのリン酸化を阻害

することが判明した。この成果は、Hepatologyに掲載された。 

④ IFN-との併用による IFN-3および他サイトカインの誘導能の変化 

nucleotide analog（アデフォビル、テノフォビル）と IFN-との併用により、IFN-3産

生は相加的に、IL-12 は相乗的に増加することを見出した。経口 IFN-誘導剤でも同様

の効果を確認した。 
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