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研究成果の概要（和文）：マウス肝臓が高度にヒト肝細胞に置換されたヒト肝細胞キメラマウス（PXBマウス）
にB型肝炎ウイルス（HBV）を感染させ、マウス肝組織の遺伝子発現解析およびHBV感染後のウイルス動態を解析
した。その結果、感染初期のウイルス動態はmultiphasicに変化し、HDV（D型肝炎ウイルス）が共感染した場合
でも感染初期の動態には影響しないこと、HBV感染後の肝組織では免疫応答に関与するようなpathwayや細胞の増
殖やアポトーシスに関与するようなpathwayが活性化されていること、HBV感染後の細胞内応答は、HBV遺伝子型
により異なることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Human hepatocyte chimeric mice were infected with hepatitis B virus and 
thier liver tissues were collected after sacrifice. Total RNA was extracted from the mouse livers 
and transcribed into cDNA. Then gene expression analyses were perfomred using these cDNA and gene 
expression profiles were compared between HBV-infected and non-infected mice. Resulting these 
analyses, we identified that similar viral kinetic pattern could be observed regardless to HBV 
clones and that pathways associated with immune responses, cell growth or apoptosis were 
significantly activated in human hepatocytes after HBV infection. Furthermore, we also identified 
that intracellular resposes by HBV infection were different among HBV genotypes. 

研究分野：消化器内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
年間50万人以上がB型肝炎ウイルス感染により死亡するとされ、特にアジア地域ではその感染者数が多い。その
ため、B型慢性肝炎に対する治療薬の開発は急務であり、現在、治療薬開発に向けた研究が進められ、新規治療
薬の登場が期待されている。このような背景から、治療薬開発において、抗ウイルス効果が評価可能な動物モデ
ルの作製は非常に重要であり、また本研究のようなウイルス動態の視点から評価も必須と言える。本研究を進め
ていくことで、B型肝炎治療に向けた治療標的が同定され、本研究で得られた遺伝子発現プロファイルが新規治
療薬開発の基盤として活用できる可能性がある。

※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。



様 式 Ｆ－１９－２ 
１．研究開始当初の背景 

B型肝炎ウイルス（HBV）は、ヒトやチンパンジーなど特定の動物にしか感染が成立せず、
また、肝癌細胞株などへの感染もほとんど認められないことから、in vitro、in vivo の HBV
感染実験系は限られる。重度の免疫不全・肝不全マウス（uPA/SCIDマウス）にヒト肝細胞を
移植することにより作製されたヒト肝細胞キメラマウス（PXBマウス）は、マウス肝臓の 95%
以上がヒト肝細胞に置換され、マウス肝臓がヒトの肝臓と類似した状態となる。この PXB マ
ウスは、HBV 感染が可能であり、高度の免疫不全状態にあることから、肝炎は生じず、HBV
持続感染が成立する。このHBV持続感染 PXBマウスより採取したヒト肝細胞を用いて、cDNA
マイクロアレイや次世代シークエンスによる遺伝子発現解析を行うことで、HBV 感染が直接
細胞内遺伝子発現に及ぼす影響を解析することが可能と考え、基課題を含めたいくつかの基礎
研究を行ってきた。しかしながら、網羅的な遺伝子発現解析を行うと、HBV 感染に伴い有意
な発現変化を示す遺伝子（標的遺伝子）が多数抽出され、絞り込みが困難であり、新たな遺伝
子発現解析の手法を取り入れる必要があると考え、本国際共同研究を計画した。 
 
２．研究の目的 
本共同研究では、マウスの血中ウイルス量やウイルス蛋白量の変化とヒト肝細胞内の遺伝子
発現プロファイルを用いて、ウイルスの動態と遺伝子発現変化との相関を解析し、次世代シー
クエンス解析により得られた膨大な遺伝子発現プロファイルとウイルス動態とを関連付け、B
型肝炎ウイルス感染に伴うヒト肝細胞内の反応を解析することを目的とした。 
 
３．研究の方法 

PXBマウスに HBVを感染させ、感染後のマウス血中HBV DNA量を経時的に測定し、マ
ウス血中 HBV DNA量の変化を観察した。HBVを感染させたマウスは、感染 3日後、10日後、
5週後、8週後、34週後に sacrificeし、マウス肝組織よりヒト肝細胞部分を採取。肝細胞より
total RNAを抽出、逆転写反応を行ったのち、次世代シークエンス解析にて遺伝子発現プロフ
ァイルを取得した。また、HBV genotypeによる遺伝子発現プロファイルへの影響を解析する
ため、HBV genotype A感染マウスも準備し、遺伝子発現プロファイルを取得した。さらに HBV
非感染マウスと感染マウスの遺伝子発現プロファイルを比較し、HBV 感染により有意に発現
変化が生じる遺伝子の抽出を行った。 
 
４．研究成果 
1）HBV感染後のマウスにおけるウイルス動態の解析 
感染するHBVクローンやマウスに移植したヒト肝細胞の違いによるウイルス動態への影響
を把握するため、30頭のHBV感染 PXBマウスのデータを用いて、HBVクローンによるマウ
ス血中 HBV DNAの動態変化を解析した。その結果、感染初期のウイルス動態はmultiphasic
に変化し、HDV（D型肝炎ウイルス）が共感染した場合でも感染初期の動態には影響しないこ
とが明らかとなった（図 1）。本研究成果は、Virusesに Brief communicationとして報告した。 

 
2）HBV感染後のヒト肝細胞内遺伝子発現の経時的な変化の解析 

30頭のマウスのうち、共通の HBVクローンを接種した 19頭のマウスと HBVを感染させ
ていない 4 頭の PXB マウスからヒト肝細胞を採取し、ヒト肝細胞内の遺伝子発現を次世代シ
ークエンサーにて解析した。HBV感染 3日後、10日後のヒト肝細胞では有意な遺伝子発現変



化は観察できなかったが、感染 5週後、8週後、34週後のマウスでは多くの遺伝子発現が変化
しており、特に、免疫応答に関与するような pathwayや細胞の増殖やアポトーシスに関与する
ような pathwayが活性化されていることが明らかとなった（表 1）。本研究成果は、Melbourne
で行われた International HBV meeting 2019にて発表した。 

 
3）PXB細胞を用いた HBV感染とウイルス動態・遺伝子発現解析 

PXBマウスの解析で得られた細胞内遺伝子発現変化が、HBVの直接的な作用であることを
確認するため、PXB マウスの肝組織を用いて作製された初代培養ヒト肝細胞（PXB 細胞）に
前解析で用いた HBVとは別の HBVクローンを感染させ、解析を進めた。HBV遺伝子発現を
行う前にPXB細胞へのHBV感染率およびウイルス動態を解析したところ、培養上清中のHBV 
DNAは multiphasicな動態を示し、PXBマウスの解析で認められたウイルス動態に類似して
いた。本動態に関しては、現在も Dr. Dahari、Dr. Uprichard、Dr. Dubeyとともに数学的な
モデリングによる解析を実施中である。また、遺伝子解析については、感染 12 日までの細胞
への感染効率が 2.5%と低かったことから、十分な遺伝子発現変化が観察できないと考え、現在、
single cell sorting等を用いた解析への移行を検討中である。 

 
4）HBV genotypeによる遺伝子発現変化の比較 

HBV遺伝子型 Aおよび C感染により、それぞれ 780、208遺伝子が発現制御を受け、発現
制御レベルは HBV遺伝子型により異なることが明らかとなった。特に、遺伝子型 C感染マウ
スでは、Wnt signal pathwayや Oxidative stress pathwayが遺伝子型 A感染時よりも強く誘
導を受けることが明らかとなり（表 2）、HBV感染後の細胞内応答は、HBV遺伝子型により異
なり、この細胞内応答の相違が臨床経過や治療反応性に関与している可能性が示された。尚、
本研究成果は、Journal of Gastroenterologyに Original Articleとして報告した。 
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