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研究成果の概要（和文）：HBVの基礎研究では肝がん細胞株由来のHepG2/NTCP細胞株が世界的に汎用されてい
る。我々はHepG2とは遺伝子プロファイルが大きく異なる肝がん細胞株由来のLi23/NTCP細胞にHBV感受性を新た
に見出しいたが、その感受性はHepG2/NTCP細胞の1/100以下であった。今回の研究において、我々はLi23/NTCP細
胞を限界希釈法によるサブクローニングを繰り返すことによってHepG2/NTCPと同等のHBV感受性を示すA8.15.78.
10細胞の樹立に成功した。これらの細胞株を用いて、我々は抗HBV剤の正当な評価には異なるタイプの細胞株を
用いたHBVアッセイ系が必要であることを示した。

研究成果の概要（英文）：Cells derived from the human hepatoma cell line HepG2 and engineered to 
overexpress NTCP: a receptor for HBV, termed HepG2/NTCP cells, are widely used as the cell-based HBV
 infection and replication systems for HBV research. We recently found that human hepatoma cell line
 Li23-derived cells overexpressing NTCP (A8 cells subcloned from Li23 cells) were also sensitive to 
HBV infection. However, the HBV susceptibility of A8 cells was around 1/100 that of HepG2/NTCP 
cells. In the present study, we successfully established a Li23/NTCP-derived A8.15.78.10 cell line 
exhibiting high HBV susceptibility equivalent to that of the HepG2/NTCP cells widely used for HBV 
research. Using A8.15.78.10 and HepG2/NTCP cells, we demonstrated the necessity of plural HBV assay 
systems using different types of cells for the objective and impartial evaluation of anti-HBV 
reagents.

研究分野： B型肝炎ウイルス

キーワード： B型肝炎ウイルス(HBV)　Li23/NTCP細胞　サブクローニング　A8.15.78.10細胞　HepG2/NTCP細胞　cGAS,
STING経路　薬剤感受性
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでのHBVの基礎研究においてはHepG2/NTCP細胞という1種類の細胞株のみを用いた研究が大半である。我々
は本研究において、抗HBV剤の正当な評価には異なる細胞株を用いたHBVアッセイ系を使用することが必要である
ことを示した。複数のHBVアッセイ系を用いた評価がを行うことで、抗HBV活性の評価結果の信頼性が上がり、臨
床応用に向けた研究の効率化が期待できる。

※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 
  HBV の感染により引き起こされる慢性肝炎は長期に渡って肝細胞の破壊と再生を繰り返す
ことにより肝硬変や肝細胞がんを発症する。HBV は全世界では 3億 5千万人以上、日本において
も約 130〜150 万人が感染していると推定されており、世界的な感染症である。B 型慢性肝炎の
治療はインターフェロンや核酸アナログ製剤などが用いられているものの、HBV を体内から完全
に排除することは難しく、薬剤耐性ウイルスの出現や再活性化などが問題になっている。そのた
め新しいタイプの抗 HBV 剤が求められている。しかしながら、多くの核酸アナログ製剤はヒト免
疫不全ウイルスに対する薬剤として開発されたものを流用したものが多く、HBV の感染増殖機構
自体は未だ未解明な部分が多いことから新薬の開発はほとんど進んでいない。近年、HBV の研究
では胆汁酸トランスポーターの NTCP が HBV の感染に必要な因子であることが発見された。ヒト
肝がん由来の細胞株である HepG2 細胞株に NTCP を発現させると HBV に高い感受性を示すように
なることから、現在、NTCP を発現させた HepG2 細胞が世界的に汎用されている。しかしながら、
1 種類の細胞株のみで行う研究では比較対象が存在しないことから得られる情報が偏り、HBV に
寄与する宿主因子や抗 HBV 剤候補など多くのものを見逃している可能性が高い。我々は、昨年
HepG2細胞株とは異なるヒト肝がん由来の細胞株であるLi23細胞にNTCPを発現させるとHBVに
感受性を示すようになることを見出し報告した(Dansako, Ueda et al., The FEBS J, 2016 )。
また、Li23 細胞以外の異なる細胞株にも HBV 感受性を見出している(未発表)。残念ながら、Li23
細胞を含むこれらの細胞の HBV 感受性は HepG2 細胞の 1/100 以下と低いことが分かった。これ
らの細胞では HBV の感染増殖に必要な NTCP 以外の宿主因子が不足しているためではないかと考
えられた。 
 
２．研究の目的 
 上記のような背景から、本研究では、「HepG2 細胞株だけで行われる研究では見逃されたもの
があるのか」という問いに応えるために、HepG2 細胞とは異なる細胞株で HBV に高い感受性を示
すサブクローン化細胞株を樹立し、抗 HBV 剤候補の探索及び HBV 増殖制御因子の解析を行うた
めに以下の 3項目を目的とした。 
 (1) HepG2 細胞株以上の HBV 感受性を示す細胞株を樹立する 
 (2) 新規抗 HBV 剤候補を見出す 
 (3) HBV の感染増殖に寄与する新規宿主因子を同定する 
 
 
３．研究の方法 

研究の方法は図 1の概略図に記した 3点を柱として行った。 
 
『 1 』HBV に高い感受性を示すサブクローン化細胞株の樹立 
 NTCP を発現させた Li23 細胞(Li23/NTCP 細胞：親細胞)を限界希釈法によりサブクローニング
を行い、数十種類のサブクローン化細胞を作成する。これらの細胞に HBV/secNL(HBV の感染増殖
性を定量的に評価できるレポーターアッセイ系：Nishitsuji H et al., Canser Sci, 2015)を
感染させ、HBV に感受性が高い細胞クローンを選択する。選択した細胞クローンを１ヶ月程培養
して再び細胞に多様性を持たせた後に、再度細胞のサブクローニングを行う。そして、さらに HBV
感受性の高い細胞クローンの選択・取得を試みる。必要に応じて、このサブクローニングを繰り
返し行う。これにより『 2 』及び『 3 』で使用可能なサブクローン化細胞株を 2種類以上樹立



する。『 3 』で HBV の感染増殖に寄与する新規宿主因子が同定できた場合は、新規宿主因子の発
現をレトロウイルスベクターや CRISPR/Cas9 システムなどを用いて人工的に制御することによ
り、さらに HBV 感受性の高い細胞の作出ができるか、或いは他の種類の肝細胞株においても HBV
感受性を獲得させることができるかどうかを検討する。 
 
『 2 』新規抗 HBV 剤候補の探索 
 『 1 』で得られた HBV 高感受性サブクローン化細胞株を用いて承認薬ライブラリーから薬剤
のスクリーニングを行う。抗 HBV 活性は HBV/secNL や HepG2.2.15 細胞から産生される HBV ウイ
ルスを用いた感染実験によりウイルスのどの段階を阻害しているかを詳細に評価・検討する。候
補となる薬剤が見つかった場合は、HepG2 など異なる細胞株での薬剤感受性も評価し臨床応用が
可能かを検討する。『 3 』で HBV の感染増殖に必要な新規宿主因子が同定できた場合は、宿主因
子を標的とする化合物の探索・開発も並行して行う。 
 
『 3 』HBV の感染増殖に必要な新しい宿主因子の同定 
 前項の研究で得られる予定の Li23 細胞株由来で HBV に高感受性を示すサブクローン化細胞、
親細胞である Li23 細胞および HepG2 細胞を用いて、cDNA マイクロアレイやタンパク質のリン酸
化アレイなどによる比較解析を行う。これらの解析により HBV の感染増殖に寄与する可能性の
ある宿主因子を選択する。得られた候補因子については、RT-PCR や Western Blot 解析により
mRNA やタンパク質レベルでの発現レベルの差を確認した後に、CRISPR/Cas9 システムによる候
補因子のノックアウトやレトロウイルスベクターを用いた候補因子の過剰発現の手法を用いて、
候補因子が HBV の感染増殖に寄与しているかどうかを明らかにする。以上の手法により HBV の
感染増殖に必要な新たな宿主因子を同定する。同定ができた場合は免疫染色や免疫沈降などに
より HBV の感染増殖にどのようにして寄与しているかを明らかにする。また、宿主因子に変異を
導入したり欠損させたりすることで、宿主因子の機能のどの部分が HBV に重要であるかを明ら
かにする。 
 
 
４．研究成果 
 Li23/NTCP 細胞はサブクローニングによって徐々に HBV 感受性が上がり、最終的に 4回のサブ
クローニングによって、HepG2/NTCP 細胞と同等以上のサブクローン化細胞(A8.15.78.10)が得ら
れた。サブクローニングによる HBV 感受性上昇の要因を解明するため、まず、HBV 感染に必要な
NTCP のタンパク質発現レベルについて調べた。その結果、サブクローニングをする毎に NTCP の
タンパク質発現レベルが上昇し、また NTCP のリン酸化レベルも同様に上昇していた。次に、我々
は自然免疫応答に関与する cGAS-STING 経路が HBV 感受性に影響を与えることを既に発見
(Dansako et al., FASEB BioAdv, 2019)していたことから、Li23/NTCP 由来サブクローン化細胞
での発現レベルの解析を行った。その結果、cGAS および STING の mRNA 発現レベルはサブクロー
ニングをする毎に低下していくことがわかった。これらの要因が A8.15.78.10 細胞の高い HBV 感
受性に寄与することが示唆された。Li23 細胞は HepG2 細胞と遺伝子発現プロファイルが大きく
異なるため、薬剤感受性に差がでることが予想された。そこで、HBV の感染阻害活性が報告され
ているいくつかの化合物について HBV/secNL レポーターアッセイ系を用いて評価した。その結
果、Cyclosporin A については両細胞株での薬剤感受性に大きな差は認められなかった。しかし
Rosiglitazone は HepG2/NTCP 細胞では既報通り抗 HBV 活性が認められるものの、A8.15.78.10 細
胞では抗 HCV 活性は認められなかった。このことから、細胞株の違いによって薬剤感受性に大き
な差が認められた。従って、抗 HBV 剤の正当な評価には異なる細胞株を用いた HBV アッセイ系が
必要であることが示唆された。基礎研究における抗 HBV 剤の評価結果の信頼性が上がることで
臨床応用にむけた研究の効率化がより進むことができる。目的(3)については今回の研究では同
定するまではいかず、今後より詳細な比較検討を行うことが必要である。これらの結果は国際学
会(Ueda et al., HBV meeting 2019 など)や国際誌(Ueda et al., BBRC, 2019)などに発表した。 
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