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研究成果の概要： 
 三次元培養した肝細胞に対するＢ型肝炎ウイルスの感染および複製の可否について検討した。

その結果、簡易的な三次元培養系である温度感受性ゲルではＢ型肝炎ウイルスは感染できない

可能性、人工肝臓で培養した三次元培養肝細胞にはＢ型肝炎ウイルスの感染が成立する可能性

が示唆された。今後はこの結果についての再現性について確認するとともに、薬剤耐性ウイル

ス出現の評価へ応用可能であるか等を検討する必要があると考える。 
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１． 研究開始当初の背景 
 

B型肝炎及びE型肝炎は臨床的に極めて重
要な疾患である。その病原ウイルスである B
型肝炎ウイルス(HBV)及びE型肝炎ウイルス
(HEV)は培養細胞での効率の良い感染系がな
いことが抗ウイルス療法の開発において問
題であり、研究上の急務である。 
 肝臓は生体において極めて分化した細胞

の集団であり、肝炎ウイルスはその肝臓の機
能を利用して増殖している。従って脱分化状
態の平皿培養の肝癌細胞を用いるよりも生
体内と同等の形態及び機能を保持する三次
元培養肝細胞が肝炎ウイルスの感染及び増
殖に適していると考えた。実際に申請者は平
皿培養細胞では困難な C 型肝炎ウイルス
(HCV)の感染、複製及び粒子産生が二種類の
三次元培養肝細胞系(温度感受性ゲル、ラジア



ルフロー型バイオリアクター)で可能である
ことを報告した。(特許出願 2005-54835)。こ
の方法をＨＢＶ、ＨＥＶに応用し、ウイルス
の感染増殖系を樹立することを考え、研究を
開始した。 
 
２．研究の目的 
本研究ではB型肝炎ウイルス(HBV)及E型

肝炎ウイルス(HEV)への応用を検討する。具
体的には主に簡便な三次元培養系である温
度感受性ゲルを利用して以下の事項を研究
期間内に遂行する。 
１.三次元培養肝細胞への HBV感染の検討 
２.三次元培養肝細胞への HEV 感染及び

HEV 粒子産生の検討 
 
３．研究の方法 
 
１）HBV 及び HEV 検出系の導入 
 感染及び複製の確認のためウイルス蛋白

の検出系(免疫染色)を導入した。 
２）HBV 粒子複製細胞の作製及び HEV-RNA

複製細胞の検討 

 HBV は Huh7,HepG2 細胞いくつかの肝

細胞でウイルス粒子が産生されることが報

告されている。そこで、Huh7 細胞、に作

製したベクターを導入し HBV を産生する

細胞株を樹立した。本年度は感染実験に用

いるため、培養上清のウイルス粒子につい

て評価した。 
３）温度感受性ゲルを用いた三次元化の条

件検討 

 簡便な三次元培養システムである温度感

受性ゲルを用いて、昨年度検討が不十分で

あったいくつかの細胞株に関して培養条件

の検討を行った。ゲルに添加する足場蛋白、

および三次元化の確認はアルブミン産生能、

薬剤代謝能を検討するほか、微絨毛の発達、

微小胆管用構造の有無を電子顕微鏡観察に

よって確認した。 
４）HBV 及び HEV 感染性粒子を用いた感染

実験 

 HBV 陽性血清及び培養細胞にて産生し

た HBV 粒子が温度感受性ゲルにて三次元

培養した各種細胞に感染するか否かについ

て検討する。また HEV を含む糞便中より

精製した HEV を用いて同様の感染実験を

行う。感染の成否に関しては、ウイルスゲ

ノムの TaqMan-PCR 定量系及びウイルス

蛋白の ELISA による定量系を用いて評価

した。 
５）ラジアルフロー型バイオリアクターを

用いた長期感染実験 
６ヶ月以上の長期培養に適しているラジ

アルフロー型バイオリアクター（人工肝装

置）にて感染実験をおこなった。 
 
４．研究成果 

クローニングしたHBVをタンデムに結合し

て作成したウイルス発現用ベクターをヒ

ト肝癌由来細胞株 Huh7 細胞に導入し、こ

の培養上清を超遠心操作により濃縮した。

平皿培養もしくはあらかじめメビオール

ゲルにて三次元培養しておいた naïve な

Huh7 細胞、Alexander 細胞と incubate し

たのち、数日間培養を継続し経時的に細胞

を回収した。その結果、三次元及び平皿培

養細胞どちらも感染後HBsAg量はnegative

にはならないものの経時的に減少した。 

 ウイルス感受性の有為な差が得られなか
ったことから、ラジアルフロー型バイオリア
クター（RFB）の系による感染実験を試みた。
本装置は人工臓器として開発されたもので
あり、遺伝子型によらない HCV 患者血清の感
染および複製が観察できる系である。RFB で
FLC4 細胞を培養し、HBV 感染後中和抗体が出
現する前の急性期の患者血清を用いて感染
実験を行った。その結果、感染後 HBsAg は陰
性になったが、約１ヶ月後から弱陽性となっ
た。本研究により、三次元培養が HBV 感染
の感受性を変化させる可能性が示唆された。
研究代表者は、他の研究成果から、いくつか
の細胞接着因子は細胞の三次元によって細
胞質から細胞接着面にその局在をかえる事
を見いだしている。この事からも、ウイルス
のレセプターが三次元化により細胞表面に
局在出来るようになった、または、必要な
complexを形成できるようになったことが考
えられる。今後、細胞膜表面蛋白のプロテオ
ーム解析等によって HBV の新規受容体が同
定できる可能性があるだろう。また、培養細
胞を用いた HBV 長期感染系は報告されてい
ない。本研究の成果は、薬剤耐性ウイルスの
解析等に RFB が利用できる可能性を示唆し
た。また、簡易的な三次元培養系であるメビ
オールゲルと比べ、RFB がより生体に近い環
境を作り出せる事をウイルス感受性の違い
で示すことが出来た。今後人工肝臓の機能評
価においてHCV,HBVウイルス感受性が指標
として利用できる可能性も考えている。 
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