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研究成果の概要（和文）：我々はHBV感染ヒト化肝臓キメラマウスモデルを作製、肝組織内トランスクリプトー
ム解析の結果、感染直後より持続的に高発現の3つのmiRNAとHBVのステルス性を示唆する遺伝子プロファイルを
得た。
レンチウイルスベクターでmiRNAを初代肝細胞に導入すると上清/細胞内HBV量は導入量依存的に減少した。それ
らのinhibitorsを同様に導入すると増加した。Luciferase assayで確認したmiRNAに特異的な標的mRNAのsiRNAを
導入すると、HBV量はmiRNA inhibitorsの結果とは逆相関的な傾向を示した。以上の結果は慢性化の機序解明や
阻止分子標的の創薬の一助になると考えた。

研究成果の概要（英文）：We generated an HBV-infected humanized liver chimera mouse model and 
performed transcriptome analysis of liver tissues. As a result, three miRNAs were persistently and 
highly up-regulated throughout the period from immediately after HBV infection, and a comprehensive 
gene profile suggested the stealth property of HBV.
When miRNAs were transfected into primary hepatocytes using lentiviral vectors, the amount of HBV in
 supernatant fluids/cells decreased in a dose-dependent manner. Conversely, it increased in a 
dose-dependent manner when those miRNA inhibitors were transfected as well. When siRNAs of target 
mRNAs specific to each miRNA confirmed by luciferase reporter assay were transfected into primary 
hepatocytes, the amount of HBV in supernatant fluids/cells showed an inversely correlated trend with
 the results of miRNA inhibitors. These results may help clarify the mechanism of HBV infection 
chronicity and drug discovery of inhibitory molecular targets.

研究分野： ウイルス性肝炎
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
B型肝炎は世界的に未だ主要な感染症であり、深刻な健康問題や経済的損失をもたらしている。特に感染の慢性
化には急務な対応が必要である。肝炎が慢性化すれば、B型肝炎ウイルス（HBV）の特性上、感染肝細胞からの完
全排除は困難だからである。これを克服するには、感染慢性化の機序解明と阻止が一つの戦略になる。
本研究で同定されたmicroRNA/mRNA分子がヒト肝細胞へのHBV感染効率や複製に影響を及ぼすことが明らかになっ
た。これらの分子が免疫系に及ぼす影響やB型肝炎の慢性化阻止に向けた新たな分子標的としての有益性は今後
の課題であるが、その一助になり得る研究成果と考えられ、将来的に社会還元が期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
(1) 感染が慢性化すれば、HBV を完全に排除する治療はない！ 
HBV ワクチンや HBV ポリメラーゼ阻害剤（核酸アナログ体）の普及にもかかわらず、B型肝炎

は未だ世界的に主要な感染症であり、その関連死は上位を占めている。日本でも都市部を中心に
慢性化率の高い急性肝炎が増加している。一旦慢性化すると、環状二本鎖 DNA の HBV は核内に潜
伏、宿主ゲノムに組み込まれ、既存の治療では排除が困難になる。そのため、今までにない作用
機序の新たな治療（分子標的を含む）が必要である。現在、HBV の各複製過程を標的に世界中で
薬剤が研究・開発されているが､実用化には至っていない。新たな治療が切望されている。 
(2) HBV の肝細胞内侵入から慢性化までに、どのような生体分子が動いているのか？ 
HBV は肝細胞内に侵入後、宿主の自然免疫による認識を逃れながら持続感染を成立させている。

しかし、HBV 感染により肝細胞内の生体分子がどう変化・推移しているかは十分にわかっていな
い。研究代表者は、独自に作製した HBV 感染ヒト肝臓キメラマウスを用いて時系列にトランスク
リプトーム解析を行い、感染直後から持続的に高発現する microRNA（miRNA）を同定した（研究
代表者, 2016）。これらの解析結果は、慢性感染の成立機序の解明や慢性化阻止の分子標的の確
立に寄与する可能性がある。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、HBV が宿主の自然免疫による認識を逃れて慢性化する機序と、慢性化を阻止する

新たな分子標的の探索のために、以下を目的にした。(1) 研究代表者が同定した分子標的候補の
miRNA が HBV のステルス性にどう関与しているのか；(2) 候補 miRNA がどのような標的 mRNA を
調整しているのか；(3) 候補 miRNA および標的 mRNA が慢性化成立を阻止する標的分子となり得
るのか、を検討した。 
 
 
３．研究の方法 
ヒト化肝臓キメラマウスに HBV を接種すると、3つの miRNA (hsa-miR-xx-3p, -xxx, -xxb-5p: 

投稿中により非公表) が直後より慢性化の経過を通じて高発現を示した。本研究では､これらの
候補 miRNA を中心に HBV 感染における慢性化の機序とそれを阻止する分子標的を検討した。(1) 
候補 miRNA の標的 mRNA の特定・確証を行い、miRNA/mRNA の HBV 感染慢性化の阻止効果と機序を
検討した。(2) ヒト化肝臓キメラマウスを用いて、分子標的候補である miRNA/mRNA の慢性化阻
止効果を検討した。 
 
(1) 候補 miRNA の標的 mRNA の特定・確証 
HBV 接種後 48 時間から高発現している miRNA は慢性化に重要な mRNA を調整していると考え

た。同一サンプルにおける網羅的遺伝子発現の解析結果と in silico で一致した低発現 mRNA を
定量 PCR で validation し、luciferase reporter assay で特異性を検証した。 
a) miRNA と標的 mRNA の特異性をみるために、HEK293T cells に luciferase reporter 

constructs, mimic/inhibitor miRNA を導入, dual luciferase reporter assay を行った。 
b) HepG2, HuH-7 等の細胞株で各 mimic/inhibitor miRNA を導入, 絞り込んだ標的 mRNA で

down-regulate されている mRNA の動態を定量 PCR, 蛋白発現レベルでみた。 
(2) 候補 miRNA 導入後の肝細胞内分子の動向 
Hep38.7-Tet cells, Jurkat cells に miRNA expression lentivirus vector を導入し､他の 

mRNA/miRNA（特に自然免疫系関連）も含めた細胞内分子の動向を検討した。 
(3) 候補 miRNA の抗ウイルス効果と持続感染の阻止効果 
a) HBV 自立産生細胞株 Hep38.7-Tet cells あるいは HepG2 2.2.15 に対して、各 

mimic/inhibitor miRNA や標的 mRNA の siRNA を導入後、肝細胞内 HBV DNA, cccDNA や培養上清
中の HBV DNA, HBV 関連抗原を定量して抗 HBV 効果をみた。 
b) ヒト初代肝細胞に HBV と miRNA expression lentivirus vector, あるいは標的 mRNA に対

する siRNA を導入して感染効率や複製効率をみた。 
c) 各々の実験系で miRNA/mRNA の knockdown/overexpression による HBV 感染・複製効率や細

胞内遺伝子変化の解析を行った。 
(4) HBV 感染ヒト化肝臓キメラマウスを用いた分子標的としての miRNA/mRNA の効果 
a) HBV 慢性化の阻止効果をみるために、分子標的としての miRNA/mRNA に対する 

mimic/inhibitor miRNA expression lentivirus vector や siRNA を HBV 接種 1日前, 接種後 1
日後・3日後に尾静脈投与した。 
b) 血清 HBV 量/HBs 抗原量および組織内 HBV 量/HBV RNA/cccDNA・遺伝子解析（特に自然免疫

関連）を行った。 
 
 



４．研究成果 
3 つの miRNA のうち２つについては、dual luciferase reporter assay により特異的に結合

する mRNA（標的 mRNA）を同定・確認できた（現時点で非公表）。残り１つの miRNA は、基準を満
たす mRNA が見当たらず、該当する標的 mRNA を見出すことはできなかった。 
 これらの miRNA/標的 mRNA は、研究代表者らが HBV 感染ヒト化肝臓キメラマウスモデルより得
られた HBV のステルス性を示唆する遺伝子プロファイルとの関連性を示した。過去に報告がな
い miRNA–mRNA interaction/network も新たに見つかり、注意深い検討と考察が必要と考えられ
た。 
 各 mimic miRNA を lentivirus vector により肝細胞内に導入し、in vitro での HBV 感染実験
を行った結果、mimic miRNA は培養上清/肝細胞内 HBV DNA 量が 20～35%の減少を認めた。逆に
inhibitor miRNA の肝細胞内への導入は培養上清/肝細胞内 HBV DNA 量を増加させた。これらの
推移は導入量依存性の傾向を示した。興味深いことに HBV 感染ヒト化肝臓キメラマウスモデル
で得られた慢性化過程における miRNA プロファイルとは逆説的な結果が得られた。すなわち、
HBV 接種直後より高発現していた miRNA は HBV 増殖/慢性化を促進しているというより、HBV に
対する抑制的反応の結果である可能性が考えられた。 
 レンチウイルスベクターを大量生産し、ヒト化肝臓キメラマウスモデルを用いた in vivo 実
験系では、in vitro と同様の結果が得られたが、HBV 感染の慢性化を阻止することはできなか
った。慢性化を阻止するには、投与方法や時期、複数の miRNA の組合わせや他の抗 HBV 剤との併
用などの検討も必要と考えられた。 
 以上より本研究で同定された miRNA/mRNA 分子が HBV 複製に影響を及ぼすことが明らかになっ
た。慢性化を阻止するまでには至らなかったが、その可能性は十分にあると考えられた。また HBV
のステルス性による慢性化成立機序の一端を解明する手掛かりも得ることができた。これらの
分子が免疫系に及ぼす影響や B 型肝炎の慢性化阻止に向けた新たな分子標的の創薬へ向けた今
後の課題が明確になった。 
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