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研究成果の概要（和文）：B型肝炎患者の肝臓では、HBs抗原陽性細胞と陰性細胞が不均一に分布している。HBs
抗原陽性細胞が集簇している領域では、陰性細胞が集簇している領域よりも、pgRNAやcccDNAは有意に高く、宿
主の遺伝子についてはBCAT2（branched chain amino-acid transaminase 2）の発現は有意に高かった。
リベラ―ゼ灌流法を用いると、非硬変肝からは80%程度の高い生細胞率にて単一細胞分離が可能だった。一方、
硬変肝から単一分離した細胞の生細胞率は30%であった。肝臓から単一分離した細胞の生細胞率は背景肝の炎症
や線維化に依存する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：HBsAg-positive and -negative cells are heterogeneously distributed in the 
liver of hepatitis B patients. PgRNA, cccDNA, and BCAT2 (branched chain amino-acid transaminase 2) 
were significantly higher in the region where HBsAg-positive cells are clustered than in the region 
where HBsAg-negative cells are clustered. 
It was possible to isolate single cells from non-cirrhotic liver with a high viability of about 80% 
using the liberase perfusion method. On the other hand, the viability of single cells isolated from 
cirrhotic liver was only about 30%. It was suggested that the viability of cells isolated from the 
liver may depend on background liver inflammation or fibrosis.

研究分野： B型肝炎
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研究成果の学術的意義や社会的意義
癌細胞では、近年代謝リプログラミングとして、アミノ酸代謝が癌細胞の生存や分裂増殖、転移などに必要なエ
ネルギーやタンパク質・核酸などの供給に関与していることが報告された（Hattori A, et al. Nature. 2017）
が、B型肝炎ウイルス複製においても分岐鎖アミノ酸代謝が関与している可能性が示唆された。
リベラ―ゼ灌流法では、非硬変肝からは高い生細胞率にて単一細胞を分離することができたが、硬変肝から単一
分離した細胞では高い生細胞率を維持することはできなかった。線維化や炎症の程度が強い肝臓からの単一細胞
分離の手法について改善や見直しが必要があると考えられた。

※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）B型慢性肝炎は B型肝炎ウイルス（HBV：hepatitis B virus）の持続感染が原因であり、

肝硬変や肝発癌の危険を伴う。本邦では 100 万人以上の B型肝炎患者が存在し、国内最大の感染

症の一つであるが、未だ B型肝炎の病態生理については不明な点が多い。核酸アナログ製剤やイ

ンターフェロンなど既存の治療薬では、効果は肝炎の鎮静化や肝線維化進展の抑制および肝細

胞癌発生の抑止に留まり、HBV の排除という最終的な目標を達成することはできない。ウイルス

感染や複製に伴う肝細胞の生理機能の変化を詳細に解析し、新たな抗ウイルス治療標的を同定

する必要がある。 

（２）B 型肝炎患者の肝組織では、HBsAg に対する抗体を用い免疫染色を行うと、すべての肝細

胞が HBsAg 陽性となるのではなく、HBsAg 陽性細胞と HBsAg 陰性細胞が混在していることを報告

した（Nakabori T, et al. Sci Rep. 2016）。HBsAg 陽性細胞の比率は、血清 HBV DNA 値および

HBsAg 値と有意な正の相関関係にあった。核酸アナログ製剤にて治療中の B型肝炎患者では、治

療歴のない B型肝炎患者と比較し、HBsAg 陽性肝細胞比率は低いが、HBsAg 陽性肝細胞は消失せ

ず、残存していた。核酸アナログ製剤では血清中の HBsAg の消失を期待することはできないこと

から、HBsAg 陽性肝細胞の遺残が血清中の HBsAg の残存に関与していることが推察される。その

ため、HBsAg 陽性肝細胞を解析することにより、核酸アナログ製剤との併用により抗ウイルス効

果の上乗せが期待される治療標的を探索することができる。 

 

２．研究の目的 

（１）HBs 抗原陽性が集簇する領域および HBsAg 陰性細胞が集簇する領域におけるウイルスの感

染動態および宿主の遺伝子発現を解析する。 

（２）単一細胞レベルにおいて、pgRNA 発現量と宿主遺伝子発現の相関を解析し、HBV 感染肝細

胞内での HBV 複製による宿主の遺伝子発現制御機構を解明する。 

 
３．研究の方法 

（１）B型肝炎由来の肝癌の手術切除検体非癌部を用い、laser capture microdissection 法に

より、HBs 抗原陽性細胞が集簇している領域および HBs 抗原陰性細胞が集簇している領域をそれ

ぞれ採取し、遺伝子発現を解析した。ウイルス側の遺伝子発現（pregenomeRNA [pgRNA]や

covalently closed circular DNA [cccDNA]）は RT-PCR 法にて、宿主の遺伝子発現は次世代シー

クエンサーを用い、網羅的に解析した。 

（２）HBs 抗原陽性細胞が集簇している領域と HBs 抗原陰性細胞が集簇している領域の宿主の遺

伝子発現を比較検討し、差異を認める遺伝子を選定した。 

（３）（２）にて選定した遺伝子の HBV 感染動態における意義を、ヒト肝細胞キメラマウスおよ

びそのマウスより単離した初代培養ヒト肝細胞に HBV を接種した in vivo、in vitro 感染モデ

ルを用いて検討した。 
（４）B型肝炎由来の肝細胞癌の手術切除検体非癌部を用い、門脈から全灌流液を用いて脱血し
た後に、リベラーゼを灌流させ、細胞を単離した。 
 
４．研究成果 

（１）B型肝炎患者の肝臓には、HBs 抗原陽性細胞と HBsAg 陰性細胞が不均一に分布しており、

HBs 抗原陽性細胞が集簇している領域および HBs 抗原陰性細胞が集簇している領域を laser 

capture microdissection法を用いて、それぞれ採取し、ウイルス側の遺伝子を解析したところ、

HBs抗原陽性細胞が集簇している領域ではHBs抗原陰性細胞が集簇している領域と比較し、pgRNA

や cccDNA の発現が有意に高かった。一方、宿主の遺伝子については、次世代シークエンサーを

用いて網羅的に解析したところ、HBsAg 陽性領域では HBsAg 陰性領域と比較し、7遺伝子は 2倍 



 

 

以上発現が上昇し、4 遺伝子は 2 倍以上発現が低下した

（p<0.01）。 

（２）発現に差異を認めた上記の遺伝子の中に、分枝鎖

アミノ酸のアミノ基転移酵素である BCAT2（branched 

chain amino-acid transaminase 2）が含まれていた。HBs

抗原陽性細胞が集簇している領域および HBs 抗原陰性細

胞が集簇している領域からそれぞれ抽出した RNA を用

い、RT-PCR 法にて、HBs 抗原陽性細胞が集簇している領

域では HBs 抗原陰性細胞が集簇している領域と比較し、

BCAT2 の発現が高いことを検証した（図 1）。癌細胞では、

近年代謝リプログラミングとして、アミノ酸代謝が癌細

胞の生存や分裂増殖、転移などに必要なエネルギーやタ

ンパク質・核酸などの供給に関与していることが報告さ

れた（Hattori A, et al. Nature. 2017）が、HBV 感染

における BCAA 代謝の意義については、これまで詳細な検

討は行われておらず、本研究では HBV 感染における BCAA 代謝のリプログラミングに注目した。 

（３）HBV 接種 10-12 週後のほとんどすべてのヒト肝細胞が HBs 抗原陽性となったヒト肝細胞キ

メラマウスの肝臓では、HBV を接種していないヒト肝細胞キメラマウスと比較し、BCAT2 の発現

は高かった。 

（４）ヒト肝細胞キメラマウスより単離した初代培養ヒト肝細胞(PHHs: Primary human 

hepatocytes)では、HBV を感染させると、BCAT2 の発現は上昇した。 

（５）HBV が感染した PHHs の BCAT2 の遺伝子発現を抑制すると、細胞内の pgRNA は低下し、ウ

イルス複製は抑制された。また、培養上清中の HBsAg、HBeAg 値は低下した（図 2）。 

（６）B 型肝炎由来の肝癌の手

術切除検体非癌部を用い、シン

グルセル解析のため、細胞を単

離した。予備実験として、転移

性肝癌患者の切除組織非腫瘍部

を用い、単一細胞を分離したと

ころ、8.34*10e5 個の細胞を単

離することができ、生細胞率は

82%であった。引き続き、肝細胞

癌切除検体非癌部 5例より肝細胞の単離を試みたが、1例は単離できず、4 例では生細胞率は 24-

34%であり、採取できた細胞数は 0.73-1.58*10e5 個であった。転移性肝癌患者の切除組織非腫瘍

部の背景肝はほぼ正常であったが、肝細胞癌切除検体非癌部の背景勘は炎症を伴い、線維化の程

度は強かった。これらの背景肝の差が、採取できる細胞数や生細胞率に関与している可能性が示

唆された。 
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