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研究成果の概要（和文）：(1) B型肝炎ウイルス(HBV) 感染・複製機構の解明 ①HBVの複製と

コア蛋白の産生量に相関があり、コアプロモーター領域の変異が複製に大きな影響を与えてい

ることがわかった。②臨床的に単独感染の報告がない遺伝子型 Gの複製メカニズムにもコア蛋

白が関与していた。③HBVが感染可能な三次元肝細胞培養系を構築した。(2) 肝病態進展メカ

ニズムの解明：免疫不全状態で、遺伝子型 Cやプレコア変異株による免疫系を介さない直接的

な肝傷害を確認し、酸化ストレスが関与していた。 

 
研究成果の概要（英文）：(1) Mechanism of hepatitis B virus (HBV) infection and replication: 

①HBV core protein as well as core promoter mutations are associated with viral 

replication. ②The replication of genotype G was supported by core proteins of the other 

genotypes. ③The hollow-fiber 3D culture system is superior to conventional monolayer 

culture allowing maintenance of HBV replication for a substantially longer duration. (2) 

Clarification of liver condition progress mechanism: Infection with HBV/C2 as well as 

PC mutant in immunosuppressive conditions can induce direct cytopathic effect in 

“humanized” part of the murine liver due to the activation of hepatic stellate cells 

mediated by oxidative stress. 
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１．研究開始当初の背景 

(1)B型肝炎ウイルス(HBV)は約 40年前に発見

されたが、未だに本邦で約 150万人、アジア

で約 2億人、世界中で約 4億 2千万人の持続

感染者が存在し、本邦では年間約 6,000 人、

世界中で年間百万人が HBVによる肝硬変や肝

細胞癌で死亡している。しかし、HBVによる

発癌メカニズムは不明であり、その治療法は

確立されていない(WHO 2004)。我々は HBV 感

染の臨床像が世界各国で大きく異なる点に

着目して研究を進めてきた。その結果、臨床

像の地域差は、HBV遺伝子型 (genotype)に依

存していることを明らかにした(2004年 J 

Virol，Hepatology、2006年 J Virol．)さら

に我々は HBV genotypeのウイルス学的特徴

を明らかにするため、以下の通り、in vitro

及び in vivoでの HBV複製モデルを確立した。 

① 効率良く HBV を発現する細胞培養系を確

立し (2006 年 Hepatology)、さらに世界中の

全ての HBV genotype の細胞培養系をすでに

確立していた。 

② HBV基礎研究の発展のためには、感染実験

に使用可能な小動物が必須であったが、近年

HBV が容易に感染し得るヒト肝細胞移植キメ

ラマウスが開発された。このヒト肝細胞キメ

ラマウスを用いて、HBV の genotype により

in vivo における感染増殖能が異なることを

明らかにした (2006 年 Hepatology 、2007

年 Hepatology)。 

 

２．研究の目的 

(1)HBV感染・複製様式の解明 

① 臨床的にも血中 HBV DNA量と病態進展は有

意な関連性があり、HBV 複製メカニズムを知

ることはウイルス学的・臨床的に重要な課題

である。複製を規定する領域や特異的変異の

同定を目指す。 

② 異なる HBV genotype や HCV との共感染に

よるウイルス複製や肝組織進展に与える影

響を検討する。 

(2)肝病態進展メカニズムの解明 

① HBV genotype の違いによる細胞ストレス

の有無を検討する(in vitro)。 

② 各 HBV genotype クローンをキメラマウス

へ感染させ、経時的な肝組織の変化を病理学

的及び分子生物学的に解析する。免疫反応を

介さない HBVの直接の細胞障害性を検討でき

る。 

③ 肝発癌に寄与する HBV 特異的変異の同定。

変異挿入クローンの作成。 

④ キメラマウスへの感染実験及び変異遺伝

子導入(transgenic)マウスの作成：

Phenotypeの比較、ジェネティックおよびエ

ピジェネティックな遺伝子異常の解析。 

(3)肝発癌抑止を目指したテーラーメイド治

療の確立：治療介入による HBV複製制御は肝

発癌抑止に繋がる。新規標的分子薬剤の探索

や薬剤感受性試験により各 genotype に対応

したテーラーメイド治療の確立を目指す。 

 

３．研究の方法 

(1) HBV感染・複製様式の解明 

① HBV複製メカニズムの解明：臨床的にも血

中 HBV DNA量と病態進展は明らかに関連性が

あり、HBV複製メカニズムを知ることはウイ

ルス学的・臨床的に重要な課題であった。特

に、genotypeの違いがウイルス複製やウイル

ス蛋白合成の違いとして現われており、各

genotype に特異的な変異がいくつか報告さ

れていたので、それらを利用し原因となり得



る領域の候補をあげる。次に、複製効率の高

い遺伝子型と低い遺伝子型のゲノムを入れ

替えたキメラウイルスを作製し、複製を規定

する領域や特異的変異を探索。 

② 異なる HBV genotypeや HCV との共感染

によるウイルス複製や肝組織進展に与える

影響の検討：既に臨床的に単独感染の報告

がない HBV genotype Gの複製メカニズムに

関してヒト肝細胞置換キメラマウスを用い

て解明していた。異なる HBV genotypeの共

感染によるウイルス組み換えの可能性やウ

イルス複製・病態進展への影響を検討。さ

らに、HBVと我が国における肝癌の主要な

原因である HCV との相互作用について、キ

メラマウスを用いた共感染実験によりそれ

ぞれのウイルス複製や病態進展へ与える影

響を検討。 

③ 三次元肝細胞培養系を用いた新規感染

モデルの確立：この培養系は 1ヶ月程度の

長期培養が可能であり、各種変異体の感染

効率の違いやインターフェロン等のサイト

カインの経時的推移が検討可能である。将

来的に HBV感染・複製様式の解明、特にレ

セプターの探索や粒子放出過程などを解析

するために、米国（BD Biosciences）より

入手した初代肝細胞のみならず、京都大学

ウイルス研究所から供与された不死化肝細

胞（正常肝細胞）を用いた効率的な三次元

肝細胞培養系の確立を目指した。 

(2) 肝病態進展メカニズムの解明 

① 各 HBV genotypeクローンをキメラマウ

スへ感染させ、経時的な肝組織の変化を病

理学的及び分子生物学的に解析：培養上清

より得られた異なる genotype A, B, C, D

の感染粒子をキメラマウスに感染させ、ウ

イルスの複製効率を比較検討。さらに HBV 

genotypeによる細胞内 HBV蓄積や病理組織

学的な違いを検討した。さらに、肝線維化

に寄与する星細胞の活性化や酸化ストレス

(8-OHdGなど)の有無を確認。HBV 感染によ

る細胞ストレスなどの関与を明らかにする

ために、マイクロアレイ解析により病態進

展に寄与するホスト側の因子を遺伝子レベ

ルで探索した。 

② 肝発癌に寄与する HBV特異的変異の同定。

変異挿入クローンの作成：我が国に多い HBV 

genotype C は、従来より報告されている BCP

変異(A1762T/G1764A)に加えて、X蛋白変異

を伴う C1653T変異が肝細胞癌へ関与して

いることを既に示していたので、（2006 年

Clin Infect Dis.）こうした発癌に寄与す

る変異を含む遺伝子導入(transgenic)マウ

スを作成し、臨床病理学的な検討で、炎症

や繊維化、発癌の有無を比較した。 

(3) 肝発癌抑止を目指したテーラーメイド

治療の確立：新規薬剤の探索や薬剤感受性

試験により各genotypeに対応した適切な治

療法を確立：各 genotypeによる薬剤感受性

や不応性（耐性）の違いを明確にする。特

に、インターフェロン、ヌクレオチドアナ

ログ及び新規薬剤の併用による相乗効果の

可能性を探る。併用療法や新規薬剤の感受

性試験は、三次元肝細胞培養系による新規

感染モデルやヒト肝細胞置換キメラマウス

を用いて検証する。 

 

４．研究成果 

(1)HBV感染・複製機構の解明 

①HBVの複製とコア蛋白の産生量に相関

があり、それはHBV遺伝子型間の違いとし

ても現われていた。その詳細に検討する

ために、まずコア蛋白を外部から供給す

る検討を行った。それにより、コア蛋白

量依存的に複製が亢進した。一方、HBs

蛋白ではその効果は認められなかった。

この効果は、どの遺伝子型由来のコアを



用いても同様であり、HBV複製効率の限定

条件となっているのはコア蛋白であると

考えられた。さらに、各種キメラクローン

を作成して検討した結果、コアプロモーター

領域の変異が複製に大きな影響を与えている

ことがわかった。 

②複数のHBV遺伝子型もしくはHCVとHBVの共

感染を再現し、臨床的に観察される共感染機

構を明らかにするため、キメラマウスを用い

て検討したが、HCVとHBVの共感染の効率が悪

い事が分かった。 

③ 三次元肝細胞培養系を用いた新規感染モ

デルの確立：この培養系は1ヶ月程度の長期培

養が可能であり、各種変異体の感染効率の違

いやインターフェロン等のサイトカインの経

時的推移が検討可能である。引き続き、細胞

や条件設定を調節して、より効率的なモデル

の作成を検討している。 

(2) 肝病態進展メカニズムの解明 

①各HBV遺伝子型につき複数株をキメラ

マウスへ感染させ、長期に飼育し肝病態

を観察した所、臨床的での報告例と相関

して、遺伝子型Cが感染したマウスでは肝

傷害が認められ線維化の進展が観察され

た。一方で、遺伝子型Aの感染ではそのよ

うな病態は見られず、遺伝子型により肝

傷害の程度に違いが生まれた。このマウ

スは、免疫不全（抑制）化でのB型肝炎に

よる急速な線維化の進展という臨床病態

（Fibrosing cholestatic hepatitis）を

模倣したモデルマウスであると考えられ

た（図1）。さらに、HBV感染が成立したキメ

ラマウス肝臓を経時的にcDNAマイクロアレイ

で解析し発現遺伝子の動態を確認した。また

免疫不全下でのHBV感染により自然免疫系の

働きとその変化を解析し、特にHBVの持つ病原

性発現機構に関しては検討を重ね、獲得免疫

系を介さずに肝傷害が起こることを示し、こ

れらの結果はHBVには細胞傷害性がないと言

われてきた定説を実験的に覆すものであり移

植後肝炎モデルとなり得ると分かった。 

(図1) 

②肝癌特異的なウイルス変異である

C1653TとA1762T/G1764A変異に関して、こ

れらの変異を組合せで持つX遺伝子を作

製した。それらをマウスに遺伝子導入し

、変異遺伝子導入マウスを3種類作出した

。それらのマウスのホモ化と変異遺伝子

導入部位の同定を進め、導入遺伝子の発

現量とコピー数を定量しこれらのマウス

の形質を確認した。今年度までに肝腫瘍

が散見されており、引き続き検討を進め

る。 

(3) 肝発癌抑止を目指したテーラーメイド

治療の確立：エンテカビル耐性株に対して、

低分子化合物を複数検討した結果、インター

フェロンとの併用により、相乗効果がみられ

る化合物を同定した。その結果は、ヒト肝細

胞置換キメラマウスでも検証された。 
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