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研究成果の概要（和文）： 　本研究では、B型肝炎ウイルス（HBV）に感染耐性を示すヒト肝臓組織の創出に向
け、HBV感染受容体候補因子をノックアウトしたヒトiPS細胞を樹立し、肝細胞および肝臓オルガノイドにおいて
HBV感染耐性評価を実施した。NTCPを欠損したヒトiPS細胞は肝細胞への分化能を有し、NTCPを欠損した肝細胞は
HBVに対して感染耐性を示した。さらに、NTCPを欠損した肝細胞から、肝臓オルガノイドの作製が可能であり、
NTCP欠損型ヒト肝臓オルガノイドがHBVに対して感染耐性を示すことを明らかにした。以上より、ヒトiPS細胞を
用いてHBVに感染耐性を示す肝臓組織を創出するための基盤技術を確立した。

研究成果の概要（英文）：In this study, in order to create human liver tissues resistant to hepatitis
 B virus (HBV) infection, we investigated the generation of hepatocytes and liver organoids lacking 
the HBV infection receptor by genome editing of human iPS cells. In human iPS cells, NTCP, a 
candidate factor for HBV infection receptor, was knocked out, and hepatocytes and liver organoids 
were induced to evaluate resistance to HBV infection. human iPS cells lacking NTCP had the ability 
to differentiate into hepatocytes, and hepatocytes lacking NTCP showed resistance to infection with 
HBV. NTCP-deficient hepatocytes were resistant to HBV infection. Furthermore, we demonstrated that 
liver organoids can be generated from NTCP-deficient human iPS cells and that NTCP-deficient human 
liver organoids are resistant to infection against HBV. In conclusion, we have established a basic 
technology for generating liver tissue resistant to HBV infection using human iPS cells.

研究分野： 細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
HBVはヒト肝細胞に選択的に感染し、核内で安定的な微小環状ゲノム（cccDNA）に変換される他、一部は宿主細
胞のゲノム内に組み込まれる。 これまでにHBV感染細胞からcccDNAを排除する手法等が検討されてきたが、未だ
有効な手法は確立されていない。本研究では、新規アプローチによるHBVの新規治療法開発に向け、肝臓の再生
医療への応用が期待されているヒトiPS細胞由来肝臓オルガノイドにHBV感染耐性を付与するための手法の検討を
実施した。ヒトiPS細胞を用いてHBVに感染耐性を示す肝臓組織を創出するための基盤技術が確立されたことによ
り、新たなB型肝炎治療法の研究開発の加速が期待される。

※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 

 B 型肝炎ウイルス（HBV）の感染者は世界中で 20 億人、HBV 関連疾患の死亡者数は年間 50-70 万

人と推定され、有効な治療法の確立が世界的に急務となっている。HBV はヒト肝細胞に選択的に感染

し、肝細胞の核内で安定的な微小環状ゲノム (covalently-closed circular DNA: cccDNA）に変換される

他、一部は宿主細胞のゲノム内に組み込まれる。これまでに、HBV 感染細胞から cccDNA を排除する

ための方法、感染細胞のゲノム内に挿入された HBV ゲノムを排除する方法は確立されておらず、化学

療法・免疫抑制時における HBV の再活性化が問題となっている。HBV の根治療法を確立するために

は、従来の治療概念を大きく超える新たなアプローチの開発が必要となっている。 

 一方で申請者らは、世界に先駆けてヒト iPS 細胞から肝臓オルガノイドを人為的に再構成する手法を

開発している（Nature 2013, Nature Protocols 2014, Cell reports 2017）。また、HBV がヒト iPSC 肝臓オ

ルガノイドに感染することを確認し、HBV の感染評価系を構築している（EBioMed. 2018）。 

 

２．研究の目的 

 本研究は、HBV の感染・維持に関与が示唆される分子群を欠損したヒト iPS 細胞を樹立し、このヒト

iPS 細胞を用いて HBV 感染耐性を示す iPS 細胞由来肝臓オルガノイドの創出技術を確立することを目

的とした。 

 

３．研究の方法 

・ HBV 感染受容体を欠損したヒト iPS 細胞の樹立 

 本研究では、肝細胞で発現し、HBV のエントリーに関与が示唆される胆汁酸輸送トランスポーター

（NTCP）に着目し、NTCP を欠損するヒト iPS 細胞の樹立を試みた。ヒト iPS 細胞のゲノム編集は、

iCRISPR/Cas9 システムを用いて実施し、サンガーシークエンスにより NTCP の第一エクソンに STOP

コドンが挿入されたクローンを選定し、NTCP 欠損ヒト iPS 細胞を樹立した。 

・ NTCP 欠損ヒト iPS 細胞から肝内胚葉細胞への分化誘導、肝臓オルガノイドの作製 

 ヒト iPS 細胞から肝内胚葉細胞および肝臓オルガノイドへの分化誘導は、先行報告に基づき実施し

た（Nature 499:481-484:2013, Nature Protocols 9:396-409:2014, Cell reports 20:2661-2670:2017, Sci 

Rep. 10(1):17937:2020）。 

・ HBV 感染評価 

 ヒト iPS 細胞から分化誘導した肝細胞あるいは肝臓オルガノイドの培養液中に、二次感染能欠損型

HBV を添加し、PCR 法等により HBV の感染量を測定した（EBioMed. 35:114-123, 2018）。 

 

４．研究成果 

・ HBV 感染受容体を欠損したヒト iPS 細胞の樹立 

 ヒト NTCP の第一エクソン内の PAM 配列に対する gRNA を用いて、Non-homologous end joining 

(NHEJ)による組み替えを誘導し、STOP コドンが両アリルに挿入されたヒト iPS 細胞株を取得した。

NTCP 欠損ヒト iPS 細胞（ΔNTCP-ヒト iPS

細胞）は野生型ヒト iPS 細胞と同様のコロニ

ー形態を示し、肝細胞への分化誘能を有し

ていた。ΔNTCP-ヒト iPS 細胞から肝細胞

を分化誘導し、Western Blot およびフローサ

イトメトリーにより、NTCP のタンパク質発現

を検討した。その結果、ΔNTCP-ヒト iPS 細

胞肝細胞では、NTCP がタンパク質レベル

で欠損していることが確認された（右図）。

以上より、NTCP を欠損するヒト iPS 細胞を樹立した。 

 

・ ΔNTCP-ヒト iPS 細胞の肝細胞への分化誘導および HBV 感染評価 



 ΔNTCP-ヒト iPS 細胞の肝細胞（MH）への分化誘導能を検討した。独自に確立した分化誘導系を用

いてヒト iPS 細胞から肝細胞を分化誘導し、ΔNTCP-ヒト iPS 細胞由来肝細胞の特性を評価した。Δ

NTCP-ヒト iPS 細胞由来肝細胞は、野生型ヒト iPS

細胞に由来する肝細胞と同様にアルブミン等の肝

細胞マーカーを発現しており、肝細胞に特徴的な

形態を示した（右図）。ΔNTCP-ヒト iPS細胞から分

化誘導した肝細胞が HBV に対して感染耐性を示

すか否かを検討したところ、野生型ヒト iPS 細胞か

ら分化誘導した肝細胞と比べて HBV 感染が有意

に抑制されていた。以上より、NTCP を欠損したヒト

iPS 細胞から肝細胞が分化誘導できること、さら

に、NTCP を欠損した肝細胞は HBV に対して感染

耐性を示すことが明らかとなった。 

 

・ ΔNTCP-ヒト iPS 細胞を用いた肝臓オルガノイド再構成および HBV 感染評価 

 これまでの複数の報告より肝細胞移植の組織置換効率は低く、ホスト肝臓内で HBV 感染耐性を示

す肝臓組織を再構成するためには、オルガノイド移植等の新たな移植手法の開発が重要と考えられた。

そこで、ΔNTCP-ヒト iPS 細胞から分化誘導した肝細胞等を用いて肝臓オルガノイドを作製し、肝臓オ

ルガノイドの分化状態や HBV 感染耐性についての検討を進めた。独自に確立したヒト iPS 細胞を用い

た肝臓オルガノイドの創出技術を活用し、ΔNTCP-ヒト iPS 細胞から肝内胚葉細胞を分化誘導し、野

生型ヒト iPSC 細胞に由来する血管内皮細胞・間葉

系細胞と共培養を行った。その結果、NTCP を欠損

する肝細胞を有したヒト iPSC 肝臓オルガノイドが再

構成できることが確認された（右図）。NTCP 欠損型

ヒト iPSC 肝臓オルガノイドにおいて、肝細胞マーカ

ーの発現を評価したところ、野生型ヒト iPSC 由来肝

臓オルガノイドと同程度の発現が検出された。NTCP

欠損型ヒト iPSC 肝臓オルガノイドの HBV に対する

感染耐性を評価したところ、ΔNTCP-ヒト iPSC 肝臓

オルガノイドは野生型ヒト iPSC 肝臓オルガノイドに

比べて有意に HBV 感染が抑制されることが明らか

となった（右上図）。以上より、ヒト iPS 細胞を用いて

HBV に感染耐性を示す肝臓オルガノイドを作製する手法を確立した。 
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