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研究成果の概要（和文）：本研究は蛍光活性化タンパク質(Y-FAST)を有する組換えB型肝炎ウイルス(HBV)を作製
し、それを用いたウイルスの病態解析や薬剤スクリーニングへの応用を目的とした。本研究において、HBVに
Y-FASTを挿入した組換えウイルスを作製することに成功した。ウイルスを複製した細胞の培養上清を回収し密度
勾配遠心法にて成熟ウイルス粒子であるDane粒子を分離したところ野生型ウイルスと同じ画分に分離され、ウイ
ルス粒子が形成されていることを確認した。しかし感染細胞を効率よく検出するためには複製レベルの亢進が必
要であることがわかった。肝硬変モデルや薬剤スクリーニングへの応用を検討した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this project was construction and its application of recombinant 
hepatitis B virus (HBV) bearing a fluorescence-activating protein (Y-FAST) sequence. The recombinant
 HBV was successfully constructed and 
expressed well in HepG2 cells by plasmid transfection. The cell culture supernatant was collected 
and its Dane particles, which mean matured virus particles, were separated into the same fraction as
 the wild-type virus by using density gradient centrifugation. That indicates the recombinant virus 
formed mature particles. However, it was found that enhanced replication levels are required to 
detect infected cells efficiently. These results were investigated its applications to liver 
cirrhosis model and drug screening.

研究分野：ウイルス学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
現行のHBV複製系ではウイルスを検出するために、細胞の固定や溶解が必要である。本研究で用いた蛍光活性化
タンパク質は細胞に毒性のない細胞透過性蛍光活性化試薬の添加によって検出可能であるため、HBV複製を経時
的に観察可能な新規の手法を提供する。HBV感染症は現在ワクチンが存在するものの、ウイルスを完全に排除す
る治療法がなく、また治療後の再活性化と肝硬変・肝細胞がんが問題となっている。本研究が応用されれば、大
規模な新規治療薬のスクリーニングや、治療後再活性化と肝硬変を再現するモデルとなり得るため、治療薬開発
という社会的意義と、病態解明という学術的意義がある。

※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）は世界で 20 億人の感染者、3.5 億人の持続感染者が報告されている。
HBV 感染を予防するワクチンは開発されている一方、一度 HBV に感染し持続感染の状態になる
と、その排除が困難である上、肝硬変や肝細胞がんへと移行するリスクがある。このため治療法
の開発が急務である。現在 HBV の感染実験にはヒト肝細胞キメラマウスやウイルスの細胞表面
レセプターである NTCP を強制発現した肝がん細胞株が用いられている。ウイルス粒子は HBV 持
続産生細胞の培養上清を濃縮して用いる。これらの感染系では HBV に感染し複製する細胞の割
合を検出し、その複製レベルを定量するために、免疫染色、RNA-seq、qPCR などが用いられる。
それらの方法は細胞の固定や溶解を必要とし操作が煩雑である上、解析後に継続して同じ細胞
を観察することが出来ない。その問題を解決するためこれまでに、蛍光タンパク質 EGFP を HBV
のエンベロープタンパク質に結合させたウイルス産生系や、ルシフェラーゼ活性によりウイル
ス複製レベルを測定する系が開発されてきた。しかし前者は感染細胞の検出には向かず、後者は
ウイルス複製レベル定量のために細胞を溶解しなくてはならないなどの課題が残されている。 
 
２．研究の目的 

 
蛍光活性化タンパク質を用いた HBV 複製検出系の開発とその応用を目的とする。 
HBV は治療法の開発が急務であるが、現在研究に用いられている HBV 感染系は HBV 定量の操作
が煩雑であり、創薬開発を推し進める上での障壁になっている。また定量のために細胞を溶解す
ることが必要であり、そのため抗 HBV 薬治療後の HBV の再活性化なども継続的に観察すること
が出来ない。本研究では作製した蛍光 HBV が抗 HBV 薬のスクリーニングに有効かどうかも調べ
る。研究現場では HBV の免疫染色に用いる有効な抗体も不足しているため、組織学的な見地から
の HBV 感染と炎症との関わりを調べることも容易ではない。本研究では、当該研究室において開
発した iPS 細胞から分化誘導した肝組織の構成細胞である肝星細胞および肝類洞内皮細胞を使
用した三次元的な肝組織における HBV 感染部位や肝星細胞による炎症の役割について解明する
も目的とした。 
 
３．研究の方法 

 
(1)HBV 感染蛍光検出システムの開発 
 HBV をコードするプラスミドに蛍光活性化タンパク質である Y-FAST を導入した。HBV のプラ
スミドは日本において最も頻度の高い遺伝型 Cで、複製効率の良い 1.2 倍長のものを用いた。次
に作製したプラスミドを肝がん細胞株 HepG2 にトランスフェクションし、蛍光を確認した。蛍光
を確認後、培養上清を回収しポリエチレングリコールでウイルス粒子を沈殿することで純化、濃
縮した。このウイルス濃縮液をショ糖密度勾配遠心法に供し、HBV ゲノムがウイルス粒子に正し
くパッケージングされているかどうかを調べた。濃縮した HBV を、ウイルスのレセプターである
NTCP を強制発現させた HepG2-NTCP 細胞に感染させ、感染の成立と感染後における蛍光の経時的
変化について調べた。 
 
(2)薬剤スクリーニングと HBV 感染による肝星細胞炎症反応の検出 
HBV 複製に影響を与える薬剤をスクリーニングした。薬剤には新規に合成した、近年注目され
ている共有結合形成医薬品候補を用いた。 
また、iPS 細胞から誘導した肝組織の構成細胞である肝星細胞と HBV 複製細胞を共培養するこ
とで、HBV 複製のストレスによる肝星細胞の活性化を観察した。 
  
４．研究成果 
 
研究の主な成果 
(1)HBV 感染蛍光検出システムの開発 
本研究において HBV ゲノム内に蛍光活性化タンパク質(Y-FAST)を持つ組換え HBV を作製す
ることができた。組換え HBV をコードする plasmid を HepG2 細胞に transfection し、上清か
らウイルス液を回収した。濃縮したウイルスを密度勾配遠心法に供し、HBV 成熟粒子である
Dane 粒子が組換えウイルスが野生株と同じ画分に分離され、成熟ウイルス粒子が形成されて
いることを確認した。また、その複製レベルは他の組換えウイルスである HBV/NL と同程度で
あることを qPCR により確認した。 
 
 
 



(2)薬剤スクリーニングと HBV 感染による肝星細胞炎症反応の検出 
HBV 複製を抑制または亢進する化合物を複数同定した。 
HBV 複製細胞と iPS 細胞由来肝星細胞の共培養系を試行した。共培養可能な条件下において
肝星細胞の活性化マーカーの上昇がみられず、さらなる条件検討や共培養による炎症抑制の
可能性の解析が必要であることが分かった。 
 
得られた成果の国内外での位置づけとインパクト 
現在も経時的に HBV 複製を観察できる HBV 感染モデルは存在せず、このため、創薬開発や
HBV 再活性化の病態解明等を困難にしている。本研究で得られた結果は HBV 複製を細胞の固
定・融解なしに観察出来る初めての手法の一つとなる。更なる複製レベルの改善が行われれ
ば、薬剤スクリーニングや病態解明の強力なツールとなり得る。 
 
今後の展望 
今回得られた HBV 複製を亢進する化合物の添加や、組換えウイルスの点変異などの更なる
変更を加えることでウイルス複製レベルを亢進すれば、薬剤の大規模スクリーニングや感染
動態の解明に役立つ。 
iPS 細胞由来肝星細胞との共培養系を用いることで、HBV 感染による肝硬変の病態解明へ
の応用も期待できる。 
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