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研究成果の概要（和文）：HBV感染を許容するマウス細胞を作製するため、HBV coreと結合するヒト宿主因子を
同定し、その機能解析を行った。Protein array、免疫沈降法によりHBV coreタンパク質と結合する因子を同定
した。同定したHBV core結合因子をsiRNAやCRISPR-Cas9システムによって遺伝子ノックダウンを行った結果、
HBV感染前期過程に重要な宿主因子の同定に成功した。これらの結果は、今後HBV感染マウス細胞の作製に重要な
情報になると期待される。

研究成果の概要（英文）：To establish a mouse cell line susceptible to HBV infection, we identified 
HBV core binding proteins using protein array and immunoprecipitation. Candidates for HBV core 
binding proteins were knock-downed by siRNA or CRISPR-Cas9 system. One of them affected HBV 
replication at early step of HBV life cycle. These results will provide establishment of a mouse 
cell line for HBV infection.

研究分野：ウイルス学

キーワード： HBV

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、HBVの動物モデル研究を行うには、多くの制限がかかっている。この問題を解決するには、汎用性の高い
マウスを遺伝子操作によって、HBVに感染できるようにさせることが近道と考えられるが、なぜHBVがマウス肝臓
細胞に感染できないのか詳細は知られていない。本研究で得られたHBV core結合タンパク質はHBV感染感受性を
示すマウス肝臓細胞樹立に貢献できるものであると考える。さらにこれらの因子はヒト細胞においてもHBV感染
に重要な役割を果たすことから、治療の標的としても期待できる。

※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 (以下 HBV)の持続感染者は、全世界で 3億 5000万人と推計され、年間 50-70

万人が、HBV関連疾患で死亡している。HBV治療薬の開発は急務となっているが、現在使用さ

れている抗 HBV 薬は抗 HIV 薬の転用で、HBV に特化した薬剤の開発には至っていない。これ

は、HBV 感染・複製を容易に評価する系に制限があったことが大きな要因だが、最近になり、

HBV 感染を容易にモニターできる評価系の開発が進み、抗 HBV 薬の候補化合物が次々と報告

されてきた。しかし、HBV はマウス肝細胞に感染しないため、これらの候補化合物の効果をマ

ウスモデルで評価するためには、多くの場合、マウスの肝臓をヒトの肝臓に置き換えたヒト肝臓

キメラマウスを使用しなければならず、大きな制限がいくつも存在する。これまで申請者は HBV

をヒト培養細胞系で、簡便かつ安価に評価する系を開発し、HBV 感染・複製に影響を与える宿

主因子や、抗 HBV薬の同定を行ってきた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、マウス肝臓細胞に HBV感染を成立させるために必要な、ヒト肝臓細胞由来因子を

同定し、HBV感染に感受性を示すマウス肝臓細胞を樹立することを目的とする。HBV感染感受

性を示すマウス肝臓細胞は、HBV 感染マウスモデルの作製に大きく貢献できるものと考えられ

る。こうして作製された HBV感染マウスモデルは、 1) HBVワクチン開発、2) 抗 HBV薬開発、

3) HBV 関連疾患の発症メカニズムの解明など、今までの HBV 研究を抜本的に変えることがで

きるものと期待される。さらに本研究で同定されたマウス肝臓細胞への HBV感染に必要なヒト

肝臓由来因子は、HBV のヒト肝臓細胞への感染にも必須の因子として想定できることから、こ

の因子を標的とした新規抗 HBV薬の開発に大きく貢献できるものと期待される。 
 
３．研究の方法 
本研究では Coreタンパク質に着目し、Coreタンパク質と結合する宿主因子の同定を行った。ま

ず Protein array を行うため、ビオチン化組換え Core タンパク質をビークル社から購入した。

Protein arrayは CDI Laboratories社の HuProt Human Proteome Microarrayを使用した。さらにHepG2

細胞および Huh7細胞に HA-Core-Mycタンパク質を導入し、抗 HA抗体で免疫沈降後、HA peptide

で複合体を溶出し、溶出液をさらに抗 Myc 抗体で免疫沈降し、沈降物に含まれる宿主因子をシ

ョットガン解析で同定した。得られた 3 つの実験全てで結合を示したタンパク質が 3 種類同定

された。 

HBV core タンパク質と結合を示したタンパク質のノックダウン細胞およびノックアウト細胞を

作製し、HBVの感染への影響を評価した。さらに HBV感染に影響を与える Core結合タンパク

質の発現ベクターを作製し、マウス肝臓細胞である Hepa1-6-NTCP 細胞に導入し、HBV の感染

性を評価した。 

 

４．研究成果 

Protein arrayの結果、Z-score3以上の遺伝子を陽性としたときに、245種類の Core結合因子が同

定された(図 1) 。この中の上位 20 種類のタンパク質を siRNA でノックダウンし、HBV を感染

させた結果、SSBP3 ノックダウン細胞だけが HBV 感染低下が見られた。次に免疫 HepG2 細胞

及び Huh7細胞で HBV coreタンパク質と結合する宿主因子の同定を行った。その結果、HepG2



細胞では 327 タンパク質、

Huh7細胞で 72タンパク質が

同定できた。HepG2 とHuh7

細胞の両方で同定された宿主

因子は 59タンパク質だった。

さらにプロテインアレイでも

同定された宿主因子(Z-score3

以上)をピックアップした結

果、FIP1L1、RBMX、PARP1 

の3タンパク質が同定できた。

これらのタンパク質を siRNA

でノックダウンし HBV を感

染させた結果、RBMXノック

ダウン細胞のみが HBV 感染

の低下を示した (図 2)。 

さらにこれらの因子のノックアウト(KO)細胞を作製し、HBV

感染への影響を確認した。その結果、FIP1L1-KO および

RBMX-KO細胞に HBVを感染させた細胞は、野生型細胞と比

べて HBe 抗原量の減少が確認できた。しかし PARP1-KO は

HBV感染に全く影響を及ぼさなかった。 

次にこれらの因子が HBV 複製サイクルのどのステップに影

響しているかの検討を行うため、cccDNA、HBV RNAの定量

を行った。FIP1L1-KO 細胞に HBV を感染させると野生型細

胞と比較して、HBV の cccDNA、HBV RNA 量の減少が確認

できた。RBMX-KO 細胞では cccDNA 量には顕著な差は見ら

れなかったが、HBV RNA量の減少が見られた。これらの結 

果から、FIP1L1はHBV感染前期過程に影響し、RBMXはHBV

の感染後期過程に影響していることが示唆された。 

したがって、今回は FIP1L1に着目し、さらなる実験を行った。

FIP1L1 の発現ベクターを作製し、マウス Hepa1-6 細胞にヒト

NTCPおよび FIP1L1を導入した細胞(Hepa1-6-hNTCP-FIP1L1)を

樹立した。この細胞に HBV を感染させた結果、HBV 感染は全

く成立しなかった。 

以上の結果から、FIP1L1 はマウス細胞への感染へは影響しなか
ったが、HBV 感染前期過程を制御する宿主因子であることが示
唆された。 

図 1. Protein array による HBV core 結合タンパク質の同定 
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