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研究成果の概要（和文）：B型肝炎ウイルス（HBV）持続感染者における生体内の免疫応答機序には不明な点が多
い。本研究では、免疫細胞がHBVを認識する機構を解析し、HBVが宿主を免疫寛容状態へと誘導する機序を明らか
にすることを目的として研究を開始した。HBV感染肝細胞を用いた遺伝子発現解析の結果、TRAIL-R3が抽出さ
れ、機能解析により、TRAIL-R3はHBV感染後、HBx蛋白により転写活性化されること、TRAIL-R3発現が亢進するこ
とによりTRAIL誘導性のアポトーシスから回避していることが明らかとなった。この結果から、TRAIL-R3の発現
誘導がHBVの免疫回避機構の一つとなっていることが示された。

研究成果の概要（英文）：It has not been fully clarified the host immune responses in HBV carriers. I
 conducted the present study to clarify the mechanism of recognizing HBV infection by host immune 
cells. First, I compared gene expression profiles between HBV-infected and uninfected humanized 
mouse livers, and I identified TRAIL-R3 as one of the genes which were significantly regulated by 
HBV infection. To clarify the association between HBV infection and TRAIL-R3 uprgulation, the 
reporter assay was performed and I found that the transcriptional activation of TRAIL-R3 was induced
 by HBx via NF-kB signailing. Additionaly, I also demonstrated that upregulation of TRAIL-R3 could 
induce the resistance to TRAIL-dependent apoptosis. These results indicated that HBV might induce 
TRAIL-R3 expression to escape host immune responses for maintaining chronic infection. 

研究分野：消化器病学

キーワード： B型肝炎ウイルス　免疫寛容　ヒト肝細胞キメラマウス　遺伝子発現解析　次世代シークエンス解析

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
B型肝炎ウイルスは感染後、宿主の免疫寛容状態を誘導し、ヒト肝細胞に持続感染するがそのメカニズムは不明
である。本研究成果により、B型肝炎ウイルス感染によって細胞内のTRAIL-R3発現が亢進し、B型肝炎ウイルス感
染肝細胞におけるTRAIL誘導性アポトーシスの回避、B型肝炎ウイルス増殖の活性化が誘導され、B型肝炎ウイル
スの宿主免疫回避、感染維持に寄与することが明らかとなった。この回避機構を制御することにより、宿主のB
型肝炎ウイルスに対する免疫応答を回復させることが可能であり、ヒト肝細胞からのB型肝炎ウイルス完全排除
に向けた治療標的となる可能性がある。

※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）持続感染者（HBVキャリア）の 15～20%は慢性肝炎を発症し、さら
にその一部が肝硬変、肝臓がん、肝不全へと移行するとされ、その中には、長期的に病態が安定
した無症候性キャリアから疲労など様々な生体内の変化を契機に肝炎を発症する症例や慢性肝
炎の状態と無症候性キャリアの状態を繰り返す症例が混在しており、多彩な病態を示す。しかし
ながら、肝炎の病態変化において、生体内でどのような免疫応答が誘導され、慢性肝炎に移行す
るか、逆にどのようにして免疫寛容が生じ、無症候性キャリアの状態に移行するかについては不
明な点が多い。 
近年、我々はヒト肝細胞キメラマウス（生後肝不全を発症する免疫不全マウスにヒト肝細胞を移
植し、マウス肝臓を高度にヒト肝細胞に置換したマウス）にHBVを持続感染させ、さらにヒト
の末梢血単核球を移植することで劇症肝炎を発症するマウスモデルを作製した。同マウスの免
疫応答を解析したところ、NK細胞を主体とした肝炎が発症する場合と細胞傷害性 T細胞（CTL）
を主体とした肝炎が発症する場合があることが明らかとなった。さらに、臨床経過中に複数回肝
炎の急性増悪を発症した症例を解析すると、NK細胞由来の肝炎と CTL由来の肝炎が不規則に
生じている可能性が示唆された。しかしながら、これらの肝炎が何をトリガーとして発症し、自
然経過の中でどのように鎮静化するかについては依然として不明である。 
 
２．研究の目的 
NK細胞・T細胞がそれぞれHBVを認識し、肝炎を発症するメカニズムの違いを明らかにし（図
1）、この結果をもとにHBV持続感染者が肝炎を発症した際に速やかに免疫寛容状態へと誘導す
る方法を同定することを目的とする。 

 
３．研究の方法 
検討 1．免疫担当細胞誘導・誘導抑制分子の同定 
HBV 感染肝細胞の遺伝子発現解析を行い、HBV 非感染細胞との遺伝子発現の差異から免疫担当細
胞誘導のメカニズムを探索する。遺伝子発現解析では、HBV 感染・非感染肝細胞を用いて cDNA 
microarray や次世代シークエンス解析を行う必要があるが、本研究では、コスト低減を目的に、
これまでに施行した次世代シークエンス解析データを使用し、HBV 感染に伴い発現が変化する遺
伝子の中から分泌蛋白・膜蛋白を中心に候補となる標的遺伝子を抽出する。HBV クローンや使用
したヒト肝細胞に影響を受けない遺伝子・蛋白の同定を行うため、これまでに行った複数回の遺
伝子発現解析データを統合して解析する。次世代シークエンサや解析日の相違考慮し、抽出され
た遺伝子に関しては、real time PCR により再現性を確認する。 
検討 2．免疫担当細胞の HBV 認識と細胞活性化に関する検討 
次世代シークエンスデータより抽出された遺伝子の中には、機能未知の遺伝子も多いため、CTL
や NK 細胞による免疫応答と HBV 感染がどのように関連しているかについて、in vitro にて解析
した。 
検討 3. HBV 感染による TRAIL-R3 発現変化と機能の解析 
上記検討から TRAIL-R3 が抽出されたことから、以後は TRAIL-R3 を中心に解析を進めた。遺伝子
発現解析の結果を確認するため、培養細胞における TRAIL-R3 の mRNA 発現を real time PCR に
より測定した。HBV による TRAIL-R3 発現制御機構を明らかにするため、様々な長さの TRAIL-R3
プロモーター領域を組込んだレポータープラスミドを作製し、レポーターアッセイにて転写活
性を解析した。さらに、HBx 蛋白による TRAIL-R3 転写活性化と NF-κB 経路との関連をレポータ
ーアッセイにて解析した。最後に、TRAIL-R3 発現亢進が宿主の免疫応答に及ぼす影響を解析す
るため、HepG2 細胞，HBP25 細胞に TRAIL を添加し、24 時間後の TRAIL 誘導性アポトーシスへの



影響を解析した。 
 
４．研究成果 
マウス肝細胞の 90%以上がヒト肝細胞に置換されたヒト肝細胞キメラマウス（以下、キメラマウ
ス）に し、B型肝炎ウイルス（HBV）genotype C キャリアから採取した血清を接種し、HBV 持 感
染キメラマウスを作製。非感染マウス、感染 3日後、10 日後、5週間後、8週後、32 週後にマウ
ス肝組織より採取したヒト肝細胞を用いて、ヒト肝細胞 の遺伝子発現を次世代シークエンサー
にて解析。 
非感染マウスの肝組織と HBV 感染 8 週後のマウス肝組織における遺伝子発現の相違を検討した
結果、両マウス群間で有意に発現が制御される 225 遺伝子が抽出され、microRNA や pseudo gene
を除いた 196 遺伝子を HBV 感染関連遺伝子として抽出した（図 2左）。 

 
本研究では、HBV 感染に伴う生体内のリンパ球への影響の解析が目的であったことから、遺伝子
情報検索により 28 の膜蛋白と 37 の分泌蛋白に絞りこみ、リアルタイム PCR にて再現性を確認
し、B 型肝炎ウイルスとの関連は十分に解析されていない tumor necrosis factor-related 
apoptosis-inducing ligand receptor 3（TNFRSF10C; TRAIL-R3）に着目した。 
培養細胞における TRAIL-R3 の mRNA 発現を real time PCR により測定した。HBV 複製細胞であ
るHBP25細胞におけるTRAIL-R3発現はHepG2
細胞と比して有意に亢進しており、核酸アナ
ログ投与により HBV 増殖を抑制際には HBP25
細胞内の TRAIL-R3 発現は抑制された。 
ヒト肝細胞キメラマウスを用いて同様の解
析を実施したところ、HBV 感染マウスにおけ
る肝組織内のTRAIL-R3 mRNA発現は非感染マ
ウスよりも有意に高く、エンテカビルを 4週
間投与し、HBV 増殖を抑制したマウスでは、
マウス血清 HBV DNA 量の減少に加え、肝細胞
内のTRAIL-R3 mRNA発現の有意な低下を認め
た（図 3）。 
 
 
次に、HBV による TRAIL-R3 発現制御機構を明らかにするため、様々な長さの TRAIL-R3 プロモー
ター領域を組込んだレポータープラスミドを作製し、転写活性をレポーターアッセイにて解析
した。HBP25 細胞では HepG2 細胞に対して TRAIL-R3 の転写活性は有意に亢進しており、特に転
写開始点より-479～-969塩基上流の領域を含むレポータープラスミドにおいてTRAIL-R3の転写
活性は最も亢進した（図 4左）。 
 
TRAIL-R3 の転写活性化に HBV 関連蛋白が関与していると考え、各 HBV 関連蛋白を発現するプラ
スミドを用いて TRAIL-R3 の転写活性を検討した。HBc 蛋白や HBs 蛋白を発現した場合、TRAIL-
R3 の転写活性はコントロールとほぼ同等であったのに対し、HBx 蛋白の発現により TRAIL-R3 転
写の有意な活性化が認められた。そこで、HBx 蛋白持続発現細胞を作製し、TRAIL-R3 発現の変化



を検討したところ、HBx 非発
現細胞と比して、有意な
TRAIL-R3 の発現亢進を認め
た（図 4右）。 
 
HBx 蛋白は Nuclear factor 
kappa B（NF-κB）経路を活性
化することから、HBx 蛋白に
よる TRAIL-R3 転写活性化と
NF-κB 経路との関連を解析
した。HepG2 細胞を用いた検
討では、TRAIL-R3 の転写活性
は tumor necrosis factor-
α（TNF-α）用量依存的に亢
進した。また、TNF-α投与下
で NF-κB inhibitor（Bay11-
7085）を添加したところ、NF-κB inhibitor 用量依存的に転写活性は低下した。そこで、HBx 持
続発現細胞に NF-κB inhibitor を添加し、TRAIL-R3 転写活性、mRNA 発現を検討したところ、
NF-κB inhibitor 添加により TRAIL-R3 転写活性は抑制され、細胞内の TRAIL-R3 mRNA 発現も低
下した。 
 
TRAIL-R3 発現亢進が宿主の免疫応答に及ぼす影響を解析するため、HepG2 細胞，HBP25 細胞に
TRAIL を添加し、24 時間後の TRAIL 誘導性アポトーシスへの影響を解析した。Cell viability 
assay では、HepG2 細胞の有
意な生細胞数減少を認めた
のに対し、HBP25細胞の有意
な生細胞数減少は認められ
なかった。アポトーシス調
整因子の 1 つである short 
form の cellular FLICE-
like inhibitory protein
（cFLIPs） mRNA 発現を確
認したところ、HepG2細胞で
は TRAIL 添加に伴い有意に
発現が亢進したのに対し、
HBP25 細胞では TRAIL 添加
後も cFLIPs の発現変化は
認めなかった（図 5）。 
 
 
HBV 感染によって細胞内の TRAIL-R3 発現が亢進し、HBV 感染肝細胞における TRAIL 誘導性アポ
トーシスの回避、HBV 増殖の活性化が誘導され、HBV の宿主免疫回避、感染維持に寄与している
ことが明らかとなった。この回避機構を抑制することにより、宿主の HBV に対する免疫応答が効
果的に誘導できる可能性があり、ヒト肝細胞からの HBV 完全排除に向けた治療標的となる可能
性がある。 
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