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研究成果の概要（和文）： 

HCV-HBV のウイルス相互作用は免疫細胞を介していることが明らかとなった。HCV-Core
抗原は直接免疫抑制に働くことが分かった。各種 HBV ジェノタイプにより肝癌細胞におけ
るケモカインの発現パターンが異なっていることが明らかとなった。その中で CX3CL1 の発
現は、ジェノタイプ間で有意に異なり、NK 細胞浸潤能が変化することが分かった。また、
この浸潤 NK 細胞の NKG2D 発現は抑制されていることが分かった。 
研究成果の概要（英文）： 
HBV-HCV viral interaction was occurred with immune cells. HCV-Core antigen could 
directly suppress the immune response. The expression patterns of chemokine were 
different among the various HBV genotypes. Among them, the expression level of 
CX3CL1 and the migration activity of NK cells were significantly different among 
HBV-genotypes. Moreover, the expression of NKG2D on the migrated NK cells was 
suppressed.  
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１．研究開始当初の背景 

癌に対する免疫反応は細胞傷害性 T 細胞
(CTL), ナチュラルキラー細胞(NK 細胞)キ
ラーT 細胞(NK-T 細胞)などがエフェクター
として機能し、肝癌へ遊走浸潤することによ
り成立する。実際、エフェクター細胞が十分
に浸潤している症例の予後は良いとされる。
最近は、これらエフェクター細胞の効率的な
活性化を促す目的でナノテクノロジーなど
を用いた新規免疫療法の開発がされている。
しかしながら、ウイルス関連肝癌においては
様々な免疫逃避機構が存在しており、未だ十
分な治療効果は得られていない。申請者らは、
各種肝疾患における免疫逃避機構について

検討を重ねてきた。 

２．研究の目的 

ウイルス関連肝癌における免疫逃避機構は
巧妙であり肝癌とウイルス因子を同時に考
慮しなければならない。当研究ではウイルス
因子と肝癌細胞より産生される種々の可溶
性（液性）因子に着目し、これが免疫細胞遊
走浸潤と分化に如何に関与するのか共培養
系を用いて多元的に解析する。 

３．研究の方法 

 

（１）HBV-HCV のウイルス相互作用解析 
肝癌細胞株 Huh-7 に JFH-1 を感染させ、その
後に HBV-genotype B 2 種類、HBV-genotype C 
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2 種類のプラスミドを導入してウイルス定量
をリアルタイム PCR にて行った。HBV の導入
ありなしの条件下でインターフェロンの HCV
抑制効果についても解析した。 
 
（２）HCV-Core 抗原による直接の免疫反応抑
制機序解析 
① Double filtration plasmapheresis 
(DFPP)治療における HC-Core抗原除去能力を
評価した。 
② HCV-Core抗原結合 CD4陽性 T細胞の解析
をフローサイトメトリーにて施行した。 
③ DFPP 併用群における CD4 陽性 T 細胞の
STAT-1, T-bet シグナルを評価した。 
 
（３）各種 HBV ジェノタイプによる肝癌細胞
の免疫誘導能解析 
① 各種 HBVジェノタイプ発現プラスミドを
肝癌細胞株 Huh7 に導入してケモカイン関連
リアルタイム PCR アレイを施行する。発現量
が多く、また各種 HBV ジェノタイプで発現量
に有意差があるケモカインの同定を施行す
る。 
② CX3CL1 の発現量が高くジェノタイプ間
でも異なっていることからウイルス関連肝
癌病態に影響を及ぼしている可能性があり
他の肝癌細胞株 HepG2細胞においても検討を
加えた。 
③ 次に培養上清中の CX3CL1 定量と各種免
疫細胞の遊走実験を施行した。 
④ C 型肝炎関連肝細胞癌、B 型肝炎関連肝
細胞癌、非 B 非 C 肝炎関連肝細胞癌切除標本
を用いて CX3CL1 発現、CD3T 細胞浸潤、CD56
陽性 NK 細胞浸潤を免疫染色にて評価した。 
⑤ NK 細胞表面の CX3CR1 発現、NKG2D 発現
を評価した。 
 
４．研究成果 
 
（１）免疫細胞の存在しない in vitro 系に
おいて C型肝炎ウイルス量は HBVウイルスの
存在により直接的な影響を受けないことが
明らかとなった。また IFN-α投与による HCV
の抑制効果は HBV存在によっても影響を与え
ないことが明らかとなった。一方 ex vivo 解
析では HBV特異的な免疫抑制機序が HCV 特異
的免疫反応を抑制するため、HBV 関連肝細胞
癌では HBV特異的免疫抑制機序が肝細胞癌に
対する免疫反応にも影響を与えることが想
定された。 
 
（２） 
① 血中 HCV-Core抗原量は DFPP施行により
速やかに低下することが明らかとなった。こ
の傾向は EVR 症例において顕著であった。 
② 血中のみならず、CD4 陽性 T 細胞に結合
している HCV-Core抗原量も DFPP処置により

速やかに低下することが明らかとなった。 
③ DFPP 処置により CD4 陽性 T 細胞の
HCV-Core 抗原結合量が低下した症例におい
てコントロール症例と比較して STAT-1, 
T-bet シグナルが増強することが明らかとな
った。これらの事象から HCV-Core 抗原の存
在により腫瘍免疫にも重要である細胞性免
疫反応が抑制されることが想定された。 
 
（３） 
① HBV ジェノタイプ A, B, C プラスミド導
入にて発現が増強しかつジェノタイプ間で
発現量に差が生じるケモカインに CX3CL1 が
同定された。(図１) 
② 他の肝がん細胞株である HepG2において
CX3CL1 の発現を検討したが、①と同様の結果
であった。 
図１ CX3CL1mRNA の経時的発現(Huh7) 

 
 
③ 上清中の CX3CL1濃度は上記 mRNA発現と
同じ傾向であった。また遊走試験の結果、T
細胞、NK 細胞遊走は CX3CL1 濃度依存がみら
れた。また CX3CL1 中和抗体にてこの遊走能
は阻害された。 
④ B型肝炎関連肝細胞癌において CX3CL1発
現が強い患者が多かった。また、T 細胞浸潤
も顕著である症例が多かった。 
 
図２ NK 細胞の CX3CR1 発現 

 
⑤ B 型肝炎関連肝細胞癌患者において
CX3CR1 陽性 NK 細胞（図２）の NKG2D 発現は
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他の肝細胞癌患者、慢性肝炎患者と比較して
有意に低下していた。 
 
これらの結果から B型肝炎肝細胞癌患者にお
いて CX3CL1 発現が誘導され、CX3CR1 陽性免
疫細胞を誘導するが、誘導された免疫細胞の
細胞障害性は阻害されているため、肝癌細胞
増殖にとって有利な環境を構築しているこ
とが想定された。 
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