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研究成果の概要（和文）：B型肝炎ウイルス (HBV)は成熟肝細胞でのみで複製するとされるが、肝細胞が一定の速度でt
urn overしているにも関わらず、複製中間体のcccDNAが核内に残存し続ける原因は不明である。本研究では、ヒトiPS
細胞から肝幹・前駆細胞を分化・誘導し、純化することにより継代可能な培養法を確立した。これを用いてHBV感染実
験を行ったところ、成熟肝細胞より未分化なヒトiPS細胞由来肝幹・前駆細胞においても感染が認められ、幹細胞類似
形質を持つ細胞においてcccDNAが保存されることが慢性化の一因である可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：It is unclear the mechanism responsible for persistence of hepatitis B virus 
(HBV) covalently closed circular DNA (cccDNA) in mature hepatocyte, which constantly turn over in steady 
state of the liver. In the present study, we established culture system of human induced pluripotent stem 
(iPS) cell -derived hepatocyte-like progenitor cells. Using this culture system, we investigated 
infection of HBV, and demonstrated that HBV infected iPS-derived hepatocyte-like progenitor cells. Hence, 
it is possible HBV infection in hepatic progenitor cell may be one of the reasons for persistence of HBV 
in steady state of the liver. Moreover, the establishment of human iPS cell technology has led to 
innovative iPS-based models for drug discovery. Our data suggested iPS-Hep cells, as a promising new tool 
for HBV research, will facilitate our understanding of the biology of HBV and the development of anti-HBV 
drugs.
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１．研究開始当初の背景 
 B型肝炎ウイルス(HBV)の潜伏・持続感染者は
国内に2000万人以上と推定され、肝硬変・肝癌
のみならず健常既感染者における致死的 de 
novo肝炎の原因となる。現在治療薬として核酸
アナログが広く用いられているが、本薬剤はHBV
の逆転写のみを阻害するため核内に潜伏す
る HBV 複製中間体である(covalently closed 
circular) cccDNA の直接排除は起こらない。
cccDNA が核内に終生持続的に留まることが
HBV 感染の完全制圧を困難としており、現行
治療を補完する新規クラスの抗ウイルス治
療薬の開発が望まれている。 
 
２．研究の目的 
 HBV は成熟肝細胞でのみで複製するとされ
るが、定常状態の肝細胞が一定の速度で turn 
over しているにも関わらず、複製中間体の
cccDNA が核内に残存し続ける原因は不明で
ある。本研究では、「細胞周期が静止し幹細
胞類似形質を持つ細胞において cccDNA が保
存されることが一因」との仮説に基づき、肝
細胞の分化状態の違いがHBVライフサイクル
に与える影響を解明し、従来の薬剤開発とは
視点を異にする細胞分化機構を標的とした
新規治療の創出に新たな知的・技術的基盤を
確立することを目的とする。具体的には、ヒ
ト iPS 細胞由来肝幹･前駆細胞株を用いた細
胞分化度を調節し得る培養系の確立し、細胞
分化度の変化がHBVライフサイクルに与える
影響を解析することを目指す。 
 
３．研究の方法 
 幹細胞形質/分化度の異なるヒト iPS 細胞
を用いて、肝細胞系譜における HBV 感染・増
殖系を新規に確立し、細胞分化の変化と HBV
ライフサイクルに関連する新たな機構を解
析し、cccDNA の機能停止・排除可能な薬物創
出を目指す。 
(1)ヒト iPS細胞由来肝幹･前駆細胞株を用い
た細胞分化度を調節し得る培養系の確立：ヒ
トiPS細胞に各種サイトカインを段階的に添
加し肝細胞系への分化誘導を行う。肝幹･前
駆細胞は肝幹細胞マーカーである CD13, 
CD133 を用いて FACS で分離し、純化・培養を
行う。 
(2)細胞分化度を調節し得る細胞培養系にお
ける HBV 増殖系の構築：感染実験には
HepG2.2.15 細胞由来の培養上清を濃縮して
得られる HBV と、蛍光色素を組み込んだ組み
換え HBV を用いる。これらの HBV を用いて各
種条件下でHBV感染や増殖および粒子形成が
起こるかを解析し、HBV 培養・増殖系を確立
する。 
 
４．研究成果 
 ヒト iPS 細胞株に activin A、FGF、BMP4、
HGF を段階的に添加することにより肝細胞
系譜へと分化誘導した。これらのうち
CD13+CD133+陽性細胞をFACSにより繰り返し

分離することで iPS 由来肝幹/前駆細胞 
(iPS-Hep 細胞) を純化することが可能とな
った。肝細胞系譜へと誘導したヒト iPS 由来
細胞は、AFP、HNF4a を高度に発現しており、
FACS を 用 い て CD13+CD133+ 陽 性 細 胞 
(iPS-Hep 細胞) を純化することにより、一定
期間の継代培養が可能であった。純化した
iPS-Hep 細胞において、HBV の受容体である
NTCP の mRNA 発現を解析したところ、肝癌細
胞株と比較して100倍以上の高発現量を認め
た。また、iPS-Hep 細胞における IFNα添加
時の IFN 誘導遺伝子の発現誘導能は HepG2－
NTCP に比し iPS－Hep 細胞で有意に高かった 
(p<0.001) 。次に iPS-Hep 細胞における HBV
の感染性を検討するために、HepG2.2.15 細胞
由来 HBV を培養上清に添加したところ、細胞
内に 0.3copies/cell の cccDNA と 2 ×
108copies/mlの HBVDNAが上清中に確認され、
HBV 感染が iPS-Hep 細胞において成立するこ
とが示唆された。 
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