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研究成果の概要（和文）：本研究においてDNAウイルスであるB型肝炎ウイルスに感染したヒトの肝細胞において、RIG-
IがB型肝炎ウイルスのプレゲノムRNAにあるε構造を認識することにより、I型インターフェロンではなくIII型インタ
ーフェロンの発現を優先的に誘導することを見い出した。RIG-IはB型肝炎ウイルスのポリメラーゼとプレゲノムRNAと
の結合を阻害するという直接的な抗ウイルスタンパク質としての機能をもつことも見い出した。RIG-IはB型肝炎ウイル
スに対しセンサータンパク質としてのみならず直接的な抗ウイルスタンパク質としても機能するという2つの機能によ
り、感染防御に機能していることが明らかにされた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have revealed that HBV infection is sensed by the RIG-I protein 
through its recognition of certain viral RNA (pregenomic RNA) within the cells, which triggers a 
predominant production of type III interferons, a well-known antiviral protein. We further determined 
that a key element for the RIG-I-mediated recognition is the 5′-ε region of HBV pregenomic RNA, which 
was previously reported to take a stem-loop structure and serve as a binding site of HBV polymerase, an 
essential enzyme for viral propagation. In relation to this, we also discovered a novel role of RIG-I as 
a direct antiviral factor that can competitively inhibit the interaction of HBV polymerase with the 
5′-ε region of viral genome. These findings indicated that RIG-I dually functions not only as an HBV 
sensor but also as a counteractor against viral polymerase in human hepatocyte, and also suggest that the 
ε region-derived RNA would be a therapeutic tool for the treatment of HBV infection.

研究分野：癌や感染を制御する自然免疫応答の分子基盤の解析
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１．研究開始当初の背景 
  感染症は人類の歴史を支配してきたとい
っても過言ではないほど、人類にとって古く
からの大きな問題である。微生物を如何にコ
ントロールできるかが鍵であり、微生物やウ
イルスに対する感染防御機構の解明は人類
にとって非常に大きな課題である。B 型肝炎
ウイルス(HBV)は、ヘパドナウイルス科オル
ソへパドナウイルス属に属するDNAウイルス
であり、肝細胞に感染し、肝炎や肝硬変さら
には肝臓癌を引き起こす。世界規模で約４億
人がHBVに持続感染していると考えられてお
り、国内においては、1 年で約 3 万人が肝癌
で命を落としている。HBV 核酸を認識する分
子（核酸センサー）は未だは同定されておら
ず、現在、HBV に対してインターフェロン
(IFN)や核酸アナログ製剤(NA)が主に使用さ
れているが、IFN の効果は、遺伝子型 
(Genotype)によって効果が異なるため不十
分であり、NA投与でも HBV 完全排除は困難で
ある。さらに薬剤耐性 HBV 株の出現など問題
が表面化している。ゆえに現在、人類にとっ
て早急に対策を打たなくてはならない課題
の一つであると考える。 
 
２．研究の目的 
  HBV の根絶のため、ウイルス感染機構や宿
主側の防御反応を理解することは、学問そし
て医療発展の観点から極めて重要な課題で
ある。現在、HBV 核酸を認識するセンサーや
その下流の自然免疫シグナル伝達経路は同
定されていない。申請者は HBV の Genotype
のうち特に肝臓癌を引き起こし日本に多い
Type C の HBVウイルスゲノムによる応答機構
に着目し、肝細胞感染初期の宿主における自
然免疫応答を介した生体防御調節機構の分
子基盤を明らかにすることを本研究の目的
にした。 
 
３．研究の方法 
  ヒト肝細胞を保持したキメラマウス、初代
ヒト肝細胞や肝がん細胞株を使用しHBV感染
ならびに、1.24 倍長ゲノム導入の系を利用し
て、インターフェロンの mRNA レベルを
qRT-PCR法により、タンパク質レベルをELISA
法により測定した。また RIP assay により
RIG-I や HBV のポリメラーゼとプレゲノム
RNA の相互作用の解析を進めた。 
 
４．研究成果 
(1) HBV 感染によって III 型インターフェロ
ンが誘導される 
 HBV により活性化される自然免疫認識機構
を探るために、肝癌細胞株（HepG2 や Huh-7）
に 1.24 倍長の HBV plasmid を Transfection
する系を利用してIFN遺伝子の発現変化を定
量的 RT-PCR 法により解析した。これまでの
報告と一致し、I型IFNであるIFN-4やIFN-
のmRNAの発現上昇は認めなかった。一方で、
III型 IFNである IFN-1(IL-29)の mRNAの発

現レベルの上昇を認めた。HepG2 において、
弱いものの ELISA で IFN-1 のタンパク質で
の発現を確認した。HBV 感染により誘導され
る IFN-1(IL-29)は、水疱性口内炎ウイルス
(VSV)や HBV の複製を阻害したことから、抗
ウイルス活性を有することが確認された。さ
らに初代ヒト肝細胞やヒト肝細胞を保持し
たキメラマウスを使用したHBV感染の系でも
同様に IFN-4 や IFN-の mRNA の発現上昇は
認めなかったが、IFN-1 の mRNA の発現レベ
ルの上昇を認めた。また ISGs である CXCL10
や OAS2、RSAD2 の発現が見られた。以上の結
果により HBV 感染によって、肝臓細胞におい
て I型 IFN ではなく III型 IFN が優先的に誘
導されることを示した。 
 
(2) HBV 感染による III 型インターフェロン
誘導は RIG-I を介する 
 HBV 感染に関与する自然免疫系センサー分
子の同定を行うため、RIG-I、IFI16、cGAS と
いった既知の核酸センサーが HBV 感染によ
る IFN-誘導に関与するかを調べた。HepG2
や Huh-7 細胞に各種 siRNA を導入し、その後、
HBV 1.24 倍長ゲノムを導入後、IFN-誘導
を解析した。siRNA により RIG-I を発現抑制
した場合、IFN-誘導は有意に阻害された
が、IFI16 や cGAS に対する siRNA は有意に抑
制しなかった。RIG-I 遺伝子（T55I）に変異
をもち RIG-I シグナルが入らない Huh-7.5 細
胞で検討したところ、IFN-1 は発現誘導され
なかった。また、初代ヒト肝細胞を使用した
HBV 感染の系においても、同様に RIG-I 依存
的に IFN-1 mRNA が誘導されていることがわ
かった。さらに、RIG-I 下流のシグナル分子
である TRIM25、 MAVS、 TBK1、 IRF-3 が関
与していることを明らかにした。以上の結果
より、HBV 感染による IFN-1 の発現誘導は、
RIG-I 依存的であることが示された。 
 
(3) HBV pregenomic RNA の 5’-ε領域が
RIG-I のリガンドとなる 
 RIG-I は RNA および DNA 認識との関連性が
報告されていることから、HBV 由来のどの核
酸がRIG-Iの活性化を誘導するのか詳細を明
らかするため、HBV 由来 RNA を標的とする
siRNA を用いて解析した。HBV ゲノム導入に
よって誘導される IFN-1 の発現量は、HBV 由
来 RNAに対する siRNA を導入することにより
減少したことから、HBV 由来の RNA が RIG-I
の活性化に関与していることが考えられた。
そこで、HBV 由来の 4種の RNAs を HEK293T 細
胞にそれぞれ過剰発現させ、IFN 応答が認め
られるかについて調べたところ、最も長い
RNA である pgRNA を過剰発現させた時のみ
IFN-1 の発現誘導が観察された。さらに、
pgRNAのどの領域がIFN-1応答に関与するか
調べるために、pgRNA の欠失変異体を用いた
解析を行ったところ、5’末端に存在してい
る構造が IFN-1 の発現誘導に重要であるこ
とが示された。in vitro でこの構造を含む



領域を転写した合成 RNA を用いて、細胞に遺
伝子導入する実験系においても，これを支持
する結果が得られた．さらに，RIP (RNA 
immunoprecipitation) ア ッ セ イ や FRET 
(fluorescence resonance energy transfer)
解析により，RIG-I が pgRNA ならびにその
構造と結合することが示された。以上の結果
より、HBV の pgRNA の構造が RIG-I のリガン
ドとなることが示された。 
 
(4) HBV ポリメラーゼが 5’-ε領域と結合す
るのをRIG-Iは競合阻害することでHBV複製
を阻害する 
 次に、我々は RIG-I の抗 HBV 効果を解析す
るために、siRNA により RIG-I を発現抑制さ
せた初代ヒト肝細胞に HBV 感染させ、HBV の
複製に与える効果を解析した。RIG-I の発現
抑制によって HBV のウイルス量は上昇した。
これらの結果は RIG-I が HBV 感染において抗
ウイルス活性を活性化させる因子であるこ
とが示された。さらに一方で、5’- は HBV
の複製において重要な逆転写反応を導くポ
リメラーゼ(P 蛋白)が結合する部位であるこ
とが明らかにされていた。これらの結果に基
づき、我々は RIG-I は P蛋白の構造への結合
を阻害させるのではないかと仮説を立てた。
実際、in vitro の系において RIG-I を存在さ
せると量依存的に P蛋白と pgRNA の相互作用
が阻害された。さらに我々は、RIG-I の RNA
結合領域をHuh-7.5細胞に発現させると、HBV
の複製が阻害され、RNA 結合能が無い変異体
ではその能力を失ったことから、RIG-Iは HBV
感染においてP蛋白がpgRNAの構造への結合
を直接的に阻害する抗ウイルス因子である
ことが明らかになった。以上の結果に基づい
て、我々は構造を有する RNA（RNA）の治療
応用の可能性について解析した。εRNA は in 
vitro において、P 蛋白と pgRNA の相互作用
を阻害し、HBV 特異的に複製を阻害させた。
リポゾームに load させた εRNA-MEND 
(Multifunctional envelop-type 
nanodevice) を作成し、ヒト肝細胞を有する
キメラマウスを用いた in vivo の HBV 感染実
験系を用いて解析した。RNA-MEND を投与し
たマウス群は、コントロール群に比べて、血
清中の HBV ゲノム量の減少や、肝臓組織での
HBV コアタンパク質の顕著な発現の減少が認
められた。 

今回の研究により RIG-I は，HBV 感染による
III 型 IFN 誘導の核酸センサーである事を示
した。またRIG-IはHBVポリメラーゼ(P蛋白)
の 5’-ε領域との結合を競合阻害すること
で、HBV 複製を阻害する直接的な抗ウイルス
因子であることを示した。これらの結果は、
RIG-I は HBV に対するセンサー分子として自
然免疫応答を活性化するのみにならず、直接
的な作用で抗ウイルス因子としても機能し、
この両面からの作用を介して HBV に対する
自然免疫感染防御に働いていることを明ら

かにした。さらに、RIG-I による複製阻害の
仕組みに基づいた新たな視点からRNA を作
製し、ヒト肝臓を移植したキメラマウスを用
いたHBV感染系でウイルス量が抑制すること
を示した。このような本研究は、HBV 感染に
おける核酸センサーの同定や、その認識機構
の一端を明らかにしたのみならず、デコイ核
酸によるウイルス抑制の可能性を示唆する
結果も得られ、今後は新らたな視点での HBV
治療における創薬や予防の展開が期待され
る。 
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