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研究成果の概要（和文）：B型肝炎ウイルス(HBV)は肝臓に持続感染して慢性肝炎、肝硬変、肝癌へと進展する。
本研究では主に細胞老化との関連に着目しウイルス持続感染による肝病態発症の分子機序を解明することを目標
とした。老化関連疾患への関与が知られるサーチュイン遺伝子の発現抑制は肝星細胞の活性化や線維化関連遺伝
子の発現レベルと関連していた。HBVは肝星細胞の活性化と関連していた。細胞老化アッセイからX蛋白と細胞老
化との関連性が示唆された。CRISPR/Casシステムを用いたサーチュイン遺伝子ノックアウト細胞では、サーチュ
インの欠損はHBV複製に影響した。サーチュインはHBV関連肝疾患の病態に関与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Hepatitis B virus (HBV) can cause chronic infection in the liver. It can 
lead to chronic hepatitis, liver cirrhosis and hepatocellular carcinoma. Cellular aging may be 
associated with HBV-related liver diseases. Knockdown of sirtuins, genes associated with age-related
 diseases, was associated with the activity of hepatic stellate cell. HBV replication altered the 
activity of hepatic stellate cell. Cellular aging assay suggested that X protein expression may have
 a potential to alter cellular aging. Lack of sirtuin using CRISPR/Cas system affected HBV 
replication. The results suggested that sirtuin may have a role in HBV-related liver disease.

研究分野：ウイルス性肝疾患

キーワード： B型肝炎ウイルス　肝線維化
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１．研究開始当初の背景 
B 型肝炎ウイルス(HBV)は肝臓に持続感染し、
炎症やストレス、加齢、遺伝要因などが複雑
に絡みながら慢性肝炎、肝硬変、肝癌へと進
展する。肝線維化は肝臓の慢性的な炎症と再
生の繰り返しの中で、組織の正常な再生がで
きずに細胞外基質が蓄積するなかで進行す
る。肝疾患の進行によりコラーゲンやその他
の基質が沈着する。肝細胞と血液との物質交
換の場である類洞血管周囲腔での細胞外基
質の沈着は物質交換の阻害を起こす。門脈域
における線維化には門脈域に存在する線維
芽細胞が関与する一方、肝実質での線維化に
は類洞周囲腔に存在する肝星細胞が重要な
役割を果たすとされる。 
 
２．研究の目的 
本研究では主に細胞老化との関連に着目し、
ウイルスの持続感染による肝病態発症の分
子メカニズムを解明することを目標とした。
そのためにウイルス感染細胞や肝癌細胞株
を用いて老化関連疾患との関係が示唆され
ているサーチュイン遺伝子の機能解析、サー
チュイン遺伝子が肝線維化に関与する肝星
細胞の活性化や線維化に与える影響につい
ての解析、ウイルス感染細胞を用いた老化関
連遺伝子の発現解析等を目的とした。 
 
３．研究の方法 
細胞 
ヒト正常肝より単離された不死化培養肝星
細胞を用いた。肝星細胞はアルファ平滑筋ア
クチンを産生し活性化星細胞の形質を示す。
その他正常肝細胞の形質を示す健常ヒト肝
由来の単層細胞培養系や、ヒト肝癌患者由来
の肝癌細胞株等を用いた。 
 
サーチュインノックアウト細胞 
CRISPR/Cas システムのうちダブルニック法
を用いたゲノム編集法により標的遺伝子の
ノックアウト細胞の作製を行った。各プラス
ミドを脂質トランスフェクションにより細
胞に導入、抗生物質耐性クローンを選択した。 
 
プラスミド、ウイルス 
HBV 粒子、HBV 全長遺伝子あるいは X 遺伝子
発現プラスミドを用いた。自己複製機構を有
し宿主ゲノムへ組み込まれることなく複製
維持されるエピゾーマル型ベクターを用い
てX遺伝子を発現するプラスミドを作成した。 
 
RNA シークエンス 
細胞より全 RNA を回収、polyA RNA を対象と
して RNA シークエンスを行った。ヒトリファ
レンス配列を用いてマッピング、遺伝子発現
量は単位配列長・リード数当たりのリード数
で評価した。ノックアウト細胞と野生型細胞
で発現変動遺伝子を評価した。 
 
アッセイ 

老化関連ベータガラクトシダーゼ染色は細
胞ベータガラクトシダーゼ活性の有無をイ
ンドール系基質を用いて染色評価した。その
他定量 PCR, イムノブロット法を用いて評価
した。 
 
４．研究成果 
(1)肝星細胞での検討 
①HBV のサーチュイン発現への影響 
肝星細胞においてB型肝炎ウイルスとサーチ
ュインとの関連について検討するため、肝星
細胞にウイルス全長発現プラスミドを一過
性に形質導入した際のサーチュイン遺伝子
発現に与える影響について検討した結果、
mRNA 発現レベルに明確な変化は見られなか
った。1 型アイソフォームの検討ではイムノ
ブロットでタンパク発現レベルに差は見ら
れなかった。次に Xタンパクを過剰発現させ
た際の影響について検討した。全体としてサ
ーチュイン発現に与える影響はみられない
か、軽微であった。これらより検討した条件
下において、ウイルス複製は肝星細胞におけ
るサーチュイン発現に影響を与えていない
と考えられた。 
 
②HBV のサイトカイン産生への影響 
次に B型肝炎ウイルスが肝星細胞のサイトカ
イン産生に与える影響について検討した。ウ
イルス全長発現プラスミドの一過性導入に
対して炎症性サイトカインであるCXCL8の発
現上昇が見られたことから、ウイルスは肝星
細胞の炎症応答を誘導すると考えられた。一
方星細胞活性化の指標であるアルファ平滑
筋アクチンの遺伝子発現レベルを検討した
ところ、ウイルス導入により低下しており、
コラーゲン遺伝子の発現の低下傾向を認め
た。次に B型肝炎ウイルス産生肝癌細胞ある
いは非産生肝癌細胞を肝星細胞と共培養し、
肝星細胞のサイトカイン産生や線維化形成
に与える影響について検討した。一定の条件
下においてウイルス産生細胞では非産生細
胞と比較して肝星細胞からの炎症性サイト
カイン産生が亢進するという結果となり、肝
星細胞へのウイルス直接導入の場合とも一
致する結果と考えられた。 
 
③サーチュインの肝星細胞活性化への影響 
次にサーチュインと肝星細胞におけるサイ
トカイン産生や線維化形成との関連につい
て検討した。炎症性サイトカインである腫瘍
壊死因子 TNFは肝星細胞において CXCL8 など
のサイトカインを強力に誘導するが、サーチ
ュイン活性誘導剤は肝星細胞におけるサイ
トカイン誘導に明らかな影響を与えなかっ
た。肝星細胞と肝癌細胞との共培養時におけ
るサーチュイン活性誘導剤の検討を行った
が、サイトカイン産生等に明確な影響は見ら
れなかった。次に低分子干渉 RNA によるサー
チュインノックダウンに対する影響を検討
した。サーチュインノックダウンにより肝星



細胞における CXCL8 発現が亢進した一方で、
TNF 処理では変化が見られなかったα平滑筋
アクチンの発現やコラーゲンの発現が低下
した。以上のことからサーチュインタンパク
発現が肝星細胞の活性化に関与している可
能性が考えられたが、酵素活性への依存に関
しては異なる活性化剤を用いた際には肝星
細胞の活性化に影響するという結果も得ら
れており、詳細は今後の検討課題と考えられ
た。 
 
(2)肝細胞での検討 
①サーチュインのB型肝炎ウイルス複製への
影響 
肝癌細胞ないし肝細胞を用いてサーチュイ
ンとB型肝炎ウイルス複製との関連について
検討した。ウイルス遺伝子を一過性に導入し
た複数の肝癌細胞を用いた検討ではサーチ
ュインノックダウンによりウイルス複製の
変動がみられたが、その効果は細胞株に依存
していた。ウイルス産生あるいはウイルスタ
ンパク産生肝癌細胞株を用いた検討では全
体としてサーチュイン阻害剤ないし誘導剤
処理に対してウイルス発現レベルは明確な
影響を受けなかった。ウイルス感染肝細胞を
用いた検討ではサーチュイン阻害剤により
ウイルス複製は明確な影響を受けなかった。
一方後述するサーチュインノックアウト細
胞と野生型細胞に対してウイルス遺伝子を
一過性に導入してウイルス増殖能を比較し
た結果、サーチュイン欠失がウイルス遺伝子
の転写能に影響するという結果を得た。以上
のことからサーチュイン活性調節薬剤に対
してウイルス複製は影響をうけない一方で、
サーチュイン量的変化に依存しているとい
う可能性が考えられた。ウイルス標的タンパ
クの同定やサーチュインとの相互作用につ
いて今後の検討課題と考えられた。 
 
②細胞老化 
非癌肝細胞株を用いてウイルス複製ないし
タンパク産生が細胞老化に与える影響につ
いて検討した。X タンパクを一過性に導入後
48時間で老化関連ベータGAL染色アッセイを
行い評価した。老化細胞の出現は X蛋白の発
現有無により明確な差は見られなかった。次
にウイルス全長遺伝子を一過性に発現させ
て同様に検討したところ、全体として老化細
胞の頻度に大きな差を認めなかった。次にサ
ーチュインの一過性ノックダウンやサーチ
ュイン機能調節剤の影響について検討した
ところ、老化細胞の頻度に有意な差を認めな
かった。以上のことから本実験条件のもとで
一過性の暴露に対しては細胞老化への影響
は低いと考えられたが、異なるジェノタイプ
や変異の影響等についてさらなる検討が必
要と考えられた。より長期暴露の影響を検討
するためエピゾーマル発現ベクターの実用
性について検討した。エピゾーマルベクター
によるXタンパクの発現は細胞株依存性であ

った。X タンパク発現可能な細胞株について
発現維持が可能な期間を検討し2週間の発現
持続を確認した。本ベクターを用いて細胞老
化に対する影響を検討した。予備的な検討で
はXタンパクにより老化細胞の頻度に変化が
みられたが、細胞増殖に与える影響について
の評価やこれを補正した場合の結果につい
て慎重に判断する必要があると考えられ、今
後の検討課題と考えられた。 
 
③サーチュインノックアウト細胞の作製 
肝癌細胞株、肝星細胞株を用いて CRISPR/Cas
ダブルニック法によるノックアウトを行っ
た。抗生物質選択後複数クローンを回収しイ
ムノブロットでサーチュインの発現を確認
した。肝癌細胞株においてノックアウトクロ
ーンの選択は可能であり、DNA シークエンス
により酵素活性領域中の補酵素結合領域上
に存在する標的領域の遺伝子欠失が確認さ
れた。一方で導入効率が低いことが確認され、
肝星細胞においては本研究中ノックアウト
細胞の作製が実現できず今後の課題と考え
られた。ノックアウト細胞の形質を野生型細
胞と比較して細胞増殖アッセイにより細胞
増殖特性を評価した。ノックアウトによる細
胞アセチル化反応への影響についてイムノ
ブロットアッセイにより評価した。サーチュ
インノックアウトにより一部のタンパクア
セチル化に影響が見られた。 
 
④ノックアウト細胞の遺伝子発現プロファ
イル 
RNA シークエンスによりノックアウト細胞と
野生型細胞の遺伝子発現を比較し、ノックア
ウト細胞の特性を評価した。変動遺伝子群の
解析によりサーチュインノックアウトが特
定の細胞機能に関連する一連の遺伝子群に
影響を及ぼしていた。今後異なる細胞に対す
る機能的影響を評価する上での基礎的デー
タとして、今後肝線維化との関連性について
さらなる検討を行う必要があると考えられ
た。 
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