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研究成果の概要（和文）：核酸アナログ体はB型慢性肝炎の標準治療だが、HBVを完全には排除できないため、新
たな作用機序をもつ薬剤が必要である。本研究では、低コストのヒト肝細胞キメラマウスを用いて急性感染から
慢性化するまでの肝組織内トランスクリプトームを網羅解析した結果、経過を通じて低発現遺伝子群が圧倒的に
多く、3つの高発現miRNAを同定した。HBV産生細胞系で候補miRNAを阻害すると感染効率や増殖が低下した。また
候補miRNAに特異的に結合するmRNAはHBV増殖に影響しいていた。プロテオミクス/メタボロミクス解析ではリポ
蛋白系の変動が主であった。HBV自身に有利な環境で宿主に適応するものと考えられた。

研究成果の概要（英文）：Nucleos(t)ide analogues, the standard of care for chronic hepatitis B virus 
(HBV) infection, cannot eliminate the virus completely from HBV-infected hepatocytes. Therefore, 
novel agents with different antiviral actions are needed. We have established a humanized 
liver-chimeric mouse model at a relatively low cost. Using this model, we performed comprehensive 
transcriptome analyses of liver tissues from the hyperacute phase to the chronic infection phase. 
Surprisingly, there was a much higher number of weakly expressed mRNAs than of strongly expressed 
mRNAs. Three miRNAs were consistently upregulated during this period. Inhibitors of these miRNAs 
reduced the efficiency of HBV infection and replication. Some mRNAs that specifically interacted 
with these miRNAs affected the chronicity of the infection. Proteomic and metabolomic analyses 
showed elevated lipoprotein-related concentrations. HBV is suggested to adapt host circumstances by 
stealth nature against the host innate immune system.

研究分野：肝臓病学
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１．研究開始当初の背景 
(1) B 型慢性肝炎の治療は核酸アナログ体の
出現により格段の進歩を遂げたが、DNA ウイ
ルスである B 型肝炎ウイルス（hepatitis B 
virus, HBV）は完全に駆除できない。それは
HBV が核内に潜在することや、宿主ゲノムに
HBV 遺伝子が組み込まれるためである。また、
B 型肝炎の臨床経過には幅広い多様性があり、
現在も世界で 20 億人が感染し、毎年 60 万人
が死亡している。このような状況を打開する
には、HBV の増殖を抑制するだけではなく、
完全に排除する新たな治療が必要である。 

(2) HBV には適切な in vitro 実験培養系がな
い。臨床検体は倫理的にも入手利用に限界が
ある。ヒト肝細胞で置換されたキメラマウス
は、ヒト HBV 感染を擬似再現できる動物モデ
ルであり、臨床と in vitro の橋渡しとなり
得る。超免疫不全 TK-NOG マウスを用いるこ
とで高置換率のヒト化肝臓キメラマウスを
安価に作製することできる。 

(3) HBV は肝細胞に吸着･侵入後、HBV 自身に
有利な環境を作りながら宿主に適応すると
考えられる。一連の生活環において、特に侵
入直後の段階で肝細胞にどのような変化が
起きているかはわかっていない。ヒト化肝臓
キメラマウスを用いて時系列に網羅的ゲノ
ミクス解析を行うことで、感染成立機序の解
明や感染を阻害する分子標的の特定にも繋
がると考えられる。 
 
２．研究の目的 
我々が安価に作製した高置換率のヒト化
肝臓キメラ超免疫不全マウスモデルを用い
て、(1) HBV 感染初期から時系列に肝臓組織
内トランスクリプトームの変化を網羅的に
解析する, (2) HBV 感染初期から時系列に末
梢血を対象としたメタボローム解析を行う, 
(3) これらの遺伝子・蛋白・代謝を含んだオ
ミクス（omics）解析により感染成立時の包
括的遺伝子･蛋白動態を解明するとともに、
感染成立を阻止し得る標的分子を探索する、
及び(4) その候補標的分子の機能解析を行
う。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト化肝臓キメラマウスを用いたHBV感
染実験と網羅的ゲノミクス解析 
① TK-NOG マウスに GCVを 2～3回 ip/週で投
与、その 1～2週後にヒト肝細胞(1.0～2.0× 
106cells)を経脾臓的に移植する。血清ヒト
albumin 値を経時的に測定、plateau 時に HBV 
(1.0×106 copies)を尾静脈投与する。 
② 時系列に採取した血液の血清 20μL にメ
タノールを加え専用キットで処理後 MALDI- 
TOF/MS 質量分析計(AutoFlex Speed, Bruker)
でメタボローム解析を行う。 
③ HBV 感染前/day 3/day10/week 6 時の肝臓
より RNA を抽出、Agilent 2100 bioanalyzer
で QC check, Chip は GeneChip Human Gene 2.0 

ST Array/miRNA 4.0 Array/Transcriptome 
Array 2.0 (Affymetrix)を用いた。 
④ GeneChip WT Terminal Labeling and Con- 
trols Kit により cDNA を合成･精製後、In 
vitro transcription と T7RNA 増幅を行い、
GeneChip Hybridization, Wash, and Stain 
Kit で fragment 処理と labeling、GeneChip 
Scanner 3000 7G System 上で解析する。 
⑤ Candidate signatures に対して定量的
real-time RT-PCR法によるvalidationを行う。 

(2) オミクス解析による包括的遺伝子･蛋白
動態の解明 
“cross-mapping” 法によるmiRNAマッピン
グの最適化と RNA editing 解析を行う。
miRNA-mRNA 間を中心とした gene regulatory 
network の解析は、web-available software
や literature-based linkage software を用
いて機能解析実験への計画・実施に活かす。
代謝物や膜蛋白の pathway における gene- 
miRNA-small RNA の interaction も in silico
解析を行う。 

(3) オミクス解析から探索された標的分子
候補の機能解析 
① 機能解析は、絞り込まれた gene signa- 
tures に対して in vitro での実験を中心に行
う。Hep2.2.15 等の HBV 産生細胞株、及び HBV
感染許容細胞株・非許容細胞株における
knockdown/overexpression による細胞特性
の変化や細胞内遺伝子変化の解析を行う。そ
れらの変化がHBV感染にどう影響さえるかを
検討する。 
② HBV 感染の成立における mRNA と miRNA も
含めた調整機構について検討する。 
 
４．研究成果 
(1) 本動物モデルを用いてHBV感染の超急性
感染から慢性化に移行するまでの網羅的ト
ランスクリプトーム解析を行った結果、高発
現遺伝子群より圧倒的に低発現遺伝子群が
多くみられた。前者には TLR/apoptosis 関連
遺伝子等が含まれていたが、高発現を維持し
た mRNA は認められなかった。 
(2) 一方、validation により経過を通じて高
発現していた 3 つの microRNA を同定した。
HBV自立産生肝細胞株でこれらのmicroRNAを
阻害すると HBV の感染効率が低下、増殖も低
下していた。 
(3) 培養細胞系で候補 microRNA を過剰発現
させるとHBV感染効率の向上と感染期間の延
長が認められた。逆に inhibitor と HBV の共
感染では HBV の感染効率が低下した。 
(4) 候補 microRNA の counterpart であるい
くつかの mRNA を validation した。mRNA の過
剰発現や knockdown は HBV 増殖に影響するこ
とが明らかになった。 
(5) メタボローム解析ではリポ蛋白系成分
の上昇が認められ、pathway 解析やオミクス
解析ではHBVのステルス性を示す分子機構が
示唆された。 



【総括】HBV に最適な培養系はなく、臨床検
体の入手には限界がある。臨床と in vitro
の橋渡しとしてヒト肝細胞で置換されたキ
メラマウスが現時点で適当である。我々は、
TK-NOG マウスに独自のプロトコールと移植
法を施し、低コストで置換率の高いヒト化肝
臓キメラマウスを作製した。この動物モデル
を用いて、HBV 感染の超急性感染から慢性化
に移行するまでの網羅的トランスクリプト
ーム解析を行った結果、高発現遺伝子群より
圧倒的に低発現遺伝子群が多く、前者には
TLR/アポトーシス関連遺伝子が含まれてい
た。一方、validation により経過を通じて高
発現していた 3 つの microRNA を同定した。
HBV 産生肝細胞株や Primary なヒト肝細胞系
でこれらの microRNA を阻害すると HBV の感
染効率や増殖が低下した。いくつかの細胞株
で候補 micro- RNA が特異的に結合、作用す
る counterpart の mRNA を確定し、その mRNA
が HBV 増殖に影響することもわかってきた。
またプロテオミクス解析やメタボロミクス
解析では、リポ蛋白系の変動が主であった。 
HBV 侵入直後の感染超初期で肝細胞にどの
ような変化が起きているか、十分にわかって
いない。感染成立機序を解明することで感染
阻止の分子標的を特定でき得ると考えられ、
新たな治療の発展につながる可能性がある。
HBV は自身に有利な環境を作りながら宿主に
適応するものと考えられた。 
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