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研究成果の概要（和文）：HBVやHCVの長期複製と発癌との関係を明らかにすることを目的として、以下に示す研
究成果を得た。(1) HCV の長期複製により顕著に発現低下したCPB2遺伝子の発現制御にVCX2とAGR2が関わってい
た。(2) ヒト不死化肝細胞株NKNT-3とヒト肝癌細胞株Li23由来でHBVに高感受性を示すサブクローン化細胞株の
樹立に成功した。(3) HBV感染前後で有意な発現変動を示す数種類の遺伝子を同定した。(4) 培養細胞から産生
されるexosomeを精製する方法並びにその定量法を開発した。HBV低感受性細胞から産生されるexosome量が、高
感受性細胞由来の量より有意に高いことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We studied to clarify the relation of long-term replication of HBV or HCV 
and hepatocarcinogenesis, and then obtained the following results. (1) We clarified that VCX2 and 
AGR2 contributed to the expression control of the CPB2 gene whose expression level was remarkably 
decreased by the long-term HCV replication. (2) We successfully established two cloned cell lines 
exhibiting high HBV susceptibility by the subcloning of human immortalized hepatocyte NKNT-3 cells 
and human hepatoma Li23 cells. (3) We identified several genes whose expression levels significantly
 changed before and after HBV infection. (4) We developed the purification and quantitative methods 
for exosome produced from cultured cells. We demonstrated that the amount of exosome produced from 
HBV insusceptible cells was significantly higher than that of HBV susceptible cells. 

研究分野：ウイルス学

キーワード： C 型肝炎ウイルス　B型肝炎ウイルス　長期HCV複製細胞　遺伝子発現変動　HBV感受性　Exosome

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果は、HCVやHBV感染により高頻度に生じる肝癌の発症を未然に防ぐ方法の開発に資する知見となるの
で、学術的意義があるばかりでなく、難治癌の１つで我が国に多い肝癌肝癌患者に対する社会的意義も大きい。
今後も継続してこの関連の研究を展開していく必要性を示す研究成果になったことは、この研究課題の大きさを
物語っていると言える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 B型肝炎ウイルス(HBV)や C型肝炎ウイルス(HCV)感染は慢性肝炎を引き起こし、10年以上
経過すると肝硬変そして肝がんを発症させる。B 型慢性肝炎に対する抗 HBV 剤（各種核酸ア
ナログ）で HBVの増殖を制御することや、C型慢性肝炎に対する抗 HCV剤で 80%以上の治
癒が期待されている。しかしながら、これらのウイルスの増殖制御や排除に成功しても肝がん
の発症率は半分程度にしか低下しない。従って、慢性肝炎の段階で既にがん化のイニシエーシ
ョンが起こっていると考えられる。すなわち、肝炎ウイルスの増殖が長期に及ぶと、がん化を
誘導する宿主因子の不可逆的変化が一定の確率で起こるのではないかという仮説が考えられる。
このような仮説を立証するには、HBVや HCVの感染増殖が長期化した細胞でがん化を誘発す
る不可逆的な変化が起こることを明らかにする必要がある。しかし、現状では正常肝細胞で
HBVや HCVを長期に増殖させる実用的システムがなく、上記仮説を直ちに立証することは困
難である。一方、研究代表者らは、ヒト肝がん細胞株(汎用されている HuH-7やオリジナルの
Li23)を用いた HCV感染増殖システムや抗 HCV剤の開発に携わり、これまで多くの成果を挙
げてきた。また、これらのノウハウを活かして HBV に関する研究でも成果を挙げている。さ
らに、オリジナルの各種ヒト不死化肝細胞株を用いたがん化に関する研究にも携わって来た。
研究代表者らが独自に開発した HCV 複製細胞を長期に培養し、上記仮説の立証に向けた研究
を行った結果、HCV の長期複製により不可逆的に発現レベルが変動した複数の宿主遺伝子を
同定することができた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、これまでに得られた HCV に関する研究をさらに進展させるとともに研究対象
を HBVにも拡げ、両者の研究結果を比較しながら上記仮説の立証を目指すことを目的とした。
さらに、細胞間情報伝達機構として最近注目されている exosomeについても研究対象として、
肝炎ウイルスの複製時における exosome の量的質的変動についても明らかにすることを目的
とした。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、上記目的のため、以下に示す４項目を研究の主な柱とした。 
(1)HCV の長期複製により顕著な不可逆的発現低下を示した CPB2 遺伝子の発現制御候補遺伝子
の機能解析 
 CPB2 遺伝子の発現制御候補として得られた 14遺伝子(GPX2, ALDH1A1, AGR2, VCX2, ALB, SSX4, 
ANXA1, FGG, FGB, TFP1, FGL1, AHSG, CPB2, ZKSCAN7)について、それぞれレトロウイルス発現
ベクター(pCX4)を作成して、CPB2 遺伝子の発現が低下した培養細胞（2 年間継代培養した HCV
複製細胞）に導入し、CPB2 遺伝子の発現レベルが回復するかどうかを定量的 RT-PCR 法を用い
て解析した。必要な場合に応じて、複数の遺伝子を共発現させ、CPB2 遺伝子の発現レベルを同
様に解析した。 
 
(2)HBV高感受性ヒト肝クローン化細胞株の樹立とその性状解析および長期HBV複製細胞の作出 
 ヒト不死化肝細胞株である NKNT-3 細胞(HBV 受容体である NTCP を過剰発現させている)から
限界希釈法により数十個のクローン化細胞を単離し、それぞれを増殖させた後に
HBV/NL(Nanoluciferase(NL)遺伝子が HBV ゲノムに組み込まれているので、NL 活性を測定する
だけでHBVの感染増殖レベルを容易に定量できるアッセイシステムに用いられる感染性HBV)を
感染させる。1-2 週間培養後、最も NL活性の高い（NL 活性と HBV 感受性は相関している）クロ
ーン化細胞を選択した。必要に応じて、この選択法を繰り返して、NTCP を過剰発現させた HepG2
細胞と同等以上の HBV 感受性を有する NKNT-3 由来のクローン化細胞株の樹立を試みた。ヒト肝
がん由来の細胞株である Li23 細胞についても、NKNT-3 細胞と同様に、HBV 感受性の高いクロー
ン化細胞株の樹立を試みた。HBV 感受性が極端に異なるクローン化細胞を用いて。どのような
宿主因子が HBV 感受性の高低に関与しているかについても比較解析を行った。 
 
(3)HBV の感染・複製により発現変動を示す遺伝子に関する解析 
 前項で得られた HBV 高感受性クローン化細胞を用いて、HBV を長期に複製維持できる細胞シ
ステムの構築を試みた。また、HBV 感染前と感染後（１週間）の細胞を用いた cDNA マイクロア
レイ解析を行い、発現変動を示す遺伝子の同定を試みた。 
 
(4)HBV の複製による exosome の産生変動に関する解析 
 培養細胞から産生される Exosome を安定的に精製できる方法の開発を行った。NKNT-3 細胞株
由来で HBV 感受性の異なる細胞のおける exosome の産生量について解析した。また、これらの
細胞に HBV を感染させ exosome の細胞間伝達機構についても解析した。 
 
４．研究成果 
 ４項目についての研究を行い、以下に示すような成果を得た。 
(1)HCV の長期複製により顕著な不可逆的発現低下を示した CPB2 遺伝子の発現制御候補遺伝子
の機能解析 



 HCVの長期複製により不可逆的に発現低下するCPB2遺伝子の発現制御候補として得られた14
遺伝子について、それぞれレトロウイルス発現ベクターを作成した。作成したベクターを CPB2
の発現が低下している培養細胞（2年間継代培養した HCV 複製細胞）に導入し、CPB2 遺伝子の
発現が回復するかどうかを定量的 RT-PCR 法により調べた。その結果、5種類(VCX2, FGG, TFPI, 
AHSGおよびCPB2)の遺伝子を導入した場合に内在性のCPB2遺伝子の発現レベルが有意に高まる
ことが分かった。この結果から、複数の遺伝子を共発現させるとさらに CPB2 遺伝子の発現を回
復させることができると考え、2 遺伝子ごとの様々な組み合わせでレトロウイルス発現ベクタ
ーにて CPB2 の発現が低下している培養細胞で共発現させ CPB2 遺伝子の発現が回復するかを調
べた。その結果、VCX2 と AGR2 を共発現させた場合に CBP2 遺伝子の発現がさらに上昇すること
を見出した。単独の遺伝子発現では CPB2 遺伝子の発現上昇効果が認められなかった AGR2 遺伝
子が関与していたことから、CPB2 遺伝子の発現制御機構は複雑であることが示唆された。CPB2
遺伝子の発現回復が完全に元のレベルに戻るわけではないので、VCX2 と AGR2 の他にもう１遺
伝子（上出の 14 遺伝子より選択）を加えて 3遺伝子を同時に発現させたが、VCX2 と AGR2 を共
発現させた場合より効果的な組み合わせを見出すことはできなかった。CPB2 遺伝子の発現制御
遺伝子候補として得た 14遺伝子以外の遺伝子が関与している可能性も否定できないことから、
CPB2 遺伝子の発現低下を引き起こす遺伝子群の完全解明には至らなかった。しかしながら、今
回得られた結果は、CPB2 遺伝子の不可逆的変化の分子機構を解明するための足がかりになるも
のと考えられる。 
 
(2)HBV高感受性ヒト肝クローン化細胞株の樹立とその性状解析および長期HBV複製細胞の作出 
 ヒト不死化肝細胞株である NKNT-3 とヒト肝がん細胞株である Li23 を用いて、HBV に高感受
性を示すヒト肝細胞株の樹立を目指した。本研究では、まず、NKNT-3 細胞を用いた実験を先行
させた。親の NKNT-3 細胞から限界希釈法によりまず数十個のクローン化細胞を単離した。得ら
れたクローン化細胞に HBV/NL (上述したように簡便にアッセイできるように分子改変された感
染性 HBV)を感染させ、1-2 週間後の培養上清の NL 活性値が親の NKNT-3 細胞より数倍高く、各
クローン間の比較で最も高い値を示した細胞クローン（#28）を選択した。得られた細胞クロー
ンを１ヶ月程度継代培養後、再度、限界希釈法による細胞のサブクローニングを行った。得ら
れたサブクローン化細胞に再度、HBV/NL を感染させ、感染性がさらに高いサブクローン化細胞
(#28.3)を得た。さらに、もう一度細胞のサブクローニングを行い、HBV/NL 感染に最も高い感
受性を示すサブクローン化細胞(#28.3.8)を細胞株として樹立することができた。このサブクロ
ーニングの過程において、HBV に対して顕著な低感受性を示すサブクローン化細胞株
(#28.3.25.13)も得られた。#28.3.8 細胞に HepG2.2.15 細胞由来の HBV を感染させたところ、
汎用されている HepG2/NTCP 細胞と同程度の HBV の複製が 2週間以上維持された。その後の検討
で、HBV の複製が 1ヶ月程度は維持されていることを確認した。次に、ヒト肝がん Li23 細胞か
らも NKNT-3 細胞で成功した限界希釈法による細胞のクローン化を４回繰り返すことにより、
HepG2/NTCP 細胞と同程度あるいはそれ以上の HBV/NL に対する高い感受性を示すサブクローン
化細胞(A8.15.78.10 細胞)が得られ、細胞株として樹立することができた。A8.15.78.10 細胞に
おいても HBV 感染から 3週間以上 HBV の複製が認められることが分かった。本研究で得られた
HBV 高感受性細胞(#28.3.8 と A8.15.78.10)や HBV 低感受性細胞(#28.3.25.13)を用いた解析か
ら、HBV に対する高感受性化は自然免疫関連因子である STING の発現量が低下することにより
生じることが示唆された。また、Li23 細胞株由来の A8.15.78.10 細胞と汎用されている
HepG2/NTCP 細胞に対する HBV の感染阻害剤の効果を比較したところ、rosiglitazone の効果に
大きな違いがあることを明らかにした。A8.15.78.10 細胞は、抗 HBV 剤の正当な評価にも有用
であることが分かった。本研究の期間内では、年単位の HBV 複製を維持できる細胞システムの
構築までには至らなかったが、本研究で得られた HBV に高感受性を示す細胞株は、今後の HBV
研究を行う上での有用な手段になると期待される。 
 
(3)HBV の感染・複製により発現変動を示す遺伝子に関する解析 
 前項で得られた NKNT-3 細胞株由来の#28.3.8 細胞に HepG2.2.15 細胞から産生された HBV を
感染させ、感染前と感染後１週間で有意な発現変動を示す遺伝子をマイクロアレイ解析により
数種類同定することができた。現在、これらの遺伝子について解析中であることから遺伝子の
実名を記載することはできないが、これらの遺伝子が HBV の複製に関与している可能性がある。 
今後、Li23 細胞株由来の A8.15.78.10 細胞を用いて同様の解析を行う予定である。細胞の系統
が違う両者から共通の遺伝子が得られることが期待される。また、HBV 感染後、HBV の複製が長
期間維持された状態におけるマイクロアレイ解析によって、さらに有益な情報が得られるもの
と期待される。 
 
(4)HBV の複製による exosome の産生変動に関する解析 
 HBV の複製による exosome の産生変動を解析するために、ヒト不死化 NKNT-3 細胞から産生さ
れる exosome を安定的に精製する方法の開発を行った。様々な条件検討の結果、市販の各種精
製キットを使用するよりも従来から使用されている超遠心法を改良することにより再現性良く
exosome が得られることが分かった。また、CD9 や HSP70 などの exosome マーカーを用いた
exosome 産生量の定量法も開発した。研究項目(2)において得られた NKNT-3 細胞株由来の HBV



高感受性細胞と HBV 低感受性細胞を用いて、今回開発した exosome 定量法により比較解析した
結果、HBV 低感受性細胞から産生される exosome 量が HBV 高感受性細胞の場合より有意に高い
ことが明らかになった。また、HBV 感染により誘導された抗ウイルス活性が exosome を介して
細胞間で伝達されていることを示唆する結果を得た。この点については、今後さらに検討して
行く予定である。今回、HBV 感染後の長期に渡る exosome 量の詳細な定量までには至らなかっ
たが、HBV が複製している状態における exosome の産生状況を今後明らかにできるものと期待
される。 
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