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研究成果の概要（和文）：本研究より、HBV（B型肝炎ウイルス）により活性化された宿主自然免疫応答はHBVの
増殖を抑制する一方で、一部はHBVにより抑制されることを示した。以上より、HBVによる自然免疫応答回避機構
が慢性化やIFN治療への抵抗性に関わる事、genotypeによりこれらの程度が異なり臨床病態の差異に関連してい
ると考えられ、HBVの持続感染成立機序やIFN治療抵抗性機序の解明に有用な知見と言える。一方、肝癌検体・肝
癌細胞株を用いた検討からSTINGが関与するシグナル経路が肝発癌メカニズムに関与している事が示唆され、新
たな肝発癌メカニズムの同定、新規治療開発に有用な知見と考えられる。

研究成果の概要（英文）：HBV (hepatitis B virus) infection causes chronic hepatitis, cirrhosis, and 
HCC (hepatocellular carcinoma). However, the mechanism involved persistent infection and HCC 
development are still unclear. In this study, we indicated that innate immunity activated by HBV 
infection suppressed HBV replication and that the activated innate immune signaling could be partly 
suppressed by HBV itself, suggesting that the immune evade mechanism by HBV contribute to the 
persistent infection and resistance to IFN therapy. It may also be associated with the difference of
 clinical course among the genotypes. In the study using HCC tissue samples and paired non-HCC liver
 samples, STING mediated signal pathway was suggested to be associated with the HCC development. 
These results are important for understanding the mechanism of HBV persistent infection and HCC 
carcinogenesis　and also provide the knowledges for developing novel therapeutic agents.

研究分野： 肝疾患

キーワード： B型肝炎　自然免疫応答
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本邦におけるHBV（B型肝炎ウイルス）感染者数は未だ140万人程度と非常に多い。HBVの持続感染は慢性肝炎、肝
硬変、肝癌の原因となり得るが、ウイルスの完全排除は現在においても困難であることから、これらの機序解
明、治療開発が急務である。本研究では、HBVの持続感染成立機序の一端を明らかにしたことで、新たな抗ウイ
ルス薬開発の基盤となる知見を提供でき、またgenotypeによる臨床病態の差異を規定する分子機構に関連する本
研究の成果はgenotypeに応じた治療戦略を開発する上で有用と考えられ、社会的意義があると考える。また、肝
発癌に新たなメカニズムの関与が示唆され、学術的にも興味深いものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
B 型肝炎ウイルス(HBV)感染は肝硬変、肝癌の主要な要因の一つである。本邦における HBV 持続
感染者は 140 万人、肝癌患者数は 5 万人超と推定され、その対策が急務である。同様に肝硬変、
肝癌の原因となる C 型肝炎ウイルス(HCV)感染では近年開発された直接的抗ウイルス薬により
ウイルス排除が高率に達成可能となったが、B型肝炎ではウイルスの cccDNA が宿主細胞の核内
に存続すること、また宿主ゲノムに HBV ゲノムが組み込まれることから、現行の核酸アナログ
薬では完全なウイルス排除を達成するのは極めて困難、かつ発癌抑制効果も限定的である。 
研究代表者らは、これまで HCV と宿主自然免疫応答との関連について研究を重ね、HCV が PRR を
介した宿主自然免疫応答を抑制しこれにより持続感染成立に関与すること(Nitta et al. 
Hepatology 2013, 平成 25-26 年度若手研究 B)、自然免疫系の遺伝子発現と HCV の IFN 治療効
果との関連(Asahina, Nitta, et al. Hepatology, 2012, Murakawa, Nitta et al. JGH 2015) 
を明らかにしてきた。一方、既報 (Sato Immunity 2015, Kumar J Virol 2011, Haifeng PLoS 
Pathogen 2010 他) から、HBV もこのような HCV と同様の宿主自然免疫回避機構を有しているこ
とが示唆され、これが持続感染成立にも関与している事が示唆される。しかし、HBV と宿主自然
免疫機構の相互が関与する持続感染成立機構の詳細は未だ不明である。 
更に、感染した HBV の genotype により肝炎の慢性化率や発癌率など臨床病態が異なることが知
られているがこれら慢性化及び発癌を規定する機序は明らかではない。 
以上より、HBV の持続感染成立機序の詳細とそれに関わる発癌機構を明らかにすること、HBV 
genotype 間における臨床病態の差異が生じるメカニズムを解明することは、HBV を完全排除す
る新たな抗ウイルス療法を開発し、肝癌を抑制する上で重要と考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、HBV 持続感染成立機構及び肝発癌機構の全容解明と、新たな治療標的候補を創出す
るための、知的・技術的基盤を確立することを目的とする。すなわち、(1) HBV 持続感染に関わ
る HBV の自然免疫応答回避機構を明らかにするとともに、(2)自然免疫応答関連分子である
STING に着目して、HBV 発癌に関わる分子機構を明らかとする。更に以上の結果を踏まえ、(3) 
HBV の異なる genotype での病態の差異を規定する分子機構を明らかとすることで、HBV が関わ
る慢性化及び発癌機構の統合的な解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）HBV 持続感染に関わる HBV の自然免疫応答回避機構の解明：肝癌細胞株を用いて、HBV の
強制発現時、および HBV 発現細胞に IFN 処理した場合における、ISRE promoter 活性（promoter 
assay）、ISG15, PKR や既報で同定されている B型肝炎患者由来肝細胞で発現変動を認める各種
ISG、自然免疫関連分子の mRNA(PCR)や蛋白の発現量、蛋白リン酸化の変化(western blotting)
を評価した。 
蛋白リン酸化への影響に関しては上記の他、自然免疫応答以外の経路に関わる分子についても
解析するため、Hep2.2.15.7 細胞や HBV 強制発現肝癌細胞株（HuH7 細胞、HepG2 細胞）を用い半
網羅的なリン酸化アレイを行った。 
自然免疫関連分子の発現が HBV に与える影響を解析するために、肝癌細胞株に自然免疫関連分
子（RIG-I, MAVS, STING, TBK1, IKKε, IRF3, IRF7）を HBV とともに強制発現し、細胞上清中
の HBsAg, HBeAg を測定した。 
 
（２）HBV 起因肝癌における分子機構の解析：自然免疫分子である STING と肝癌との関係を検討
するために、肝癌細胞株における STING の発現を western blotting で確認した。 
HBV 感染による STING 発現への影響を明らかにするために、HBV および HBx 蛋白発現プラスミド
を HepG2 細胞に導入し STING の mRNA 発現を PCR にて解析した。 
HBV 関連肝癌における STING の役割を解析するための予備検討として、HBV 非感染肝癌症例 2例
について癌部・非癌部における STING の mRNA 発現、および STING が関わるシグナル経路の別の
分子の mRNA 発現を PCR にて解析した。 
 
（３）HBV の genotype 間による慢性化率や発癌率の差を規定する機構の解明：1の検討で HBV 発
現により発現に変化を認めた分子に関して、異なる genotype の HBV プラスミドを用いて同様の
検討を行った。 
 
 
４．研究成果 
（１）HBV の発現時に ISG15, RIG-I を含む複数の ISG 発現の上昇と STAT1 のリン酸化の亢進を
認めた。一方で、ISRE promoter 活性と PRAS40, GSK3βのリン酸化は抑制されていた。 
既報で B 型肝炎患者由来肝細胞で発現変動を認めることが報告されている ISG 数種類の遺伝子
発現に関して HBV 発現により抑制される遺伝子は明らかでなかった。 
肝癌細胞株に自然免疫関連分子を HBV とともに強制発現した検討では、STING、IKKεを強制発現
した場合に細胞上清中の HBsAg, HBeAg 量が 1/3 程度に減少した。 
以上より、HBV により活性化された自然免疫応答は HBV の増殖を抑制する一方で、一部は HBV に



より抑制されると考えられ、HBV による自然免疫応答回避機構を示唆しているものと考えられた。 
 
（２）HuH7 細胞では STING の発現を認めたが、HepG2 細胞での発現は明らかでなかった。また、
HBV, HBx の強制発現による STING の発現には明らかな変化は認められなかった。 
肝癌検体の解析においては、いずれの症例についても STING とその下流分子である TBK1 の発現
は癌部で非癌部に比し低下していた。一方で、IKKεの発現は癌部で増加していることが明らか
となった。以上より STING が関与するシグナル経路が肝発癌メカニズムに関与している事が示
唆された。今後 HBV 関連肝癌症例での検討を予定している。 
 
（３）リン酸化アレイでの解析では genotype 間による明らかな差は見出されなかった。 
HBV 導入時の ISG15, RIG-I, STAT1 の発現、ISRE promoter 活性は genotype C で他の genotype
より低く、これらの遺伝子発現が強く抑制されていることが示唆された。この結果より genotype 
C の HBV 感染が慢性化しやすいことはウイルスによる自然免疫応答阻害機構と関連する事が考
えられた。 
一方、IFN 投与時における ISG 発現の比較では、IFN 投与によって誘導された CXCL10 の mRNA 発
現の HBV による抑制の程度が他の genotype に比して強く、IFN 治療に抵抗性であることと関連
がある事が示唆された。 
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