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研究成果の概要（和文）：肝がんの手術で切除された患者の肝切除片から単一細胞化し、RNA-seq解析を実施し
た。患者検体としては、B型肝炎由来、C型肝炎由来、非B非C型肝炎由来の肝がん組織を用いた。その結果、B型
肝炎由来の肝がんに特徴的な遺伝子（特許申請中）を発現している単核球集団（新規サブセット）を同定した。
その頻度を解析したところ、肝線維化の程度に沿って、その新規セブセットが増加することを確認した。また、
肝がんになるとその頻度も有意に増えることを確認した。単一細胞解析では、組織中の位置情報が失われるた
め、新規セブセットの位置を組織染色で確認したところ、線維化部分の周囲、肝がん周囲に局在していることを
確認した。

研究成果の概要（英文）：Single cell RNA-seq analysis was determined using human liver specimens from
 hepatocellular carcinomas. we enrolled patients with hepatitis B, C, and non-B non-C. Then, we 
determined new macrophages subset expressing specific genes in hepatitis B patients. The proportion 
of the new subset was upregulated in fibrosis-grade dependent manner. hepatocellular carcinomas also
 contained high proportion of the new subset. To confirm the localization of the new subset, the 
subset was accumulated around fibrosis area.   

研究分野： ゲノム医科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
B型肝炎によって生じた肝障害を治療する薬剤は未だ開発されていない。高齢層に患者が多い肝炎では、その病
態が進むこともあり、特に肝線維化や肝硬変を治療する薬剤の必要性は高まっている。本研究では、その肝線維
化の発生機序を解析することで、病態進行に関連するキー遺伝子を複数同定するに至った。これらに対する阻害
剤や治療薬が開発されることで、肝線維化等に対する治療薬の開発が進展することが期待できる。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

B 型肝炎は B 型肝炎ウイルス（Hepatitis B virus: HBV）に感染することにより発症

し、HBV 持続感染者は、本邦では約 150 万人、世界中では約 3 億 5 千万人が存在する

と推定されている。一般的な病態としては、B 型慢性肝炎から肝線維化、肝硬変、肝癌

が発症することが知られている。B 型肝炎では完全なウイルス排除が困難なため、その

治療法としては、ウイルス複製の抑制を目的として、慢性肝炎患者に対してインターフ

ェロン（Interferon: IFN）、核酸アナログ（Nucleotide analogue: NA）製剤が利用され、

ある程度の効果を上げている。 

一方、肝線維化進展や肝癌発症といった病態進行の機序については、十分な解明がな

されていない。肝炎の中でも特に B 型肝炎は、感染期間と肝線維化の進展が一致しな

いことが多く、特に生体肝移植後や HIV 感染といった免疫抑制下での肝炎では急速に

肝線維化が進展する（Puoti et al. J Hepatol. 2006）。現在も肝線維化に対する治療薬は

有用なものがなく、病態が進行した患者に十分な治療ができない。 

これまで病態研究が進まなかった原因として、HBV 感染を起因とする有用な病態モ

デル動物がなかったことが挙げられる。申請者らは、この点を解決するためにヒト肝臓

を保有するヒト肝細胞置換キメラマウス（キメラマウス）を感染モデルとして利用する

ことで、化学物質誘導型でなく、HBV 感染を起因とする病態モデルを樹立し、in vivo

で病態進展に関する研究を世界に先駆けて進めてきた。 

申請者らは、これまでにこの肝線維化の進展機構に関する解析を進め、このキメラマ

ウスの特性を利用することで、肝線維化進展群では、TLR4 とその活性化マーカーであ

る IL-6 の発現誘導を確認した。また、マウス TLR4 へ作用する抗 TLR4 抗体処理で肝

線維化の進展が妨げられたことから、マクロファージ（マウス由来）の TLR4 経路が線

維化進展の原因の一つであることを明らかとした。 

しかしながら、この TLR4 経路の活性化が誘導される機構は明らかではない。これま

でに、インフルエンザウイルス等での線維化形成には、過酸化脂質や外来物が TLR4 リ

ガンドとして作用することが報告されていたが（Imai et al. Cell 2008）、我々の検討で

はそれは否定的であり、肝線維化においては異なる分子メカニズムが作用していると推

定された。 

また、これまで有用なモデルマウスがなかったこともあり、in vivo の HBV 感染下モ

デルで、肝病態形成時における免疫細胞の応答や相互作用はほとんど解析がされておら

ず、その挙動は明らかではない。 

最近、申請者らは、ヒト PBMC を用いた検討で、HBV 感染時にナチュラルキラー

（NK）細胞と樹状細胞（DC）が相互作用して抗ウイルス応答をすることを示した。他

方、NASH モデルであるが、NK 細胞がマクロファージを制御し、肝線維化の形成に関

連していることが報告されており（Tosello-Trampont et al. Hepatology 2016）、これら

のことから、HBV 感染下での病態形成においても、マクロファージや NK 細胞を中心

とした細胞の相互作用が重要な役割を果たしていると示唆される。 

 

２．研究の目的 

本研究課題では、HBV 感染により形成される肝線維化の誘導機構を明らかとするこ

とで、新規治療標的を同定し、線維化治療薬の開発へとつなげる。 

具体的には、肝線維化進展機序を明らかとするために、TLR4 リガンドの探索を中心



とする線維化形成の「前期過程」と、TLR4 感作後のマクロファージと周辺細胞の相互

作用を解析する「後期過程」に分けて解析を進める。「前期過程」の線維化形成時に誘

導される TLR4 リガンド分子の探索では、近年、LPS 等の外来分子に加えて、内因性

の分子も多数報告されている。そこで、HBV 感染マウスもしくは患者血清を用いて、

肝線維化の進展に関連して、血中に遊離する分子をスクリーニングし、基礎検討を加え

ることでリガンド分子の同定を行う。また、肝臓の組織染色やイメージングから、その

リガンド分子を産生する細胞種の同定を行う。 

線維化誘導の「後期過程」の解析としては、TLR4 経路活性化を受けたマクロファー

ジの肝臓内での動態に加えて、周辺細胞との相互作用を in vivo で明らかとする。刺激

を受けたマクロファージが他の免疫細胞（NK、樹状細胞等）と相互作用する様子をラ

イブイメージング等で観察する。特に、相互作用する細胞を 1 細胞レベルでの遺伝子発

現解析（1 細胞 RNA-seq）を行い、マクロファージの性質変化を中心に解析し、維化形

成時のマクロファージの機能解析を進める。 

申請者らは、超解像顕微鏡や二光子顕微鏡によるライブイメージングで肝臓内の細胞

動態を観察する系を確立している（共同研究先：株式会社ニコン）。また、１細胞 RNA-

seq では、様々な HBV 感染時の肝細胞側のデータを既に得ており、抱負な運用実績を

有している。 

 

３．研究の方法 

 HBV 感染と肝線維化形成の観点から、持続感染により誘導される TLR4 のリガンド

分子の探索を行う。そのために、キメラマウスやヒトの血液サンプルを用いて網羅的な

探索的スクリーニングを実施し、特に肝臓に含まれる液性のリガンド候補をリスト化す

る。得られた分子候補については、in vitro で TLR4 経路の活性化能をマクロファージ

を用いて評価する。 

 初年度では、肝臓内でのマクロファージと他の細胞等の相互作用については、

C57BL/6（B6）マウスで既に設定済みの二光子顕微鏡の観察条件をキメラマウスに適

応させ、HBV 感染モデルによる観察で、肝臓内マクロファージの全体的な動態を捉え

る。肝組織から細胞を分離し、1 細胞 RNA-seq 解析を実施し、TLR4 感作後のマクロ

ファージが起こした質的な変化の全容を捉える。 

 二年目以降では、線維化誘導の「前期過程」の解析では、初年度で得たデータと実験

条件を元に、リガンド分子を in vivo へ投与した解析をすすめる。「後期過程」解析で

は、TLR4 経路が活性化したマクロファージと相互作用する細胞種の同定と、その細胞

種がマクロファージへ与える影響を in vitro、in vivo で明らかとしていく。その中で、

有力な個別の相互作用を取り出し、そのマクロファージの変化を１細胞 RNA-seq、サ

イトカインアレイで解析することで、マクロファージの変化を明らかとする。In vivo で

相互作用を阻害することで、肝線維化に関連するか評価する。 

 

（１）TLR4 リガンドの探索（線維化誘導の前期過程） 

一般的に TLR4 は LPS 等の細菌毒の認識をするとされているが、我々のこれまでの

検討では、既報の過酸化脂質や外来物の関与は否定的であった。近年では内因性リガン

ドが多数報告されており（遊離脂肪酸、HMGB1、S100A8 等 González-Guerrero et al. 

Arch Toxicol 2016）、感染や細胞破壊によって誘導される血中の内因性の分子に注目し



た解析を進める。 

既に確立した初代培養肝細胞のHBV感染系、患者血清、キメラマウス血清を用いて、

共通して上昇する内因性の因子を、マルチプレックスアレイ、NGS 解析等を用いた網

羅的な探索を実施する。候補リガンド分子を in vitro でマクロファージに対して作用さ

せ、IL-6 産生を指標に TLR4 活性化能を検証する。強い活性が確認出来たものについ

ては、順次、B6 マウスへ投与することで、線維化の形成に関連するかを、線維化関連

遺伝子の発現で評価する。リガンド分子の阻害実験を行い、線維化関連遺伝子の変動や

線維化形成を病理学的に評価する。 

 

（２）肝線維化形成過程の解析（線維化誘導の後期過程） 

 HBV 持続感染下での線維化形成過程において、肝臓内マクロファージがどのよう

な周辺細胞と相互作用するか明らかとすることで、線維化に特徴的な細胞動態の全体像

を初年度で確認する。細胞間相互作用で産生が変化するサイトカインを捉える。最終的

には、細胞間相互作用がマクロファージへ与える変化を明らかとし、肝線維化誘導に対

する機能変化を解析する。 

細胞間相互作用が推定された細胞とマクロファージを in vitro で培養し、サイトカイ

ン産生能の変化をマルチプレックスアレイで捉える。細胞間相互作用で産生されるサイ

トカインについて、線維化に重要な役割を果たすものを同定するため、抗体での中和阻

害を行う。星細胞株、マウスモデルに作用させ、線維化関連遺伝子の定量により、肝線

維化進展が阻害できるかを検討する。 

 

（３）肝内マクロファージの１細胞遺伝子発現解析（線維化誘導の後期過程） 

 HBV 感染キメラマウスやヒト検体を用いて、線維化形成過程で個々のマクロファー

ジが持つ RNA プロファイルの全容データを得ることを目的とする。肝線維化進展時の

肝組織からマクロファージ分画を得る。それらを 1 細胞に分けて遺伝子発現解析をする

（１細胞 RNA-seq）。個々の遺伝子発現パターンの違いを元に、肝臓内に存在するマク

ロファージの分類を行う。これにより、新規フェノタイプの発見ができる可能性もある。

肝線維化過程に特有なマクロファージ集団の存在を検討する。存在が推定される場合、

遺伝子発現データに基いた細胞分離と機能解析を行う。細胞の別マウスへの移植を行い、

線維化への関与を明らかとする。 

 

４．研究成果 

これまでに、ヒト肝細胞置換キメラマウスへ HBV 感染させることで肝線維化が形成さ

れることを報告してきた。その中で、HBV の持続感染により、TLR4 の遺伝子発現が肝臓

内の単球で誘導され、TLR4 経路の活性化が起きていることを明らかとしてきた。（１）

TLR4 リガンドの探索として、キメラマウスへ抗生物質を投与することで、腸内細菌を

除菌し、その肝線維化に与える影響を評価した。その結果、除菌することで肝線維化の

進展は、有意に抑制された。線維関連遺伝子の発現も抑制されており、星細胞の活性化

も抑制されていた。肝臓内への単球の浸潤量も減少し、単球表面の TLR4 分子の発現が

誘導されるレベルは低値であった。一方で、血中の HBV 量が除菌群で有意に増加してい

たことから、腸内環境が免疫機能の活性化に関連していることが示唆された。続いて、

マウスもしくはマウスから得た単球に対して前年度までに候補として得た菌体を投与



して、TLR4 経路の活性化状態を評価した。その結果、最終的に 3菌種について TLR4 経

由の活性化を確認し、それらが有力と考えられた。 

（２）肝臓内マクロファージの肝線維化への関連について解析するために、二光子顕

微鏡による観察を実施した。これまでの成果で、BALB/c 等で観察条件を決めているた

め、それをキメラマウスに適応させた。HBV 感染キメラマウス肝臓を感染初期から観察

することで、単球の遊走と感染の場へリクルートされる様子を可視化した。また、肝線

維化に対する肝臓内マクロファージの直接的な影響を評価するために、キメラマウスに

クロドロン酸を投与することで、単球の除去を行った状態での肝線維化進展を検討した。

その結果、HBV 感染下で３ヶ月と６ヶ月間維持し、肝線維化状態を評価したところ、ク

ロドロン酸投与群において肝線維化の進展が抑制された。また、肝臓中の肝線維化関連

の遺伝子発現を確認したところ、ACTA2 などの遺伝子が抑制されており、本モデルにお

けるマクロファージの関与を裏付けることができた。 

（３）肝線維化の病態形成に関わる細胞種を特定するために、患者由来肝臓を用いた

1細胞遺伝子発現解析を実施した。外科での切除片から線維化部分の 1細胞 RNA-seq を

実施し、病態形成部位の細胞種を RNA プロファイルから特定した。肝内マクロファージ

の１細胞 RNA-seq から、肝病態の進展部分には、補体関連遺伝子を高発現するサブセッ

トが存在することが明らかとなった。 

また、肝がんの手術で切除された肝切除片から単一細胞化し、RNA-seq 解析を実施し

た。患者検体としては、B 型肝炎由来、C 型肝炎由来、非 B 非 C 型肝炎由来の肝がん組

織を用いた。その結果、B型肝炎由来の線維化や肝がんに特徴的な補体関連遺伝子（特

許申請中）を発現しているマクロファージ集団のサブセットを同定した。その頻度を解

析したところ、肝線維化の程度に沿って、その新規セブセットが増加することを確認し

た。また、肝がんになるとその頻度も有意に増えることを確認した。単一細胞解析では、

組織中の位置情報が失われるため、新規セブセットの位置を組織染色で確認したところ、

線維化部分の周囲に局在していることを確認した。 

続いて、ヒト組織とキメラマウス肝臓から新規セブセットをそれぞれ分取し、遺伝子

発現の比較を実施した。その結果、多少のプロファイルの違いはあるものの解析対象と

する遺伝子群の発現は同様であることが確認できた。B型肝炎ウイルスを感染させたヒ

ト肝臓置換キメラマウスに対して、その新規セブセットに対する中和抗体を投与し、そ

の機能阻害によって病態進展を予防する試験を開始した。この試験の結果は来年度に明

らかとなる予定である。 
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