
広島大学・自然科学研究支援開発センター・助教

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１５４０１

基盤研究(C)（一般）

2020～2018

インターフェロンによるB型肝炎ウイルス増殖抑制メカニズムに関する検討

Analyses of antiviral mechanisms by interferon treatment on hepatitis B virus 
replication

５０４４８２６３研究者番号：

柘植　雅貴（TSUGE, MASATAKA）

研究期間：

１８Ｋ０７９７３

年 月 日現在  ３   ６ １０

円     3,300,000

研究成果の概要（和文）：肝癌細胞株にペグインターフェロン（PEG-IFN）を添加し、細胞内のIFN誘導遺伝子
（ISGs）誘導能を比較した結果、34％のISGsにおいてPEG-IFNα2aに比してPEG-IFNβ添加時に、より強い発現誘
導を認めた。さらに、これらのISGsの一部はHBV発現により誘導率が有意に制御された。
そこで、これらの遺伝子のうち、遺伝子Aに着目し、さらに研究を進めた。その結果、遺伝子AはHBV感染に伴い
発現亢進し、HBV増殖抑制により発現が減弱することが明らかとなった。さらに、その発現制御にHBx蛋白が関与
し、同遺伝子の発現が亢進すると生体内の免疫応答を抑制することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：I compared the induction of interferon stimulated genes (ISGs) between by 
PEG-IFNα2a and PEG-IFNβ using hepatoma cell line. When I treated hepatoma cells with PEG-IFNs, I 
found that 34% of ISGs were more strongly induced by PEG-IFNβ treatment rather than by PEG-IFNα2a 
treatment. Additionally, I also found that the induction rates of several ISGs were enhanced or 
reduced by HBV expression.
To identify the molecular target for the improvement of antiviral effects by interferon treatment, I
 focused on gene A and further analyses were performed. I found that gene A is upregulated by HBV 
infection using human hepatocyte chimeric mouse model and also found that the expression of gene A 
could be regulated by HBx protein using in vitro HBV expression model. Furthermore, I clarified that
 host immune response might be suppressed by gene A upregulation. 

研究分野： 消化器病学

キーワード： B型肝炎　インターフェロン　抗ウイルス効果

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果から、同定した遺伝子は、B型肝炎ウイルス感染に伴い活性化する生体内の免疫応答やインターフェ
ロンにより活性化された免疫応答を回避し、B型肝炎ウイルスの持続感染に関与しているものと考えられる。現
在、同遺伝子の発現制御を行い、インターフェロンによる抗ウイルス効果を制御できる化合物を探索中であり、
化合物を同定できれば、B型肝炎ウイルス持続感染者に対する抗ウイルス療法の新たなオプションとなりうると
考えられる。

※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 型慢性肝疾患に対する抗ウイルス薬として、核酸アナログ製剤、IFN 製剤が広く使用され

ている。IFN によるウイルス増殖抑制効果は、核酸アナログ治療ほど強力とは言えないものの、

一部の症例で HBs 抗原が急速に低下し、消失することが明らかとなっており、HBV 感染肝細胞

の核内に形成された HBV cccDNA（HBV 増殖の際の鋳型となる）を減少させることも報告され

ている。このような背景から、IFN 製剤は、B 型慢性肝疾患治療の長期目標である HBs 抗原消失

を達成するためのキードラッグと考えられる。 

近年、新規 IFN としてペグ化インターフェロン β（PEG-IFNβ：TRK-560）が開発され、この

PEG-IFNβ が、臨床で使用されているペグインターフェロン α2a 製剤（PEG-IFNα2a）と比較し、

HBV に対する抗ウイルス効果が強いことを報告した（Tsuge M, et al. Antimicrobial Agents and 

Chemotherapy, 2017.）。同研究において、ヒト肝癌細胞株に IFN を添加し、細胞内の IFN 誘導遺

伝子（ISGs）の誘導を検討したところ、IFNαと IFNβはいずれもⅠ型 IFN であるにもかかわらず、

一部の ISGs において、PEG-IFNα2a と PEG-IFNβによる誘導に差異を認め、これらの遺伝子誘導

の差が抗ウイルス効果の違

いに強く影響していると考

え、本研究を立案した（図

1）。本研究で、IFN によって

異なる反応性を示した ISGs

と抗ウイルス効果の関連性

が明らかとなれば、IFN 治療

効果の向上だけでなく、肝細

胞からの HBV 完全排除への

手掛かりとなる可能性があ

るものと考えられる。 

 

２．研究の目的 

IFNα と IFNβ は、IFN を投与した際には、同じシグナル伝達系

を活性化し、抗ウイルス効果を発揮するものと考えられてきた。

我々の研究成果においても、多くの ISGs は、いずれの IFN 添加時

もほぼ同様の誘導を受けていたが、一部に反応性が異なる ISGs が

存在することが明らかとなった（図 2）。 

そこで、本研究では、IFNαと IFNβで異なる反応を示す ISGs を

同定し、これらの遺伝子発現制御による IFN の HBV に対する抗ウ

イルス効果の変化を明らかにし、同定した遺伝子発現制御による抗

ウイルス効果の向上を目指すことを目的とした。 

 

３．研究の方法 

まず、図 2 で示した解析において抽出された約 50 の遺伝子について、IFNαおよび IFNβによ

り誘導の差異を確認する。IFN の反応性は IFN の濃度や添加時間によっても異なることが予測

されたため、in vitro において IFN 濃度や添加時間による細胞内の標的遺伝子発現の変化を real 

time PCR にて解析し、cDNA マイクロアレイのデータの再現性を含め確認した。さらに、ヒト肝

細胞キメラマウスへ IFN を投与し、in vivo での肝細胞内の遺伝子発現変化を real time PCR にて



検討し、IFNαおよび IFNβ投与にて反応性に相違が生じる標的遺伝子を絞った。 

抽出された遺伝子については、HBV 増殖に及ぼす影響を、in vitro および in vivo にて検討し

た。In vitro では、同定された遺伝子を発現するプラスミドを HBV 持続発現細胞株にトランスフ

ェクションし、培養上清中の HBV DNA 量の変化や細胞内の HBV 複製中間体量の変化を解析し、

抽出した遺伝子の HBV への抗ウイルス効果に関与しているか確認し、HBV に対する抗ウイル

ス効果と関連のある遺伝子を絞り込んだ。さらに、抗ウイルス効果が IFN 存在下で大きく変化

する可能性も考えられたことから、ISG 発現プラスミドをトランスフェクションした HBP25 細

胞に IFN を添加し、抗ウイルス効果の変化を確認した。in vitro にて抗ウイルス効果への関与が

確認された遺伝子については、in vivo においても抗ウイルス効果を確認した。 

 

４．研究成果 

HepG2 細胞に PEG-IFNα2a 100ng/ml もしくは PEG-IFNβ 1ng/ml を添加し、24 時間後の細胞内

のインターフェロン誘導遺伝子（ISGs）発現量

を real time PCR にて定量し、PEG-IFN 非添加

細胞での発現量と比較した。その結果、両 PEG-

IFN 添加に伴う ISGs 誘導は、約 61%の ISGs で

ほぼ同程度の誘導であったのに対し、34％の遺

伝子では PEG-IFNα2a に比して PEG-IFNβ添加

において、より強く誘導能の変化が生じること

が明らかとなった（図 3）。 

一方、HepG2 細胞由来の HBV 持続発現細胞を用いて同様の検討を行ったところ、一部の ISGs

では HepG2 細胞使用時と同等の発現誘導変化が

認められたものの、HBV 発現に伴いその誘導能が

明らかに正または負の方向に制御される ISGs が

多数存在することが明らかとなった（図 4）。この

ことから、HBV 発現に伴う ISGs 誘導能の変化が

HBV の IFN 治療抵抗性に関与している可能性が

考えられた。 

そこで、HBV 感染に伴い IFN による誘導が変化した

遺伝子のうち、HBV 感染に伴い有意な発現変化を認め

た遺伝子 A に着目し、さらに研究を進めた。その結果、

遺伝子 A は HBV 感染に伴い有意に発現亢進し、核酸ア

ナログ投与などによる HBV 増殖抑制により発現が減弱

することが明らかとなり、その発現制御には HBx 蛋白

が関与していることも明らかとなった（図 5）。さらに、

同遺伝子の発現が亢進すると生体内の免疫応答を抑制

することが明らかとなった。 

これらの結果から、本遺伝子は、HBV 感染に伴い活性化する生体内の免疫応答やインターフ

ェロンにより活性化された免疫応答を回避し、HBV 感染維持に関与しているものと考えられた。 

現在、同遺伝子の発現制御を行い、インターフェロンによる抗ウイルス効果を制御できる化

合物を探索中であり、化合物を同定できれば、HBV に対する抗ウイルス療法の新たなオプショ

ンとなりうると考えられる。 
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