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研究成果の概要（和文）：本研究では、慢性B型肝炎ウイルス（HBV）感染症モデルであるHBVトランスジェニッ
クマウスを用いてポリアミン（スペルミジン：SPD）のアジュバンド増強効果について検討を行った。HBs抗原+
cGAMP（STINGリガンド）にて野生型（WT）マウスおよびHBVトランスジェニック（HBVTg）マウスに対して免疫を
行ったところ、スペルミジン投与によりHBs抗原特異的な液性および細胞性免疫応答の増強がみられた。さら
に、HBVTgマウスでは免疫後肝内および血清中のHBs抗原量が有意に低下した。以上より、スペルミジンはアジュ
バンド効果を増強し、慢性HBV感染症に対する新たな治療に繋がる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we investigated the adjuvant enhancing effect of 
polyamine (spermidine: SPD) using HBV transgenic mice, which is a model of chronic hepatitis B virus
 (HBV) infection. HBsAg + cGAMP (STING ligand) was used to immunize wild-type (WT) mice and HBV 
transgenic (HBVTg) mice. The administration of spermidine significantly enhanced HBsAg-specific 
humoral and cell-mediated immune responses after the immunization with HBsAg + cGAMP. Furthermore, 
the amount of HBs antigen in the liver and serum after immunization was significantly reduced in 
HBVTg mice. These results suggest that spermidine enhances the adjuvant effect and may lead to new 
treatments for chronic HBV infection.

研究分野： 肝臓病学

キーワード： HBV　ワクチン療法

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、慢性HBV感染症に対する治療として核酸アナログ製剤が使用されているが、HBVを完全に排除できる可能性
は低く、新規治療法の開発が期待されている。本研究では、慢性HBV感染症患者と同様にHBVに対する免疫応答が
減弱しているHBVTgマウスにおいてもアジュバンドとスペルミジンの併用投与によりHBV特異的な免疫応答の増強
が確認できHBs抗原量の低下も認められた。したがって、本研究により未だウイルスの完全な排除が困難である
慢性HBV感染症に対する新たな治療戦略の開発に繋がる知見が得られたと考える。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

慢性 HBV 感染症では、慢性肝炎、肝硬変、肝臓がんへと病態は進行し、肝臓がんまで進展すると

予後不良となる。したがって、できるだけ早期に病態の進行を止めることが重要であり、そのためには

HBV の排除が必要となるが、現在のところ HBV を完全排除できる治療法は確立されていない。このよ

うに慢性 HBV 感染症に対する十分な治療開発が困難である原因のひとつとして小動物での HBV 感

染モデルが確立されていないことが挙げられる。現在、申請者らは新規HBV感染マウスモデルの作製

を試みている。実験動物研究所の末水（研究協力者）より供与された肝特異的に Herpes Simplex 

Virus-1Thymidine Kinase(HSV-TK)が発現する遺伝子可変マウスを用いて、ガンシクロビル（GCV）を投

与することにより、肝細胞の脱落を誘導し、そこへ HBV トランスジェニックマウス（HBV-Tｇ）から採取し

た肝細胞を経脾臓的に投与し、肝臓で再構成させることにより、HBV 感染モデルを作製している

（Kanbe A., et al. J Gastroenterol Hepatol. 2021 Mar;36(3):782-789）。本モデルでは、宿主免疫系が正

常であり、さらに HBV-Tg マウスとは違い HBV に対する免疫学的な寛容状態ではないことが利点であ

る。本モデルを使用すれば、従来のモデルマウスに比べヒトにおける HBV 感染症と同じような解析が

可能であると考えられる。以前より、治療的ワクチン療法が他の薬剤との組み合わせにより行われて

きたが、十分な成果が得られているとは言い難い。近年、ワクチンアジュバンドとして Stimulator of 

Interferon Genes (STING)のリガンドである cGAMP が注目されている。我々は、そのｃGAMP が HBV

ワクチン療法において強力なアジュバンド効果があることを報告した（ Ito H, et al. Virology. 2019 

May;531:233-239）。また、免疫チェックポイント阻害剤の登場により主に進行癌を対象として多数の免

疫治療の検証が行われており、宿主免疫系の様々な修飾が可能となってきた。さらに、ポリアミン（ス

ペルミジン）の投与がオートファジーを活性化し宿主免疫応答の回復に寄与することも示唆されている

（Elife. 2014 Nov 11;3:e03706）。しかしながら、これらの新規免疫修飾剤が慢性 HBV に対して効果があ

るかは不明である。 

 

２．研究の目的 

慢性 HBV 感染モデルである HBVTg マウスを用いてスペルミジンのアジュバンド効果への影響につ

いて検討した。 

 

３．研究の方法 

野生型（WT）マウス（B10D2）および HBVTg マウスを使用した。それぞれのマウスに対し、HBs 抗原

＋cGAMP（STING リガンド）により免疫を 2 回または 3 回行った。SPD の投与は免疫と同時に自由飲

水による経口投与により行った。HBs抗原特異的な液性免疫誘導の評価のため血清中の HBs抗体濃

度の測定を随時行った。HBs 抗原特異的な細胞性免疫応答の評価として ELISPOT 法による HBs 抗

原特異的 IFN-γ産生能にて評価した。また、フローサイトメトリー法によりメモリーT 細胞の出現頻度

や活性化マーカーの発現頻度を検討した。HBVTg マウスにおいて、免疫後、肝組織を採取し組織学的

検討を行った。通常の HE染色により炎症の程度を評価し、HBs抗原の免染を行い肝内での HBs抗原

量の変化を観察した。HBs抗原量に関しては、血清の HBs抗原濃度も測定し検討した。 
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４．研究成果 

（１）WTマウスでの SPD のアジュバンド効果に対する影響 

 WT マウスに HBs 抗原および cGAMP を皮下投与すことにより免疫を行った。免疫は 2 回行った。

SPD は初回免疫の 3 日前より自由飲水により経口投与した。図１のように 1 回免疫後では血清中の

HBs 抗体量に SPD 投与の影響は認められなかったが、2 回免疫後では、明らかに SPD 投与により

HBs 抗体量は増加した。HBs 抗原特異的 IFN-g 産生能の評価のため行った ELISPOT アッセイでは、

SPDにより Sopt数が増加し、SPDによる抗原特異的な細胞性免疫応答の増強が示唆された（図２）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（２）HBVTgマウスでのアジュバンド効果の影響 

 HBVTg マウスに HBs 抗原および cGAMP を皮下投与することにより免疫を行った。免疫は、day 0、

day 10、day 42 の計 3 回行った。SPDは初回免疫の 3 日前より自由飲水により経口投与した。HBVTg

マウスにおいても免疫 2回後から血清中の HBs抗体の増加が SPD投与群で顕著にみられ、3回免疫

後も SPD非投与群に比べ有意な増加が認められた（図３）。ELISPOT による HBs抗原特異的 IFN-g 

産生能の評価を行ったところ、SPD投与群で有意に Sopt 数の増加が認められ、HBVTg マウスにおい 

ても SPD投与により HBs 抗原特異的細胞免疫応答の増強が示唆された（図４）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

次に、血清中の HBs抗原量を検討した。図５に示すように、SPD 投与群では 2 回目の 

免疫後 7 日で顕著に HBs 抗原量の低下が認められた。この低下は、初回免疫後 56 日間継続して 

みられた。肝組織を用いた組織学的検討では、HE染色において炎症巣の増加が 2 回免疫後も 

3 回免疫後にも認められたが、その数は SPD 投与群で有意に増加しており、3 回免疫後では 

比較的大きな炎症巣もみられた（図 6）。HBs抗原の肝組織を用いた免疫染色では、免疫後、肝内での

HBs抗原量は低下したが、SPD 投与群ではその低下が顕著であった（図 7）。 



図5

0

1

2

3

4

5

0 10 17 42 56

H
B

s
A

g
 (

IU
/
m

l)

Days

*

P= 0.085

****

HBsAg + cGAMP

HBsAg + cGAMP + SPD
図6

HBSAg
+ cGAMP

HBSAg
+ cGAMP + SPD

0

0.5

1

1.5

2

n
u

m
b

e
r 

o
f 

in
fl

a
m

m
a

to
ry

 f
o

c
i

(/mm²)

**

0

0.5

1

1.5

2

n
u

m
b

e
r 

o
f 

in
fl

a
m

m
a

to
ry

 f
o

c
i

(/mm²)

*
2
 t

im
e
s
 l
a
te

r
3
 t

im
e
s
 l
a
te

r

図7

0

20

40

60

80

100

H
B

s
A

g
 p

o
s
it

iv
e

 a
re

a
 (

%
)

**

0

20

40

60

80

100

H
B

s
A

g
 p

o
s
it

iv
e

 a
re

a
 (

%
)

**

HBSAg
+ cGAMP

HBSAg
+ cGAMP + SPD

2
 t

im
e
s
 l
a
te

r
3
 t

im
e
s
 l
a
te

r

なお、図 1～図７までの結果は未発表のデータである。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（３）考察・まとめ 

 野生型マウスを用いた検討では 

明らかに HBs抗原特異的液性 

免疫応答および細胞性免疫応答 

の増強が SPD 投与群で認めら 

れた。SP投与および HBs抗原 

のみでの免疫では HBs抗原単独 

免疫と比べ免疫応答に差がない 

ため、SPD 投与によるアジュバ 

ンド効果の増強が考えられた。 

この結果は、HBVTgマウスにおい 

ても同様であった。HBVTg マウス 

は HBV 関連タンパクに対し免疫学 

的な寛容状態であるが、これは、 

ヒトの慢性 HBV 感染症と類似して 

いる。以前、HBs抗原とアジュバ 

ンドとして cGAMPを使用した際に 

HBVTgマウスにおいても HBs抗原 

特異的液性免疫応答および細胞 

性免疫応答の増強がみられたが、 

今回の検討により、SPDがさらに 

その免疫応答を増強させうることが 

示唆された。また、血清中の HBs 

抗原濃度および免染での肝臓内で 

の HBs抗原が SPD投与により有意に低下したことにより HBVの制御にも寄与する可能性が示唆され

た。現在、ヒトにおける慢性 HBV 感染症では、HBs 抗原の低下が治療目標の一つになっており、今回

得られた知見は重要であると考えられた。SPDのアジュバンド効果の増強は認められたが、そのメカニ

ズムは明らかになっておらず今後はその解析を行っていく予定である。 
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