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研究成果の概要（和文）：培養細胞株は 3 次元化して培養し組織化させることでその性質が変

化することが知られている。本研究では、in vitro において B 型肝炎ウイルス （HBV） 増殖

機構を長期的に解析することを目的として、HBV の 3 次元培養系を検討した。培養には不死化

ヒト正常肝細胞株と、ヒト肝細胞キメラマウスの肝組織より単離した肝細胞を用い、ウイルス

粒子を含む HBV 感染患者血清を感染源として添加した。その結果、いずれの細胞においても、

感染初期から経時的に培養上清中の HBV-DNA の増加を確認し、培養上清中の HBV-DNA 量は 

10^5 copies/ml 以上で検出された。また、培養上清中に HBs 抗原が検出された。特にキメラ

マウス肝細胞を用いたスフェロイド形成による培養系において、高い HBs 抗原値を維持した。

以上より、肝細胞の 3 次元培養系は HBV 感染モデルとして非常に有用である。 

 
研究成果の概要（英文）：Investigation of hepatitis B virus (HBV) has been hampered by the 
absence of accessible in vitro modeling tools. The aim of this study is to design an in 
vitro model of HBV infection that would support long-term replication. Immortalized 
normal human hepatocytes, or primary human hepatocytes isolated from chimeric mice with 
human liver were cultured with three-dimensional (3D) culture system to obtain a 
tissue-like formation and exposed to HBV-infected serum samples. The HBV-DNA level in 
supernatants of the culture was higher than 10^5 copies/ml and continued to be detectable 
for >1 month. The extracellular HBsAg was detected during the culture period. The 3D 
culture system with hepatocytes provides an accessible in vitro tool to investigate HBV 
cell entry, replication and susceptibility to new anti-viral agents for multiple HBV 
genotypes/subgenotypes. 
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１．研究開始当初の背景 

B 型肝炎ウイルス (HBV) は約 40 年前に
発見されたが、未だに本邦で約 150 万人、
アジアで約 2 億人、世界中で約 4 億 2 千
万人の持続感染者が存在し、本邦では年間約
6,000 人、世界中で年間百万人が HBV によ
る肝硬変や肝細胞癌で死亡している。しかし、
HBV による発癌メカニズムは不明であり、そ
の治療法は確立されていない (WHO 2004)。 

研究代表者の研究グループでは、HBV 感染
の臨床像が世界各国で大きく異なる点に着
目して研究を進めてきた。その結果、臨床像
の地域差は、HBV 遺伝子型 (genotype) に依
存していることを明らかにした (Hasegawa I 
et al., J Virol. 2004, 78: 7575-7578; 
Tanaka Y et al., Hepatology 2004, 40: 
747-755; Osiowy C et al., J Virol. 2006, 
80: 10307-10314)。HBV genotype による発
癌率や予後、抗ウイルス剤の治療効果に差が
みられ、臨床的には重要な因子と考えられて
いる。そこで、in vitro において、HBV 感
染を長期的に検討できる培養系の確立が求
められている。 

一般的な単層での細胞培養系と比較して、
3 次元培養系ではウイルスと細胞の親和性
が高いことが知られている。しかしながら、
現状の 3 次元培養系では肝炎ウイルスの感
染効率が十分ではなく、HBV の感染実験系は
未だ実用性に乏しいのが現状である。特に培
養細胞系では、持続的な感染を可能とする細
胞株は得られていない。現状の 3 次元培養
系を最適化し、効率的に長期間安定してウイ
ルスが感染しアッセイ等の解析にも適した
簡便な培養系が開発されれば、感染、慢性化、
さらには肝発癌メカニズムの解析、新規治療
薬の探索など多岐にわたる研究を HBV の全
生活環を対象に進める事ができ、研究のさら
なる発展が期待される。 
 
２．研究の目的 

肝細胞を 3 次元環境で培養することによ
り肝細胞が組織化されて感染感受性が回復
し、HBV 感染下での長期培養系の確立が可能
となると考え、新たな 3 次元培養系の開発
と、HBV の in vitro 感染・複製実験の可能
性について検討した。 

 
３．研究の方法 

中空糸モジュール、あるいは特殊なナノレ
ベルの加工を底面に施した培養プレートを
用いて 3 次元培養系を作成した。細胞は不
死化ヒト正常肝細胞株 (HuS-E/2) と、ヒト
肝細胞キメラマウスの肝組織より単離した
肝細胞を用いた。 

感染源として HBVのウイルス粒子を含む患
者血清を用い、10^5 copies/well となるよ

うに投与することで感染を成立させ、その後
培養上清中の HBV-DNA および HBs 抗原、細
胞内の HBV core 関連抗原を測定し、HBV の
感染・複製を確認した。 
 

 
４．研究成果 
HuS-E/2 細胞、キメラマウス肝細胞ともに

中空糸を用いた培養系では約 1 ヶ月間の培
養が可能であった。また、特殊加工の培養プ
レートを用いた培養においてスフェロイド
を形成し、3 次元化することができた。スフ
ェロイド形成は 2 週間－1 ヶ月間持続する
ことを認めた。 
 

 

 
HBV の 3 次元培養において、培養上清中

に HBV-DNA や HBs 抗原、細胞内に HBV core 
関連抗原が検出された。また、上清中にも 
HBV core 関連抗原の検出を認めた。上清中
の  HBV-DNA 量 が 培 養 期 間 を 通 じ て 
10^4-10^6 copies/ml で継続的に検出され、
少なくとも 1 ヶ月間は培養の継続が可能で
あった。特にキメラマウス肝細胞をスフェロ



イド化した培養系では、抗原量の増加を認め、
上清中の HBs 抗原と HBV-DNA 量が培養期間
を通じて継続的に検出され、感染の持続を確
認した。さらに、感染源と同時に核酸アナロ
グ製剤であるエンテカビル (ETV) を添加し
たところ、HBV-DNA 量の抑制が認められた。 
 

 

 
細胞株を用いた in vitro の試験では、同

一の環境下で多様な検討を繰り返すことが
利点である。本研究で用いた HuS-E/2 細胞
は正常肝細胞株であり、安定したコンディシ
ョン下で長期間の HBV 検討ができる。一方、
キメラマウス肝細胞は肝組織より単離した
初代培養であることからより生体に近い状
態の細胞と考えられる。このように、細胞そ
れぞれの長所を活かした検討方法を選択す
ることが可能となった。3 次元培養系を用い
た長期間での培養実験により、各種変異体の
感染効率の違いや HBV 感染・複製様式の解
明、特にレセプターの探索と検証、粒子放出
過程などを解析できる。 

臨床的には、患者血清を直接培地に添加し
ても感染が成立すること、さらに ETV によ
るウイルス複製の抑制作用を確認できたこ
とから、この 3 次元培養系は非常に有用な
感染モデルであり、検体別の解析による個別
化治療への応用が期待できる。引き続き、
個々の検体における感染効率の比較検討を
行っている。また、HBV 培養上清から in 
vitro での再感染を試みており、今後、長期
培養を用いて慢性肝炎や肝線維化に関連し
た因子の解析への展開をめざす。 
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