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研究成果の概要（和文）：HBVによる慢性肝炎や免疫異常が生じる新たな動物モデルを作成し、免疫疲弊誘導を
介したHBV生存戦略の分子機序を解明することを目的とした。フマリルアセト酢酸ヒドラーゼ（FAH）欠損マウス
による肝細胞置換システムとSBトランスポゾンによる任意配列のゲノム上への組み込みシステム、そしてHVTi法
によるHBV導入法を組み合わせた結果、HBV持続感染・ウイルス血症とそれに伴う慢性肝炎を呈するマウスの作成
が可能であった。その結果、CD8+ T細胞の疲弊がHBVウイルス血症の持続に寄与している可能性を見出し、IFN投
与がウイルス抑制を伴う多様な肝内免疫細胞を活性化する仕組みを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：A new animal model of chronic hepatitis and immune abnormalities caused by 
HBV was created to elucidate the molecular mechanisms of HBV survival strategies via the induction 
of immune exhaustion. The combination of a hepatocyte replacement system using fumarylacetoacetate 
hydrolase (FAH)-deficient mice, an SB transposon system for integration of arbitrary sequences into 
the genome and an HBV transduction method using the HVTi method, resulted in mice with persistent 
HBV infection and viraemia and associated chronic hepatitis was possible. We found that CD8+ T-cell 
exhaustion may contribute to the persistence of HBV viremia and revealed a mechanism by which IFN 
administration activates diverse intrahepatic immune cells with viral suppression.

研究分野： B型肝炎

キーワード： B型肝炎　T細胞　免疫疲弊　モデルマウス　シングルセル解析　インターフェロン　マクロファージ　N
K細胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
B型慢性肝炎（CHB）患者の免疫病態を明らかにし、HBV排除を目的とした免疫調節剤を研究するためには、慢性
HBV感染とCHB患者の宿主免疫応答を再現する動物モデルを開発することが重要であり、本研究により新たなモデ
ルが作成されたことで世界最大規模の感染症に対する創薬の加速に繋がり、社会的意義は大きい。また、これま
で研究が困難であったHBV慢性化の免疫学的分子機構を解析できるモデルであることから、その学術的意義も極
めて大きい。

※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（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
Hepatitis B virus(HBV)は世界で約 3億 5千万人、日本でも約 150 万人が感染している世界で
最大規模の感染症である。B型慢性肝炎患者では、肝障害の持続により肝硬変への進展や肝細胞
癌の発症を認めることから、抗ウイルス療法が行われる。核酸アナログ治療により HBV の複製は
抑制され、肝炎は沈静化するが、肝細胞からウイルスを完全に排除することは極めて困難である。
このため、肝発がんや HBV 再活性化のリスクは依然として残り、また治療中止後のウイルス再燃
リスクから長期の薬剤服用が必要となる。そこで、HBV を完全に排除できる Drug-free を目指し
た新規治療の開発が求められている。HBV の自然排除例や急性肝炎例の検討から、HBV の排除に
おいては T 細胞、B 細胞などの獲得免疫系に加えて NK 細胞を中心とした自然免疫系の関与が重
要であることが明らかとなっている。一方、B型慢性肝炎患者ではこれらが有効に機能しておら
ず、HBV が宿主肝細胞における各種ケモカインの産生やリガンド・受容体の発現を調節すること
で、免疫系から逃避していることが原因の一つと考えられている。そこで、この免疫逃避機構を
標的とした治療は、既存の治療とは異なり HBV 排除を可能とする革新的な治療法となる可能性
が考えられる。しかし、B型慢性肝炎（CHB）患者の免疫病態を明らかにし、HBV 排除を目的とし
た免疫調節剤を研究するためには、慢性 HBV 感染と CHB 患者の宿主免疫応答を再現する動物モ
デルを開発することが重要である。HBV は高度に種特異的なウイルスであり、ヒト HBV に感受性
のある動物として知られているのはチンパンジーとツヴァイだけである。HBV を発現するトラン
スジェニック（Tg）マウスモデルは、ウイルスのメカニズムの解明に大きく貢献しているが、こ
れらのモデルはもともと HBV に対して免疫寛容であるため、免疫病態の研究には使用できない。
トランスフェクションマウスモデルでは、HBV 発現ベクターを肝臓に導入するために尾静脈急速
静注法（HVTi 法）が用いられ、その結果、一過性の高レベルの HBV 複製が生じる。しかし、慢
性肝炎よりもむしろ急性肝炎の病態を模倣するモデルとして利用されてきた。AAV を介した移入
モデルのように、ウイルス血症が持続するモデルもあるが、これらはもともと活発な免疫応答が
なく、ヒトの免疫寛容期をより再現しているモデルと考えられる。最近開発されたヒト肝細胞と
造血系を持つ二重キメラマウスモデルは、ウイルス免疫病態生理の理解を促進すると期待され
ているが、作製やコスト面でかなりの困難がある。我々も、ヒト化肝細胞キメラマウスにヒト
PBMC を移植することで肝細胞・免疫細胞ヒト化マウスの作成を試みた。このマウスに HBV を感
染させたところ HBV 特異的 CTL 反応や HBs 抗体産生が認められ、ヒトの HBV 感染による免疫動
態を再現できる可能性が示唆された（Aono S, Kodama T, et al., BBRC 2018）が、HBV 持続感
染による慢性的な免疫動態の変化までを検討することは困難であった。以上から、効果的な免疫
調節治療薬を発見するためには、CHB の適切な動物モデルを作成することが極めて重要であった。 
 
２．研究の目的 
本研究は、HBV による慢性肝炎や免疫異常が生じる新たな動物モデルを作成し、免疫疲弊誘導を
介した HBV 生存戦略の分子機序を解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
CHB モデルマウスを作製するために、C57BL/6J コンジェニックのフマリルアセト酢酸ヒドラー
ゼ（FAH）欠損マウスを用いて FAH と HBV を同時に発現するプラスミドを肝細胞ゲノムに導入す
る方法を用いた。この目的のために、まず CMV プロモーターと FAH 全長配列、並びに 1.24mer の
全長HBVゲノムをタンデムに繋いでSleeping Beauty（SB）トランスポゾンベクターに挿入した。
コントロールプラスミドとして、CMV プロモーターと FAH のみを挿入したベクターを作製した。
次に、HTVi を介して各ベクターを肝臓に導入し、その後ニチシノンを中止することで、免疫能
を保持しながら HBV が肝細胞から排除されない B 型慢性肝炎モデルマウスを作成した。このマ
ウスモデルの免疫学的な表現型を、血清学的検査、免疫組織学的検査、遺伝子発現解析、シング
ルセルトランスクリプトーム解析、Flow cytometry 解析により検討した。また、IFN 治療による
免疫動態変化を検討した。 
 
４．研究成果 



CHB マウスでは、肝臓において pgRNA が検出可能であり、免疫組織化学的解析から、HBs-Ag を発
現している肝細胞が肝臓に広く広がっていることが示された。HTVi の約 2-4 週間後、血清 ALT
値は CHB マウスとコントロールマウスの両方で一過性に上昇した。コントロールマウスにおい
ては ALT 値がその後正常化した一方、CHB マウスでは観察期間中約 150 U/L で推移した。CHB マ
ウスでは、炎症細胞の肝内浸潤、TUNEL 陽性肝細胞数の増加、血清カスパーゼ 3/7 活性の上昇が
認められ、免疫細胞が HBV 感染肝細胞を認識することによる慢性肝炎を呈していると考えられ
た。また、CHB マウスの HBV 持続感染・ウイルス血症とそれに伴う慢性肝炎は 10 ヶ月以上持続
した（図１）。 
CHB マウスの肝臓の免
疫病態を包括的に理解
するために、慢性炎症
期の肝免疫細胞をシン
グルセルトランスクリ
プトーム解析で検討し
た。肝内の免疫細胞は
34 のクラスターに分類
され、特徴的なマーカ
ー遺伝子の発現に基づ
いて、CD8+ T 細胞、CD4+ 
T 細胞、NK 細胞、マクロ
ファージ、従来型樹状
細胞（cDC）、形質細胞様
樹状細胞（pDC）、B細胞、
単球、好中球、マスト細胞、肝細胞を含む 11 の細胞タイプが定義された。CHB マウスとコント
ロールマウスの両群は、それぞれの主要なクラスターに細胞を有していたが、その頻度に差は認
めなかった。次に CD8+ T 細胞に注目し、ナイーブ T（Tn）細胞、エフェクターメモリーT（Tem）
細胞、エフェクターT（Teff）細胞、疲弊 T（Tex）細胞の 4つのサブクラスターに分類した。Tn
細胞では Lef1、Sell、Ccr7、Tem 細胞では Cxcr3、Cd44、Il7r、Teff 細胞では Gzmb、Gzmk、Klrg1、
Tex 細胞では Pdcd1、Tox といった特徴的なマーカー遺伝子の発現に基づいて分類を行った。CD8+ 
T 細胞の分化過程を解明するために擬似時間解析を行ったところ、Tn 細胞から Tem 細胞または
Teff 細胞、そして最終的に Tex 細胞へと分化が進行し、これらはコントロールマウスの肝臓よ
りも CHB マウスの肝臓で顕著であった。擬似時間経過に伴う個々の遺伝子発現の変化を検討し
た結果、分化に伴い、Gzmb の一過性の上昇に続いて、Tox 発現上昇によって特徴づけられる疲弊
状態の変化が認められた。CHB マウスの Tex 細胞は、コントロールマウスの Tex 細胞に比べて、
疲労スコアや Pdcd1、Tox の発現量が有意に高かった。これらのデータから、CHB マウスはコン
トロールマウスよりも肝内 Tex 細胞が多く、これらの細胞の疲弊がより強いことが示唆された。
CHB マウスの肝内 CD8+T 細胞のフローサイトメトリー解析の結果、PD-1+CD8+T 細胞の頻度と血
清 HBsAg および HBV-DNA のウイルス発現との間に強い正の相関が認められた。これらのデータ
から、CD8+ T 細胞の疲弊が CHB マウスにおける HBV ウイルス血症の持続に寄与している可能性
が示唆された（図２）。 
次に、マクロファージク
ラスターに注目した。常
在 ク ッ パ ー 細 胞 は
Clec4f、Clec2d、Adgre1
（F4/80）の共発現によ
って特徴づけられ、肝内
に誘導されたマクロフ
ァージは Itgam、Ly6c1、
Ly6c2の共発現によって
特徴づけられた。クッパ
ー細胞と肝内誘導マク
ロファージの比率は、
CHBマウスの肝臓ではコ
ントロールマウスの肝
臓よりも有意に高かっ
た。また、CHB マウスの
誘導マクロファージは、
Cd74、H2-Ab1、H2-Aa な



どの抗原提示関連遺伝子の発現低下や、Klf2、Klf4、Zfp36 などの抗炎症制御遺伝子の発現上昇
が認められた。GSEA 解析では、CHB マウスの誘導マクロファージでは免疫・防御反応に関連する
複数の経路が抑制されていた。これらの結果は、CHB マウスにおけるマクロファージの機能障害
を示唆するものであった。T 細胞とマクロファージクラスター間の細胞間相互作用について
CellChat 解析で検討した結果、CHB マウスの肝内に誘導されたマクロファージや常在クッパー
細胞は、コントロールマウスと比べて、Tex クラスターとの細胞間相互作用が強いことが観察さ
れた。これらのデータは、CHB マウスにおける CD8+ T 細胞の疲弊にマクロファージが関与して
いる可能性を示唆する結果と考えられた。 
次に、NK 細胞に注目した。成熟 NK 細胞は Itgam と Klrg1 の共発現によって特徴付けられ、未成
熟 NK 細胞クラスターは Cd27 と Foxo1 の共発現によって特徴付けられた。コントロールマウス
の成熟 NK 細胞に比べて、CHB マウスの肝臓の成熟 NK 細胞は数が増加し、Gzma と Gzmb の発現レ
ベルが有意に高く、細胞傷害性の亢進が認められた。フローサイトメトリーによっても、肝内 IFN
γ+NK 細胞の頻度は、CHB マウスでコントロールマウスより有意に高値であった。 
CHB マウスの免疫動態がヒトの CHB の動態をよく再現していることから、このモデルを用いて、
臨床で使用可能な IFNαに対する肝内免疫反応を解析した。CHB マウスに組換え IFNα（10000 
U/body）を連日腹腔内投与したところ、血清 HBV-DNA 値および肝 pgRNA 値は有意に低下し、血清
ALT 値が 2～3倍に上昇し、軽度の肝障害が誘発された。IFNα投与は CHB マウスの Isg15、Oas2、
Gzmb の肝内遺伝子発現を有意に増加させた。以上から、この CHB マウスにおいて IFN により肝
内免疫応答とウイルス抑制が誘導されることを確認した。最後に、IFN を投与した CHB マウスに
おける肝内免疫細胞の変化を検討するために、IFNα投与マウス、非投与の CHB マウスとコント
ロールマウスを用いてシングルセルトランスクリプトーム解析を実施した。IFNα投与マウスで
は、CD8+T 細胞における Tn、Tm、Tex 細胞の活性化が生じたが、Teff 細胞の活性化は認められな
かった。IFNαは、マクロファージの炎症関連分子に変化を与えない一方、NK 細胞の細胞傷害活
性を亢進させた。フローサイトメトリーにおいて、IFNαは CHB マウスの肝臓における IFNγ
+Gzmb+NK 細胞の集団を増加させた。以上の結果から、IFN 投与は CHB マウスにおいてウイルス抑
制を伴う多様な肝内免
疫細胞を活性化するこ
とが示された（図３）。 
 
CHB患者の免疫病態を明
らかにし、HBV 排除を目
的とした免疫調節剤を
研究するためには、慢性
HBV感染とCHB患者の宿
主免疫応答を再現する
動物モデルを開発する
ことが重要であり、本研
究により新たなモデル
が作成されたことで世
界最大規模の感染症に
対する創薬の加速に繋
がり、社会的意義は大き
い。また、これまで研究
が困難であった HBV 慢
性化の免疫学的分子機構を解析できるモデルであることから、その学術的意義も極めて大きい。
今後このモデルを用いて更に CHB 患者の免疫病態の解明、免疫修飾を標的とした創薬開発を進
めていく。 
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