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研究成果の概要（和文）：B 型肝炎ウイルスに感染したヒト肝細胞置換キメラマウスに自然免疫

担当分子である Toll-like receptor 4（TLR4）に対する新規の抗体を投与したところ，肝線維

化進展を予防する一定の効果を認めた．また，抗体を投与したキメラマウスでの目立った副作

用は認められず，これらの点から新規抗体の有用性が明らかとなった．今後はこの新規抗 TLR4
抗体を共同開発した製薬メーカーと共に，医薬品としての開発を進めていく． 
 
研究成果の概要（英文）：Chimeric mice with human hepatocyte was infected with hepatitis 
B virus to mimic liver fibrosis triggered by virus infection. To prevent liver fibrosis, a newly 
developed antibody specific for Toll-like receptor 4 was administrated with the chimeric 
mice. The antibody successfully prevented the progression of liver fibrosis. The severe side 
effect induced by the antibody was not observed in the mice. Along with these results, the 
antibody could be a potential as a new drug. Further study is needed to reveal the 
molecular basis of this effect. 
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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する．
本邦では約 150 万人，世界中では約 4 億 2 千
万人の HBV 持続感染者が存在すると推定さ
れている．B 型肝炎を起因とする肝硬変や肝
細胞癌での死亡者数は，本邦では年間約 6 千

人，世界中で年間 100 万人程度である．一般
的な病態としては，B 型慢性肝炎から肝線維
化を経て，肝硬変や肝癌へと進展していくこ
とが知られている．ウイルス感染症の場合，
ウイルス因子とホスト因子が病態の進展に
関連すると考えられ，B 型肝炎の場合，ウイ
ルス因子の研究は多数なされている．HBV
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はヒト免疫不全ウイルス（HIV）と類似の生
活環を有し，HIV と同様に宿主ゲノムへウイ
ルスゲノムをインテグレーションさせるた
め，一旦感染が成立した場合，ウイルスの完
全な排除は困難である．そのため，B 型慢性
肝炎の治療法としては，ウイルス複製の抑制
を 目 標 と し て ， イ ン タ ー フ ェ ロ ン
（ Interferon: IFN ） と 核 酸 ア ナ ロ グ
（Nucleotide analogue: NA）製剤が利用さ
れ，一定の効果を上げている．  

他方で，病態進行の機序については，十分
な解析がなされていない．C 型慢性肝炎では，
肝線維化から肝硬変，肝癌へと至る経過は時
間軸と相関しているため，その予後の推測が
可能であるが，B 型慢性肝炎では必ずしも感
染期間と病態が一致せず，線維化や肝硬変へ
と急速に進むことがある．そのため，慎重な
経過観察が必要で，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ことが知られており，
その詳細な機序の解明と対策が必要とされ
ている． 
申請者らは，この点を解決するためにヒト

肝臓を保有するヒューマノイドマウスであ
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，
HBV 感染下での病態進展に関する研究を世
界に先駆けて進めてきた．これまでの研究で，
キメラマウスに HBV を長期感染させた群で
肝線維化が認められた（Sugiyama M. et al. 
Gastroenterology 2009）．また，線維化の進
展しているキメラマウス群では，感染初期か
ら活性酸素種（Reactive oxygen species，
ROS）の発現が顕著であることが明らかとな
り，これに関連して，細胞核の酸化傷害が認
められた．この病態と関連する遺伝子を網羅
的に探索したところ，Toll-like receptor
（TLR）4 の発現が特にヒトとマウス共に誘
導され，その下流の IL-6 も高値であるとい
う予備データを得た． 

 
２．研究の目的 
 B 型慢性肝炎の進行により肝臓の線維化が
進むが，その発症と進展の機序は不明のまま
であった．申請者らは，ヒト肝細胞置換キメ
ラマウスを利用することで B 型肝炎ウイル
ス（HBV）感染を起因とする線維化モデルを
確立した．この中で，ROS の持続的産生と
TLR4 経路の活性化が観察された．本研究で
は，ROS と TLR4 を中心に，その上流と下
流経路を解析することで，線維化の発症と進
展の機序を目指した．TLR4 経路の阻害を in 
vitro や in vivo で行ない，TLR4 の直接的な
影響を解析することを軸として，線維化関連
遺伝子の変動を検討した．線維化形成の経路
を同定することで，持続感染下でも病態進展
を予防可能とする最適な因子の発見と将来

的な臨床応用を目指した． 
 
３．研究の方法 
 本研究では，TLR4と ROSに注目して肝線維
化の発症と進展の機序を検討した．予備デー
タから得られている TLR4経路の活性化が線
維化形成に与える影響を確認するために，中
和抗体による阻害を行なうことで直接的な
影響を評価した．これに関連して，ROS の誘
導が TLR4経路によるものか，もしくは TLR4
の上流に位置しているのか検討した． 

ROSの持続的な産生による核傷害と多核化
が観察されているが，多核化形成に関与する
とされる Chk1と中心体の関連について解析
をすすめた．Chk1の発現とリン酸化の有無を
検討し，さらに Chk1のヒストン H3T11キナ
ーゼ機能により制御されている細胞周期関
連遺伝子について解析した．また，中心体と
Chk1の相互作用についても蛍光染色やイム
ノブロットにより解析を進め，持続的な炎症
が細胞分裂機構に与える影響をエピジェネ
ティックな変化を含めて検討した． 
 
４．研究成果 
（１）肝線維化進展における TLR4 経路の解
析 
 マクロファージ，NK細胞に対して，新規に
取得した抗 TLR4 抗体を作用させ，その阻害
効果を in vitro で確認した．その効果を in 
vivo で検討するためにヒト肝細胞置換キメ
ラマウスへ抗 TLR4 抗体を投与した．抗体と
しては，ヒト TLR4特異的な抗 TLR4抗体，マ
ウス TLR4 特異的な抗 TLR4 抗体を準備した．
HBV感染させたキメラマウスに抗 TLR4抗体を
毎週適量投与し，6 ヶ月飼育した時点で剖検
した．その結果，マウス抗 TLR4 抗体を投与
した群において肝線維化の抑制が観察され
た．一方で，ヒト抗 TLR4 抗体ではその効果
が認められなかった．これらのことから，ヒ
ト肝細胞が発現する TLR4 の関与は否定され
た．マウス肝臓内の TLR4 高発現細胞として
は，クッパー細胞と肝星細胞が挙げられる．
今後は，いずれの細胞が TLR4 経路を介した
線維化に大きな影響を与えているか検討す
る． 
（２）核分裂異常と細胞周期異常に関連する
因子の解析 
 これまでの解析から，Chk1 のリン酸化状態
や機能異常が中心体の機能異常へとつなが
ることが明らかとなっている．HBV 感染にお
けるこの現象の確認と新たな経路の有無に
ついて HBV を恒常的に発現する培養細胞株
（HepG2.2.15）と HBV感染キメラマウス肝臓
について中心体の配置を蛍光顕微鏡により
観察し，Chk1 との相互作用を解析したが，
Chk1 のリン酸化異常などは認められなかっ
た． 



（３）TLR4に対するリガンドの探索 
 TLR4 とその下流の活性化を示す予備デー
タは得られているが，この経路が活性化され
た原因は不明のままである．HBV 発現してい
る培養細胞と HBV感染キメラマウス由来の肝
臓を用いて，質量分析装置による探索研究の
準備を進めた．来年度以降の新規研究でその
リンガンド候補分子の探索を行なっていく． 
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