
（報告様式４）                                   

【課題管理番号】16fk0310509h0005 

平成 29 年 5 月 31 日 

 

 

平 成 ２ ８ 年 度  委 託 研 究 開 発 成 果 報 告 書 

 

 

I. 基本情報 

事  業  名 ： （日本語） B 型肝炎創薬実用化等研究事業 

（英 語） Program on the Innovative Development and the Application of New 

Drugs for Hepatitis B 
   

研究開発課題名： （日本語） HBV cccDNA の制御と排除を目指す新規免疫治療薬の開発 
（英 語） Development of new immune drugs for the control and the 

elimination of HBV cccDNA 

   

研究開発担当者

所属 役職 氏名： 

（日本語） 金沢大学医薬保健研究域医学系 教授 金子周一 

（英 語） Kanazawa University, Institute of Medical, Pharmaceutical and 

Health Sciences, Faculty of Medicine, Professor, Shuichi Kaneko 

  

実 施 期 間： 平成 28 年 4 月 1 日 ～ 平成 29 年 3 月 31 日 

   

分 担 研 究 開 発 

課 題 名 ： 

（日本語） HBV 感染マウスを用いた HBV cccDNA 制御に関する研究 

（英 語） Regulation of HBV cccDNA using HBV-infected mice 

   

研究開発分担者

所属 役職 氏名： 

（日本語） 広島大学病院 講師 今村道雄 

（英 語） Hiroshima University Hospital, lecturer, Michio Imamura 

   

分 担 研 究 開 発 

課 題 名 ： 

（日本語） 免疫賦活薬の開発 

（英 語） Development of New Drugs for Antiviral Immunity 

   

研究開発分担者

所属 役職 氏名： 

（日本語） 福井大学 教授 中本安成 

（英 語） Fukui University, Professor, Yasunari Nakamoto 

   

分 担 研 究 開 発 

課 題 名 ： 

（日本語） HBV 感染細胞のエピゲノム 

（英 語） Epigenetic analysis in HBV infected cells 

   

研究開発分担者

所属 役職 氏名： 

（日本語） 金沢大学 特任教授 橋本真一 

（英 語） Kanazawa University, Professor, Shinichi Hashimoto 

   

分 担 研 究 開 発 （日本語） HBVccc 肝細胞株の樹立と HBVccc の制御機構 
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課 題 名 ： （英 語） Establishment of HBVccc-producing cells and identification of 

control mechanism of HBVccc 

   

研究開発分担者

所属 役職 氏名： 

（日本語） 金沢大学 協力研究員 大石尚毅 

（英 語） Kanazawa University, Co-Researcher, Naoki Oishi 

   

分 担 研 究 開 発 

課 題 名 ： 

（日本語） 新規アジュバントを用いたワクチン治療法の開発と評価法の確立 

（英 語） Development of therapeutic vaccine for chronic HBV infection 

using novel adjuvant and establishment of evaluation system for 

its efficacy 

   

研究開発分担者

所属 役職 氏名： 

（日本語） 名古屋大学 教授 石川哲也 

（英 語） Nagoya University, Professor, Tetsuya Ishikawa 

   

分 担 研 究 開 発 

課 題 名 ： 

（日本語） ヒト B型慢性肝炎の免疫学的寛容の解析（NK 細胞と樹状細胞） 

（英 語） Investigation on the mechanism of immune tolerance against HBV 

in patients with chronic hepatitis B: A focused analysis on NK 

cells and dendritic cells 

   

研究開発分担者

所属 役職 氏名： 

（日本語） 国立国際医療研究センター 研究センター長 考藤達哉 

（英 語） National Center for Global Health and Medicine, Director, 

Tatsuya Kanto 

   

分 担 研 究 開 発 

課 題 名 ： 

（日本語） HBV 感染に対する自然免疫賦活化効果の研究 

（英 語） Investigation of the activation of innate immune response to HBV 

   

研究開発分担者

所属 役職 氏名： 

（日本語） 京都大学 助教 高橋 健 

（英 語） Kyoto University, Assistant professor, Ken Takahashi 

   

分 担 研 究 開 発 

課 題 名 ： 

（日本語） HBV 感染が宿主のアポトーシスに与える影響の解析 

（英 語） Analysis for HBV genotype-associated susceptibility to 

apoptosis 

   

研究開発分担者

所属 役職 氏名： 

（日本語） 国立感染症研究所 室長 加藤孝宣 

（英 語） National Institute of Infectious Diseases, Laboratory Chief, 

Takanobu Kato 

   

分 担 研 究 開 発 

課 題 名 ： 

（日本語） TCR クローニングと TCR を用いた細胞治療 

（英 語） TCR cloning and its use for adoptive T cell therapy 

   

研究開発分担者

所属 役職 氏名： 

（日本語） 富山大学 教授 村口 篤 

（英 語） Toyama University, Professor, Atsushi Muraguchi 
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分 担 研 究 開 発 

課 題 名 ： 

（日本語） TCR 遺伝子導入リンパ球の作製とそれを用いた細胞療法の開発 

（英 語） Production of TCR gene-engineered lymphocytes and development 

of adoptive cell therapy utilizing the engineered lymphocytes 

   

研究開発分担者

所属 役職 氏名： 

（日本語） 長崎大学 教授 池田裕明 

（英 語） Nagasaki University, Professor, Hiroaki Ikeda 

   

分 担 研 究 開 発 

課 題 名 ： 

（日本語） ペプチド＋アジュバント併用療法の開発 

（英 語） Development of new adjuvants for peptide vaccine against HBV 

   

研究開発分担者

所属 役職 氏名： 

（日本語） 医薬基盤・健康・栄養研究所 サブプロジェクトリーダー 山本拓也 

（英 語） National Institutes of Biomedical Innovation, Health and 

Nutrition, Deputy Project Leader, Takuya Yamamoto 

   

分 担 研 究 開 発 

課 題 名 ： 

（日本語） HBV に対する HLA-A24 拘束性 CTL エピトープを用いたペプチドワク

チンの開発 

（英 語） Development of peptide vaccines using HBV-derived HLA-A24 

restricted cytotoxic T lymphocyte epitope 

   

研究開発分担者

所属 役職 氏名： 

（日本語） 金沢大学 准教授 水腰英四郎 

（英 語） Kanazawa University, Associate Professor, Eishiro Mizukoshi 
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II. 成果の概要（総括研究報告） 
・研究開発代表者(金子周一)  

核酸アナログが投与されている B 型慢性肝炎症例 130 例の解析から HBcrAg 陽性例は陰性例と比

較し有意に肝細胞がんの発生を認めた。HBcrAg 陽性例の肝組織では陰性例に比し、HNF4、CEBP
や Sp1 などの HBV 転写促進に働く転写因子の発現亢進が認められ、プレゲノム RNA や HBV-DNA
の発現が亢進し、肝組織内では HBV ゲノム複製が維持されていた。メトホルミンは HNF4、PPARA、

LRH1 の発現を抑制し、pgRNA、HBsAg、HBV-DNA、cccDNA を減少させ、エンテカビルとの併

用で相加効果が認められることを明らかにした。 
B 型慢性肝炎症例の末梢血液の pDC の遺伝子発現解析を行い、慢性活動性 B 型肝炎症例では健常

例や無症候性キャリア症例と比較し、多くの免疫機能に関する遺伝子発現の低下が認められること

を明らかにした。ヒト白血病由来樹状細胞（PMDC05）を用いた検証では、HBV が複製する

HepG2.2.15 との共培養により PMDC05 のサイトカイン産生能の低下が認められた。OSM 及び

LECT2 刺激により PMDC05 の機能回復を認めた。LECT2 は p-IkB の発現誘導、IkB の発現低下

を介して樹状細胞の NFkB シグナルを活性化することを明らかにした。 
・研究開発分担者(今村道雄)   

高容量のインターフェロンおよびエンテカビルを投与することにより、ヒト肝細胞キメラマウス

における肝内 cccDNA が減少した。HBV を感染させたヒト肝細胞移植 TK-NOG マウスにヒトリン

パ球を用いて免疫再構築を行い、重症肝炎モデルマウスの系を作製した。この系において、アバタ

セプトが重症肝炎に有効であることが示され、免疫治療の可能性が明らかとなった。 
・研究開発分担者(中本安成)   

B 型慢性肝炎マウスモデルにおいて、ウイルス産生の低下と逆相関する発現遺伝子群が選択され

た。なかでもケモカイン CCL5 分子について、STAT3 および NFkB 径路を介して抗ウイルス効果に

関与する可能性が示された。さらに in vitro 感染系において、HBV cccDNA 量と相関する宿主由来

因子が選択され、新たな標的候補分子として示唆された。 
・研究開発分担者(橋本真一)   

ヒストンアセチル化阻害剤である SAHA 及び抗 HIV 薬、Prostratin は HBV DNA の量を低下さ

せた。さらに SAHA 及び Prostratin は、ラミブジン、エンテカビル剤の効果を若干増強した。こ

の結果からこれらの薬剤による HBV 治療の可能性が示された。 
HBV の細胞内維持機構に関与していると考えられる宿主遺伝子、LIPG、HECW2、DOCK11、

DENND2A の 4 つを同定した。特に DOCK11、 DENND2A の発現阻害は HBV に感染したヒト肝

細胞において HBV cccDNA を検出限界まで減少させた。この結果から DOCK11,、DENND2A をタ

ーゲットとした治療法は抗 HBV 薬としての可能性が示された。 
・研究開発分担者(大石尚毅)   

B 型肝炎ウイルスの複製に重要な因子として KDM5B、DNMT3A、NR3C1 の 3 個の転写因子が

同定された。マイクロ RNA-29 はこれらの 3 個の転写因子の発現制御を行っており、B 型肝炎ウイ

ルスの複製制御に中心的な役割を担っていることが分かった。3 個の転写因子の抑制およびマイクロ

RNA-29 の誘導は慢性 B 型肝炎の新たな治療戦略となり得ることが示唆された。 
・研究開発分担者(石川哲也)   

ヒト HBV キャリアのモデルである HBs 抗原トランスジェニックマウスにおいて、HBs 抗原ワク

チンに加え、K タイプの CpG-oligodeoxynucleotide である K3 に Schizophyllan を結合させた

K3-SPG をアジュバントとして用いて免疫を行うことで、HBs 抗体、HBs-CTL 応答の誘導、肝臓に

おける炎症巣の出現など、免疫寛容の打破を確認、治療応用の可能性を示した。 
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・研究開発分担者(考藤達哉)    
HBV cccDNA の完全排除のためには免疫系の活性化が必要である。HBV を遺伝子導入した Huh7

（HBV-Huh7）と樹状細胞（DC）、NK 細胞の共培養の系を用いて以下のことを明らかにした。 
1) NK 細胞は HBV-Huh7 との共培養で IFN-γ を産生し、HBV 複製を抑制した。 
2) Plasmacytoid DC (PDC)は HBV-Huh7 との共培養で IFN-α、IFN-λ を産生し、NK の Granzyme 

B、TRAIL 発現を亢進させ、HBV 複製抑制効果を増強した。 
3) HBV-Huh7 細胞内に IFN-α 誘導性 ISG 群（APOBEC3G、ISG15、IFIT1、MxA など）が誘導

された。IFN-α 中和抗体、抗 TRAIL 抗体、抗 NKG2D 抗体の添加によって HBV 複製抑制は減

弱した。 
4) STING のアゴニスト（cGAMP）を添加すると、HBV の存在下でのみ NK 細胞の IFN-γ、

Granzyme B 産生能が亢進し、HBV 複製を強く抑制した。同時に細胞傷害を示す LDH 活性も

上昇した。 
以上の結果より HBV 複製の抑制には NK 細胞と PDC の協調作用が必要であり、今後は肝細胞障害

活性を抑えつつ NK と DC を効率よく活性化する化合物、生理活性物質のスクリーニングが必要で

と考えられた。 
・研究開発分担者(高橋 健)   

B 型肝炎における自然免疫応答を高感度のトランスクリプトーム解析で解析し、以下の 3 つの結

果を得た。1) 患者の末梢血単核球細胞レベルでは IFN 応答が一部確認される。2) in vitro や ex vivo 
の実験系で得られた HBV 感染肝細胞で有意な IFN 応答は検出されない。3) HBV 抗原を任意の時期

に発現するモデルマウスの肝全体の解析でも有意な IFN 応答は検出されない。以上より、B 型肝炎

における自然免疫応答は生じたとしても微弱であることを明らかにした。また、HBV/alum ワクチ

ン併用下のマウス実験で、抗原発現により肝内で Th1 応答が惹起されたことから、Th2 誘導優位と

される alum 投与でも TLR システムに代表される自然免疫シグナルの活性化が生じうると示唆され

た。 
・研究開発分担者(加藤孝宣)   

HBV の培養細胞での複製モデルを用いて、免疫細胞により誘導される宿主のアポトーシスにHBV
複製が与える影響を評価した。各種遺伝子型のHBV複製プラスミドを導入したHepG2細胞をTNF-
αで刺激したところ、HBV 遺伝子型 A 株が複製している細胞では遺伝子型 B、C 株の細胞と比較し

てアポトーシス感受性が低下していた。さらにこれらの HepG2 細胞に NK 細胞を移入することによ

り誘導されるアポトーシスに対しても遺伝子型 A 株複製細胞では感受性の低下が観察された。遺伝

子発現解析の結果、遺伝子型 A 株の導入細胞では TNF-αレセプターの発現が抑制されていた。以

上の結果は、HBV 遺伝子型 A 株の感染において感染の遷延化を引き起こす原因の一つになっている

可能性が考えられた。 
・研究開発分担者(村口 篤)   

本研究にて同定した HLA-A24 に結合する HBV タンパク質由来ペプチド、及び、既報のペプチド

を用いて、HBV 感染患者の末梢血リンパ球より、HBV 特異的 T 細胞を同定し、その TCR を取得し

た。取得した TCR を末梢血 T 細胞に発現させることで、HBV ペプチド特異的細胞傷害活性を誘導

できることを示した。 
・研究開発分担者(池田裕明)    

以下の 3 点の研究開発成果を挙げた。1) 富山大学にて作成された HBV 特異的 TCR の遺伝子をヒ

ト末梢血リンパ球に遺伝子導入し、HBV 抗原発現細胞を傷害することを確認した。2) TCR 改変リ

ンパ球輸注療法の効果安全性を評価するインビボ評価系を確立した。3) 独自開発の siTCR レトロウ
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イスルベクターを用いて、非自己リンパ球を用いた T 細胞輸注療法の開発を行った。 
・研究開発分担者(山本拓也)   

新規核酸アジュバント候補として、医薬品適正製造基準（GMP）準拠で製造されたヒト型 CpG
オリゴ核酸（CpG-ODN）、及び第２世代の DDS-核酸アジュバントとしてベータグルカン CpG-ODN
複合体の B 型肝炎治療応用へ向けての開発に成功した。またこれらアジュバントの高い安全性、有

効性をカニクイザルにて証明した。 
・研究開発分担者(水腰英四郎)   

日本人での感染率が高いB 型肝炎ウイルス(HBV) genotype C 由来の HLA-A24 拘束性細胞傷害性

T 細胞(CTL)エピトープを複数同定した。エピトープのうち、患者臨床データにおいて HBV コア関

連抗原や血清 ALT 値と相関する免疫応答を示すエピトープが HBV 排除に関連すると考えられ、こ

うしたエピトープを明らかにした。また、これらのエピトープ部位に相当する HBV のアミノ酸配列

の変異の有無と免疫応答との関連を明らかにした。同エピトープを用いたペプチドワクチンの開発

のために、数種類のアジュバントとペプチドを組み合わせたペプチドワクチンとしての安全性、免

疫誘導効果、適切なアジュバントとの組み合わせをヒトの HLA をもつ遺伝子改変マウスモデルにて

確認した。上記検討により、最終的に 2 種類の HBV genotype C 由来の HLA-A24 拘束性細胞傷害

性 CTL エピトープを用いたペプチドワクチンの候補エピトープを確定した。 
 
・研究開発代表者(金子周一)   

We evaluated the clinical and virological assessment of CHB patients who were underwent 
nucleotide analog and revealed that the positivity of HBcrAg was one of the significant variables 
associated with the complication of HCC. Gene expression profiling showed the up-regulated 
expression of HNF4A, CEBP and Sp1 in the liver of HBcrAg positive patients. These 
transcriptional factor induces HBV related genes transcription, and therefore, amount of pgRNA 
and HBV-DNA was significantly higher in the HBcrAg positive liver than HBcrAg negative liver.   
We found metformin inhibited the expression of HNF4, PPARA and LRH1, and decreased the 
amount of pgRNA, HBsAg, HBV-DNA and cccDNA. Furthermore, we found combination of ETV 
with metformin had additive effect on HBV replication. 

We evaluated the gene expression profiling of pDC from the patients with CHB. We showed 
many of the functional genes were down regulated in pDC of active phase of CHB compared with 
healthy carrier or HBV free normal subjects. In vitro analysis using human leukemia derived 
dendritic cells (PMDC5) showed that expression of cytokines from PMDC5 was substantially 
repressed when they were co-cultured with HepG2.2.15 in which HBV was replicating. We found 
OSM and LECT2 recovered the function of PMDC5. Western blotting analysis revealed LECT2 
activated NF-KB signaling through up-regulating p-IkB and down-regulating total IkB in 
PMDC5. 
・研究開発分担者(今村道雄)   

High dose entecavir and PEG-IFN combination treatment in human hepatocyte chimeric mice 
resulted in a reduction of intrahepatic HBV cccDNA. of HBV can be achieved even in the absence 
of a cellular immune response. We established an animal model of fulminant hepatitis caused by 
HBV infection using human hepatocyte chimeric TK-NOG mice transplanted human PBMCs. 
Using this animal model, CTLA4Ig was shown to be effective in suppressing hepatitis. 
・研究開発分担者(中本安成)   
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In a mouse model of chronic hepatitis B, a gene cluster inversely correlating with the viral 
production was isolated. Of these genes, a chemokine CCL5 is suggested to contribute to the 
antiviral effects via the STAT3 and NFkB pathways. Using the in vitro infection system of HBV, 
novel host-derived molecules correlating with the viral cccDNA were identified as candidates for 
therapeutic targets. 
・研究開発分担者(橋本真一)   

SAHA, a histamine secretion inhibitor, and prostratin, anti-HIV drug reduced the amount of 
HBV DNA. In addition, SAHA and prostratin slightly enhanced the effect of anti-HBV drugs, 
lamivudine and entecavir. These data indicated that these drugs may represent a new 
therapeutic strategy against HBV. 

On the other hand, we identified four genes, LIPG, HECW2, Dock11 and DENND2A as 
candidate genes required to maintain HBV intracellularly. In primary human hepatocytes 
infected with HBV, knockdown of DOCK11 and DENND2A strongly decreased the amount of 
both HBV DNA and covalently closed circular DNA to below the limit of detection. Inhibitors of 
these genes may represent a new therapeutic strategy against HBV. 
・研究開発分担者(大石尚毅)   

Three transcription factors (KDM5B, DNMT3A, NR3C1) were identified as important 
regulators of HBV replication. Mir-29 played a central role for HBV replication through 
regulating the expression of 3 transcription factors. Suppression of three transcription factors or 
introduction of miR-29 could be a new therapeutic approach for chronic hepatitis B patients. 
・研究開発分担者(石川哲也)   

In the HBsAg-transgenic mice, which are the model of human HBV carrier and deeply 
tolerant to HBsAg, we observed the breakdown of the immune-tolerance: induction of the 
HBsAg-specific immune responses and the inflammatory responses in the liver, by the 
vaccination with HBsAg and the adjuvant named K3SPG: K type CpG-oligodeoxynucleotide 
wrapped by schizophyllan (SPG). This suggests that the vaccination with HBsAg and K3SPG 
could be a candidate of therapeutic vaccine for chronic hepatitis B virus infection. 
・研究開発分担者(考藤達哉)   

Activation of immune response against HBV is essential for the clearance of cccDNA from 
HBV-infected cells. By using an in vitro co-culture of HBV-transfected Huh7 (HBV-Huh7), NK 
cells and dendritic cells (DC), we demonstrated the following findings. 
1) NK cells suppressed HBV replication in HBV-Huh7 by producing IFN-g. 
2) Plasmacytoid DC enhanced a capacity of NK cells suppressing HBV replication via granzyme 

B or TRAIL, by producing IFN-  and IFN-  in the presence of HBV-Huh7. 
3) In the co-culture, IFN- -inducible genes (ISGs), such as APOBEC3G, ISG15, IFIT1 and MxA, 

were strongly expressed in HBV-Huh7. Such gene induction was reduced with treatment of 
neutralizing/masking Abs against IFN- , TRAIL or NKG2D. 

4) Agonistic compound against STING, cGAMP, enhanced the expression of IFN-g and 
granzyme B in NK cells in the presence of HBV-Huh7, thereby suppressing HBV replication. 

These results suggest that active interaction between NK cells and PDC is essential for 
immunological HBV suppression. Further investigation is warranted to discover synthetic or 
natural adjuvants for efficient augmentation of NK cells and DCs without collateral damage for 
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attaining functional cure of HBV infection. 
・研究開発分担者(高橋 健)   

Innate immune response to HBV was assessed by high-sensitivity transcriptome analysis 
using next generation sequencing or digital color-coded barcode technology for direct 
multiplexed measurement of gene expression. Type I interferon response was slightly observed 
in the peripheral blood mononuclear cells from HBV patients, but neither in in vitro or ex vivo 
HBV-infected hepatocytes nor in whole liver of HBV antigen-expressing model mice. We 
conclude that innate immune response is absent or marginal in hepatitis B. Interestingly, 
clinically available alum-based HBV vaccine induced intrahepatic Th1 rather than Th2 response 
in the HBV antigen-expressing mice, suggesting that alum activates innate immune system like 
TLRs by unknown mechanisms to be investigated. 
・研究開発分担者(加藤孝宣)   

To evaluate the genotype dependent susceptibilities to NK cell induced apoptosis, HBV 
replication-competent constructs of various genotypes were transfected into HepG2 cells, and 
the transfected cells were exposed to the established cell line of NK cells. The HepG2 cells 
transfected with HBV genotype B strains were highly susceptible to the apoptosis induction by 
NK cells, whereas cells with genotype A strains were resistant. The expression level of TNF-α 
receptor mRNA was responsible for the resistance to apoptosis induction. These observations 
may explain the genotype-associated establishment of persistent infection after acute hepatitis 
B. 
・研究開発分担者(村口 篤)   

By using HBV protein-derived peptides that bind to HLA-A24 molecules, we detected 
HBV-specific T cells in peripheral blood mononuclear cells of HBV-infected patients. We obtained 
TCRs from the obtained T cells and showed that the obtained TCR induced HBV-peptide-specific 
cytotoxicity by expressing them in peripheral blood T cells. 
・研究開発分担者(池田裕明)   

In Nagasaki University, we successfully transduced HBV-specific T cell receptor (TCR) into 
human PBMC, providing the lymphocytes with cytotoxic ability against HBV antigen-positive 
cells. We established in vivo model that evaluates the efficacy of adoptive immunotherapy with 
TCR-gene modified lymphocytes. We developed the adoptive immunotherapy with allogeneic 
lymphocytes utilizing a novel siTCR retrovirus vector. 
・研究開発分担者(山本拓也)   

We have produced the humanized CpG ODN adjuvant under the Good Manufacturing 
Practices (GMP) and developed a novel nanoparticulate K CpG ODN wrapped by the 
nonagonistic Dectin-1 ligand schizophyllan (SPG). We also proved the safety and efficacy of 
these adjuvants for in vivo administration in non-human primate model. 
・研究開発分担者(水腰英四郎)   

We identified several HLA-24 restricted CTL epitopes based on the amino acid sequences of 
HBV genotype C, which was the most frequently infected genotype in Japanese. In these 
epitopes, we also identified the epitope which was associated with the serum levels of ALT or 
HBV core-related antigen and the relationships between the CTL responses and the epitope 
mutation. For the development of HBV-specific peptide vaccines, we examined and confirmed 
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the safety and immunological effects of the peptide and the combination with some adjuvants in 
HLA-transgenic mice. In this study, we finally identified 2 kinds of HBV genotype C-derived 
HLA-A24 restricted CTL epitopes candidate for HBV-specific peptide vaccines. 
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