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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 研究開発代表者による報告の場合 

・ Hydrodynamic injection 法によるHBV感染モデルとKOマウスを用いて、HBV感染防御にIRF-3/7, 

IFNAR が重要なことを証明した（Leong et al., J Innate Immun 2014）。感染防御は IFN- に

依るが、IRF3/7 は MAVS, TICAM-1 どちらにも有為に依存せず、感染巣から遊離した RNA/exosome 

が関与した（Kouwaki et al., Front Immunol 2017）。IFN- の肝細胞に於ける抗ウイルスエフ

ェクターは ISG20 であった（Leong et al., Oncotarget 2015）。HBV に対する獲得免疫の起動

にはIFN経路以外にMyD88が関与し、抗原特異的CTLが誘導される（Leong et al., Med Sci. 2016）

（志馬班員）。 

・ 自然免疫インターフェロン応答に重要な分子 IPS-1 を欠損した NTCP 発現 HepG2 を作製し、HBV

感染が長期間持続可能となり論文として報告した(Yao et al, Int Immunol 2017 Mar)。また、

NTCP を発現するトランスジェニックマウスを作製し、肝細胞の膜上への発現を確認した（未発

表）。現在トランスジェニックマウスを用いて、HBV 感染を精力的に行っている（加藤班員）。 

・ 新たなホストマウスである cDNA-uPA/SCID キメラマウスに HBV を長期間接種した。HBV 長期感染

キメラマウスにおいて、ヒト肝細胞の ploidy と２核細胞の増加、in vivo における増殖能の低

下が観察され、これらの変化はインターフェロン 投与によって抑制された。これらの変化はド

ナーや Genotype 間で差がある可能性が示唆された（立野班員）。 

・ ゲノム編集による HBV の不活化や B型肝炎に関与する遺伝子の機能解析のため、異なるゲノム領

域を同時に切断可能な Multipex CRISPR-Cas9 ベクターを開発し、論文発表した（Sakuma et al., 

Sci Rep, 2014）。更に本システムを用いた HBV の破壊と、HepG2 細胞での遺伝子破壊法の確立に

ついての成果を発表した（Sakuma et al., Genes Cells, 2016; Sakuma et al., Methods Mol Biol, 

2017）（山本班員）。 

・ 薬剤誘導性に肝細胞特異的に B 型肝炎ウィルス抗原タンパクを発現する遺伝子改変マウスを樹

立した。このモデルマウスを活用し、ヒト B型肝炎病態を模倣した免疫応答の詳細な解析を行う

ことにより、HBV 感染排除に関与する宿主分子として補助刺激受容体の関与を特定した（丸澤班

員）。 

・ S 蛋白質、core 蛋白質によるウイルス様粒子および HBV を用いて、HBV の細胞からの放出に関わ

る宿主因子を探索した。Alix と core 蛋白質の相互作用を詳しく解析したが、現在のところ薬剤

開発に有用な結果は得られていない（坂口班員）。 

・ B型慢性肝炎に対する核酸アナログ製剤投与によりHBs抗原が低下した症例に対して、高力価HBs

抗体含有免疫グロブリン（HBIG：ヘブスブリン）、HB ワクチン（ビームゲン）反復投与療法につ

いて、第 II 相試験として検証し、有効性、安全性を確認した。今後、HBs 抗原低下例では、drug 

free を目指す上で、 治療選択の一つとなる可能性が示唆された（相方班員）。 

 

・ The role of the innate immune system in eliminating HBV was investigated using 

hydrodynamic-based injection of HBV replicative plasmid and knockout mice deficient in 

specific pathways of the innate system. IRF-3/7 and IFNAR are essential but TLR3/TICAM-1 

and RIG-I/MDA5/MAVS are dispensable for resistance to HBV replication. HBV RNA or exosomes 

liberated from infected hepatocytes participate in protection against HBV infection, which 

is largely explained by the production of IFN-  and ISGs: the most effective one be ISG20. 

Antigen-specific CTLs against HBV occurred through MyD88 pathway in conjunction with 

IFN-inducing pathway (Hiroaki Shima). 
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・ We have worked in the establishment of IPS-1 knockout HepG2 cells which lack RIG-I like 

receptors-dependent signaling. We found the established cell line is susceptible to HBV 

infection, retained HBV infection for a long period and reported the finding (Yao et al, 

Int Immunol 2017 Mar). In addition, we succeeded to generate NTCP transgenic mice and 

confirmed the expression of NTCP on hepatocyte plasma membrane. Intensive studies have 

been continued for HBV infection with the transgenic mice (Hiroki Kato). 

・ Novel chimeric mice using cDNA-uPA/SCID host mice were infected with HBV for more than 

12-weeks. Ploidy and binucleation of the human hepatocytes increased and their growth 

ability in vivo decreased in the HBV-infected group. These changes were suppressed by 

interferon-  treatment to the HBV-infected group. These changes would be different among 

donors or genotypes (Chise Tateno-Mukaidani). 

・ To inactivate HBV DNA by genome editing and to analyze the function of genes involving 

in hepatitis B, we developed the Multiplex CRISPR-Cas9 vector, which enables simultaneous 

introduction of genomic cleavage at different loci (Sakuma et al., Sci Rep, 2014). By using 

this system, disruption of HBV DNA and establishment of gene disruption method in HepG2 

cells were also reported (Sakuma et al., Genes Cells, 2016; Sakuma et al., Methods Mol 

Biol, 2017)(Takashi Yamamoto). 

・ We developed a novel mouse model in which HBV-derived viral protein could be induced in 

response to tamoxifen in hepatocytes and found that this mouse model well recapitulated 

the anti-HBV specific immune response in the liver tissue (Hiroyuki Marusawa). 

・ Host factors for HBV egress have been investigated by using virus-like particles of S and 

core proteins as well as HBV. The interaction of Alix and the core protein has been 

investigated extensively, although we do not have a promising result for drug development 

so far (Takemasa Sakaguchi). 

・ We evaluated the antiviral effects of antibody to HBsAg (anti-HBs) immunoglobulin (HBIG) 

and hepatitis B vaccine combination therapy by in an vivo study and a clinical trial. As 

conclusion, this combination therapy might benefit patients with chronic hepatitis B whose 

HBsAg titer becomes lower following long-term nucleotide/nucleoside analogue treatment 

(Hiroshi Aikata and Kazuaki Chayama). 
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生物学会（CBI）, 2016/8/2,国内 
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田原栄俊, 第 8回日本 RNAi 研究会, 2016/8/31,国内 

31. ヒト膵がん細胞における老化誘導 microRNA の p16 依存的な細胞死誘導, ポスター, 高木翔太,

福永早央里,山本佑樹,木根原匡希,嶋本顕,田原栄俊, 第 8 回日本 RNAi 研究会, 2016/8/31,国内 

32. がん治療を目的とした PRPF19siRNA の核酸医薬への応用, ポスター, 矢野公義,塩谷文章,福永早央

里,高木翔太,木根原匡希,嶋本顕,田原栄俊, 第 8回日本 RNAi 研究会, 2016/9/1,国内 

33. 老化誘導マイクロ RNA を用いたがん治療の可能性, 口頭,田原栄俊, 日本癌学会, 2016/10/6,

国内 

34. miRNA biomarker identification using microarray and NGS, 口頭,田原栄俊, AMED マイクロ RNA

プロジェクト・国際シンポジウム, 2016/11/10,国内 

35. Circulating microRNAs as novel promising biomarkers for early detection of Tongue 

Cancer,Poster ,Yukie Nishiyama,Hidetoshi Tahara , ESMO ASIA, 2017/1/16,国外 

36. RNA-seq analysis of innate immune response in hepatitis B, 口頭, Takahashi K, Fujii K, 

Iida K, Marusawa H. Digestive Disease Week 2016 (DDW2016), 2016/5/22-24､ San Diego, California, 

USA. 国外. 

37. Reactivated virus from occult hepatitis B virus infection is characterized by amino acid 

changes in the major hydrophilic region of the S gene, 口頭, Inuzuka T, Ueda Y, Matsumoto T, 

Takeda H, Marusawa H, Digestive Disease Week 2016 (DDW2016), 2016/5/22-24, San Diego, 

California, USA. 国外. 

38. B型肝炎ウイルスの粒子形成機構と宿主因子の解明, 口頭, 坂口剛正, 入江崇, 平成28年度中

四国乳酸菌研究会総会および研究発表会, 2016/5/20, 国内 

39. Core-VLPを用いたB型肝炎ウイルス出芽機構の解析, 口頭, 松原稔樹, 小田康祐, 入江崇, 福

士雅也, 坂口剛正, 第31回中国四国ウイルス研究会, 2016/7/9, 国内 

40. Core-VLPを用いたB型肝炎ウイルス出芽機構の解析, ポスター, 松原稔樹, 小田康祐, 入江崇, 

福士雅也, 坂口剛正, 第64回日本ウイルス学会学術集会, 2016/10/23, 国内 

41. ウイルス感染症, 口頭, 坂口剛正, 第40回広島感染症研究会 記念講演会, 2016/10/29, 国内 

HBV core蛋白質の細胞からの放出, 口頭, 坂口剛正, 松原稔樹, AMED Ｂ型肝炎創薬実用化等研究事

業平成28年度３班合同班会議, 2016/12/20, 国内 

42. Masaki K, Abe H, Sakuma T, Tsuge M, Imamura M, Hayes CN, Aikata H,  Yamamoto T, Chayama 

K. Analysis of the effect on HBV by genome editing using CRISPR/Cas9 system. The 67th AASLD 
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(Poster) 
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1. 細胞外小胞・マイクロ RNA 研究の新展開,田原栄俊,日本薬学会中国四国支部例会,2016/6/18,国内 
2. テロメア・マイクロ RNA 検査で健康長寿をめざせ,田原栄俊,第 12 回アンチエイジング静岡カンフ

ァランス,2016/7/27,国内 
3. マイクロ RNA を用いた核酸薬の開発,田原栄俊,Cancer Frontiers Seminar,2016/7/28,国内 
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平成 ２９年  ５月 １２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）革新的な動物モデルや培養技術の開発を通じた HBV 排除への創薬研究 

      （英 語）Development of new therapy for hepatitis B virus infection using 

novel cell  

culture and animal model system.                                

 

研究開発担当者  （日本語）薬学研究科・教授・水口 裕之 

 

所属 役職 氏名： （英 語） Graduate School of Pharmaceutical Sciences, Professor, 

Hiroyuki Mizuguchi 

      

実 施 期 間： 平成２８年 ４月 １日 ～ 平成２９年 ３月３１日 

 

分 担 研 究  （日本語）アデノウイルスベクターを用いたヒト肝臓キメラマウスへの遺伝子導入 

開 発 課 題 名： （英 語）Gene transfer into a chimeric mouse with a humanized liver by  

adenovirus  

vectors 

     

研究開発分担者   （日本語）水口裕之 

所属 役職 氏名： （英 語）Hiroyuki Mizuguchi 
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分 担 研 究  （日本語）HBV コアプロモーター制御における脱ユビキチン化酵素の関与の検討 

開 発 課 題 名： （英 語）Involvement of de-ubiquitinating enzymes in activity of HBV core 

promoter. 

     

研究開発分担者   （日本語）岡本 徹 大阪大学微生物病研究所 分子ウイルス分野 助教 

所属 役職 氏名： （英 語）Toru Okamoto, Department of Molecular Virology, Research Institute 

for Microbial Diseases, Osaka University.  

 

 

II. 成果の概要（総括研究報告） 
研究開発代表者：広島大学大学院 医歯薬保健学研究院・茶山一彰   総括研究報告を参照。 

 
III. 成果の外部への発表 
（１）学会誌・雑誌等における論文一覧（国内誌   件、国際誌   件） 

該当なし 
 

（２）学会・シンポジウム等における口頭・ポスター発表 
1. CRISPR/Cas9 システム搭載アデノウイルスベクターの開発と機能評価, 口頭, 中谷光佑, 町

谷充洋, 高山和雄, 立花雅史, 櫻井文教, 水口裕之, 第 66 回日本薬学会近畿支部総会・大会, 
2016/10/15, 国内. 

 
（３）「国民との科学・技術対話社会」に対する取り組み 

該当なし 
 

（４）特許出願 

該当なし 
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平成 ２９年 ５月 ３１日 

 

平成２８年度医療研究開発推進事業費補助金 

（感染症実用化研究事業 肝炎等克服実用化研究事業 Ｂ型肝炎創薬実用化

等研究事業）成果報告書 

 

I. 基本情報 

事  業  名 ： （日本語）感染症実用化研究事業 肝炎等克服実用化研究事業 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 

 

 

補助事業課題名： （日本語）革新的な動物モデルや培養技術の開発を通じた HBV 排除への創薬研究 

      （英 語）Development of new therapy for Hepatitis B virus infection using novel cell culture 
and animal model system. 
 

補助事業担当者  （日本語）国立感染症研究所 ウイルス第二部 主任研究官 Hussein Hassan Aly 

所属 役職 氏名： （英 語）National Institute of Infectious Diseases  Department of Virology II 
Senior Researcher  Hussein Hassan Aly   

      

実 施 期 間： 平成２８年４月１日 ～ 平成２９年３月３１日 

 

分担研究課題名： （日本語） 

  （英 語） 

     

補助事業分担者   （日本語） 

所属 役職 氏名： （英 語） 
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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 補助事業分担者による報告の場合 

補助事業代表者：広島大学 大学院 医歯薬保健研究科 教授 茶山一彰  総括研究報告を参照。 
和文 
B 型肝炎ウイルス（HBV）はステルスウイルスであり、自然免疫応答、獲得免疫応答の効率的な誘導に

必要なインターフェロン系は、ほとんど誘導されない。しかし、成人急性感染の 90%からはウイルスが

排除され、すなわち宿主にはインターフェロンに依存しないウイルス排除システムが備わっていると考

えられる。機能的スクリーニング法により、HBV 複製を制御する因子の同定を行ったところ、HBV-X 
mRNA と直接的、優先的に相互作用する RNA ヘリカーゼ superkiller viralicidic activity 2-like (S. 
cerevisiae) (SKIV2L)を特定することができた。SKIV2L の発現は、RNA エキソソーム複合体における

HBV－X mRNA を分解するため必要であり、その際、宿主 RNA 品質管理機構の構成要素である HBS１
L タンパク質が仲介を行う。最終的に HBV－X mRNA は、翻訳依存的な No-Stop decay (NSD) RNA 品

質管理機構により分解のタグ付けされ分解される。これらの NSD RNA 品質管理機構が持つ抗ウイルス

活性は初めて明らかとなったものである。SKIV2L の発現を標的としたアプローチは、HBV-RNA の抑

制による抗ウイルス薬の開発に役立つだろう。SKIV2L の発現解析では、IL1b に発現が制御されているこ

とが明らかとなっており、この制御のメカニズムを研究するためにさらなる解析を進めている。 
英文 
Hepatitis B virus (HBV) is a stealth virus, minimally inducing the Interferon system required for efficient 

induction of both innate and adaptive immune response. However, 90% of acute infected adults can clear 

the virus; suggesting the possible presence of other interferon-independent pathways leading to viral 

clearance. Because of the helicase ability to bind and identify viral nucleic acids, we performed a 

functional screening assay to identify those regulating HBV replication. We identified superkiller 

viralicidic activity 2-like (S. cerevisiae) (SKIV2L) RNA helicase that directly and preferentially interact 

with HBV-X mRNA. SKIV2L expression was essential for the degradation of HBV-X mRNA at the RNA 

exosome complex through a 3’ antisense mechanism. The interaction between SKIV2L and HBV-X mRNA 

was mediated by HBS1L protein, a known component of the host RNA quality control system. The HBV-

X mRNA was tagged for degradation by the translation dependent No-Stop decay (NSD) RNA quality 

control system. This is the first time to identify the anti-viral activity of NSD RNA quality control system. 

Targeting SKIV2L expression can be a good anti-viral approach suppressing HBV-RNA. We analyzed the 

regulation of SKIV2L expression, and identified that it is induced by IL1b. Further analysis is undergoing 

to study the mechanism of this regulation. 
 
 

III. 成果の外部への発表 
（１）学会誌・雑誌等における論文一覧（国内誌 なし  件、国際誌  2 件） 

1. Hussein H Aly, Junya Suzuki, Koichi Watashi, Kazuaki Chayama, Shin-ichi Hoshino, 
Makoto Hijikata, Takanobu Kato, Takaji Wakita. RNA Exosome Complex Regulates 
Stability of the Hepatitis B Virus X-mRNA Transcript in a Non-stop-mediated (NSD) RNA 
Quality Control Mechanism. Journal of Biological Chemistry. 2016 Jul 29;291(31):15958-
74 

2. Chean Ring Leong, Kenji Funami, Hiroyuki Oshiumi, Deng Mengao, Hiromi Takaki, 
Misako Matsumoto, Hussein H Aly, Koichi Watashi, Kazuaki Chayama, Tsukasa Seya. 
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Interferon-stimulated gene of 20 kDa protein (ISG20) degrades RNA of hepatitis B virus to 
impede the replication of HBV in vitro and in vivo. Oncotarget. 2016 Oct 18;7(42):68179-
68193 
 

（２）学会・シンポジウム等における口頭・ポスター発表 
1. Aly HH, Suzuki J, Watashi K, Chayama K, Kato T, Wakita T. SKIV2L/RNA Exosome 

Mediated Regulation of Hepatitis B Virus. 25th Asian Pacific Association for the Study of 
the Liver (APASL 2016). Poster Presentation. Shinagawa, Japan 

2. Suzuki J, Aly HH, Watashi K, Chayama K, Kato T, Wakita T. Analyzing RNA exosome HBV 
degradation mechanism. 25th Asian Pacific Association for the Study of the Liver (APASL 
2016). Poster Presentation. Shinagawa, Japan 

3. Aly HH, Suzuki J, Watashi K, Chayama K, Kato T, and Wakita T. Precore stop codon 
regulates the stability of HBV-X mRNA. 4th Japan-Taiwan research symposium on the study 
of hepatitis B virus. Oral Presentation, Taipei, Taiwan (April 2016) 

4. Aly HH, Suzuki J, Watashi K, Chayama K, Kato T, Wakita T. Non-Stop mediated RNA 
quality control decay regulates HBV X-mRNA stability. 2015 International Meeting, 
molecular Biology of Hepatitis B virus, Poster presentation, September 2016, Seoul, Korea. 

5. Aly HH, Suzuki J, Watashi K, Chayama K, Kato T, Wakita T. Non-Stop mediated RNA decay 
mechanism regulates Hepatitis B virus replication. 23rd International Symposium on 
Hepatitis C Virus and Related Viruses, Poster presentation, October 2016, Kyoto, Japan 

6. Aly HH, Suzuki J, Watashi K, Chayama K, Kato T, Wakita T. Non-Stop mediated RNA decay 
mechanism targets HBV-X mRNA for degradation at the RNA exosome. 64 回日本ウイル

ス学会学術集会, October 2016, Sapporo, Japan 
7. Aly HH, Suzuki J, Watashi K, Chayama K, Kato T, Wakita T. NSD regulation of HBV 

replication. The 15th Awaji International Forum on Infection and Immunity Poster 
presentation, 2016, Awaji, Japan 

 
（３）「国民との科学・技術対話社会」に対する取り組み 

1. Explanation about HBV infection, method of transmission, diagnosis, and treatment to the 
general population at the Open campus of 国立感染症研究所 

2.  
3.  

（４）特許出願 

なし 
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