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II. 成果の概要（総括研究報告） 
和文 
（藤田・土方）NTCP を強制発現し、IPS-1 をノックダウンした HepG2 細胞は HBV に４週間以上

に渡って持続感染することを発見した。不死化ヒト肝細胞に NTCP を強制発現することにより HBV
感受性細胞を樹立した。これらの系は抗 HBV 薬剤スクリーニングに有用である。試験管内での HBV 
pol 蛋白質とウイルス RNAε配列の結合のアッセイ系を確立し、抗 HBV 薬剤候補を得た。HBV 粒

子の感染性に宿主細胞の脂肪酸合成経路が重要であることを示した。 
（加藤）二本鎖DNAセンサーである cGMPがHBVを認識して免疫応答を誘導することを見出した。

ヒト肝由来の細胞株 NKNT-3, Li23 細胞に NTCP を強制発現することにより HBV 感受性が高まる

ことを確認した。 
（松浦）初代肝細胞で HBV 感染によって ISG やサイトカインが誘導されることを観察したので、

誘導されるサイトカインの抗 HBV 効果を検討したところ I 型、III 型 IFN が増殖抑制を示したが、

その他のものはこれらのものと同時に処理しても抑制活性は認められなかった。 
（柘植）ヒト肝キメラマウスで HBV 感染によって誘導される遺伝子を網羅的に解析した結果、IL-8
が同定された。この誘導は HBx, Large HBs が関与する転写レベルで制御であった。 
（渡邊、五十川）HBV トランスジェニックマウスにおいて poly I:C を脂質ナノ粒子として投与した
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ところ HBV 特異的 T 細胞応答、HBV 転写抑制がみられ、自然免疫応答の活性化が HBV 排除に有

効であると考えられた。 
（水腰）HBV 感染者では myeloid DC の減少など変化があることが判明した。DC における遺伝子

発現を網羅的に調べたところ、病態、治療によって変化する遺伝子を発見した。特に未治療群で発

現低下、治療で回復する６つの遺伝子を同定した。 
（竹原）B 型慢性肝炎患者で NKp46, NKG2A を強発現する NK 細胞（亜分画）を見出し、これら

が IFN-α治療で増加し、HBs 抗体陽性化と相関することを明らかにした。以上は本亜型が治療標

的・マーカーとして有用であることを示す。 
（斎藤）HBV を遺伝子発現ノックダウンするアデノウイルスベクターを開発し、有用性の高い３種

類の shRNA を同定した。さらにこれらの shRNA を同時に発現するために、３種類に連結したアデ

ノウイルスベクターの作成に成功した。 
 

英文 
[Fujita/Hijikata] Discovered that HepG2 cells overexpressing hNTCP with knocked down 
expression of IPS-1 were highly susceptible to HBV and maintained its replication for over 4 
weeks in vitro culture. Immortalized human hepatocyte was sensitized to HBV by over 
expressing hNTCP. These engineered cell lines are useful for screening of anti HBV chemicals. 
An assay system for physical interaction between viral polymerase and viral  RNA sequence 
was established. By using this, several candidates for anti HBV compounds were obtained. 
Discovered that host lipid synthetic pathway is critical for infectivity of HBV virion.  
[Kato] Discovered that cGAMP acts as sensor for HBV and trigger antiviral IFN responses. 
Found that human hepatic cell lines, NKNT-3, Li23 were sensitized to HBV by overexpressing 
hNTCP.  
[Matsuura] Observed that HBV infection induces ISG and several cytokines in primary 
hepatocyte. However these cytokines alone or in combination with type I and III IFN did not 
exhibit anti HBV activity. 
[Tsuge] Identified IL-8 as one of the strongest inducible gene by HBV infection in humanized 
chimeric mouse. This induction was transcriptional activation induced by viral HBx and large 
HBs proteins. 
(Watanabe/Isogawa) Found that administration of poly I:C/nano lipid particle results in 
HBV-specific T cell response as well as transcriptional inhibition of HBV in HBV transgenic 
mouse. This result suggested that activation of antiviral innate immunity facilitates HBV 
eradication. 
[Mizukoshi] Discovered that HBV infection in human results in dendritic cell (DC) population 
changes. By examining gene expression profiles in DC, identified 6 genes whose expression is 
attenuated in untreated patients and enhanced after therapeutic treatment. 
[Takehara]]Identified a NK subset with high expression of NKp46, NKG2A in patients with 
HBV infection. This subset increased upon IFN-  therapy and positively correlated with 
production of anti HBs. This subset may be important as a therapeutic target and disease 
monitoring. 
[Saito] Developed an Adenovirus vector capable of knocking down HBV gene by co-expressing 3 
shRNA targeting multiple regions of HBV genome.  
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II. 成果の概要（総括研究報告） 
＜和文＞ 
背景および目的：B 型慢性肝疾患に対する抗ウイルス療法は、ウイルスの増殖抑制や、肝炎鎮静化に

よる肝疾患進行予防を目的としており、インターフェロン治療や核酸アナログ治療が広く行われて

いる。しかしながら、インターフェロン治療における効果は個々により大きく異なり、また、核酸

アナログ治療ではヒト肝細胞からのウイルスの完全排除が困難であることから長期的な治療が必須

となっている。そのため、新規治療薬の開発は、B 型慢性肝疾患の治療成績向上には重要と考えられ

る。一方、次世代シークエンス解析技術の開発に伴い、これまでの cDNA マイクロアレイよりもよ

り高感度で情報量の多い遺伝子発現プロファイルを得ることが可能になった。これらのことを踏ま

え、本研究では、T 細胞や B 細胞の機能が欠失し、マウス肝組織が高度にヒト肝細胞に置換された

ヒト肝細胞キメラマウスを用いて、免疫不全状態で B 型肝炎ウイルス（HBV）感染が直接ヒト肝細

胞に及ぼす影響を解析することとした。 

方法：12 頭のヒト肝細胞キメラマウスを準備し、各群 4 頭ずつ非感染マウス群、10 日間の HBV 感
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染マウス群、8 週間の HBV 感染マウス群の 3 群を作製した。各マウスを sacrifice 後、マウス肝組織

よりヒト肝細胞を回収し、細胞より total RNA を抽出した。その後、次世代シークエンサ（Illumina

社 HiSeqTM 2000）を用いて遺伝子発現解析を行った。遺伝子発現解析にて HBV 感染により有意に

発現が誘導された遺伝子を抽出後、抽出された遺伝子の発現と HBV 感染との関連性に関して機能解

析を進めた。 

結果：遺伝子発現解析の結果、HBV 感染 8 週後のヒト肝細胞内では非感染マウスの肝細胞に比して、

137 遺伝子の発現亢進と 17 遺伝子の発現低下が確認された。これらの遺伝子について KEGG による

パスウェイ解析を行ったところ、各種感染症に関与が報告されているパスウェイやサイトカイン・

ケモカインなど免疫応答に関連するパスウェイが制御されていることが明らかとなった。そこで、

HBV 感染により最も発現変化の大きかった gene 1 に着目し、機能解析を進めた。Gene 1 の HBV 感

染による発現誘導メカニズムを解析したところ、HBV 関連蛋白である HBx 蛋白や Large HBs (L-HBs)

蛋白により転写が活性化されることが明らかとなった。特に、L-HBs 蛋白による制御には、ヒト肝

細胞の小胞体内のカルシウム枯渇による小胞体ストレスによる Ca-NFAT シグナル活性化が重要であ

ることが明らかとなった。また、gene 1 の発現亢進に伴い、HBV 感染ヒト肝細胞内ではインターフ

ェロン反応性が低下しており、NFAT 阻害剤による gene 1 発現抑制により、そのインターフェロン反

応性は改善することが明らかとなった。 

結語：本研究により、L-HBs 蛋白による細胞内小胞体ストレスの亢進が gene 1 の転写活性を制御す

るという新たな遺伝子発現制御機構を明らかにした。Gene 1 は、HBV 感染におけるインターフェロ

ン抵抗性獲得に関する重要遺伝子の一つと考えられ、インターフェロン治療効果向上への新たな標

的分子となりうる可能性が考えられる。 

 

＜英文＞ 

 Background & Aims: Chronic hepatitis B patients are generally treated with interferon or 
nucleot(s)ide analogues to suppress viral replication and to prevent the progression of liver 
disease by relieving hepatic inflammation. However, the efficacy of interferon therapy depends 
on individuals and treatments of nucleot(s)ide analogues are necessary to continue for a long 
term because of the difficulty of complete eradication of hepatitis B virus (HBV) from 
hepatocytes. Therefore, discovering a new avenue for the treatment of chronic hepatitis B might 
be important. Since next-generation sequencing (NGS) has been developed, more sensitive and 
more informative gene expression profiles could be obtained. In this study, we used human 
hepatocyte chimeric mice, in which T cells and B cells were depleted and whose liver highly 
replaced human hepatocytes, and analyzed direct influences on human hepatocytes by HBV 
infection under immunodeficient conditions.  

 Methods: Twelve chimeric mice were prepared and divided into three groups (Group A; without 
HBV infection, Group B; 10 days of HBV infection, Group C; 8 weeks of HBV infection). 
Human hepatocytes were corrected from these mouse livers and gene expression analysis was 
performed by Illumina HiSeqTM 2000 sequencing platform. After the selection of genes whose 
expressions were strongly up-regulated by HBV infection, further analyses were performed in 
vitro for clarifying the means of induction for HBV life cycle. 

 Results: Eight weeks after HBV infection (Group A vs Group C), 137 genes were up-regulated 
and 17 genes were down-regulated. By KEGG pathway analysis, the regulated genes were 
significantly associated with immune system, infectious diseases and signaling molecules and 
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interaction. We focused on gene 1 which was most significantly induced gene by HBV infection 
and performed the further analyses. By the analyses of gene 1 transcriptional activation, we 
found that HBx and Large HBs (L-HBs) protein regulate gene 1 transcription via induction of 
endoplasmic reticulum stress by disorder of calcium concentration, and this stress could induce 
gene 1 transcription via NFAT activation. Higher expression of gene 1 could suppress interferon 
responsiveness in HBV-infected human hepatocytes and this suppression of interferon 
responsiveness could be restored by NFAT inhibitor. 

 Conclusion: We found a novel regulation mechanism for gene 1 transcription via endoplasmic 
reticulum stress by L-HBs protein. Gene 1 might be one of the key molecule for obtaining the 
resistance to interferon treatment in HBV infection, and it may become a new target for 
improvement of interferon therapy. 
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virus-infected patients. ポスター発表,  Atsushi Yonejima、Eishiro Mizukoshi, Yuki Inada, 
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HBV CCC ゲノムは細胞核内で安定であり、治療が難しい原因となっている。この CCC を、ゲノム

編集（CRISPR/Cas9）技術を用いて３ヶ所同時に切断するアデノウイルスベクターの開発に既に成
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ニングできる方法を開発・確立した（発表論文 1）。この方法により３万の化合物から HBV ゲノム

複製を阻害する薬剤候補を絞り込むスリーニングが進行中である。 
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