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化合物の探索 
 HBV コアプロモーター細胞アッセイ系を確立し天然物ライブラリーから抗 HBV 活性を示す化合物を

同定することを目指した。また、HBV 感染細胞の超微形態観察から抗 HBV 戦略の基盤研究確立を目指

した。HBV コアプロモーター細胞アッセイ系を用いて、海洋生物抽出物から metachromin A や漢方成

分 B を同定した。これら化合物の抗 HBV 活性を解析するとともに、その誘導体や類縁化合物の抗 HBV
活性を解析し、より高い抗 HBV 化合物同定を目指した。Metachromin A とテルペン類の抗 HBV 化合

物を解析したが、metachromin A のウイルスプロモーターを標的にした抗 HBV 活性より効果が期待で

きる化合物として、類縁体一つが低毒性の抗 HBV 剤リードとして期待できた。さらに、脂肪滴と HBV
感染との関連性を解析し、脂肪滴の大きさと HBV 感染は、負の相関をしめしていた。脂肪滴サイズの拡

大によって HBV 感染が亢進したことから、脂肪滴のサイズあるいは関連制御因子を介して HBV がウイ

ルス量を制限し、持続感染を成立しやすくさせていることが示唆された。そのことから、脂肪代謝を標

的にしたスタチン類の抗 HBV 活性を培養細胞系で解析し、simvastatin を抗 HBV 化合物候補として同

定した。さらに、simvastatin 以外のスタチンとして新規スタチン化合物三つの抗 HBV 活性を検討した。

そのうち 2 化合物の IC50 が 1.8 から 3.8 µM であり、simvastatin より高い抗 HBV 活性を示した。さ

らに漢方成分の解析も行い、抗 HBV 活性を検討している。以上、本研究において天然物から抗 HBV 活

性をも化合物を同定するとともに、脂肪蓄積と HBV 感染の関連を明らかにし、それを標的にしたスタチ

ン類の抗 HBV 作用を明らかにした。本研究成果は抗 HBV 剤開発および HBV 診断治療戦略開発に貢献

すると思われる。 
 
 HBV 複製機構を詳細に研究し、その成果に立脚した抗 HBV 薬のスクリーニングシステムの構築及び

抗 HBV 薬の開発を行うことを目的とした。HBV ゲノム複製効率は低いため、本研究の目的を達成する

ために、高効率 HBV ゲノム複製システムである HBV103-AdV システムを開発した。HBV103-AdV シ

ステムを用いて、約 90％の cccDNA を破壊する CRISPR/Cas9 システムの開発に成功した。また、本法

により既に 30,000 以上の化合物のスクリーニングが終了しており、4 つの候補薬を得た。このうちの 1
つは、既存薬の耐性ウイルスにも効果を示しており、有用性が期待される。 
 
 既存薬であり肝臓保護作用などが知られている statin の B 方肝炎療法への有用性を評価することを目

的とした。HBV 感染ヒト肝臓キメラマウスへの statin 投与によりウイルス mRNA 量を有意に減少させ

肝臓 HBe、HBc 蛋白量を減少させることを見出した。Statin と抗ウイルス剤ラミブジン、エンテカビル、

また PEG-インターフェロンとの併用により抗 HBV 作用の相乗作用-HBV DNA 低下効果―をキメラマ

ウスで確認した。HBx トランスジェニックマウスにおいて CDK 阻害因子 p21 発現低下および statin 投

与による増加を確認した。さらに肝発癌増殖に重要な役割をはたす DJ-1 が statin により発現低下する

ことを見出した。 
 
宿主因子解析と新規スクリーニング系構築 
 HBV の遺伝子発現機構、特にプレゲノム発現に重要なエンハンサーII/コアプロモーター（ENHII/BCP）
の制御に働く宿主因子を同定し、ENHII/BCP の調節機構を明らかにすること、これによって新たな創薬

標的を見出すことを目的とした。 
 ENHII/BCP 領域に結合する宿主因子をプロテオーム解析により探索しノックダウン圧政からHBV複

製への関与を評価した。ENHII/BCP 結合因子として同定した LUC7L3 は HBV ENHII/BCP 活性を抑制

し、プレゲノム RNA 及び HBc 抗原の産生、ウイルス粒子の産生を負に制御することを明らかにした。

これらの HBV 遺伝子発現制御に重要な LUC7L3 内領域を同定した。これに加え、LUC7L3 の発現によ
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ってプレゲノム RNA のスプライシングが促進されることを見出した。以上の結果の論文発表を行った。 
 
 肝癌における microRNA 機能に関わる分子の発現状況を網羅的に検索し、DDX20 とよばれる

microRNA 機能に重要な因子の発現が低下していることを明らかにした。DDX20 の発現低下は特に

microRNA140 の機能低下に関与することが示され、実際 microRNA140 のノックアウトマウスでは肝臓

癌の易発癌性を呈することを確認した。これにより、microRNA140 および DDX20 蛋白が、肝癌におい

て癌抑制的に働いていることが示された。また、HBV の preS-2 領域の塩基配列が、宿主の microRNA
の一種で癌抑制機能を持つ let-7 を吸着し、その機能を撹乱する可能性があることをみいだした。HBV 
large S mRNA が発現するトランスジェニックマウスを作製し、DEN を用いた化学物質による肝発癌系

で観察すると、large S mRNA の let-7 吸着作用が肝発癌促進的に働くことを in vivo で確認した。さら

に、B 型肝炎ウイルスの envelop を用いた bio-nanoparticle に核酸を封入することによって、肝細胞特

異的に let-7 を含めた小分子核酸をデリバリーをすることを可能とした。この方法は B 型肝炎ウイルスの

構成因子を用いているため、B 型肝炎感染細胞を標的とするには理論的にも効率がよいと予想された。 
 
 HBV 複製に伴い著明に発現亢進し、肝硬変、肝がんで高発現する新規長鎖ノンコーディング

RNA(lncRNA) UHG1 を見いだした。UHG1 は HBV mRNA の合成に関与し、Smad 経路を促進するこ

とで線維化関連遺伝子を誘導することが判明した。UHG1 の発現制御機構を解析し、発現阻害を評価す

るスクリーニング系を確立して、statin および SIS3 がUHG1 の発現阻害効果を示すことを見いだした。 
 
 SILAC 法や HBc 蛋白質との結合因子の探索を通じて、LRPPRC や SRPK1 といった宿主因子を同定

した。これらの因子のノックダウンおよびノックアウト Huh7 や HepG2 細胞を樹立し、それらの意義を

検討したところ、LRPPRC は HBV の pgRNA の核外輸送を正に制御することが明らかになった。また、

SRPK1 は pgRNA のコア粒子への取り込みを負に制御することが明らかになった。また、これらの因子

の発現を変動させうるコンパウンドをレポーターシステムにより探索し、同定した。しかし、このコン

パウンドに強い HBV 抑制効果は認められなかった。 
 
実験手段の開発 
 これまで、ヒト肝臓に生理的に近い状態で供給容易な HBV 感染・増殖系はなかった。また、定常状態

の肝細胞が一定の速度で turn over しているにも関わらず、cccDNA が核内に残存し続ける原因は不明で

ある。本研究では、ヒト iPS 細胞から肝幹前駆細胞および成熟肝細胞様細胞への分化誘導・純化法を確

立し、HBV および蛍光遺伝子組み換え体 HBV を感染させることに成功し、cccDNA の形成と感染粒子

の産生を確認した。ヒト iPS 細胞由来肝細胞系譜における HBV 感染・培養系を開発したことにより、よ

り生理的な HBV 感染・増殖系の供給が容易となり、新規抗 HBV 薬の探索・薬効評価が可能となる。 
 
 ヒト iPS 細胞由来の肝細胞系譜細胞を用いて管腔構造を形成させたヒト内皮細胞との共培養により、

生体の肝組織に近い肝細胞極性を有する in vitro 肝組織を構築し、HBV の感染と増殖を in vitro で再現

するモデル構築を目指し研究をおこなった。血管内皮細胞を EHS ゲル状に播種し培養することで、管腔

を有するネットワーク構造を形成させ、ヒト肝細胞を播種すると、肝細胞は内皮細胞ネットワークへ向

かって遊走し、肝類洞様構造（IVL）を構築することができた。HBV 遺伝子を導入した持続発現細胞株

(Hep G2.2.15, HuH-HB-Ae)を用いた IVLHep G2.2.15/HuH-HB-Aeでは、平面上の共培養に比較し HBV 遺伝子

の発現、ウイルス粒子や抗原タンパク質の培地中への放出レベルが上昇していた(Ahn, S., et al, J. Biosci. 
Bioeng, 2014)。次に、ヒト ES/iPS 細胞を用いて同様に、IVL ES/iPS を構築するための条件を検討し、肝
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細胞への誘導過程における最適な構築ポイントを見出した。ヒト iPS 細胞の肝臓系譜細胞由来 IVLiPS を

構築し、2 週間以上培養が可能であることを確認した。さらに、HBV レセプターである NTCP の発現が

非常に高く維持が可能であった。HBV の感染実験により、細胞内で HBV の増殖および HBV 粒子の細

胞外放出などが観察され、HBV の感染が可能であった。また、エンテカビルの投与により、阻害がみら

れることが確認され、今後、当該研究班内で発見・開発された抗 HBV 候補物質について解析を進めてい

くためのモデルを確立した(特開 2015-173635)。 
 
術後補助療法等に関する臨床的解析 
 肝細胞癌は肝切除後 3 年以内に 50-60%は再発することが知られている。しかし、有効な肝細胞癌の補

助療法は確立されていない。肝細胞癌に対して肝切除を施行した患者に対する術後の statin の投与の影

響を調べるのが本研究の目的である。 
2003 年から 2013 年に東京大学医学部肝胆膵外科で肝切除を行った 734 例を対象とした。statin 
(pravastatin, simvastatin, fluvastatine, pitavastatin, atorvastatin, and rosuvastain)を6ヶ月以上周術

期に使用した症例は statin 使用者と定義した。statin 使用の有無による予後を検討した。statin は 31 例

(4.2%)において使用されていた。2 群の患者背景は B 型肝炎の有無（使用 vs 非使用 6.5% vs 22.8%, 
p=0.03）、C 型肝炎の有無（19.4% vs 45.0%, p=0.005）、輸血の有無(16.4% vs 3.1%, p=0.004)、繊維化の

有無(16.1% vs 39.8%, p=0.008)によって違いが認められた。無再発生存率は statin 使用群で良好だった

(p<0.001)。多変量解析を施行すると、statin の使用は肝細胞癌の無再発生存率を低下させる有意な独立

因子だった。全生存期間には差を認めなかった。 
statin の投与は肝細胞癌切除後の再発の危険率を低下させること、statin は肝細胞癌切除後の補助療法

薬としての可能性があることを示す知見を得た。 
 
 
英文： 
Search for anti-HBV agents 
 Moriishi group established cell-based assay system targeting HBV core-promoter activity and 
analyzed intracellular structures in HBV-infected cells by an electron microscopy. Eventually they 
identified polybrominated dephenyl ether, metachromin A, a Chinese herb compound and so on as 
anti-HBV compounds from natural products. The antiviral mechanisms of those compounds and 
analogues were analyzed. Metachromin A and related analogues were examined for identification of 
novel antivirals targeting HBV promoter. Other analogues may be expected to be lead compounds 
due to low cytotoxicity and will be employed for future study. Furthermore, statins were analyzed 
regarding antiviral activity due to negative co-relationship between LD size and HBV infection. Thus, 
statins were screened for identification of novel anti-HBV compounds. Simvastatin exhibited 
anti-HBV activity on the cell culture system. Furthermore, two statin analogues exhibited anti-HBV 
activity like simvastatin with an EC50 value of 1.8 µM to 3.8 µM. Other compounds were identified 
from Chinese herb extracts and examined them for antiviral assay. These findings suggest that 
statin analogues and several compounds derived from natural products could suppress HBV 
replication and propagation. The further study will contributed to development of novel anti-HBV 
compounds and of novel systems for diagnosis and treatment of hepatitis B on the basis of those 
findings.  
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 The purpose of this research is to study HBV replication mechanism in detail, based on the results, 
to develop anti-HBV drugs. The problem to achieve this purpose was the efficiency of HBV genome 
replication is low in culture cells. Kanegae and Saito group developed the HBV103-AdV system, 
which showed the highly efficient HBV genome replication not only in HepG2, but also in the 
primary hepatocyte. Using HBV103-AdV system, we successfully constructed a CRISPR/Cas9 
system that specifically and efficiently destroyed about 90% of cccDNA. And also we searched more 
than 30,000 compounds using this system and we identified 4 candidate drugs. One of them was 
effective for resistant HBV of existing drugs. 
 
 Moriya group found that, in HBV infected chimera mice model, statin administration resulted in 
decreased levels of of HBeAg  and HBcAg in hepatocyte through decreasing expression of HBV 
mRNA. A combination treatment of statin with each of the individual nucleotide analogues 
lamivudine, entecavir and PEG-IFN led to synergistic antiviral activity in the same mouse model. 
 In HBx gene transgenic mice, expression level of the cell cycle kinase inhibitor p21 was found to be 
lower in the liver compared to control mice, which may be jnvolved in the viral pathogenesis. Statin 
administration to the HBx gene transgenic mice contributed to recovery of p21 level. In addition, 
statin treatment with the transgenic mice resulted in suppression of DJ-1 expression that possibly 
plays a role in growth and tumor generation of hepatocellular carcinoma. 
 
 
Investigation of host factors involved in HBV lifecycle or the viral pathogenesis and development of 
new drug screening 
 Suzuki group identified LUC7 like 3 pre-mRNA splicing factor (LUC7L3, also known as hLuc7A or 
CROP) as a novel interacting partner of HBV enhancer II and basal core promoter (ENII/BCP), key 
elements within the core promoter, through the proteomic screening and found that LUC7L3 
functions as a negative regulator of ENII/BCP. Gene silencing of LUC7L3 significantly increased 
expression of the viral genes and antigens as well as the activities of ENII/BCP and core promoter. In 
contrast, overexpression of LUC7L3 inhibited their activities and HBV replication. In addition, 
LUC7L3 possibly contributes to promotion of the splicing of 3.5 kb RNA, which may also be involved 
in negative regulation of the pregenome RNA level. This is the first to demonstrate the involvement 
of LUC7L3 in regulation of gene transcription and in viral replication. 
 
 From the comprehensive screen of microRNA-related molecules, Koike group found that DDX20, 
an important component regarding microRNA function, was frequently downregulated in HCCs. 
Downregulation of DDX20 expression is specifically related with the decreased function of miR140. 
Mir140 knockout mice were more susceptible to hepatocarcinogenesis. These observations suggested 
that miR140 and DDX20 are novel liver tumor suppressors. In addition, preS2 regions in HBV 
absorb let-7, a microRNA which is a liver tumor suppressor, and deregulate let-7 function. HBV 
large S mRNA expressing transgenic mice were more prone to liver carcinogenesis induced by DEN 
through decoy function of large S mRNA against let-7. Further, HBV envelop was used as a carrier or 
bionanoparticle of let-7, which was specifically delivered to hepatocytes in vitro. This method may 
efficiently target HBV-infected hepatocytes because it uses components of HBV, which may 
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theoretically distribute to the cells infected with HBV.  
 
 Kitagawa group found a novel lncRNA UHG1 which is induced accompanied by HBV replication. 
UHG1 is overexpressed in livers bearing cirrhosis or hepatomas, and involved in mRNA 
transcription of HBV. It promotes transcription of fibrosis related genes via Smad pathway. The 
molecular mechanisms of UHG1 induction were further investigated. In addition, the group 
successfully established a screening system for inhibitors which suppress UHG1 induction and found 
that statins and SIS3 inhibited UHG1 induction. 
 
 Fukuhara group identified 2 host factors, LRPPRC and SRPK1 by SILAC system and mass 
spectrometry. First, these factors deficient Huh7 or HepG2 cells were established by 
shRNA-mediated knockdown or CRISPR/Cas9-mediated knockout system. The group clarified that 
LRPPRC was involved in the transport of HBV pgRNA and SRPK1 negatively regulated the uptake 
of viral genome into capsid. So far, we screened for compound involved in the expression levels of 
LRPPRC and SRPK1. Unfortunately, the treatment with these compound had no strong inhibitory 
effect on the infection of HBV. 
 
 
Development of research tools useful for studies toward discovery of anti-HBV drugs 
  HBV research is hampered by a lack of appropriate in vitro infectious models. To meet this need, 
Asahina group developed culture models of HBV infection using human iPS cell-derived hepatocyte 
lineages. These cells were susceptible to HBV infection, produced HBV particles, and maintained 
innate immune responses. This study provides evidence that iPS-derived hepatic cell lines can be 
utilized for novel HBV culture models to investigate the interactions between HBV and host cells 
and the development of anti-HBV strategies. 
 

Tagawa groupe developed culture models of HBV infection using human induced pluripotent 
stem cell-derived in vitro liver tissue (IVL), including immature proliferating hepatic-like cell and 
endothelial cells.  This model was susceptible to HBV infection, produced HBV particles. The 
infection efficiency of HBV in IVL predominantly depended on the expression levels of sodium 
taurocholate cotransporting polypeptide (NTCP).  IVL expressed NTCP for HBV persistence.  

This study concluded that iPS-derived liver tissue can be utilized for novel HBV culture models 
between HBV and host cells and the development of anti-HBV strategies. 
 
 
Clinical study on postoperative statin treatment  
 The cumulative recurrence rate of hepatocellular carcinoma (HCC) remains high, approximately 
50-60% at 3 years after liver resection. However, effective adjuvant therapies after HCC resection 
have yet to be established. Kokudo group aimed to investigate prognostic influence of statin use 
against HCC recurrence in patients who underwent initial HCC resection. 
 Between 2003 and 2013, 734 patients that underwent initial liver resection for HCC were included 
in the study. Exposure to statin (pravastatin, simvastatin, fluvastatine, pitavastatin, atorvastatin, 
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and rosuvastain) was defined as the use of recommended daily dose for more than 6 months before 
and after surgery. Short- and long-term outcomes were compared between patients who received 
statin and who did not. 
 Of the 734 patients, 31 (4.2%) patients received statins for the treatment of dyslipidemia (the 
statin group), and 703 (95.8%) patients did not (the non-statin group). The patient’s background and 
short-term outcomes were different in part between the statin group and the non-statin group in part, 
including the proportions of hepatitis B (6.5% vs. 22.8%, P=0.032) and C (19.4% vs. 45.0%, P=0.005), 
red blood transfusion rate (16.1% vs. 3.1%, P=0.004), and the proportion of fibrosis score, F3-4 
(16.1 % vs. 39.8%, P=0.008). The recurrence-free survival (RFS) rate was significantly higher in the 
statin group than in the non-statin group (P <0.001). The 1-, 3-, and 5- year RFS rates were 87.1%, 
76.7%, and 76.7%, respectively, in the statin group, and 65.3%, 40.6%, and 32.9%, respectively, in the 
non-statin group. A multivariable Cox proportional hazards model revealed that use of statin (HR: 
0.34, 95%CI: 0.12-0.75, P=0.005) was associated with a significantly lower risk of HCC recurrence.  
The overall survival rate was similar between the groups (P=0.142).  
 The use of statin reduced a risk of HCC recurrence after initial liver resection. Statin has a 
potential as an adjuvant therapy for HCC resection. 
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