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1．はじめに

　B型肝炎ウイルス（hepatitis B virus; HBV）の同定は，
1964年に Baruch Blumbergらがオーストラリア原住民の
血清から『オーストラリア抗原』を発見したことに始まる 1)．
1968年には，我が国の大河内一雄らによって，オースト
ラリア抗原と肝炎との関連が報告され 2)，輸血用血液中
オーストラリア抗原のスクリーニングが行われるように
なった．ウイルス粒子本体は，1970年に David Daneらに
よって電子顕微鏡を用いて発見され，『Dane粒子』と呼ば
れるようになった 3)．1979年には，Dane粒子に内包される
HBVの全ゲノム配列の決定が，相次いで報告された 4,5,6)．
1988年には，我が国の岡本宏明らによって，これまでに
発見された HBVは 8%以上のゲノム配列の違いから A，B，

C，Dの 4種類の遺伝子型（genotype）に分類された 7)．
現在では，Aから Jまでの 10種類の遺伝子型（Iは Cの
亜型）が確認されている 8)．ちなみにこの間の 1976年に
Baruch Blumbergは，「感染症の原因と感染拡大について
の新しいメカニズムの発見」によりノーベル生理学・医学
賞を受賞している．
　このように古くから肝炎の原因ウイルスとしてその存在
が知られていたウイルスであったが，分子ウイルス学的解
析に必須である HBVの感染増殖を正確に再現する培養系
が存在しなかったため，HBV生活環の全容解明とそれを
基にした創薬研究が困難であった．しかしながら，後述す
るように，近年新たな HBV培養系が開発されてきたこと
により HBV研究には目覚ましい進展が見られるように
なった 9-16)．
　本稿では，これまでの HBV感染培養系を概説し，我々
が新たに開発した HBV感染培養系とその特性について紹
介する 17)．

2．HBVの概要

　HBVはヘパドナウイルス科に属する DNAウイルスで
ある．ウイルス本体（Dane粒子）は，直径約 42 nmの球
形で，ゲノム DNAを内包するヌクレオキャプシドとそれ
を取り囲む外被（エンベロープ）構造から成る（図 1A）．

総　　説

3. B型肝炎ウイルス感染培養系の開発

赤　堀　祐　一，土　方　誠
京都大学ウイルス・再生医科学研究所　がんウイルス分野

　B型肝炎ウイルス（hepatitis B virus; HBV）は急性肝炎や慢性肝炎，肝硬変，そして肝がんといっ
た慢性肝疾患の原因ウイルスである．1979年にそのウイルス遺伝子がクローニングされていたが，
HBVの感染増殖を分子ウイルス学的解析するために必須である細胞培養系の開発が進んでいなかっ
た．そのため HBV生活環の全容解明とそれを基にした創薬研究の進展が遅れていた．しかしながら，
2012年にHBV感染受容体としてナトリウム -タウロコール酸共役輸送体（Na+-taurocholate co-transporting 
polypeptide; NTCP）が同定された．この分子を安定発現させた肝がん由来細胞株を用いることで，
これまで得られなかった HBV生活環の特に感染・侵入のステップを再現することが可能になったた
め，このステップの分子機構に関する新しい知見や，そのステップを標的とした抗 HBV薬候補が次々
と得られている．一方，がん細胞を用いたこれらの HBV培養系ではなく，本来のヒト肝細胞に類似
した細胞を用いた HBV培養系を開発して，生理的な HBVと肝細胞との相互作用を研究する試みも
進められている．本稿では，これら研究の進展を概説し，また我々が，NTCPを発現させた不死化肝
細胞株を用いて開発した新たな HBV感染細胞培養系について紹介する．

連絡先
〒 606-8507
京都府京都市左京区聖護院川原町 53
京都大学ウイルス・再生医科学研究所　がんウイルス分野
TEL: 075-751-4046
FAX: 075-751-3998
E-mail: akahori.yuichi.3s@kyoto-u.ac.jp



136 〔ウイルス　第 70巻　第 2号，

このゲノム DNAはその一部が一本鎖となっている約 3200 
塩基長の環状不完全二重鎖 DNA（relaxed circular DNA; 
rcDNA）という特殊な構造をとっている（図 1B）．
　これまでに明らかになっている HBVの生活環の概要を
図 2に示した．HBV粒子はまず肝細胞表面に存在するヘパ
ラン硫酸プロテオグリカン（heparan sulfate proteoglycan; 
HSPG）に非特異的に吸着する 18)．その後 HBV受容体と
して同定されたナトリウム -タウロコール酸共役輸送体
（Na+-taurocholate co-transporting polypeptide; NTCP）に
結合し（図 2-1），その受容体共役因子として見出された上
皮成長因子受容体（epidermal growth factor receptor; 
EGFR）を介したエンドサイトーシスにより細胞内に侵入
する（図 2-2）10,19)．細胞内に侵入した HBVは，細胞質で
脱殻し（図 2-3），ヌクレオキャプシドの形態で核内へ移行
する 20)．核内へと移行した rcDNAの一本鎖部分は，宿主
細胞の遺伝子修復酵素の一つ flap-endonuclease Iなどが
関与する DNA修復機構により修復され 21,22)，完全閉環二
本鎖 DNA（covalently closed circular DNA; cccDNA）と
呼ばれる構造を形成する（図 2-4）．この HBV cccDNAは
非常に安定で，HBV持続感染の基盤となる 23)．この HBV 
cccDNAを鋳型に，宿主細胞の DNA依存性 RNAポリメ
ラーゼ IIや，hepatocyte nuclear factor 1（HNF1）などの
肝細胞で特異的に発現する転写因子の働きにより，少なく
とも 3.5 kb ，2.4kb，2.1kb そして 0.7 kb という長さの 4種
類の mRNAが転写される 24)（図 2-5）．3.5 kbの mRNAは
ゲノム DNA複製ための逆転写反応の鋳型となる複製中間

体としての役割を持つため pregenomic RNA（pgRNA）と
呼ばれるが，CoreとHBV polymeraseをコードするmRNA
としても機能する．2.4kbと 2.1kbの mRNAからは，3種
類のエンベロープタンパク質 large HBs（LHBs），middle 
HBs（MHBs），small HBs（SHBs）が翻訳され，0.7 kbp
の mRNAからは HBxタンパク質が翻訳される（図 2-6）．
産生された HBV polymeraseは HBV pgRNAに細胞質内で
結合し，Coreから構成されるヌクレオキャプシドに被わ
れる．ヌクレオキャプシド内では，まず HBV polymerase
の逆転写酵素活性によりHBV pgRNAからマイナス鎖 DNA
が合成される（図 2-7）．HBV pgRNA は HBV polymerase
の RNase H活性により分解され，マイナス鎖 DNAを鋳
型としてプラス鎖 DNAが合成される（図 2-8）．その後，
ヌクレオキャプシド内でプラス鎖 DNA合成は停止し，
rcDNAの状態になる 25)．この rcDNAを含むヌクレオキャ
プシドは，宿主細胞の脂質二重膜と 3種類のエンベロープ
タンパク質で被われ（図 2-9），感染性 HBV粒子（Dane
粒子）として細胞外に放出される（図 2-10）．一方，ヌク
レオキャプシドの一部は核内へ再び移行し（図 2-11），
HBV cccDNA量の維持・増加に寄与している 26)．
　現在，HBV複製を直接抑制する B型肝炎治療薬として，
核酸アナログ製剤『バラクルード錠（エンテカビル）』な
どが広く用いられている．エンテカビルは細胞内で活性体
であるエンテカビル三リン酸に代謝され，HBV polymerase
のプライミング（HBV polymeraseとプライマーの鋳型と
なる最初の塩基への結合），HBV pgRNAからの逆転写，プ

図 1 HBV粒子とゲノムの構造
A）不完全二重鎖の HBVゲノム DNAは，HBV polymeraseと共に，Coreからなるヌクレオキャプシドに囲まれ，さらにそ
の外側を，脂質二重膜と LHBs，MHBs，SHBsの 3種類のエンベロープタンパク質に囲まれている．HBVは LHBsの PreS1

領域を介し，感染受容体に結合する．B）HBVゲノム上には，互いに overlap した各 HBVタンパク質に対応する 4 つの Open 

reading frame（ORF）が存在する．
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ラス鎖 DNA合成の 3つの活性すべてを強力に阻害する 27,28)．
エンテカビルの副作用はほとんどなく，肝炎の鎮静化に
伴って血中 HBV DNA量は大幅に減少するが，その原理
的にも核内 HBV cccDNA量を減少させることはできず，
HBVの再活性化リスクを抱えながら長期の継続投与が必
要となる 29)．これに対し，著効率は低いが，インターフェ
ロンα（IFNα）投与の有効例では『drug free』を達成す
ることができる．IFNαは免疫細胞を活性化するだけでな
く，高濃度 IFNα処理した培養ヒト肝細胞では，シチジ
ンデアミナーゼ APOBEC3Aと APOBEC3Bの発現が誘導
され，この働きにより高頻度の変異（hypermutation）が
導入された HBV cccDNAが宿主細胞の DNA修復機構に
よって分解されることが報告された 30)．IFNα治療はとき
に種々の重篤な副作用を伴うが，今後，直接的に核内
HBV cccDNA量の減少に関連する詳細な分子ウイルス学
的解析が進めば，HBV cccDNAの完全排除に向けた新た
な創薬への道が拓けることが期待される．

3．HBV培養系

　HBVと宿主細胞との相互作用およびその分子メカニズ
ムを解明するためには，生体内における HBV生活環を再
現することが可能な培養細胞系が必要である．
　これまでに用いられてきた HBV感染培養系は，ヒト肝
がん由来細胞株と初代培養ヒト肝細胞などの正常細胞を用

いたものに大別される．多くの肝特異機能を有し，肝臓に
関連した研究に汎用される肝がん由来細胞株（HepG2細
胞や HuH-7細胞など）は，ほとんど HBV感染を許容しな
かった 9,31)．しかしながら，1987年に HBV発現プラスミ
ドを導入した肝がん由来細胞株 HepG2細胞では HBV発
現プラスミドが HBV cccDNAを模倣するように働き，組
換え体 HBV粒子（ここでは cell culture HBV; HBVccと略
する）が産生されることが報告された 32,33)．また同年には
HBV発現プラスミドを恒常的に導入した HepG2.2.15細胞
株が樹立され 34)，産生された HBVccは HBV感染モデル
動物であるチンパンジーに感染し，急性肝炎を引き起こす
ことが報告された 35)．1997年には，テトラサイクリン除
去により HBV 複製を誘導できる HepAD38細胞株が樹立
された 36)．テトラサイクリン除去後，HepG2.2.15細胞株
よりも多くの HBV cccDNAの形成が見られたことから，
HepAD38細胞は HBV cccDNA の動態を解析するのに有
用であると考えられた 37)．このように，汎用的な肝がん
由来細胞株は HBV生活環における転写以降から HBV粒
子産生までのステップを再現した．しかしながら，感染・
侵入から核内 HBV cccDNAの形成に至るまでのステップ
は再現することはできなかった．2002年には，分化誘導
することにより HBV感染を許容するようになるヒト肝が
ん由来細胞株 HepaRG細胞株が報告されたが 38)，汎用性
や感染効率などといった点から，必ずしも一般的に使用さ

図 2 HBV生活環
図中の番号は，HBV生活環における 1 吸着，2 侵入，3 脱殻，4 DNA修復，5 転写，6 翻訳，7 逆転写，8 DNA合成，9 会合，
10 HBV粒子放出，11 ヌクレオキャプシドの核への再移行の各ステップを示した．
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れているわけではない．
　一方，初代培養ヒト肝細胞は生体内における HBVの感
染標的細胞にもっとも類似していることから，1988年の
報告以降，これを使用した HBV感染培養系は，『gold 
standard』であると考えられてきた 39,40)．しかしながら，
非常に高価であることや，ロット間の再現性，遺伝子導入
効率，急速な機能低下により長期培養できないといった問
題があり，現実的にはその汎用性は低いと考えられる．
PhoenixBio社のヒト肝細胞キメラマウス（PXBマウス）
の肝臓から分離された初代肝細胞 PXB細胞は，患者血清
由来の HBVを感染させた PXBマウスから得た血清を用
いて HBV感染を行なった場合，非常に高い感染性を示し，
長期に感染増殖を維持できることが報告されている 41,42)．
しかしながら，この細胞も非常に高価であり，また分子生
物学的解析への対応に困難な点が存在するといった初代培
養ヒト肝細胞と同様の問題も残されている．正常細胞を用
いた HBV感染培養系として，iPS細胞から分化誘導した
肝細胞系譜細胞を用いた HBV感染培養系の構築が報告さ
れた 43,44)．しかしながら，iPS細胞の培養とその分化誘導
には，ある程度高度な技術を要することや HBV生活環を
どの程度再現しているのかなど不明な点が残されており，
今後さらなる検討の必要性が考えられる．
　この HBV研究におけるそれまでの最大の問題を解決し
たのが，2012年の Huan Yanらによる HBV感染受容体
『NTCP』の同定である 19)．NTCPは，肝臓の重要な生理
機能の一つである胆汁の代謝において，本来は肝細胞で特

異的に発現し，血中からのナトリウム依存的な胆汁酸取り
込みに関与するトランスポーターである 45)．HBV感染を
許容する初代培養ヒト肝細胞や分化誘導した HepaRG細胞
では高い発現が見られるのに対し，従来使用されてきた肝が
ん細胞株ではこれらの発現がほとんど見られなかった 11,46)．
これが，肝がん細胞株で感染から核内 HBV cccDNAの形
成に至るまでのステップが再現できなかった最大の原因で
あり，NTCPを強制的に恒常発現させた肝がん細胞株にお
いて HBVccに対し高い感染感受性を示した 11,19)．このよ
うな細胞株の樹立に加え，HepG2.2.15細胞株や HepAD38
細胞から HBVccが安定的に供給されることで，HBV生活
環を再現する安価で効率的な感染実験系が構築された．た
だし，これら HepG2.2.15細胞株や HepAD38細胞由来の
HBVccはいずれも遺伝子型 Dの HBVに相当する．我が国
における主要な HBVの遺伝子型は Cであり，慢性化しや
すい欧米型の遺伝子型 Aが年々増加傾向にあることから，
これらの異なる遺伝子型の HBVに特異的な性質の解析は
非常に重要であると考えられる．HBV発現プラスミドを
一過性に導入した細胞からも HBVccは産生することが可
能であるが，その感染性は低いことがわかっている．一方，
遺伝子型 D以外の HBV発現プラスミドの PreS1領域の
11アミノ酸を欠損させた結果，これを導入した HepG2細
胞から高い感染性を有する HBVccの産生が報告された 47)．
今後，この欠失変異が各遺伝子型の HBVの生活環にどの
ように影響するのかなど詳細な検討が必要になるだろう．
一方，HepG2-NTCP細胞は血清由来 HBV（blood-borne 

図 3 E/NtG8細胞樹立と平面感染実験
A）上図は抗 tGFP抗体を用いた western blottingにより，各 E/NtG細胞クローンにおける NTCP-tGFPの発現を検出した結
果を示した．内在性コントロールには GAPDHを用いた．下パネルは E/NtG3細胞と E/NtG8細胞を蛍光顕微鏡により観察し
た結果を示した．緑色は NTCP-tGFP を，青色は DAPIで染色した核を示した．B）平面培養 E/NtG3細胞●と E/NtG8細胞
○に HBVccを感染させた後，感染 7日目と 15日目における細胞内 HBV pgRNA量を定量した結果を示した． Studentの t検
定で，not significant（N.S.）は有意差なし，*は p値が 0.05 未満であったことを示した．
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系の開発を行った 17)．この HBV培養系には非がん細胞由
来の不死化肝細胞である HuS-E/2細胞を用いた．HuS-
E/2細胞は，初代ヒト肝細胞にヒトパピローマウイルス
（human papilloma virus; HPV）E6・E7タンパク質とヒト
テロメラーゼ発現プラスミドを導入し，不死化し，樹立し
た肝細胞株である．この細胞は立体培養することでヒト初
代培養肝細胞と類似した遺伝子発現プロフィールを示すよ
うになり，効率は高くないものの患者血清由来 HCV
（blood-borne HCV; HCVbb）の感染を許容するようになる
ことがわかった 49)．肝臓は極めて細密で機能的に構成さ
れた組織であり，その中で肝細胞は立体的に配置される．
したがって，立体培養は肝細胞本来の性質の維持に効果的
な培養法であると考えられる 50)．ともに生体内で肝細胞
に感染する血清由来の 2種類の肝炎ウイルス HBVと HCV
の感染を許容する細胞に何らかの共通性があるならば，立
体培養した不死化ヒト肝細胞はHCVbbだけでなくHBVbb
の感染をも許容する可能性が考えられた．
　これまでに，樹立されてから継代数の少ない HuS-E/2

HBV; HBVbb）に対する感染感受性が非常に低いことがわ
かっている．2019年に HepG2-NTCP細胞からさらに
HBV感染感受性の高いクローンとして得られた特殊な細
胞株 HepG2-NTCPsec+細胞が HBVbb感染を許容するこ
とが報告されている 48)．一方で，HBVbbが効率よく感染・
複製する PXB細胞は HBVccに対し感染感受性が低いこと
がわかっている 17,42)．これらのことは，HBVccと HBVbb
には何らかの相違が存在していること，そして，HepG2-
NTCP細胞はヘテロな集団の細胞であり，HBVbbの感染
を許容する何らかの因子が存在し，その発現はほとんどの
HepG2-NTCP細胞では失われている可能性を示している．
したがって，肝がん由来細胞株と HBVccを用いた感染培
養系は，生体内における HBV感染を完全に再現している
ものではない可能性が考えられた．

4．不死化ヒト肝細胞を用いた 

新規 HBV感染培養系の構築

　上記のような問題点を解決する目的で新たな HBV培養

図 4 Cellbed培養法と立体培養 HBVbb感染系
A） 24-well plate用 Cellbedを用いた E/NtG8細胞の立体培養の概略図である．右パネルは一週間培養後の細胞の蛍光顕微鏡
写真を示した．緑色は NTCP-tGFP を，青色は DAPIで染色した核を示した．B）立体培養 E/NtG8細胞に HBVbb（遺伝子型
C）を感染させ，感染 15日目における培養液中 HBV DNA量を定量した結果を示した．この感染実験では，E/NtG8細胞に対
し HBV感染前と感染時に NTCP依存的な感染を阻害する PreS1 peptideを添加した．WT（黒色）は感染阻害 peptideを添加，
N9K（白色）は感染を阻害しない変異型の peptideを添加した結果を示した．ETV（灰色）は感染後にエンテカビルを処理し
た結果を示した．C）実験 Bで，感染後 2週目から 3週目の間に培養液中に産生された HBV粒子を回収し，新たな立体培養
E/NtG8細胞に感染させ，感染 15日目における培養液中 HBV DNA量を定量した結果を示した．Studentの t検定で，*は p

値が 0.05 未満であったことを示した．
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細胞を用いて HBVccの感染実験が行われ，この細胞が
HBVccの感染を許容することが示された．この研究から
HBVの感染がクラスリン（clathrin）依存的なエンドサイ
トーシスによって行われることが報告された 51)．しかし
ながら，継代培養を繰り返した HuS-E/2細胞はその感受
性を失っていることがわかった．これらの HuS-E/2細胞
において NTCP mRNAの発現量を解析した結果，HepG2
細胞と同様に，それは非常に低いものであった．立体培養
により NTCP mRNAの発現のわずかな増加が認められた
が，HepG2-NTCP細胞における発現と比較して HBV感染
を許容できる発現レベルではないと思われ，後述するよう
に実際に有意な感染も観察されなかった．そこで，感染効率
を高めるために，HuS-E/2細胞に Turbo Green Fluorescent 
Protein (tGFP)を融合した NTCP（NTCP-tGFP）発現プラ
スミド 52)を導入し，8クローンの NTCP-tGFP恒常発現細
胞を樹立し，それぞれを E/NtG1~8細胞と命名した．こ
のうち，E/NtG3細胞と E/NtG8細胞では，その細胞膜上
に NTCP-tGFPの高発現が観察された（図 3A）．そこで，
まず HepG2-NTCP-C4細胞を用いた HBVcc感染実験と同
様，平面培養条件下において E/NtG3細胞と E/NtG8細胞
に 8000 GEq/cell（GEq/cell; 細胞あたり用いる HBVのゲ
ノムコピー数）という条件でHBVccを感染させた．そして，
核内 HBV cccDNAからの転写産物である細胞内 HBV 
pgRNA量と，培養液中に産生された HBV粒子を示す
nucleaseに抵抗性を示す培養液中 HBV DNA量を継時的
に定量することにより，その細胞の HBV感染許容性を評
価した．その結果，E/NtG3細胞と比較して E/NtG8細胞
では，細胞内HBV pgRNAの持続的な発現が認められた（図
3B）．このことから E/NtG8細胞はある程度 HBV感染を
許容する可能性があると考えられ，以降の実験では E/

NtG8細胞を使用することにした．
　先述のように，E/NtG8細胞の親株である HuS-E/2細
胞は立体培養条件下で HCVbb感染許容性をある程度示す
ことがわかっている 49)．HCV研究では熱可逆性ハイドロ
ゲルMebiol gelや中空糸を用いた立体培養が行われたが，
実験操作が複雑であり，再現性を得ることに高度な技術を
要した．そこで種々の培養細胞の立体培養法を検討した結
果，シリカファイバーから構成された担体 Cellbedを用い
る方法に帰着した．Cellbedの標準的なプロトコルに従い，
E/NtG8細胞を Cellbed上に播種し，無血清培地で 1週間
培養する簡易な立体培養系を構築した（図 4A）．この立体
培養 E/NtG8細胞に対し，上記同様の感染条件で HBVcc
を感染させた結果，平面培養時より数倍高い HBV粒子産
生が認められた．次に，HBVbbに対する感染感受性を評
価するため，PXB細胞を用いた HBVbb感染実験と同様，
立体培養 E/NtG8細胞に対し HBV感染 PXBマウス由来
HBVbb（遺伝子型 C）を HBV粒子量が少ない 5 GEq/cell
で感染させた．その結果，感染させた HBV粒子量が
HBVcc感染実験と比較して極端に少ないにもかかわらず，
立体培養 E/NtG8細胞で高い細胞内 HBV pgRNAと培養
液中 HBV DNA量の発現が見られ，立体培養 E/NtG8細
胞は PXB細胞と同様に，HBVbbに対し非常に高い感染感
受性を持つと考えられた（図 4B）．さらに遺伝子型 Cだ
けでなく遺伝子型 Aの HBVbbの感染も許容することもわ
かった．また，この HBVbbの感染・増殖は 4週間程度維
持されることがわかった．この期間に産生された HBV粒
子を 5 GEq/cellの条件で新たに準備した立体培養 E/NtG8
細胞に再び感染させた結果，最初の感染実験に用いた
HBVbbと同様の感染性が認められた（図 4C）．以上の結
果から，立体培養 E/NtG8細胞は HBVccと HBVbbの両

図 5 塩化セシウム浮遊密度勾配遠心法による HBV粒子の性状比較
各フラクションに含まれる HBV DNA量を定量し，最も HBV DNA量が多いフラクションを 100％とした相対値で示した． 

ELISAによる LHBs，SHBs，Coreの定量結果（未掲載）と併せ，各フラクションに含まれる HBV粒子の形状を示した．
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変動しているかを解析した結果を示す．Cellbed上で立体
培養した E/NtG8細胞は，肝細胞特異的な遺伝子や，肝細
胞としての性質を決めるマスター転写因子 53,54)である
HNF1α mRNAと HNF4α mRNAの発現増加が見られた
（図 6A）．これらの転写因子の発現増加は，直接 HBV 
cccDNAに結合し HBV mRNAの転写を促進するだけでな
く，肝細胞特異的な遺伝子の発現を誘導し，HBV生活環の
様々なステップに関与する可能性が考えられた．また，HBV
の宿主制限因子として同定された structural maintenance of 
chromosomes（SMC）6遺伝子の発現を解析した結果，
立体培養 E/NtG8細胞において顕著な SMC6 mRNAの発
現減少が見られた．SMC5/6は複合体を形成し HBV 
cccDNAなどの染色体外 DNAからの転写を抑制する機能
を有するとされた．しかしながら，HBV感染により産生
された HBxが宿主細胞の DNA damage-binding protein 1
に結合し，ユビキチン・プロテアソーム系を介して
SMC5/6を分解し，HBV mRNAの転写を活性化すること
が報告された 55)．したがって立体培養 E/NtG8細胞にお
いては，そもそもこの SMC5/6による HBVゲノムからの
転写抑制は極めて限定的である可能性が考えられた．立体
培養 E/NtG8細胞の遺伝子発現プロフィールが肝細胞のそ
れに類似していたことから，改めて種々の肝関連の細胞等
における SMC6 mRNA量と比較した．図 6Bに示したよ
うに，立体培養 E/NtG8細胞における SMC6 mRNAの発
現レベルは凍結保存されたヒト肝細胞における発現と同等
であり，さらにはこの凍結保存ヒト肝細胞を播種するだけ
で SMC6 mRNAの発現がわずかに増加することが示され
た（図 6B）．以上の結果からは SMC6遺伝子発現は肝臓

方に感染感受性を示したが，HBVbbに対し特に強い感染
感受性を持ち，HBVbb同様の高い感染性を示す HBV粒
子産生を含むすべての HBV生活環を再現することが可能
であると考えられた．
　これまでに述べてきたように HBVbbと HBVccには，
その感染性に何らかの相違があると考えられた．まず我々
は，HBVcc濃縮液に感染を阻害する因子が含まれている，
あるいは HBVbbに感染を促進させる因子が含まれている
可能性を考えた．そこでHBVcc濃縮液とHBVbbを混合し，
PXB細胞や HepG2-NTCP-C4細胞を用いた感染実験をお
こなった．しかしながら，HBVcc濃縮液が HBVbbの
PXB細胞に対する感染を抑制することは認められず，
HBVbbも HBVccの感染を促進することはなかった．した
がって，HBVを含む溶液ではなくそれぞれの HBV粒子に
何らかの性状の相違がある可能性が考えられた．そこでこ
れらの HBV粒子を塩化セシウム浮遊密度勾配遠心法に
よって解析し，その物理化学的性状を比較検討した．その
結果，HBVbbと HBVccの HBV DNA量の浮遊密度分画
内の分布は明らかに異なるパターンを示した（図 5）．さ
らに，HBVbbと同等の高い感染効率を示した立体培養 E/
NtG8由来の HBVと HBVbbのピークのパターンは類似し
ていたことから，感染性の高い HBV粒子には何らかの共
通した特徴がある可能性が考えられた．これらの HBV粒
子の性状を明らかにするためには，これら画分のプロテ
オーム解析やリピドーム解析など，さらなる詳細な解析が
必要であると考えられた．
　最後に，この HBVbb感染を許容する立体培養 E/NtG8
細胞で，平面培養時に比較してどのような遺伝子の発現が

図 6 立体培養 E/NtG8細胞における遺伝子発現解析
A）肝特異的遺伝子 albumin（ALB），HNF1α，HNF4αの発現を RT-PCRにより解析した結果を示した．内在性コントロー
ルには GAPDHを用いた．293FT細胞は非肝細胞の negative control，HepG2-NTCP-C4細胞は positive controlとして用いた．
B）上パネルは RT-PCRにより SMC6の発現を解析した結果を示した．PXB肝臓は PXBマウスから切除した肝臓から精製し
た total RNA示す．下パネルは total RNAの均質性を ribosomal RNA（rRNA）で示した．
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組織中の肝細胞内においては限定的であり，HBVへの制
限機能の実態については今後さらなる検証が必要であると
考えられた．

5．おわりに

　2012年の HBV感染受容体の同定以降，汎用性の高い
HepG2-NTCP細胞を用いた HBV感染培養系は HBV研究
者間で爆発的に普及した．しかしながら，正常細胞とは異
なる性質を持つがん由来細胞株をウイルスと宿主細胞間の
相互作用の研究に用いるには十分に注意を払う必要があ
る．我々の構築した NTCP発現不死化肝細胞と立体培養
法を組み合わせたHBV感染培養系はHBVbbの感染・複製，
さらには HBVbbに類似した高い感染性を有する HBV粒
子を産生するという HBV生活環すべてを再現する簡便な
感染実験系として有用であると考えられた．この新しい感
染培養系は生理的な条件に近い状態における分子レベルの
HBVと宿主細胞間の相互作用の研究，ならびに HBVの病
原性発現メカニズムの理解を深め，HBV感染による肝疾
患の発症予防・治療に向けた新たな展開を生み出す可能性
があると考えられた．
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Development of hepatitis B virus culture systems
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 Recent development of hepatitis B virus (HBV) culture systems has proceeded the molecular 
virological studies of the life cycle of HBV including infection step.  However, the reproduction of HBV 
life cycle under the more physiological condition may be required to know the nature of HBV more 
precisely. The HBV culture system, we recently developed using immortalized human hepatocytes 
cultured in the three dimensional condition, seemed to be one of good tools for that purpose.
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