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1. はじめに
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B型肝炎ウイルス (HBV)は全世界で 2億 4千万人以上もの人が慢性感染してい

るウイルスで、肝硬変や肝がんなどを引き起こす危険性のため世界規模での公衆衛生

における間題である 1,2。HBVに対する予防ワクチンは開発されているが、発展途上

国では普及率が低い。また現在まで 2種類の抗ウイルス薬が認可されおり、これらの

薬剤を使用することで血中のウイルス量を減少させられるが、使用を中断するとウイ

ルス量は再度上昇し、ウイルス排除達成可能な薬剤ではない。ウイルス排除が達成困

難なのは、感染細胞内に長期間残存しているウイルス DNAである閉環状二重鎖

(cccDNA)であると考えられている。 cccDNAは種々の HBVmRNAの鋳型であり、

HBVウイルス複製において必要不可欠である。ここで、 cccDNAは感染細胞核内で

安定して存在し、ウイルス複製過程において新たに産生されて HBVDNAがcccDNA

の生成へとリサイクルされていることが、これまでの先行研究より明らかになってい

る見しかしながら、cccDNAがどのようなメカニズムで、またどれほどの期間 cccDNA

が安定化しているかといった定量的な議論はこれまでほとんど行われてきていない。

そこで本研究では、ウイルス感染実験と数理モデルを用いることで HBVの細胞内

ウイルス複製過程を定量的に明らかにし、上記のような間題について取り組むことに

した。具体的には、 invitroの実験系の中で最も生理条件に近いと考えられている初

代培養の肝細胞 (PHH) を使用してウイルス感染実験をおこない、細胞内 cccDNA

量、 HBVDNA量や細胞外 HBVDNA量の経時データを取得した。このような経時
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データを捉えるような数理モデルを開発・解析することによって HBV複製過程にお

いて重要である cccDNAのリサイクリング率や半減期を推定した。そして、細胞内で

cccDNAが長期間安定化している原因を調査した。

2. 初代培養肝細胞を用いたウイルス感染実験

本章では、初代培養肝細胞 (PHH)を用いたウイルス感染実験の概要に関して説明

する。本実験は、共同研究者である国立感染症研究所の岩本将士博士、九十田千子博

士、渡士幸一主任研究官によって行われた。まず、用意した PHHに対して非常に高

濃度の HBVを接種する。この様にすることでウイルス接種時に全ての細胞を感染さ

せ二次感染の生じないシングルサイクルによるウイルス感染実験を達成する。ここで、

細胞数の変化やウイルス感染による細胞の死亡は発生していないことを確認してい

る。ウイルス接種 1日後より決められた日時で細胞内の cccDNA量、 HBVDNA量、

細胞外の HBVDNA量を測定した。この様な要領で、コントロールによる条件下と

抗 HBV薬であるエンテカビル (ETV)を時刻 (0日目と 9日目）に投与した条件下

で実験を実施した（図 1)。図 1は各々の条件で 3回繰り返したものに対する平均値

の時系列データを示している。
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図 1.PHHを用いたウイルス感染実験

初代培養肝細胞 (PHH)を用いてウイルス感染実験を実施し、細胞内の cccDNA量（◇)及び HBVDNA量（△)、細

胞外 HBVDNA量（口）の時間変化を測定した。またエンテカビル加え投与時間を変える事で、合計3種の異なる

条件下でウイルス感染実験を行なった。
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3. 初代培養肝細胞系における細胞内ウイルス複製の数理モデル

本章では、 PHHを用いた実験系の HBV感染動態を捉える数理モデルの構築に関

して説明する。測定した cccDNA量と細胞内の HBVDNA量をそれぞれ

C(t), D(t), E(t)とすると、ウイルス感染実験を捉える数理モデルは以下の様になる：

dC(t) 
―=  f pD(t)-dC(t), 
dt 

dD(t) 

dt 
= aC(t) -pD(t), 

dE(t) 

dt 
―=  (1 -t)pD(t) -dEE(t). 

(1) 

式 (1) においてf,p,d,a,dEはそれぞれ、生成された HBVDNAがcccDNAの生成

にリサイクルされる割合、 HBVDNAの減少速度、 cccDNAの減少速度、 1cccDNA 

あたりの HBVDNA産生速度を表している、細胞外 HBVDNAの減少速度を表して

いる。ここでエンテカビルは、 HBVDNAの産生を阻害するため、エンテカビル投与

時の数理モデルは以下の様になる：

dC(t) 

dt 
= f pD(t)-dC(t), 

dD(t) 
―=  (1 -E)aC(t) -pD(t), 
dt 

dE(t) 

dt 
= (1 -f)pD(t) -dEE(t). 

(2) 

以上の様にして、全ての実験条件における数理モデルの開発を行なった。以降の

実験データの解析にはこれらの式 (1)、(2) を用いて行った。

4. ウイルス感染実験データの解析

本章では、ウイルス感染実険と数理モデルを組み合わせた解析に関して説明する。

実験データを解析するために、測定された実験値と数理モデルによる予測値の差の二

乗の対数を考え、以下の様に目的関数を定めた：
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SSR(0) = L log(C1(t) -c;(t))2心log(D1(t)-n;(t))2 

心log(E1(t)-El(t))2心log(C2(t)-c;(t))2 

t t 

+ ilog(D2(t)-Dバt))2 十 ilog( 島(t)-E~(t))2 (3) 

心log(ら(t)-c;(t))2心log(D3(t)-D;(t))2 

t t 

心log(E3(t)-Ei(t))2. 
t 

ここでCi(t),Di(t),E(t)(i= 1~3)は、それぞれの測定時刻tにおける細胞内の cccDNA

量、 HBVDNA量、細胞外の HBVDNA 量の実測値を表しており、

[t(t),D;(t),E*(t)(i = 1~3)はそれぞれの測定時刻tにおける細胞内の cccDNA量、

HBV DNA量、細胞外の HBVDNA量の理論値（数理モデルより計算された値）を

表している。またiはそれぞれの実験条件を表しており、 i= lはコントロール条件に

よる実験、 i= 2は時刻 0日目にエンテカビルを投与した条件による実験、 i= 3は時

刻 9日目にエンテカビルを投与した条件による実験である。式 (3) を最小化する事

で、パラメータ0= (f,p,d,a,J,r,E)の推定を行なった（表 1)。また、式 (3) を用

いて非線形最小二乗法を用いてパラメータ0= (f,p,d,a,J,r,E)の分布を推定した。以

上の様に推定したパラメータ群を用いて式 (1)、(2)についてシミュレーションを

実行した。図 2では、ウイルス感染実験での測定値とシミュレーションにより求めら

れた理論値をプロットしている（図 2)。図 2より、数理モデルはウイルス感染実験

をうまく再現できている事が分かる。
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図2. 数理モデルによるウイルス感染実験データの解析

式 (1)- (2) を用いて 3つの異なる条件下でのウイルス感染実験データを同時にフィッティングした．図 2よ

り、精度良くフィッティングできている事がわかる。

パラメータ 単位

a (HBVDNAの産生速度）

p(細胞内 HBVDNAの減少速度）

f (HBVDNAのリサイクル率）

d (cccDNAの減少速度）

dが細胞外 HBVDNAの減少速度）

€ （エンテカビルによる阻害効率）

(copies/well)・day・1 

(copies/well)・day・1 

(copies/well)・day―1 

(copies/well)・day―1 

推定された値

126.5 

0.365 

2.329 X 10-4 

0.035 

0.76 

0.91 

表 1. 式 (3) を最小化するパラメータ

5. 生物学的解釈

本章では 4章で推定したパラメータ群を用いて、生物学的に重要な指標について考

察していく。まず逆転写酵素阻害薬であるエンテカビルは、 1:= 0.91と推定されてお

り高効率で逆転写を阻害している事が分かる。これは、既存の治療薬であるエンテカ

ビルが非常に効果的にウイルス複製プロセスを阻害していることが分かる。また

HBV DNAのリサイクル率はf= 2.329 X 10-4と推定され、これは生成された HBV

DNAの内 0.02%がcccDNAの生成に再利用されているという推定であり、非常に微

量の cccDNAがリサイクルしている事によると推定される。本推定結果は、

HepG2-NTCP細胞を用いてウイルス感染実験を行なった先行研究と一致している九

そして、 cccDNAの減少速度はd= 0.035と推定されており、ここから cccDNAの半

減期はおよそ 20日である事が推定される。本結果より、 cccDNAが感染細胞内で長

期間残存するメカニズムは、 cccDNAが非常に長い半減期を持つ事と、非常に微量の
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cccDNAリサイクルにより成り立つことが示唆された。

6. まとめと今後の展望

本研究ではウイルス感染実験と数理モデルを組み合わせることで、細胞内の HBV

複製動態、特に cccDNAの動態を定量的に明らかにしようとした。数理モデルを用い

た解析の結果、 cccDNAの安定化要因は、 cccDNAそれ自身が非常に長い半減期を持

つ事と、非常に微量の cccDNAリサイクルにより成り立つことが示唆された。今後は、

生体内 Unvivo)での条件下における HBV感染実験を実施し、 invitro系による解

析結果と比較する必要性が挙げられる。

また本研究で用いた HBVの細胞内ウイルス複製動態を定量的に明らかにする枠組

みは、 cccDNAを減少するために効果的な阻害箇所の探索や、特定の作用機序を持つ

化合物の探索に用いたりする事が期待されており、今後の研究が期待される。
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