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Hepatitis　 C　 virus　 infection　 in　human　 liver　 tissue　 engrafted　 in　mice

with　 an　 infectious　 molecular　 clone.

(C型 肝炎 ウィル スの感染性 クロー ンを用いたヒ ト肝組織移植マ ウスへの感染実験)

前　田 憲　男

内容の要旨

　 C型 肝 炎 ウ ィル ス(HCV)は 徽 感 染 し、肝 硬 変 か ら高 率 に 肝 座 を

合 併す る こ とが 社 会 悶題 とな っ てい る。近 年 、ゲ ノ ム 解 析 と ク ロー ニ

ン グ技 術 の 進 歩 に よ り,HCVの 賎 染性 ク ロー ン が笑 験 的 研 究 に お い て

利 用 可能 とな うた。 しか し、感 染性 ク ロー ン を用 い た これ まで の 感 染

突験 は、チ ン パ ン ジー ま た は1瓢離 した ヒ ト肝 細 胞 モ デ ル で の 報 告 に限

られ て きた 。 本 研 究 で は 、 ヒ ト肝 組 織 片 を免 疫 不 全 マ ウス に 移 植 し、

C型 肝 炎 患 奢 血 清 と感 染 性 ク ロー ン を用 い てHCVの 態 染 を追 究 した。

nested　RT・PCR　 real一[ime　detection　PCRお よびin　silo　PCRを 用 い てHCV

RNAを 訴 価 し、 さら に 組 繊学 的 ・免 疫 組 織 学 的 検 附 を 加 え た 。

　 ヒ ト正 常 肝(非HCV感 染)組 織 片 をn㎝ 曜gbcsediabc【ic醜vore　combin¢d

immmodeficiency(NOD/SCID〕 マ ウ スの 腎 被 膜 下へ 移 植 す る こ と に よ

り、groxth　supportな しに 、 ヒ ト肝 組 織 が形 態 を 良好 に 保 っ た ま ま、約

60%の マ ウス に4週 間 生着 した。albumin,　a-1-antitryptiqcylokecetin　 9,

cytokeratin　19と い っ た 種 々 の肝 組 織 に 閨 遮 す る モ ノ ク ロー ナ ル 抗 体

を用 いた 免 疫組 織 化 学 か ら、移 植 片 が ヒ ト由 来 で あ り、機 能 も保 たれ

て い る こ とが 示 され た 。慢 性 肝 炎 患者 よ り縄 たHCV感 染 肝 組 織 片 も同

様 にNODISCIDマ ウ スに 良好 に 生 着 し た。

　 次 に ヒ ト正 常肝 組 織 を移 植 後 、C型 肝 炎 患 者 血 清 また は 感 染 性 ク

ロー ンを マ ウ スに 静 注 に て接 種 し、vウ ス 血 清 中 のHCV　 RNAをnested

RT・PCR法 とp巳朗・time　detection　PCR法 に よ り検arし た。 患者 血 清 接 種

u.positive　 strand　HCV　 RNAば4週 間 検 幽 され 、 ウ ィ ル ス 舐 は450^

910copies/mlで あ っ た 。またHCVのnon-sauaural　 protein　3に 特 異 的 な モ

ノ ク ロー ナ ル抗 体 を 用 い た免 疫 組織 化 学 で も、肝 細 胞 の 細 胞 質 にHCV

の シ グナ ル が 検 出 され た。 さ らに 、感 染 性 ク ロー ン 接 種1週 聞 後 に回

収 した ヒ ト肝組 織 片 の加5傭PCR法 に よ る検 討 で も、　m～20%の 肝 細

胞 の 細 胞 質 に明 瞭 なHCVの シ グナ ル が 検 出 され 、マ ウス 血 漕 中 の ウ ィ

ル スBI3aiOcopialmlで あ っ た。一方 、組 繊 学 的 検 酎 で は 感 染 した 肝 細

胞 に明 らか な形 態 変 化 を認 め な かっ た 。

　 以 上 よ り、HCVの 感 染性 ク ロ ー ンが 、　NOD'SCIDマ ウス に 移 植 した

ヒ ト肝 組織 に 対 して 、患 者血 清 と同 様 に 肝 細 胞 に態 染 し う る こ と を明

確 に示 す こ とが で き た。今 後 さ らに この 手 法 を 改 良 し、積 々 の 感 染 性

ク ロー ンを 用 い る こ とで 、HCVの 感 染 、増 殖 お よび 肝 障 害 の 病 態 解 明

に向 けた ア ブ ロー チ が 可能 にな る もの と期 待 され る。

論文審査の要旨

　c型 肝 炎 ウィル ス(以 下F{CV)に13in　 YI(fOでの効 串良 い ウィル ス

の複製 系や適 切な小動物 モデル がない ため、HCV疾 患研 究の障壁 と

なってきた。近 年、HCVの 感 染性 クロー ンが 実験 的研 究に応 用 可能

となったが 、態 染性 クロー ンを用い たこれ までの感染 実験 は、チン

パ ン ジー また は培 養細 胞 系 での 銀 告 に限 られ てte　n,ヒ ト"肝 組

織"を 用 いた 実験 系の確 立が課題 であ った。本研究 では 、HCVの 感

染性 クロー ンがNOD/SCIDマ ウスに移植 した ヒ ト肝 組織 に、患 者血

情 と同様 に感 染 しうる ことを免疫組織化学 とin　sim　PCR法 に より明確

に示 した。

　 審査で はまずNOD'SClDマ ウス に移極 され た ヒ ト肝 組織 につ いて

質疑がな され た。 免疫組織 化学に よ り移植 片 か らcapillaryの血管新生

が詔め られ 生着に寄与す ることが示唆 され てお り、今 後VEGFと いっ

た6'fONIFI　wpponに よ り生 着率 が改 善す る 可能性 もあ る と回 答 され

た。 また、蝋離 した肝 細胞 を移植す る方 法臨 との 比較 につい て も質

疑 がな され た。 単離 肝細胞 をマ ウスに効 率良 くキメ ラ移植 す るため

には、F[GF受 容 体抗 体投 与や肝 賑 宙を惹 起す るvansgenic　moueを 用

い るな どのgrowth　supportが重要 であっ たが、本手法 はシ ンプル な移

植 のみ で肝組織 全体 を検酎可能 なモデル と して有 用 と考え られ る と

回 答 され た。 また、簸 近新 た に開発 され たNOD/SCID/ycd・(NOG)

マ ウス では 移随 片 の拒 絶 反応 がNOD/SCIDマ ウス よ りも更 に乏 し

く、肝組織 お よび肝 細胞 の生着 串の改 善が期待 され てお り、今 後の

検討躁題 であろ うとの助言が あった。

　 次に感 染性 ク ロー ンお よび患者 血滑 を用 いたHCVの 感 染実験 につ

いて質 疑が な され た。肝組 織 を移 埴 しない コン トロール マ ウスへ の

HCV接 種 にお いては ウィル スが速や かに消失 しnested　RT・PCR法 にて

ウィル ス血症 がみ られ なか った こと、一 方 ヒ ト肝組 織移植 マ ウスに

お いてHCV感 染性 クロー ン接種 後のf!i　Sl(G　PC良法 に よる検肘で は コ

ン トロールの マ ウス肝厳 にHCVの シグナル は検出 され なか ったこ と

が述べ られ 了解 された。 またマ ウス血清 中の ウィル スlilerが低かった

ことにっ いては、血清中 に放 出される ウィル ス粒子 は肝 組織 の匪び 程

度 と少 ない こ とや、血 清 中で の ク リア ラ ンスが 数時 間か ら一 日の

オー ダー と早い ことな どが原因 と考え られ る と回答 され た。

　最 後に、現 在C型 肝 炎の肝 移栖 症例 が増 えてい る ことか ら、本 実

験 を臨床 に どの よ うに 活かす こ とがで きるの かが今後の 最 も重 要な

課題 であn.再 醸染を早 期に予測 し抗 ウィル ス薬 を効率 よ く投 与 し

て ゆくた めの 臨床応 用が望 まれ るとの指摘 があ った。

　以 上の よ うに.本 研究 は今後検 肘 され るべ き躁題 を残 してい る も

の の、種 々の感 染性 クロー ンに応 用す る ことで、HCVの 感染 、増 殖

お よび肝 組織障 害の病態 解明 に向けた アブ0　 チ を可能 とす る もの

と考え られ、消 化器病学 上価値 ある有意義 な研究 であ る と艀 価 され

た。

　盆文審査担 当者　主査　内科学 　 日比 　紀文
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