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研究成果の概要（和文）：HBxはDDB1と結合することにより、E3ユビキチンライゲース機構をハイジャックし、
cccDNAに抑制的に働く宿主制限因子を除去している。各遺伝子型（Ae、Bj、C、D）のHBxをクローンニングし、
DDB1と共遺伝子導入実験を行ったところ、汎遺伝子型でHBxはDDB1と結合し、Smc5/6を分解していることが判明
した。DDB1の領域を分割したクローンを作成し、HBxとの結合を免疫沈降法を用いて検討した結果、DDB1内で既
知のHBxと結合する領域ではなく、これまで既報にない領域に強い結合を示すことが判明した。現在、DDB1内新
規結合領域の同定と、その領域を標的とした新規創薬を目指している。

研究成果の概要（英文）：HBx hijacks the E3 ubiquitin ligase mechanism and eliminates host 
restriction factors that suppress cccDNA . We have cloned each genotype (Ae, Bj, C, D) of HBx and 
co-transfection experiment was performed with DDB1. HBx bound to DDB1 degradated Smc5 / 6 in 
pan-genotypic manner. We generated a series of DDB1 and its derivatives, thereafter we did 
immuno-precipitation assay of HBx and a series of DDB1. We observed a strong binding to a region not
 previously reported in DDB1. Currently, we are aiming to identify a new binding region in DDB1 with
 HBx and to develop a new antivirals targeting newly identified region in DDB1.

研究分野： 肝臓病学

キーワード： HBV cccDNA

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
1) HBV cccDNAの合成機序の解明は、急性感染者の感染排除や慢性感染者の新規cccDNAを再生肝細胞で阻害する
事へとつながる重要な役割を果たすと考えられる。2) HBV cccDNAの転写活性機序の解析により、RNA干渉
（RNAi）に適した標的部位を同定し、RNAiを用いたウイルスmRNAを直接標的とする治療法の開発への展開へと発
展することが期待できる。3) HBV cccDNAの代謝機序を検討することにより、本研究の結果は基礎的解析にとど
まらず、HBV cccDNAの排除に関与する宿主因子を増強する新規化合物の探索に重要な役割を果たすと考えられ
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 (2017年当時)使用可能なインターフェロン（IFN）や核酸アナログを使用してもcccDNA排除
は得られないことが明らかとなっており、世界中でcccDNA排除を目指したHBV完全治癒に向け
た取り組みが行われているが、(2020年現在)依然として困難な状況である。 
 
２．研究の目的 
本研究は HBV cccDNA の代謝や制御機構を分子レベルで解明し、cccDNA 排除を含めた“完全治

癒”を目指した新規治療法の開発を目的とする。 
具体的に(1) HBV cccDNA の合成機序を解析する。(2) HBV cccDNA の転写活性機序を明らかにす
る。(3) HBV cccDNA の代謝機序を調べる。(4) HBV cccDNA の排除に関与する宿主因子を増強す
る新規化合物の探索を行う。 
 
３．研究の方法 
A. HBV cccDNA の合成機序の解明 

  HBVウイルス培養系（Hep2.2.15.7細胞）より回収したHBVウイルス粒子をHepG2-NTCP細胞
（HBV感染受容細胞）へと感染実験を行い、HBVポリメラーゼ阻害剤を用いて核内で脱核した
relaxed-circular DNA(rcDNA)からcccDNAへの合成がどの程度阻害できるかを、濃度依存的に
検討する。また、感染細胞より核分画を抽出し、cccDNA合成群より抽出した成分とcccDNA非合
成群より抽出した成分をmicroarrayやプロテオームを用いた網羅的手法を用いて半比較定量
的に解析することにより、cccDNA合成に関与する可能性のある宿主因子の同定を行う。 
B. HBV cccDNA の転写活性機序の解析 

 HBV蛋白のなかでもHBx蛋白は転写活性に重要な役割を果たすと報告されている。これまで既
知のHBx蛋白結合エピトープ部位を元にHBxの分子モデリングと分子動態学シミュレーション
を行い新規転写調節エピトープについて探索を行う。HBV遺伝子のmRNAやオープンリーディン
グフレームの重複といった部位は、RNAiに適した標的となるため、同定エピトープを標的と
したRNAiの発現プラスミドを用いた細胞およびマウスモデルの実験で転写や翻訳の抑制へと
至るかどうか確認する。また抽出した成分をmicroarrayやプロテオームを用いた網羅的手法
を用いて半比較定量的に解析し、cccDNA転写活性に関与する可能性のある宿主因子の同定を
行う。解析に必要なワークステーション(BL460c Gen8 x16)、ファイルサーバー(243TB, JCS
社)、スーパーコンピューターは、北海道大学中央計算施設で保有しており、利用可能な状態
にある。 
C. HBV cccDNA の代謝機序の検討 
 これまで申請者らの検討や既知の分子として、Smc5/6、IFN-αを介したAPOBEC3Aおよび
Lymphotoxin-βレセプター(LTBR)を介したAPOBEC3BがcccDNAの分解に関与しているとの報告
があるが、その詳細な機序に関しては依然として不明のままである。具体的には、Smc5/6に関
してはHBx-DDB1（既にクローニング済）との共働による分解メカニズムを明らかにする。
APOBEC3Aおよび3Bに関しては、クローニングしてタグ化し、IFN-α刺激下、LTBR刺激下でそれ
ぞれに結合する分子を免疫沈降法により回収し、SDS-PAGEにて分離、ゲルの各バンドをトリプ
シン消化して質量分析計により同定を行う。同定した関連候補蛋白を組織特異性、細胞内局
在、生命情報学的手法を用いて選別を行い、実際に強発現やノックダウンの手法を用いてそ
れぞれのパートナーの細胞内動態を確認する。 
D. HBV cccDNA の排除に関与する宿主因子を増強する新規化合物の探索 
 ここまでの検討で得られた HBV cccDNA の合成促進や合成阻害に関与する宿主因子、転写活
性化促進や抑制に関与する宿主因子、代謝に促進的または阻害的に関与する宿主因子を随時ク
ローニングし分泌型ルシフェラーゼであるガウシアルシフェラーゼをレポーターとしたハイス
ループットで評価可能な培養細胞システムを構築する。同システムを用いてランダム化学合成
化合物ライブラリーや北大低分子化合物ライブラリーを用いて、宿主因子を増強する新規化合
物の探索を行う。また同定した化合物は、HBV ウイルス培養系を用いて、HBV cccDNA への効果
を検討する。さらに HBV 陽性患者の肝組織を用いて、各宿主因子を免疫組織化学法、ウエスタ
ンブロット法、RT-PCR 法にて解析し、臨床病理学的特徴を解析する。 
 
４．研究成果 
ここまでの検討でHBV cccDNAに関与する宿主因子をいくつか同定できた。特に、HBVの宿主制

限因子として、Structural Maintenance of Chromosomes (Smc) 5/6の複合体に着目し、研究を
進めた。HBx蛋白がDamage specific DNA binding protein1 (DDB1)と結合することにより、ユ
ビキチンE3リガーゼシステムをハイジャックし、Smc 5/6複合体を分解することにより、自身の
持続感染に有利な方向に導いていることが、いくつかの実験系で確認された。HBxとDDB1の 
結合阻害により、HBV複製の抑制が可能かどうか検討した。遺伝子型Ae、C、DのHBxをクローニ



ングし、細胞内に遺伝子導入したところ、Smc 5/6複合体の分解効率に差異は認められず、この
事象は汎遺伝子型に認められることが判明した。次にsiRNAを用いて、DDB1およびSmc 6を抑制
したところ、HBVの複製に影響をおよぼすことが判明した。HBxとDDB1の結合部位を確認するた
め、DDB1の野生型をクローニングした。またDDB1の各構成体を作成し、HBxとDDB1の野生型およ
び各構成体との免疫沈降実験を行った。これまで、HBxとの結合領域が報告されているBPA＋3カ
所の結合領域を含むクローンより、BPCとHBxの結合が、強いことが確認された。またHBｘ蛋白
が、これまで未知のDDB1のBPC領域と強く結合することが明らかとなった。DDB1のBPC領域内の
HBVとの詳細な結合部位を同定し、同部位を標的としたペプチド合成を行い、新規創薬形成の基
板を目指している。DDB1とHBxの結合が阻害できれば、宿主制限因子であるSmc 5/6複合体が回
復し、cccDNAの排除に寄与する可能性を有すると考えられた。 
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