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研究成果の概要（和文）：B型肝炎ウイルス(HBV)持続感染ではcccDNAと呼ばれる環状ウイルスDNAが長期に維持
されているが、現在のところcccDNAの形成や維持に関わる分子機構の知見は少ない。本研究では、HBV cccDNAの
形成・維持に関わる新たな宿主因子の同定及び分子機構について解析を行い、FEN1というDNA修復因子がcccDNA
形成に関わることを明らかにし、これを用いて新たなcccDNA実験系を開発した。この成果はさらなる分子機構解
明と抗ウイルス薬の標的探索のためにも重要な知見となる。

研究成果の概要（英文）：Hepatitis B virus (HBV) infection remains a worldwide health problem that 
affects more than 350 million people. HBV is one of the major etiological pathogens for liver 
cirrhosis and hepatocellular carcinoma. HBV covalently closed circular DNA (cccDNA) is a key viral 
intermediate for persistent infection. However, the molecular mechanism of cccDNA formation has not 
been clarified. In this project, we found that the host factor flap-endonuclease 1 (FEN1) is pivotal
 in cccDNA formation. We developed a novel cccDNA formation assay using purified viral precursor DNA
 with recombinant FEN1, DNA polymerase, and DNA ligase. This study provides new insights into the 
molecular mechanisms of cccDNA formation and proposes FEN1 as a potential anti-HBV drug target.

研究分野：ウイルス学

キーワード： B型肝炎ウイルス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
B型肝炎はワクチンの普及により新規感染者数が大幅に減少しているが、一旦感染が成立してしまうと既存の逆
転写阻害による抗ウイルス薬は原理的にcccDNAを除去できないため、持続感染者の根治は依然として困難であ
る。また、HBV持続感染患者を想定するような培養下での長期HBV感染細胞において、cccDNAの制御に影響する因
子についてはほとんど知見がない。本研究によってcccDNA形成に関わるFEN1というタンパク質の存在が初めて明
らかとなり、今後FEN1や関連する宿主因子の分子機構の解明や、これを標的とする抗ウイルス薬開発につながる
ことが期待できる。

※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 

B 型肝炎ウイルス（HBV）持続感染者は国内で 110〜140 万人と推定されており、感
染を放置すれば慢性肝炎、肝硬変、肝がんへと進行するおそれがある。HBV 持続感染では、
cccDNAと呼ばれる環状ウイルス DNAが、宿主細胞の核内に維持される。cccDNAはウイルス
複製の鋳型となり、ウイルスゲノムであるpgRNA及びウイルスタンパク質をコードするmRNA
がそれぞれ転写される。現在 cccDNA を除去する有効な治療法は無く、B 型肝炎の根治が難し
い理由となっているが、これまで解析系が十分でなかったために、cccDNAを標的とする分子機
構の知見が少ない。そこで本研究では、HBV cccDNAの形成・維持に関わる新たな宿主因子の
同定及び分子機構について解析を行うことでB型肝炎克服への手がかりを得ることを目指した。 
 本研究の開始前に我々は、cccDNA解析モデルである Duck HBV（DHBV）を用いて、DNA
編集酵素 APOBEC3Gや AIDが cccDNAに対して、高頻度の変異導入や DNA断片化を引き起
こしていること、その過程には宿主の塩基除去修復因子 UNG が関わることを明らかにしてき
た。AID/APOBECファミリーは DNA/RNA上の Cを Uへ変換する DNA編集酵素群で、11の
メンバーから成る。このうちいくつかが cccDNA に変異を導入する一方で宿主 UNG は変異頻
度を少なくする方向に働く。低頻度な変異はウイルスの多様性を広げてしまい薬剤耐性株等出
現の原因にもなり得る。実際、病態に関わる既知の変異株には C-to-U活性（反対鎖の G-to-A変
異）で説明の付くものが複数ある。また、自前で 4つの遺伝子しか持たない HBVは複製過程で
UNG以外にも複数の宿主 DNA修復因子を利用しているであろうことが容易に想像できる。こ
れらのことから、APOBECs 及び DNA 修復因子の活性は cccDNA の形成や維持に大きく関与
し、ウイルス複製活性や病原性に影響すると考えられる。 
 
 
 
２．研究の目的 
 HBV cccDNAに作用する宿主因子として、AID/APOBECタンパク質ファミリー及び
関連の DNA修復因子群を候補として解析を行い、因子の同定と分子機構の解明を目指す。 
 
 
 
３．研究の方法 
(1) HBV複製細胞を用いた候補因子 loss-of-functionの解析 
 cccDNA に作用する宿主因子として DNA 修復因子 FEN1 を第一の候補とした。多く
の研究者が使用している HBV 複製細胞として、Tet-CMV プロモーター下の HBV トランスジ
ーンよりウイルス複製が開始される Hep38.7-Tet 細胞を用いた。cccDNA 形成における FEN1
の効果を検討するために、FEN1に対する shRNA、siRNA、CRISPR-Cas9によるノックダウ
ン、FEN1特異的阻害剤 PTPDによる機能阻害実験を行った。RT-qPCR及びウェスタンブロッ
ト法により FEN1 発現の低下を確認するとともに、ウイルス粒子内の HBV DNA 及び核内の
cccDNA検出にはリアルタイム PCR及びサザンブロット法を用いた。 
 
(2) HBV感染細胞を用いた候補因子阻害剤の効果検討 
 HBV感染細胞として、ウイルス感染レセプターであるヒトNTCPを発現する hNTCP-
HepG2-C4及び、ヒト初代培養肝細胞と同等とされる PXB細胞を用いた。Hep38.7-Tet細胞の
培養上清から回収・濃縮したウイルスを感染に用いた。 
 
(3) 無細胞系 cccDNA形成実験系の開発 

HBV 複製細胞より細胞質ウイルス粒子内 DNA を回収し、これを基質として組換え
FEN1、Bst DNA Polymerase及び Taq DNA Ligaseと反応させた。その産物を、閉環状 DNA
以外を分解する T5 exonuclease処理と qPCR及びサザンブロットにより解析した結果、基質で
ある HBV rcDNA から閉環状 DNA が形成されていることが確認された。さらにこの閉環状
DNAを Rolling Circle Amplification (RCA)法で増幅させ、制限酵素ユニークサイト切断後セル
フライゲーションにより 1 コピーずつに再環状化させ肝細胞株 HepG2 にトランスフェクショ
ンしたところ、ウイルス複製が確認された。 
 
(4) APOBEC3タンパク質多型の抗 HBV活性比較検討 
 多型がよく知られているAPOBEC3C、APOBEC3G、APOBEC3Hについて検討した。
HepG2 細胞に HBV レプリコンプラスミドとそれぞれの APOBEC3 ベクターを遺伝子導入し
た。APOBEC3の発現量をウェスタンブロット法で確認するとともに、ウイルス粒子 HBV DNA
のリアルタイム PCRによる定量を行い、各 APOBEC3の抗ウイルス活性を比較した。 
（本実験に用いた APOBEC3多型） 
・APOBEC3C：S188、I188 
・APOBEC3G：H186、R186 
・APOBEC3H：ハプロタイプ I~VIIとスプライシングバリアント SV-183、-182、-200、-154。 

 



 
 
４．研究成果 
 HBV を複製する培養肝細胞 Hep38.7-Tet 細胞を用いて、shRNA 及び siRNA による
ノックダウン実験を行った。また、CRISPR-Cas9によるゲノム編集で FEN1ノックアウトを試
みたが、ゲノム編集の結果、FEN1遺伝子の片方のみが欠失したヘテロ細胞が得られた。いずれ
の loos-of-function実験においても FEN1タンパク質量が減少していることを確認した。これら
の実験では FEN1タンパク質量の低下に応じて、HBV cccDNA量が減少していた。一方でウイ
ルス粒子内の HBV DNA（NC-DNA）の低下は見られず、cccDNA 量低下が特異的に起きてい
ることが示唆された。また、FEN1 阻害剤 PTPD を用いた実験でも同様の結果が得られた。ま
た、HBV 感染細胞でも阻害剤実験を行った。感染細胞では、FEN1の阻害により cccDNAのみ
ならず全ての HBV中間体の量が減少した。前述の HBV複製細胞ではウイルス複製はトランス
ジーンから起こるため cccDNA 減少が単独で生じるが、感染細胞では cccDNAが減少すればウ
イルス複製そのものが低下するので、両者の実験系の違いにより結果が異なるのはリーズナブ
ルであると考えられる。これらの結果は細胞内の FEN1タンパク質が cccDNA形成に寄与して
いることを示している。また、shRNA により FEN1 量が低下した細胞に、野生型 FEN1 をト
ランスフェクションすると cccDNA 量が回復したのに対して、FEN1 の酵素活性を欠失させた
変異型を導入すると cccDNA量は回復しなかったことから、FEN1の酵素活性が cccDNA形成
に関わることが示唆された。 

次に、cccDNA の前駆体 DNA を細
胞から抽出し、試験管内において FEN1 に加
えて、DNA ポリメラーゼ、DNA リガーゼの
3つの酵素と反応させたところ、cccDNAが形
成され（右図上）、この cccDNAを細胞内に再
び導入すると B 型肝炎ウイルスが産生され
た。したがって、この反応により、試験管内で
も実際の cccDNA と同等のものが作られたと
考えられ、前駆体 DNA のフラップ構造を
FEN1 が取り除いているという分子メカニ
ズムが示唆された（右図下）。HBVは 4つし
か遺伝子を持たず、その複製には宿主細胞の
タンパク質が利用されていることは以前か
ら推定されていたが、本研究によって細胞の
DNA修復因子である FEN1タンパク質がそ
の一つであることが初めて明らかにされた。
この成果により、FEN1と前駆体 DNAに対
する FEN1 の作用機序に注目することで
cccDNA形成を抑える新規の抗ウイルス薬開発につながることが期待できる。さらに本研究で開
発した細胞外で cccDNA 形成を再現する実験方法は今後さらなる cccDNA形成分子メカニズム
の解明にも応用できると考える。 

cccDNAへの作用が推定されている抗ウイルス因子 APOBEC3タンパク質ファミリー
について、その多型による抗 HBV 効果の違いを検討した。APOBEC3 ファミリーには
APOBEC3C、APOBEC3G、APOBEC3Hにおいて多型がよく知られている（下図）。これらの
抗 HBV 活性を調べるために培養細胞に HBV レプリコンプラスミドとそれぞれの APOBEC3
ベクターを遺伝子導入しウイルス産生量を調べた。その結果、APOBEC3Cは I188型(188番目
のアミノ酸がイソロイシン)が common typeである S188型(188番目のアミノ酸がセリン)より
も高い抗 HBV活性を 持つことが明らかとなった。APOBEC3Gでは既知の多型H186と R186
の間に差は認められず、APOBEC3Hでは HIV-1の研究で既報の通り hap II SV-183という型
が強い抗 HBV活性を示した。APOBEC3H多型の抗ウイルス活性の違いは、主にタンパク質量
の差と相関があったが、APOBEC3C 多型ではそのタンパク質の差がみられなかった。
APOBEC3 ファミリーはウイルスゲノムに高頻度突然変異を導入する活性があるので、
APOBEC3C 多型でこれを比較したところ、I188 型に高い変異導入活性がみられたことから、

これが抗HBV作用に寄与している
ことが示唆された。この成果は論文
として報告した。 
 以上のように、本研究計画に
よりHBV cccDNAの形成に関わる
DNA 修復因子の新規同定と、
cccDNA に作用する抗ウイルス因
子でHBV複製に関わるAPOBEC3
の多型による抗ウイルス効果の違
いついて新たな知見が得られた。 
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