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研究成果の概要（和文）：本研究は、HBV cccDNAを標的とした抗HBV作用を有する宿主制限因子の同定および機
能解析を目的とした。我々はU2ｰOS細胞を起源とし、薬剤誘導性にHBxにMycタグを付与した蛋白を発現制御でき
る細胞株を樹立した。同細胞を用いたProteome解析の結果、HBVの宿主制限因子であるSMC5/6を同定した。HBxと
DDB1の結合阻害によるSMC5/6回復目的にDDB1の各サブユニットとHBxを用いた免疫沈降実験により、DDB1内の既
知の部位とは異なる領域に新規HBx結合領域が存在することを確認した。また、新規結合部位を有する合成ペプ
チドを用いて、HBx-DDB1の結合阻害作用を確認した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to identify and analyze the function of host 
restriction factors with anti-HBV activity targeting HBV cccDNA. We established a cell line derived 
from U2-OS cells that can regulate expression of a Myc-tagged protein on HBx in a drug-inducible 
manner. Proteome analysis of these cells identified SMC5/6, a host restriction factor for HBV, and 
immuno-precipitation experiments using DDB1 subunits and HBx to recover SMC5/6 by inhibiting HBx 
binding to DDB1 confirmed the presence of a novel HBx binding region in DDB1. We confirmed the 
existence of a new HBx binding region in DDB1, which is different from the known region. We also 
confirmed the inhibition of HBx-DDB1 binding using synthetic peptides bearing the novel binding 
site.

研究分野： 消化器病学

キーワード： HBV　宿主因子　HBx

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
B型肝炎ウイルス（hepatitis B virus: HBV）感染肝細胞核内には、完全閉鎖型二本鎖DNA（covalently closed 
circular DNA: cccDNA）が形成される。慢性B型肝炎・肝硬変にはインターフェロンおよび核酸アナログ製剤が
使用され一定の効果を上げているが、いずれもcccDNAには影響せず、免疫抑制療法および化学療法でのHBV再活
性化や発がんのリスクは残存したままとなっている。
本研究により、将来的に抗HBV宿主制限因子をターゲットにした新規治療法の開発と、HBV再活性化予防への貢
献、肝臓癌発生・進展および再発阻止に寄与する癌予防医学への貢献が期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
抗ウイルス療法の進歩により B型肝炎ウイルス（hepatitis B virus: HBV）は制御できる時代

となっている。慢性 B型肝炎感染症に対する治療として、インターフェロン（IFN）および核酸
アナログ製剤が使用可能である。IFN は治療期間が限定、薬剤耐性ウイルスが現れず、治療反応
例では投与後も治療効果が持続する一方、治療反応例は約 3割前後にとどまり、治療反応の投与
前予測は困難で、週一回の通院を要し、様々な副作用を高頻度に伴う。また、肝硬変症例への適
応も認められていない。これらのことから、現在実臨床では使用される症例は、限定的となって
いる。核酸アナログ製剤は、ウイルス肝疾患の進展や肝細胞癌のリスクを抑制することにより、
HBV 関連疾患による死亡率を抑えることが広く知られている。しかし、治療中断で高率に肝炎再
燃してしまうことから、患者はほぼ終生にわたり治療の継続を強いられる。いずれの治療法も完
全閉鎖型二本鎖 DNA（covalently closed circular DNA: cccDNA）に直接抑制作用を有せず、免
疫抑制療法および化学療法での HBV 再活性化や発がんのリスクは残存したままとなっている。
このため、HBV cccDNA を含めた完全治癒を目指した新規治療法の開発が急務であり、抗 HBV 作
用を有する宿主因子もその標的となっている。近年、HBV に対する宿主制限因子が、HBV により
制御されている事が報告されているが、ウイルス側戦略の全容解明にはほど遠く、分子機序解明
に向けた取り組みは急務である。 
 
 
２．研究の目的 
本研究は抗 HBV 宿主制限因子の同定および解明されていない機序の基礎的研究に取り組むこ

とにより、HBV cccDNA の排除を含んだ”完全”治癒を目指した新規治療法の開発研究を行う。
本研究により、将来的に抗 HBV 宿主因子をターゲットにした新規治療法の開発と、HBV 再活性化
予防への貢献、肝臓癌発生・進展および再発阻止に寄与する癌予防医学への貢献が期待される。
これまで各 HBV 蛋白と結合する宿主因子を同定し、その機能解析よりウイルスに及ぼす影響が
検討されてきたが、ウイルス側戦略の全容解明にはほど遠く、分子機序解明に向けた取り組みは
急務である。近年の解析技術の進歩により、次世代シークエンサーを用いた網羅的 microarray
解析や、質量分析器を用いた網羅的プロテオーム解析により、網羅的に HBV 感染下の環境を解析
することが可能となった。本研究は、HBV 蛋白および HBV cccDNA に関与する宿主因子の網羅的
解析および同定された宿主因子の機能解析を用いて、抗 HBV 作用に宿主因子がもたらすインパ
クトを明らかにしたい。 
 
 
３．研究の方法 
（1）HBx により影響を受ける新規宿主因子の探索を目指して、HBx 発現調整細胞株を作成した。 
 
（2）薬剤誘導性に HBx に Myc タグを付与した蛋白を発現制御できる細胞株を用いて、HBx によ
り影響を受ける新規宿主因子の探索を目指して、SILAC 法を用いた Proteome 解析を行った。 
 
（3）HBx が宿主因子の DDB1 (DNA damage-binding protein 1)と結合することにより宿主制限
因子が分解されるため、HBx と DDB1 の結合阻害を目的に DDB1 の各サブユニットと HBx を用いた
免疫沈降実験を行った。 
 
（4）DDB1 の変異体および新規結合部位を有する合成ペプチドを用いて、HBx-DDB1 の結合阻害作
用を確認した。 
 
 
４．研究成果 
（1）HBx 発現調整細胞株の作成：U2OS 細胞を起源とし、薬剤誘導性に HBx に Myc タグを付与し
た蛋白を発現制御できる細胞株を樹立した。樹立した細胞株をクローニングし、より発現がコン
トロールできうる U2OS-Myc-linker-HBx-27 細胞を選別した。 
 
（2）HBx により影響を受ける宿主因子の探索：U2OS-Myc-linker-HBx-27 細胞を用いて、HBx に
より影響を受ける新規宿主因子探索のため、SILAC 法を用いた Proteome 解析を行った。結果、
HBV の宿主制限因子である SMC5/6 (structuralmaintenance of chromosomes 5/6) を同定した。 
 
（3）HBx と DDB1 のドメイン BPC 領域との結合性の検討：SMC5/6 は HBx が宿主因子の DDB1 と結
合することにより分解されるため、HBx と DDB1 の結合部位を確認するため、DDB1 の野生型、DDB1



の各構成体 BPA、BPB、BPC および BPA+BPC をクローニングし、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。これまでに BPA の領域に 2カ所、BPA と BPB の間の領域に 3カ
所、BPC に 1 カ所、HBx との結合領域が既に報告されている。しかし、各クローンでも 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。BPC の領域の
100 アミノ酸、200 アミノ酸欠損体を作成し、BPC の N 末端 100 アミノ酸に結合領域が含まれて
いると考えられ、BPC の領域の 20アミノ酸まで未知の HBx との結合領域の絞り込みを行った。 
 
 
（4）DDB1 の変異体による HBV 複製の抑制効果の検討：HepG2 細胞および Huh7 細胞に遺伝子型 D
のHBV発現プラスミドとBPC200アミノ酸欠損体を共遺伝子導入実験を行った。培養上清中のHBs
抗原および細胞内の HBs 抗原、HBc 抗原量の測定を行ったところ、コントロールと比較して、
BPC200 アミノ酸欠損体で有意に減少していた。HBx-DDB1 相互作用を阻害することにより、HBV
複製を抑制する可能性が示唆された。また DDB1 内に発見した新規結合部位を有する合成ペプチ
ドを用いて、HBx-DDB1 の結合阻害作用を確認した。 
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