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研究成果の概要（和文）：B型肝炎ウイルス(HBV)の持続感染にはcccDNAと呼ばれるウイルスDNAが感染細胞核内
に維持されることが必須である。本研究では、ウイルスゲノムに変異を導入するAPOBEC3ファミリーと、その変
異を除去修復するUNGに着目した。サイトカイン刺激とER-OHTシステムにより培養細胞での変異導入活性と修復
活性をコントロールし、それに応じてHBV cccDNAの変異頻度が増減すること、変異が蓄積されたcccDNAはウイル
ス複製能が抑制されていることを示した。慢性B型肝炎における遺伝子発現データでもAPOBEC3ファミリーの発現
が上昇しており、実際の病態でも同様の分子機構が存在する可能性がある。

研究成果の概要（英文）：The covalently closed circular DNA (cccDNA) of hepatitis B virus (HBV) plays
 a key role in the persistence of viral infection. In this study, using cell-culture systems, we 
examined whether endogenous APOBEC3s and UNG affect HBV cccDNA mutation frequency. IFNγ stimulation
 induced a significant increase in endogenous APOBEC3G expression and cccDNA hypermutation. UNG 
inhibition enhanced the IFNγ-mediated hypermutation frequency. Transfection of reconstructed cccDNA
 revealed that this enhanced hypermutation caused a reduction in viral replication. These results 
suggest that the balance of endogenous APOBEC3s and UNG activities affects HBV cccDNA mutation and 
replication competency.

研究分野： ウイルス学

キーワード： B型肝炎ウイルス　ウイルス変異

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
HBVは肝臓の主要な発がんウイルスで、慢性感染により肝炎から肝硬変や肝がんへと進行する。cccDNAはウイル
ス複製の鋳型となる重要な中間体であるが、これ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。本研究の成果により宿主因子のバランスによるcccDNA改変作用が病原性に関わるという結果が得
られれば、リスクマーカーとしての基礎医学的提案が可能となり、cccDNA制御を左右する分子機構が明らかにな
れば、それを標的とした創薬へと発展させることができる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

HBV の持続感染者は国内で 110〜140 万人と推定され、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
内に維持されウイルス複製の鋳型となる。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。近年、解析に十
分な量の cccDNA を産生する HBV 安定発現培養細胞の樹立や、HBV 感染受容体の発見による感染
実験が可能となり cccDNA 研究環境整備が進んできた。これにより、我々の見出した FEN1 を始
め、様々な DNA 修復因子が cccDNA 形成関連因子として働くという報告がなされてきた。我々は
この知見を踏まえ、HBV 複製細胞から精製した cccDNA 前駆体を複数の組換えタンパク質カクテ
ルで処理することにより cccDNA と同等の閉環状 DNA を作ることができる無細胞 cccDNA 実験系
を確立した。一方、HBV 持続感染患者を想定するような、形成された後の cccDNA を制御する因
子についてはほとんど知見がなかった。 

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
成り、いくつかはその抗ウイルス活性がよく知られている。HBV に対する作用は、そのほとんど
全てがウイルス粒子内の DNA を解析対象としており、その意義は不明確であった。その中で我々
は初めて、APOBEC3G や AID の強力な作用が cccDNA にあることを示した。その後、別のグループ
から APOBEC3A、3B による cccDNA 分解を示唆する報告(Lucifora, Science 2014)があったが、こ
ちらには反論(Chisari, Science 2014)や異なるメカニズムの提示が出ており AID/APOBEC によ
る HBV cccDNA 分解機構は controversial であった。一方、過去の臨床検体での解析で、HBV DNA
には AID/APOBEC に特徴的な変異パターンが見つかっており、メカニズムの詳細は不明ながら
APOBEC による変異導入自体は起きていることが推測される。 
 
 
 
２．研究の目的 
 本研究で我々は、AID/APOBEC による HBV cccDNA への変異導入機構に着目した。
AID/APOBEC ファミリー のいくつかのメンバーはサイトカイン刺激で発現上昇することが知ら
れており、DNA 修復因子 UNG は細胞周期でその活性が調節されていると考えられている。すなわ
ち生体では AID/APOBEC と UNG の活性が条件により変動しうると推測される。本研究ではその状
況を培養肝細胞で再現し、両者の活性を調節することで、HBV cccDNA の変異頻度に違いが生じ
るかを確かめた。また、それらの cccDNA を回収し細胞へ再導入することで、ウイルス複製能へ
の影響を調べた。 
 
 
 
３．研究の方法 
(1) 公的データベースを用いた APOBEC 発現解析 

Gene Expression Omnibus（GEO）より慢性 B型肝炎患者肝臓のマイクロアレイデータ
を取得し、抗ウイルス活性が推測される APOBEC3 サブファミリーの発現プロファイルについて
GEO2R を用いて解析した。 
 
(2) HBV 産生培養細胞を用いた実験 

cccDNA を産生する HBV 安定発現培養細胞 HepG2.2.15 および HBV を感染させた HepG2-
hNTCP-C4 細胞を用いた。これらの細胞にレンチウイルスベクターを用いて UGI-ER 遺伝子を導入
した。UGI は UNG 活性を阻害するタンパク質で、融合させた ER タンパク質により、培養下にタ
モキシフェン（OHT）を添加することで UGI の活性を調節することができる。 
 
(3) cccDNA の変異解析と再導入 
 Hirt extraction で精製した cccDNA を、開環状 DNA や直鎖状 DNA など他の HBV DNA フ
ォームと区別するために T5 エキソヌクレアーゼで処理した後、閉環状 DNA のみを増幅する
rolling circle amplification（RCA）法で増幅し、サンガー法により配列解析した。また、 
コンカタマーとして増幅した RCA 産物を HBV ゲノムのユニークサイトである EcoRI で切断しモ
ノマーとした後、ライゲーションで再環状化させて、培養肝細胞 HepG2 へ遺伝子導入した。 
 
 



 
４．研究成果 
(1) 公的データベースを用いた慢性 B型肝炎患者肝臓の APOBEC 発現解析（図１） 
慢性 B型肝炎患者（n=122）と対照群（n=6）の
肝臓の APOBEC3 の発現プロファイルを比較し
た。APOBEC3B、3C、3D、3G そして AID が慢性 B
型肝炎患者で統計的に有意な発現上昇を示し
た。特に APOBEC3G の転写レベルが高かった。 
 
(2) HBV 産生細胞へのインターフェロンγ（IFN
γ）添加による HBV cccDNA 変異頻度の変化 
HepG2.2.15 細胞および HBV を感染させた
HepG2-hNTCP-C4 細胞において、IFNγを添加す
ると、APOBEC3B、3C、3G が強く発現上昇した。
IFNγは HBV 感染病態にも関連することが知ら
れており、患者データとの整合性がある。これ
らの細胞で、UGI-ER 系を用いて UNG 活性のオン・オフを調節し、APOBEC と UNG のバランスで HBV 
cccDNA 変異頻度が変化するかを調べた。UGI-ER を発現する HepG2.2.15 細胞および HBV 感染
HepG2-hNTCP-C4 細胞へ IFNγと OHT を添加し cccDNA を回収、RCA 法で閉環状 DNA を増幅してそ
の変異頻度を 3D-PCR で解析した。3D-PCR は、PCR の変性温度を下げることで AT リッチな DNA を
選択的に増幅し、C-to-U/G-to-A 変異が蓄積された DNA を検出できる手法である。結果は、IFNγ
または OHT の添加により cccDNA 変異が引き起こされたことを示した。さらに IFNγと OHT の両
方の添加により、より高頻度の変異導入が引き起こされた。次に HepG2.2.15 細胞由来の cccDNA
について標準的な PCR 増幅を用いて変異頻度を解析した（図 2）。3D-PCR の結果と同じく、IFNγ
またはOHT添加により特にG-to-A変異が増加し、両者の組み合わせで高い変異頻度が示された。
同サンプルのカプシド DNA の配列解析では、同数の解析クローンでは変異が見られなかった。明
らかなホットスポットはなかったが、いくつかの変異クラスターが観察され、これは APOBEC3G
による連続的な変異導入の特性を示している。 
 
(3) 再構築 cccDNA 導入実験 
HepG2.2.15.7 細胞では、ほとんどのウイルス産物は宿主ゲノム
に組み込まれた HBV transgene から産生されている。したがっ
て、cccDNA 変異のウイルス複製への影響を分析することは困難
である。NTCP-HepG2 感染系でもウイルス複製は細胞内でサイク
ルしているため、どの段階で複製が阻害されているかは区別が
難しい。さらに IFNγは多数の抗ウイルス因子の発現を誘導す
るため、cccDNA 変異だけの結果を分析することはまだ困難であ
る。そこで本研究では cccDNA を一旦精製し、再構築したのちに
培養細胞へ再導入した。これによりウイルス複製能への変異頻
度の影響のみをみることができる。その結果、IFNγ刺激と UNG 阻害で生じる HBV cccDNA 変異
は、著しく HBV 複製能を減少させることが明らかになった。これらのデータは、内在性 APOBEC3s
および UNG 活性のバランスが HBV cccDNA 変異頻度およびその複製能力に影響を与えることを示
している。HBV 複製は G1または G2期で細胞周期停止と相関することが示唆されており、この時
期は UNG 活性が低下する。したがって、低い UNG 活性を持つ感染肝細胞で CD8 陽性 T 細胞から
の IFNγ刺激により cccDNA 変異が蓄積する可能性がある。 
 
HIV 研究分野では、宿主の抗ウイルス因子 APOBEC3G とウイルスの持つ VIF タンパク質との間の
対立の結果、様々な変異をもつウイルス集団 quasi-species が生じると言われている。同様に、
cccDNA 変異頻度における APOBEC3s および UNG の活性バランスは、quasi-species や薬剤耐性株
の出現に影響を与える可能性がある。UNG 以降の塩基除去修復機構は、核内での HBV cccDNA 切
断および切断された DNA 断片の宿主ゲノムへのインテグレーションの可能性もある。核内に存
在する変異導入因子 APOBEC 活性と HBV DNA インテグレーションの両方が肝癌を引き起こす可能
性があり、その長期的な影響を調査するためには、さらなる研究が必要である。 
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