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研究成果の概要（和文）：　Keap1/Nrf2/AREシグナル伝達経路は、酸化ストレスに対する重要な生体防御機構で
ある。本研究では、B型肝炎ウイルス（HBV）感染に伴うKeap1/Nrf2/AREシグナル伝達経路の役割について解析
し、以下の知見を得た。①HBV感染に伴い酸化ストレスセンサーKeap1がHBV Xタンパク質と結合することによ
り、転写因子Nrf2の分解が阻害され、Nrf2が安定化・核移行する。②核移行したNrf2はHBVコアプロモーター活
性を阻害することにより、HBVの複製を抑制する。これらの成果は、生体内の抗酸化防御機構がHBVの複製制御に
寄与していることを示す重要な知見であると考える。

研究成果の概要（英文）： The Keap1/Nrf2/ARE signaling pathway is one of the most important defense 
mechanisms against oxidative stress. In this study, I demonstrated that the Nrf2/ARE signaling 
pathway is activated during HBV infection, eventually leading to the suppression of HBV replication.
 I provided evidence suggesting that Keap1 interacts with HBx, leading to Nrf2 activation and 
inhibition of HBV replication via suppression of HBV core promoter activity. This study raises the 
possibility that activation of the Nrf2/ARE signaling pathway could be a potential therapeutic 
strategy against HBV. My findings may contribute to an improved understanding of the negative 
regulation of HBV replication by the antioxidant response.

研究分野：ウイルス学

キーワード： B型肝炎ウイルス　抗酸化防御機構　Nrf2　Prdx1

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　転写因子Nrf2は酸化ストレスに対する防御機構の中心的な制御因子として知られているが、ウイルス複製への
関与については全く知られていなかった。
　本研究成果は、Keap1/Nrf2/AREシグナル伝達経路を介したNrf2の活性化がHBVの複製抑制に寄与していること
を世界で初めて示したものであり、学術的な意義は大きい。また、本研究成果は、Nrf2活性化剤が新たな抗HBV
薬の候補となる可能性を示唆しており、将来の抗HBV治療戦略において臨床応用的にも社会的にも極めて重要な
意義を持つと考える。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
B 型肝炎ウイルス(HBV)は、ヒト肝細胞に感染し、慢性肝炎、肝硬変、肝細胞癌などを含む肝
疾患を引き起こすが、現時点において、根本的な治療法は確立されておらず、HBV を体内から完
全に排除することは不可能とされている。そのため、作用機序の異なる複数の抗 HBV 薬を併用す
る新規治療薬の開発が強く求められている。 
申請者は、抗酸化酵素 Peroxiredoxin 1 (Prdx1) が HBV RNA の選択的分解を介して HBV の増
殖を抑制することを報告したが(Deng L, et al, J Virol, 2019)、生体内の抗酸化防御機構を
介した HBV RNA の新規分解機構の詳細なメカニズムは明確ではない。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、Prdx1 を介した HBV RNA の新規分解機構のより詳細なメカニズムを明らかにする
とともに、HBV RNA の分解が HBV 関連疾患に対する新たな治療戦略として有効である可能性を提
示することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
(1) ウイルスと細胞：HBV 粒子は Hep38.7-Tet 細胞の培養上清から回収した。HepG2 細胞、HepG2-
hNTCP-C4 細胞および Huh-7.5 細胞を用いた。 
 
(2) 抗酸化応答の解析：抗酸化剤応答配列 ARE（antioxidant response element）ルシフェラ
ーゼレポータープラスミドを用いて、ルシフェラーゼアッセイにて調べた。 
 
(3) HBV の各種マーカーの解析：細胞内の HBV RNA 量を qPCR により測定し、細胞内の HBV ウイ
ルス蛋白質量を免疫ブロット法にて検出した。培養上清中の HBsAg および HBeAg 量を ELISA キ
ットにより測定した。HBV プロモーター活性をルシフェラーゼアッセイにて調べた。 
 
(4) クロマチン免疫沈降（ChIP）の解析：Nrf2 と HBV コアプロモーターとの結合は ChIP アッセ
イにより調べた。   
 
(5) HBx と Keap1 の相互作用の解析：共免疫沈降法、蛍光抗体法および Proximity ligation 
assay (PLA)にて解析した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1)HBV 感染による抗酸化応答の変化につい調べた。その結果、HBV 感染により、ARE ルシフェラ
ーゼ活性が有意に増加した（図 1A）。また、HBV タンパク質（HBx、HBc、LHBs およびポリメラー
ゼ）をそれぞれ HepG2 細胞に発現させ、48 時間後に ARE ルシフェラーゼ活性を測定したところ、
コントロールと比べ、HBx タンパク質だけが顕著に ARE ルシフェラーゼ活性を上昇させた（図
1B）。さらに、HBV ジェノタイプ A、B、C、D由来の HBx も顕著に ARE ルシフェラーゼ活性を増強
させた。これらの結果より、HBx は HBV 感染による抗酸化応答の活性化に重要であることが分か
った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 . HBx は HBV 感染による抗酸化応答の活性化に重要である 
 
 



(2) 転写因子 Nrf2 の HBx による抗酸化応答の活性化に及ぼす影響を調べた。siRNA を用いて
Nrf2 をノックダウンした場合、HBx による ARE ルシフェラーゼ活性が低下したが、siRNA 抵抗性
Nrf2 を過剰発現させると、ARE ルシフェラーゼ活性が回復した（図 2）。これらの結果から、Nrf2
は HBx による抗酸化応答の活性化に関与することが分かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２.Nrf2 は HBx による抗酸化応答の活性化に関与する 
 
(3) HBx 蛋白質の Nrf2 の活性化に及ぼす影響を調べた。HepG2 細胞に HBx を発現させて検討し
た結果、内在性 Nrf2 の発現量が上昇した（図 3A）。また、Nrf2 は単独発現では細胞質に局在し
ていたが、HBx と Nrf2 を共発現させた場合には、Nrf2 の核への移行が観察された（図 3B）。こ
れらの結果から、HBx は Nrf2 の安定化・核移行を引き起こすことにより、Nrf2 の活性化を誘導
することが分かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3. HBx は Nrf2 の活性化を誘導する 
 

(4) Nrf2 の HBV 複製に及ぼす影響を調べるため、HepG2 細胞に Nrf2 発現プラスミドと 1.3 倍長
の HBV ジェノタイプ A、 B、 C、 D 発現プラスミドを導入した。その結果、Nrf2 過剰発現によ
り、4種類のジェノタイプの HBV RNA および pgRNA の量が顕著に低下した（図 4A）。また、Nrf2
過剰発現により、HBc および HBs の発現量（図 4B）、細胞外の HBsAg (図 4C)、HBeAg(図 4D)の量
が減少した。これらの結果から、Nrf2 は HBV の複製を抑制することがわかった。 

 
図 4.Nrf2 は HBV の複製を抑制する 

 



(5) Nrf2 による HBV の複製抑制の分子機構を調べるため、HepG2 細胞に Nrf2 発現プラスミドと
4種類の HBV プロモーターレポーター遺伝子(Core、preS1、preS2/S、Enh1/X)を共導入した。そ
の結果、Nrf2 過剰発現により、HBV コアプロモーター活性が顕著に低下した（図 5A）。また、ChIP
アッセイにより、Nrf2 が HBV コアプロモーターに結合することが確認された（図 5B）。これらの
結果から、Nrf2 が HBV コアプロモーターに結合し、その活性を抑制することを明らかになった。 
         図 5. Nrf2 は HBV コアプロモーター活性を抑制する 

 
 
(6) HBx による Nrf2 の活性化の分子機構を明らかにするため、HepG2 細胞に HBx または HBc と
Keap1 を共発現させ、免疫沈降を行った。その結果、HBc ではなく、HBx が特異的に Keap1 と結
合することが分かった（図 6A）。さらに、PLA 法を用いて、HBx 発現が Nrf2/Keap1 相互作用を干
渉することが確認された（図 6B）。これらの結果から、Keap1 が HBx と結合することにより、Nrf2
の分解が阻害され、Nrf2 が活性化することが明らかになった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 6.HBx は Keap1 と相互作用する 

 
 
(7) HBx による Nrf2 のポリユビキチン化に及ぼす影響を調べるため、HepG2 細胞に HBx、Nrf2、
keap1 および野生型または変異型のユビキチンの発現プラスミドを共導入し、Nrf2 のポリユビ
キチン化の程度を解析した。その結果、HBx 発現により、Nrf2 のポリユビキチン化が増強した。
特に、HBx による Nrf2 の K6 結合型ポリユビキチン鎖の増強と K48 結合型ポリユビキチン鎖の低
下が見られた（図 7）。こられの結果から、HBx が K6 結合型ポリユビキチン鎖を介して Nrf2 のポ
リユビキチン化を誘導する可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 7. HBxは Nrf2 のポリユビキチン化を誘導する 
 
 



 
これら結果から、HBV 感染に伴い、酸化ストレスセンサーKeap1 が HBx と結合することにより、
酸化ストレス応答転写因子 Nrf2 の分解が阻害され、Nrf2 が安定化・核移行し、さらに核に移行
した Nrf2 が HBV コアプロモーター活性を阻害することにより、HBV の複製を抑制することを明
らかにした。 
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1.Oxidative stress sensor Keap1 recognizes HBx protein to activate Nrf2/ARE signaling pathway, thereby inhibiting hepatitis
B virus replication.

2.HERC5 E3 ligase mediates ISGylation of hepatitis B virus X protein (HBx) to promote viral replication.

Oxidative stress sensor Keap1 recognizes HBx protein to activate the Nrf2/ARE signaling pathway, thereby inhibiting
hepatitis B virus replication

A novel bile acid derivative inhibits Hepatitis B Virus infection by disrupting internalization of NTCP and PreS1 complexes
at the entry step.
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Identification of DNA repair factors involved in HBV replication using a novel HBV reporter system.

HCV promotes the selective lysosomal degradation pathways, Chaperone-mediated autophagy and endosomal microautophagy, for
viral proliferation

Oxidative stress sensor Keap1 recognizes HBx protein to activate Nrf2/ARE signaling pathway, thereby inhibiting hepatitis B
virus replication

A novel bile acid derivative inhibits hepatitis B virus infection by disrupting internalization of NTCP and PreS1 complexes
at the entry step
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Oxidative stress sensor Keap1 recognizes HBx protein to activate Nrf2/ARE signaling pathway, thereby inhibiting hepatitis B
virus replication

A novel bile acid derivative inhibits HBV infection via sodium taurocholate cotransporting polypeptide

Oxidative Stress Sensor Keap1 Recognizes HBx protein to Activate Nrf2/ARE Signaling Pathway, thereby Inhibiting Hepatitis B
Virus Replication

Oxidative stress sensor Keap1 recognizes HBx protein to activate Nrf2/ARE signaling pathway, thereby inhibiting hepatitis B
virus replication
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Hepatitis B virus X protein activates Nrf2/ARE signaling pathway to suppress viral replication.

HCV NS3/4A protease cleaves SPG20 for formation of large lipid droplets.

HCV-induced ROS/JNK signaling pathway activates the E3 ubiquitin ligase Itch to promote the release of HCV particles via
polyubiquitylation of VPS4A.

Annexin 5 is involved in the formation of tight junction integrity and negatively regulate HCV propagation.
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Hepatitis C Virus Infection Promotes the Lysosomal Degradation of Diacylglycerol O-acyltransferase 1 (DGAT1).

Activation of Nrf2/ARE signaling pathway upon hepatitis B virus infection exerts an inhibitory effect on viral replication

Screening for anti-hepatitis B virus activities using heterocyclic compounds and HBV-NanoLuc reporter gene.

Screening for anti-hepatitis B virus activities using heterocyclic compounds and HBV-NanoLuc reporter gene.
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Annexin 5 is involved in the formation of tight junction integrity and negatively regulate HCV propagation.

Hepatitis C Virus Infection Promotes the Lysosomal Degradation of Diacylglycerol O-acyltransferase 1 (DGAT1).

1.HCV-induced ROS/JNK signaling pathway activates the E3 ubiquitin ligase Itch to promote the release of HCV particles via
polyubiquitylation of VPS4A.

Activation of Nrf2/ARE signaling pathway upon hepatitis B virus infection inhibits viral replication.
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鄧助教のHCV粒子放出に関する論文がJournal of Virologyにacceptされました。 
https://www.med.kobe-u.ac.jp/infcon/posts/news58.html 
鄧助教の論文がJournal of VirologyのSpotlightに選ばれました。 
https://www.med.kobe-u.ac.jp/infcon/posts/news59.html 
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HCV NS3/4A protease cleaves SPG20 for formation of large lipid droplets.


