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研究成果の概要（和文）：HBV感染HepG2-NTCP細胞におけるcccDNAエピゲノムマップを作成し、S遺伝子の近傍に
エンハンサーを表すエピゲノム修飾を持つ新規の制御配列（Regulatory Element；RE）候補を見出し実際にエン
ハンサー活性を持つことを確認した。同配列は既報のHBVエンハンサーであるEnh I, Enh II, GREとは異なる新
規の転写制御配列であり、Ｓ遺伝子の発現に関与する可能性が示唆された。また、遺伝子型間で活性が異なり遺
伝子型間の病態の差異に関与する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We constructed an epigenomic map of cccDNA in HBV-infected HepG2-NTCP cells 
and identified novel regulatory elements (RE) near the S gene marked by epigenomic modifications 
indicative of enhancer activity. These sequences were confirmed to possess enhancer activity. Unlike
 the previously reported HBV enhancers, Enh I, Enh II, and GRE, these novel transcriptional 
regulatory sequences suggested a potential involvement in the expression of the S gene. 
Additionally, the activity of these regulatory elements varied between genotypes, indicating a 
potential role in the differences in pathogenesis among different HBV genotypes.

研究分野：消化器内科、ウイルス性肝炎、エピジェネティクス

キーワード： HBV　cccDNA　エピゲノム　エンハンサー　遺伝子型
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研究成果の学術的意義や社会的意義
我々は一度感染すると半永久的に肝細胞内に残存するHBV-cccDNAの転写活性化に関与するあらたな制御配列候補
を見出し、エンハンサー活性を持つことを確認した。この制御配列はHBVの慢性感染や肝発癌などの病態に重要
であるにもかかわらず制御機序が分かっていないS遺伝子の制御に関与する可能性が高い。また、HBV再活性化や
HBV遺伝子型によるB型肝炎の病態の違いなど、HBV診療における未解決の問題の解決につながる可能性が考えら
れた。

※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 
B型肝炎ウイルス（HBV）の持続感染者は世界で約 2.5億人、日本で 130-150万人と推定され
ており、HBVは未だ肝発癌の主たる原因の一つである。現在の治療ではHBV-DNAを陰性化で
きるが、機能的治癒を意味するHBs抗原の陰性化は困難である。また、HBV再活性化の機序は
不明な点が多い。HBVには遺伝子型による病型の違いが存在するが、そのメカニズムは解明さ
れていない。 
HBV は肝細胞に感染すると核内に
cccDNA を形成し、それを鋳型にして複製
を行う（右図参照）。cccDNAの複製能は遺
伝子型により異なっている。cccDNA は肝
炎が軽快し HBs 抗原が陰性化しても排除
されず核内に残存する。一方、現在の治療
薬核酸アナログ製剤ではこの cccDNAを制
御することはできないため、近年問題とな
っている HBV 再活性化の原因となってい
る。 
エピゲノムとは、DNAメチル化や DNA
結合タンパク質であるヒストンの修飾によ
り規定される遺伝子発現の制御機序であ
り、特にプロモーターやエンハンサー等の
制御配列（Regulatory Elements：RE）の
エピゲノム状態が重要である。 
核内に残存するHBV-cccDNAの転写活性は、エピゲノムにより制御されると考えられているが、
遺伝子型間での cccDNA のエピゲノムによる転写制御機構の違いと病態形成への寄与は未解明
である。この問題の解明が求められている。cccDNAのエピゲノムによる転写制御が遺伝子型に
より異なるか、そして病態形成に寄与するかを解明することが、本研究課題の核心をなす「問い」
である。 
 
 
２．研究の目的 
我々は新規技術基盤として、
網羅的エピゲノム解析の基
本的手法の1つであるChIP-
seq法と、ウイルス等微量な
ゲノムを解析する Capture-
seq 法を組み合わせた HBV 
ChIP-Capture-seq 法を確立
した（右図）。同法は cccDNA
のエピゲノムを網羅的かつ
これまでにない感度、効率
（通常法の約 1万～10万倍）
で解析することを可能とし、
不活性化状態の cccDNA の
エピゲノムも解析しうる点
が独創的である。 
本研究の目的は、HBV 転写の活性状態および不活性状態におけるエピゲノムマップを作成し、
HBV遺伝子型ごとのエピゲノムマップを比較することで、各病態間の cccDNAエピゲノムの差
異を解析することである。具体的には、HBV転写の新規制御配列を同定し、異なる転写活性を
示す cccDNA のエピゲノムの違いを解析する。また、遺伝子型間での制御配列のエンハンサー
活性の違いやゲノム・エピゲノムとの関係を明らかにし、最終的に薬剤スクリーニングの系を樹
立することを目指す。 
この研究により、HBV再活性化に関与するエピゲノム因子を抽出し、HBVの重要な病態解明に
寄与することが期待される。 
 
 



３．研究の方法 
本研究の研究方法は以下の通りである。 
 
HBV 制御配列の同定と活性の確認: 
HBV 感染 HepG2-NTCP 細胞の cccDNA を HBV ChIP-Capture-seq 法で解析し、エピゲノムマップを
作成する。 
・ルシフェラーゼ遺伝子の上流に同定した制御配列を組み込んだプラスミドを HepG2 細胞に導
入し、レポーターアッセイでエンハンサー活性を確認する。 
 
各病型の HBVcccDNA のゲノム・エピゲノム解析と情報統合: 
・不活性 HBV モデルを用いて、cccDNA および制御配列のエピゲノム状態を網羅的に解析し、活
性化状態と不活性状態を比較する。 
・各遺伝子型の制御配列を組み込んだプラスミドを作成し、遺伝子型間でのエンハンサー活性の
違いをレポーターアッセイで検証する。 
 
制御配列の作用機序の解析: 
・特定の転写因子の関与を siRNA ノックダウンや特異的阻害薬を用いてレポーターアッセイで
確認する。 
・抽出した塩基配列を別の塩基に置換し、その影響をレポーターアッセイで確認する。 
 
 
４．研究成果 
HBV-cccDNA エピゲノムの解析は HBV の病態解明や病勢制御につながる重要な事項である。本
研究では ChIP-Capture-seq 法を用い HBV-cccDNA のエピゲノムマップを作成し、各遺伝子型に
おける cccDNA エピゲノムによる HBV 転写活性の制御機序を解析した。 
まず、HBV 感染 HepG2-NTCP 細胞における cccDNA エピゲノムマップを作成し、S遺伝子の近傍に
エンハンサーを表すエピゲノム修飾を持つ新規の制御配列（Regulatory Element；RE）候補を見
出し、実際にエンハンサー活性を持つことを確認した。同配列は既報の HBV エンハンサーである
Enh I, Enh II, GRE とは異なる新規の転写制御配列であり、Ｓ遺伝子の発現に関与する可能性
が示唆された。 
HBV はウイルス表面の HBs 抗原と肝細胞表面の NTCP 分子
の相互作用により肝細胞に感染する（右図）。さらに HBs 抗
原にはPreS遺伝子よりコードされ感染に直接必要とされる
LHBs、Ｓ遺伝子よりコードされ HBV に対する中和抗体であ
る HBs 抗体に対する“おとり”として作用し B型肝炎の様々
な病態に関与するとされる M/SHBｓ抗原があるが、本 RE は
両者の使い分けに寄与する可能性が示唆された。また、レポ
ーターアッセイにて遺伝子型間で新規REのエンハンサー活
性に差があることを確認した。不活性化状態の新規 RE は不
活性型のエピゲノム状態である可能性を示唆するデータが
得られた。 
遺伝子型間での新規 RE の配列を差
分解析し、活性中心は 100 塩基程の限
定した領域にあること、そのうちわず
か 2 塩基の変化がレポーター活性に大
きく影響することを見出した（右図）。
エンハンサーの位置と転写開始点との
関係から新規 RE は S 遺伝子、PreS 遺
伝子の使い分けに寄与する可能性が考
えられた。S 遺伝子、PreS 遺伝子の発
現の差は HBV の遺伝子型間の病態の違
いを説明する重要な因子であり、本研究が遺伝子型間で異なる肝炎の重症度や線維化の進行、肝
発癌、さらに HBs 抗原消失により定義される B 型肝炎の機能的治癒などいまだに解明されてい
ない B型肝炎の病態の解明に寄与し、新たな知見が得られる可能性が高いと考えられる。 
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