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研究成果の概要（和文）：AID/APOBEC蛋白質はHBVをはじめとする様々なウイルスDNAにC-to-U変換を誘導しウイルスを
不活化するというモデルが提唱されている。本研究では核内cccDNAに着目し、DHBVモデルを用いてAID、APOBEC3G及び
修復因子UNGの作用を検討した。その結果、APOBEC3Gはこれまで知られていたウイルス粒子内DNAよりも高頻度なcccDNA
変異導入活性を持つこと、AIDとUNGが協働してcccDNAを切断していることを示した。これらは抗ウイルス活性であると
同時に宿主細胞核内の変異導入活性及びHBV DNA断片の存在を示唆しており発がん機構解明においても重要な知見であ
ると考える。

研究成果の概要（英文）：Recent studies have revealed that AID/APOBEC cytidine deaminase family members can
 induce C-to-U hypermutation on viral genome and restrict replication of various types of virus including 
HBV. Uracil residues in DNA are removed by base excision repair (BER) enzyme, uracil DNA glycosylase (UNG)
 when cytidine deamination is occurred in host genome.Here, we investigated whether uracil residues were r
emoved by UNG from HBV and DHBV DNAs using in vitro cell culture system. When UNG activity was inhibited b
y the expression of UNG inhibitory protein (UGI), the APOBEC3G-mediated hypermutation of HBV nucleocapsid 
DNA was enhanced. The enhanced hypermutation by APOBEC3G and UGI was also observed in DHBV cccDNA, which w
as more frequent than in nucleocapsid DNA. We also found that overexpression of chicken AID caused hypermu
tation and reduction of DHBV cccDNA levels. These results indicate that UNG excises uracils from viral gen
ome deaminated by AID/APOBEC protein during or after cccDNA formation.
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１．研究開始当初の背景 
 我が国の肝がん患者は 20%が B 型肝炎ウ
イルス（HBV）を保有しており、C 型肝炎ウ
イルスと並んでウイルス感染による肝がん
発症率上昇が知られているが、それがなぜ起
こるのかは依然として明らかではない。 
 DNA/RNA の塩基を脱アミノ化するデア
ミナーゼである APOBEC3G は、様々なウイ
ルスのゲノムに C から U への高頻度突然変
異 hypermutation を誘導しウイルスを不活
化するというモデルが提唱されている。また、
C-to-U 変換により生じた DNA 上の U は塩
基除去因子 UNG（uracil DNA glycosylase）
により認識除去される可能性があり、その後
塩基除去された DNA には切断（strand 
break）と修復の経路が存在する。これはヒ
トゲノムでは修復機構としてよく知られて
いるが、ウイルスゲノムにおいては strand 
breakによるDNA断片化が想定されており、
APOBECsの抗ウイルス活性メカニズムの一
つではないかと推測されている。一方で、
APOBEC3Gと同じファミリーに属するAID
や APOBEC1 の異所性発現は細胞ゲノムに
ダメージを与えがん化を誘導することが複
数のグループから報告されており、近年では
ピロリ菌感染により胃で AID の発現が異所
的に上昇し、胃がんのリスクをあげるという
報告もある。また、AID/APOBEC と UNG
の活性により、HBV DNA の断片化が起こる
のであれば肝細胞ゲノムへの insertional 
mutagenesis の確率を引き上げ、がん化など
病態変化の原因になると考えられる。 
 このように B 型肝炎の病態における
AID/APOBEC の役割として、抗ウイルス活
性と発がんの双方への関与が推測される。実
際の慢性 B 型肝炎患者から採取した HBV ゲ
ノムにおいて、hypermutation が起きている
事実は確認されているが、HBV への AID や
APOBEC3G の作用については未だ記載的な
解析にとどまり、hypermutation 活性の in 
vivo での働きや発がんとの関連は不明であ
る。また、ウイルス粒子内 HBV DNA から検
出 さ れ る 変 異 頻 度 は 低 レ ベ ル で 、
AID/APOBEC の持つ変異導入活性はウイル
ス抑制にはそれほど貢献していないとの見
方もある。 
 
２．研究の目的 
 本研究ではAID/APOBECとUNGのHBV
ゲノム及び宿主ヒトゲノムへの関与の解明
を目指した。HBV は感染後にそのウイルス
DNA が核内へと移行し cccDNA と呼ばれる
フォームを形成する。cccDNA からはウイル
スゲノム全体が pgRNA として転写され、ウ
イルス複製の鋳型となる重要な中間体であ
るが、その形成維持機構やこれを標的とする
抗ウイルス因子の解析がほとんど行われて
いない。我々は、宿主ゲノムへの二次的影響
を念頭に、核内での AID 及び APOBEC3G
の働きを明らかにすることを目的とした解

析を行なった。 
 
３．研究の方法 
 ウイルス複製の再現が可能な HBV レプリ
コンプラスミドを用いた実験系を主に利用
した。レプリコンシステムは HBV ゲノムす
べてをプラスミドベクターに挿入して、この
ベクターをヒト肝細胞株 HepG2 やマウスに
導入し、ウイルス複製を再現する実験系であ
る。また HBV は cccDNA の産生量が極めて
少なく定量的な解析が困難なため、cccDNA
の解析モデルである DHBV を用いて同様の
レプリコンプラスミドを用いた解析を行な
った。AID もしくは APOBEC3G を強制発現
し、cccDNA の定量と配列解析を行うととも
に、定常的に発現している修復因子 UNG の
阻害を行って、その影響を検討した。近年開
発された閉環状 DNA のみを選択的に増幅す
る RCA 法を用いて、好感度かつ特異的に
cccDNA を検出することに成功した。増幅し
た cccDNA をクローニングし、細胞内に再導
入してウイルス複製能を解析した。ハイドロ
ダイナミクス法を用いたマウス肝臓へのプ
ラ ス ミ ド 導 入 に よ り in vivo で の
hypermutation 活性の検討を行なった。 
 
４．研究成果 
 本研究により、AID と APOBEC3G の脱ア
ミノ化活性及び UNG の塩基除去活性が
cccDNA に対して作用することが明らかにな
った。これらの研究成果はそれぞれ論文とし
て報告した。 
 
(1) APOBEC3G はこれまでウイルス粒子内
DNA での解析で考えられていたよりも高頻
度に核内 cccDNA に対して hypermutation
を導入する活性を持ち、強制発現ではウイル
ス複製を妨げる程の変異頻度であったが、こ
れらは UNG によって除去され修復されてい
ることをDHBVモデルによる解析で示した。 
 
(2) AID においては、APOBEC3G ほどの変
異導入活性は認められなかったが、UNG と
共同して cccDNAの量を減少させるという結
果が得られ、このウイルス DNA に strand 
break を引き起こしていることが示唆された。 
  
 すなわち宿主細胞の核内で変異導入活性
及び HBV DNA 断片が存在する可能性があ
り、当初の予測通り発がんに関与するゲノム
傷害の可能性が示唆される。この成果を踏ま
え、現在、HBV cccDNA を用いた解析及び宿
主ゲノムへのオフターゲット効果の検討を
進めている。また、cccDNA は現行の治療法
では除去困難で、肝炎再燃や薬剤耐性株出現
の原因となることが知られている。本研究成
果はこのウイルス DNA を排除するための分
子機構解明にも寄与すると考える。 
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