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研究成果の概要（和文）：B型肝炎ウイルス（HBV）持続感染者は国内で130～150万人と推定されており、感染を
放置すれば慢性肝炎、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。cccDNA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が、現在のところcccDNAを標的とする分子機構の知見が少ない。本研究
では、HBV cccDNAに対してゲノム情報を改変すると考えられる宿主因子AID/APOBEC蛋白質及び関連するDNA修復
機構の作用について解析を行った。

研究成果の概要（英文）：Covalently closed circular DNA (cccDNA) forms a template for the replication
 of hepatitis B virus (HBV). Despite the crucial role of cccDNA in viral persistence, little is 
known about the host factors that target this viral intermediate. Recent studies have revealed that 
AID/APOBEC3 cytidine deaminase family members can induce C-to-U hypermutation on viral genome and 
restrict viral replication. Uracil residues in DNA are removed by base excision repair (BER) enzyme,
 uracil DNA glycosylase (UNG), when cytidine deamination is occurred in host genome. We investigated
 whether uracil residues were generated in HBV cccDNA by APOBEC3G and removed by UNG using in vitro.
 We found that IFNγ stimulation of hepatocyte cell lines induced the endogenous APOBEC3G expression
 and HBV cccDNA hypermutation. When UNG activity was inhibited, the IFNγ-mediated hypermutation of 
cccDNA was enhanced. Our result indicate that BER pathway cancels the mutations of the cccDNA 
generated by APOBEC proteins.

研究分野：ウイルス学

キーワード： B型肝炎ウイルス
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１．研究開始当初の背景 
 B型肝炎ウイルス（HBV）持続感染者は国
内で 130〜150 万人と推定されており、感染
を放置すれば慢性肝炎、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。現在
cccDNA 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が、
これまで解析系が十分でなかったために、
cccDNAを標的とする分子機構の知見が少な
い。 
  DNA/RNA の塩基を脱アミノ化するデ
アミナーゼであるAID/APOBECタンパク質
ファミリーの一つである 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、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い
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。 
 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 慢
性感染における AID/APOBEC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った。これに
対して我々は最近の研究で、cccDNA解析モ
デルである Duck HBV（DHBV）を用いて、
APOBEC3Gが cccDNAにウイルス遺伝情報
を破壊するほど高頻度に変異を導入してい
ること、しかし宿主の修復因子 UNGがその
変異を修復していることを明らかにした。ま
た、AID と UNG の組み合わせでは DHBV 
cccDNAの分解に働くことを報告した。 
 
２．研究の目的 
 近年、後述する様々な HBV 研究手法が発
展し、DHBV を用いていた cccDNA 解析も
HBV で行うことが可能になってきた。我々

は DHBV 研究での成果を元に、HBV 
cccDNAにおける AID/APOBECタンパク質
及び UNGを始めとする DNA修復因子の作
用について本研究で解析を行った。 
 
３．研究の方法 
 主に、HBV レプリコンプラスミドの安定
発現細胞株、Tet-Off プロモーター制御下の
HBV安定発現細胞株、及びHBV感染細胞と
いった培養肝細胞を用いた解析を行った。
HBV 安定細胞株では解析に十分な cccDNA
が形成され、感染実験では cccDNAからスタ
ートするウイルス複製能を検討することが
可能である。これらの細胞に、塩基除去修復
因子UNGの阻害タンパク質であるUGIを発
現するコンストラクトを導入し、UNG 活性
を制御すると共に、IFNγ等のサイトカイン
でAID/APOBECタンパク質の発現を誘導し、
cccDNAへの作用を検討した。AID/APOBEC
発現プロファイルは RT-qPCR で解析した。
shRNA ベクターを作成し培養細胞の
APOBEC3Gノックダウンを行った。これら
APOBEC3G活性 UNG活性をコントロール
した条件下で cccDNAの定量と配列解析を行
うとともに、ウイルス複製能への影響を検討
した。変異頻度の解析には 3D-PCRとサンガ
ーシークエンスを行った。3D-PCR は PCR
の denature stepの温度を下げることにより、
AT リッチな DNA を選択増幅する手法であ
る。AID/APOBECによる C-to-U（反対鎖で
は G-to-A）変異が生じた配列は元の配列より
低温で増幅される。cccDNA特異的な解析に
は、閉環状 DNA のみを選択的に増幅する
phi29 ポリメラーゼを用いた RCA 法を組み
合わせた。さらにRCA法で増幅した 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。AIDの新たな抗ウイ
ルス作用として pgRNAの減少を解析した。
さらに UNG以外の DNA修復因子の作用に
ついて siRNAノックダウン、CRISPR-Cas9
によるノックアウト、阻害剤の実験で予備的
な解析を行った。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 AID/APOBEC作用の検討を
行なった。 
 
４．研究成果 
 本研究により、肝細胞培養株において内在
性APOBEC3Gの脱アミノ化活性とUNGの
塩基除去活性が HBV cccDNAに対して作用
することが明らかになった。研究開始当初、
AID/APOBEC の cytidine deaminastion に
よる DNA 脱メチル化への関与が提唱されて
いたが、cccDNAを材料とする我々の予備実
験では確認できなかった。AIDの新たな抗ウ
イルス作用として cccDNA から転写される
pgRNA に作用してその分解を促していると
いう結果を得た。さらに新規に cccDNAに作
用するDNA修復因子として FEN1を明らか
にした。これらの研究成果はそれぞれ論文あ



るいは学会発表として報告した。 
 
(1) 培養肝細胞において複数のサイトカイン
についてAID/APOBEC発現誘導を検討した
ところ、IFNγで APOBEC3Gが強く発現上
昇するとともに、cccDNAの高頻度突然変異
が見られた。この変異導入は APOBEC3Gを
shRNA でノックダウンすることにより打ち
消された。さらに cccDNA変異は UNG活性
を抑制した条件下で促進されることから、宿
主の塩基除去修復機構が cccDNA変異を修復
していると考えられた。また、感染実験から、
この変異頻度の増加に相関して、cccDNAを
由来とするウイルス産生量の減少が見られ、
cccDNA hypermutationが抗ウイルス効果と
して働いていることが示唆された。現在、
APOBEC と UNG のバランスによる変異頻
度の増減によって薬剤耐性株が出現するか
否か検討中である。 
 
(2) 他グループによる抗体遺伝子座での研究
では AID が RNA 分解複合体である RNA 
exosome と相互作用していることが示され
ている。我々は、AIDが cccDNAから転写さ
れる pgRNA と RNA タンパク質複合体を形
成しRNA exosome経路でHBV RNA分解に
働くことを培養肝細胞及びマウスモデルを
用いて示した。 
 
(3) 新たな cccDNA関連因子の探索で、DNA
修復因子FEN1が cccDNA形成に関与するこ
とをノックダウン、ノックアウト、阻害剤の
実験で示した。 
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