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研究成果の概要（和文）：蛋白質-蛋白質相互作用を特異的に阻害するαヘリックス模倣型低分子化合物ライブ
ラリーを探索し、HBV持続感染初代ヒト肝細胞においてHBV cccDNAを減少に導く新規化合物を取得することに成
功した。そして、cccDNA減少活性に重要な化合物の構造を同定した。ウイルスライフサイクルにおける化合物の
作用点を解析した結果、HBx蛋白質の発現に関わるウイルスのプロモーター活性を抑制していることが明らかに
なった。HBxは、cccDNAと蛋白質の複合体の構成因子であり、ウイルスゲノムからの転写を制御していることか
ら、HBxがcccDNAの維持に寄与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We screened a library of alpha-helix-mimetic small-molecule compounds that 
specifically inhibit protein-protein interactions and we succeeded in obtaining novel compounds that
 lead to HBV cccDNA reduction in primary human hepatocytes persistently infected with HBV. We then 
identified the structures of the compounds that were important for cccDNA reduction. Analysis of the
 point of action in the viral life cycle revealed that it suppresses the viral promoter activity 
involved in HBx protein expression. As the HBx protein is a component of the cccDNA-protein complex 
and regulates the transcription of the viral genome, it can be suggested that the HBx protein is 
involved in the maintenance of cccDNA.
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
HBVは、持続感染化するとウイルスゲノムの排除を伴った根治が不可能な難治性疾患の原因ウイルスである。持
続感染の要であるcccDNAは、ウイルスおよび宿主蛋白質と複合体を形成して安定的に維持されているが、その維
持機序は不明である。従って、cccDNAの維持機序の解明は、HBVのライフサイクルの理解と新しい根治療法の開
発に資すると考えられる。本研究により、HBV持続感染初代ヒト肝細胞においてcccDNAを効率的に減少させる新
規化合物の取得に成功した。また、化合物の作用機序解析から、HBxがcccDNAの維持に関わっていることが示唆
された。これらの知見は、新しい根治療法の開発に資すると考えられる。

※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、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

B 型肝炎ウイルス(HBV)は、乳幼児期に感染すると高い確率で持続感染化する。現在、HBV
持続感染患者に対する治療法は、IFN 製剤または逆転写酵素阻害薬が用いられている。し
かし、前者は強い副反応を伴う為に投与対象が限られているだけでなく、治療効果が低い。
後者は、HBV rcDNA の新規合成を強力に抑制するが、生涯投薬を続ける必要がある。そし
て、持続感染の要である cccDNA を排除する治療法は未だ確立されていない。HBV ゲノム
は、ウイルス粒子内では不完全二本鎖環状 DNA(relaxed circular DNA: rcDNA)である
が、感染後の核内において完全な二本鎖閉環状 DNA(covalently closed circular DNA: 
cccDNA)として染色体とは独立して一定量維持されることで持続感染化すると考えら
れている。また、cccDNA の維持は、プレゲノム RNA がウイルス逆転写酵素により新規
rcDNA に変換され、再び核に移行することで新規 cccDNA となる「リサイクル経路」が
関わっていると考えられているが、その詳細は不明である。研究代表者は共同研究に
より、ヒト肝臓キメラマウスから採取した非凍結の初代正常ヒト肝細胞が肝臓に匹敵
する HBV 複製効率と持続感染性を保持した培養系になることを見出した。また、この
培養系を用いた逆転写酵素阻害薬や siRNA による逆転写酵素発現抑制実験から、
cccDNA の前駆体である rcDNA の新規合成抑制だけでは cccDNA を減少させるには不十
分であるとの知見を得た。cccDNA を効率的に減少させる手法の確立と機序の解明は、HBV
のライフサイクルを明らかにすると共に、持続感染からの離脱を目指した治療法開発に資
すると考える。 
 
 
２．研究の目的 

本研究は、以下の 3 項目を通じて HBV の cccDNA の安定的な維持機序を解析することを
目的とした。 
(1)HBV cccDNA を減少に導く新しい低分子化合物を探索する。(2)同定した化合物の作用
機序の解析を通じて cccDNA の維持機序を解析する。(3)HBV 持続感染モデル動物における
化合物の HBV 抑制効果を評価する。 
 
 
３．研究の方法 
(1) HBV cccDNA は感染細胞の核内においてウイルス蛋白質と共に宿主蛋白質と複合体
(HBV-DNA/蛋白質複合体)を形成して安定的に維持されている。近年、HBV-DNA/蛋白質複合
体を構成する因子が報告されつつあるが、肝臓内での cccDNA 維持機構における分子機序
の詳細は不明である。そこで、蛋白質-蛋白質相互作用を特異的に阻害するαヘリックス
模倣型低分子化合物ライブラリーにおいて、HBV 抑制効果を示す化合物をスクリーニング
した。感染源としては、HBV Cora 遺伝子をルシフェラーゼ遺伝子に置換したリポーターウ
イルス、または野生株のウイルスを用いた。細胞には、HBV 感染受容体を安定過剰発現さ
せた HepG2-hNTCP 細胞、または初代ヒト肝臓キメラマウス肝細胞を用いた。同定した化合
物について、HBV 持続感染初代ヒト肝細胞を用いて 50%阻害濃度(IC50)を測定した。 
 
(2) 化合物の活性に寄与する骨格構造と側鎖の官能基を同定する為、(1)で同定した化合
物の基本骨格をもとに類縁体を合成し、ウイルス抑制効果を評価した。ウイルスライフサ
イクルにおける化合物の作用点を解析する為、ウイルス RNA、DNA および蛋白質の発現抑
制効果を評価した。更に、ウイルス DNA のプロモーター領域をリポーター遺伝子の上流に
連結したプラスミドを構築し、プロモーター活性解析を実施した。 
 
(3) 化合物の生体における HBV 抑制効果を評価する為、HBV 持続感染ヒト肝臓キメラマウ
スに 150mg/kg/day で 2 週間連日静脈内投与し、体重と血清中ウイルス DNA を経時的に測
定した。 
 
 
４．研究成果 
(1) 効率的にスクリーニングを実施する為、HBV Cora 遺伝子をルシフェラーゼ遺伝子に
置換した感染性組換えリポーターHBV を作出した。リポーターHBV を感染させた HepG2-
hNTCP 細胞において、約 1 万 7 千化合物に対して 1 次スクリーニングを実施し、細胞傷害
性を示さず、ルシフェラーゼ活性値が 50%以下まで低下する 64 化合物を選択した。次に、
HBV 持続感染初代ヒト肝細胞を用いて 2 次スクリーニングを実施し、培養上清中のウイル
ス蛋白質(HBsAg、HBeAg、HBcAg)、rcDNA、及び cccDNA 減少効果を示す 6 化合物(A、B、C、
D、E、および F)を取得することに成功した(図 1)。更に、6 化合物の HBV 持続感染初代ヒ



ト肝細胞における培養上清中 rcDNA とウイルス蛋白質、及び細胞内 cccDNA と rcDNA の IC50

を測定した(表 1)。HBV 抑制活性の比較において化合物 2 が最も効果が高かったが、立体
構造の比較結果をもとに側鎖の官能基を置換した類縁体の合成展開を考慮して、以後の実
験は化合物 A を基に進めることにした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. 化合物のウイルス抑制効果 

HBV持続感染初代ヒト肝細胞に各濃度の化合物をそれぞれ15日間投与した。WST-8 assay
にて細胞毒性を評価した。培養上清中のウイルス rcDNA と共に、ウイルス蛋白質(HBsAg、
HBeAg、HBcrAg)を測定した。更に、細胞内の rcDNA と cccDNA をそれぞれ測定した。 
 
 
表 1. 化合物の IC50 
 
 
 
 
 
 
 
 
HBV 持続感染初代ヒト肝細胞における各化合物の IC50(uM)を測定した。 
 
 
 
(2) 化合物 A の基本骨格には 3 つの側鎖があり、それぞれ異なる官能基が結合している。
そこで、3 つの側鎖それぞれに親水性の異なる官能基を置換した類縁体を新たに 9 つ合成
し、HBV 抑制活性の評価と構造活性相関解析を実施した。その結果、化合物の基本骨格と
1 つ目の側鎖の官能基が rcDNA、ウイルス蛋白質および cccDNA の減少効果に重要であるこ
とが明らかになった。 

研究代表者が見出したこれら化合物は、ウイルス蛋白質の発現量を減少させていた。そ
こで、ウイルスライフサイクルにおける転写過程に着目して解析したところ、化合物投与
によりウイルス mRNA が減少することが明らかになった(図 2)。HBV mRNA の転写は HBx 蛋
白質によって制御されていると考えられていることから、HBx 遺伝子の転写を制御するウ
イルス DNA 上のエンハンサーI/X プロモーター領域のプロモーター活性と化合物の関係を
検討した。その結果、濃度依存的なプロモーター活性の低下が認められた(図 3)。以上の
結果から、化合物は HBx 蛋白質の翻訳に用いられるウイルス mRNA の発現を転写レベルで
抑制していることが明らかになった。 

HBx 蛋白質は、HBV に起因する肝癌に関わっていることが報告されている。また、ウイ
ルスの転写活性を制御すると共に HBV-DNA/蛋白質複合体の構成因子であることが報告さ
れている。本研究から、HBx 蛋白質は cccDNA の維持機構に関与していることが示唆され
た。これらの知見から、HBx 蛋白質の機能とその発現制御機序の解明は、HBV 持続感染症
の新しい治療法の開発に資すると考えられる。 
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図 2. 化合物の HBV mRNA 抑制効果 

HBV 安定発現細胞の HepG2.2.15 細胞に化合物を投与し、HBV mRNA を定量した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3. 化合物のエンハンサーI/X プロモーター活性抑制効果 

HBx の発現を制御する HBV のエンハンサーI/X プロモーター領域(Enh I/X pro)の下流に
ルシフェラーゼ遺伝子を連結したプラスミドを構築して、化合物 A のプロモーター活性に
及ぼす影響を検討した。 
 
 
 
(3) 生体における化合物の HBV 抑制効果を評価する為、HBV 持続感染モデル動物であるヒ
ト肝臓キメラマウスに化合物 A または Vehicle(PBS)を連日投与した。化合物を投与した
マウスにおいて体重減少が観察されなかったことから、本実験条件下では重篤な毒性は認
められなかった。そこで、継時的に採取した血清中の rcDNA を測定したところ、HBV 抑制
効果は認められなかった。 
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