
山梨大学・大学院総合研究部・助教

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３５０１

基盤研究(C)（一般）

2021～2019

HBV HBxタンパクのユニークな転写制御機構を標的とした抗HBV化合物の探索

The search for anti-HBV compounds targeting the unique transcriptional 
regulatory mechanism of the HBV HBx protein.

００３３４８７１研究者番号：

山下　篤哉（Yamashita, Atsuya）

研究期間：

１９Ｋ０８４３９

年 月 日現在  ４   ６ ２０

円     3,400,000

研究成果の概要（和文）：我々は、B型肝炎ウイルス（HBV）のXタンパクの発現を制御しているエンハンサー 
I/Xプロモーターを標的部位とし、FDA承認済み薬剤ライブラリーの中からその活性を抑制する化合物の探索を行
った。その結果、22種の1次ヒット化合物（活性を抑制する化合物）を得た。次に、1次ヒット化合物がHBVの増
殖を抑えるかについて検討したところ、４種の2次ヒット化合物を得た。更に、４種の2次ヒット化合物はHBVの
感染の阻止及び細胞内のHBV cccDNAも減少させた。この結果より、エンハンサー I/Xプロモーターを標的部位と
した新たなB型肝炎の治療薬の開発に繋がる可能性があることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We established a screening system in order to identify compounds inhibiting 
the enhancer I/X promoter, which regulates the expression of the hepatitis B virus (HBV) X protein. 
To identify an antiviral compound targeting the enhancer I/X promoter of HBV, we screened 
FDA-approved drug library by using this screening system. As a result, 22 primary hit compounds 
(compounds that inhibit the activity) were obtained. Next, we examined whether the primary hit 
compounds inhibited the growth of HBV, and obtained four secondary hit compounds. Furthermore, the 
four secondary hit compounds also inhibited HBV infection and reduced intracellular HBV cccDNA. The 
results suggest that the enhancer I/X promoter is a potential target site for the development of new
 therapeutic agents for hepatitis B.

研究分野： 抗ウイルス薬

キーワード： HBV　転写機構　抗HBV化合物

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
B型肝炎ウイルス（HBV）感染症の治療薬はインターフェロンや核酸アナログ製剤であるが、これらの治療薬は薬
剤耐性ウイルスの出現や副作用などの問題あり、継続的な治療が困難なケースがある。また、これらの治療薬で
は感染者の肝臓に存在するHBV のウイルス遺伝子のHBV cccDNAの完全排除が困難な為、治療後、B型肝炎の症状
が収まった後にも、再活性が起こるケースがある。その為、HBV cccDNAが完全排除出来る治療薬の開発が望まれ
ている。従って、本研究の成果からHBV cccDNAの完全排除の治療薬の開発に繋がれば、その社会的な意義は大き
なものになると思われる。

※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 
 
● 我が国の B型肝炎の現状とその問題点   
B 型肝炎ウイルス（Hepatitis B virus: HBV）のキャリアと呼ばれるウイルス持続感染者 は、

我が国では人口の約 1％に当たる約 130～150 万人存在すると推定されている。近年、我 が国で
は、輸血用血液スクリーニング検査や母子感染予防対策によって輸血や母子感染によ る HBV の
新規感染者は極めて稀になった。しかし、それに代わり、昨今、以下のような問題 点が浮上し
ている。   
１).我が国おける HBV の遺伝子型の変遷とその問題点   
HBV はその遺伝子配列により A から J までの遺伝子型に分類されており、我が国における主 

たる HBV の遺伝子型は B および C である。近年の我が国の傾向としては、上述のような理由か 
ら、Bおよび Cの遺伝子型の HBV の新規感染者は減少している。ところが、我が国ではあまり見
られなかった、慢性化しやすい遺伝子型 Aの B型急性肝炎患者が若年者に急増している。更 に、
その主な感染ルートが性行為によるものであるため、新たな問題となっている。  
 
２).HBV の再活性化   
悪性腫瘍や関節リウマチに罹患している HBV 既往感染者（臨床的には治癒状態と考えられる

HBs 抗原陰性で HBc 抗体または HBs 抗体陽性例）に対して抗体製剤などの分子標的薬を用いた場
合、HBV の再活性化が起こるケースがある。このような HBV 再活性化に起因する肝炎を de novo 
B 型肝炎と呼び、重症化する場合が多い。更に、de novo B 型肝炎発症場合、悪性腫瘍 や関節リ
ウマチ等の原疾患の治療を困難にさせる。我が国では、40歳以上の年齢層の 20～25%に当たる約
1000 万人以上の HBV 既往感染者が存在すると推定され、また、40歳以上の年齢になると悪性腫
瘍や関節リウマチの発症する割合が上昇するため、新たな問題となっている。  
 
３).B 型肝炎の治療の現状   
現在、B 型肝炎の治療薬として使われているペグインターフェロンや核酸アナログ製剤は、 

HBV の増殖を抑制し、肝炎の進行を抑制することが出来る。しかし、これらの治療薬の最大 の
問題点は、HBV が肝細胞の核内で形成する cccDNA (covalently closed circular DNA)を排除出
来ない為、HBV を体内から完全に排除することが困難ということである。 
 
２．研究の目的  
１).研究の目的及び研究当初の研究の方向性  
本研究課題の申請時は、HBV HBx タンパクが HBV cccDNA

のような染色体外の環状 DNA の転写のみを優先的に促進
するというユニークな転写制御機構に着目し（図１）、そ
の転写制御機構を抑制することにより HB cccDNA を抑制
する化合物を探索することを目的とした。 
ところが、図 2に示すような HBｘの HBV cccDNA の制御

を抑制する化合物探索の為のスクリーニング系の構築
し、化合物のスクリーニングを計画していた。ところが、
HBｘによるルシフェラーゼの活性の上昇が期待していた
ほどに上がらず、当初計画していたスクリーニング系の
構築を断念せざるを得なかった。  
２).研究の方向性の変更  
そこで当初の計画を変更し、HBV HBx の mRNA の転写制

御するエンハンサーI/X プロモーターに着目し、エンハ
ンサーI/X プロモーターの転写活性を抑制することによ
り HBV HBx タンパクを減少させ、HBV cccDNA を抑制する
抗 HBV 化合物の探索を行うこととした（図 3）。 
 
３．研究の方法  
１).HBV エンハンサーI/X プロモーターレポーター細
胞の樹立 

HBV エンハンサーI/X プロモーターの下流にルシフ
ェラーゼ遺伝子を挿入したプラスミドを作製。次にこ
のプラスミドを Huh7 細胞に導入し、レポーター細胞を
作製した（図 3）。  
２).HBVエンハンサーI/Xプロモーター活性抑制化合物
のスクリーニング 



FDA-approved drug library （1470 化合物）をスクリーニングソースとし、樹立した HBV エ
ンハンサーI/X プロモーターレポーター細胞を用いて、エンハンサーI/X プロモーターの転写活
性を抑制する化合物のスクリーニングを行った。  
３).抗 HBV 活性 

HBV エンハンサーI/X プロモーターの転写活性を抑制したヒット化合物については、HBV のウ
イルスゲノムを導入したHepG2.2.15.7細胞を用いて抗HBＶ活性及び細胞毒性について確認を行
った。また、HBV の誘導系細胞である Hep38.7 細胞を用いて HBV cccDNA に対する抑制効果を調
べた。更に、HBV の感染抑制については、HepG2-NTCP 細胞を用いて検討行った  
４．研究成果  
HBVエンハンサーI/Xプロモーターの転写活性を抑

制し、抗 HBV 活性を示す化合物を見出すため、HBV エ
ンハンサーI/X プロモーターを樹立した。この細胞
を使って、 FDA-approved drug library （1470 化
合物）から HBV エンハンサーI/X プロモーターの転
写活性を抑制する化合物のスクリーニングを行っ
た。その結果、22種の 1次ヒット化合物を得た。次
に、1 次ヒット化合物について、HepG2.2.15.7 細胞
を用いて抗 HBＶ活性の確認を行った。その結果、4種
の化合物が抗 HBＶ活性を有し、これらを 2次ヒット
化合物とした。更に、HepG2-NTCP 細胞を用いた HBV
の感染抑制試験を行ったところ、いずれの化合物も
HBV の感染抑制を抑制した。また、Hep38.7 細胞を用いて HBV cccDNA に対する抑制効果を調べた
ところ、いずれの化合物も細胞内の cccDNA の量を減少させた。これらの結果より、4 種の 2 次
ヒット化合物はHBVエンハンサーI/Xプロモーターの転写活性を抑制することでHBxのタンパク
が低下することにより（図 4 ① ②）、HBV cccDNA に結合する HBｘタンパクが低下し（図 4 ③）、
その結果、HBV cccDNA が減少することが示唆される（図 4 ④）。現在、4種の 2次ヒット化合物
の HBV cccDNA が減少する機序についてより詳細な解析を進めている。 
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