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研究成果の概要（和文）：Cas9の発現による非ターゲットDNA切断のリスクを抑制するため、片方のDNA切断基質
を失活させたCas9の変異体であるnickase-Cas9とB型肝炎ウイルスゲノムの両鎖を標的としたペアの
single-guide RNAをB型肝炎ウイルスが複製する肝癌細胞株に発現させたところ、標的となるB型肝炎ウイルスゲ
ノムに対してDNA2本鎖切断が起こり、細胞株内のウイルス蛋白やウイルスの複製が抑制された。マウス肝臓内に
おいてもnickase-Cas9蛋白発現プラスミドと2つのsingle-guide RNA発現プラスミドにより標的となるB型肝炎ウ
イルスゲノムが切断されることが確認された。

研究成果の概要（英文）：Recent reports have shown that a novel genome-editing tool using Cas9 with a
 single-guide RNA (sgRNA) system can cleave the HBV genome in vitro and in vivo. However, Cas9 risks
 undesirable off-target cleavage on the host genome. Nickase-Cas9 cleaves a single strand of DNA, 
and thereby two sgRNAs are required for inducing DSBs. To avoid Cas9-induced off-target mutagenesis,
 we examined the effects of the expressions of nickase-Cas9 and with sgRNAs on HBV replication. The 
expression of nickase-Cas9 with a pair of sgRNAs cleaved the target HBV genome and suppressed the 
viral-protein expression and HBV replication in vitro. Moreover, nickase-Cas9 with the sgRNA pair 
cleaved the targeted HBV genome in mouse liver.These results suggest the possible use of 
nickase-Cas9 with a pair of sgRNAs for eliminating HBV DNA from the livers of chronic hepatitis B 
patients with low risk of undesirable off-target mutation on the host genome.
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
B型肝炎患者に対する現行の治療ではB型肝炎ウイルスDNAを完全に排除するのは困難である。ゲノム編集ツール
であるCas9蛋白は特定のゲノム配列を認識するsingle-guide RNAとの組み合わせによってB型肝炎ウイルスゲノ
ムのDNA2本鎖切断を誘導しうるが、Cas9蛋白は宿主細胞に想定外の非ターゲットDNA切断が起こるリスクも高
い。今回の研究によりnickase-Cas9蛋白とペアとなるsingle-guide RNAの組み合わることによって、宿主DNAへ
の変異導入のリスクを低減した感染細胞核内のB型肝炎ウイルスゲノムの完全排除の可能性が見出された点にお
いて学術的意義があると考えられる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
B 型肝炎患者における肝細胞癌発生のリスクは高く、感染後に肝細胞内に維持される B 型肝炎
ウイルス DNAが発癌に関連している可能性が示唆されている。B型肝炎患者に対する現行の治
療では、持続感染した肝細胞核内に存在する B 型肝炎ウイルス DNA を完全に排除するのは困
難である。われわれは、新しいゲノム編集ツールである CRISPR/Cas9 系を用いた核内の B 型
肝炎ウイルス DNAをターゲットとした治療法の確立を目指して研究を行い、肝細胞核内に維持
される B型肝炎ウイルス DNAの排除の可能性を示した（Scientific Reports. 2017）。Cas9は
２つの DNA切断基質を有し、sgRNAによって認識されるゲノム配列に DNA２本鎖切断を引き
起こし、容易にターゲット配列へ変異を導入しうるが、宿主細胞に想定外の非ターゲット DNA
切断が起こるリスクも高い。今回われわれは片側の DNA切断基質が失活した nickase-Cas9と
ペアとなる single-guide RNAの組み合わることによって、宿主 DNAへの変異導入のリスクを
低減した新たな B型肝炎ウイルス DNA排除戦略の構築を目指した。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は CRISPR/Cas9 系による非ターゲット配列への変異導入を低減する nickase-
Cas9を用いた肝細胞核内に維持される B型肝炎ウイルス DNAの排除法の確立である。 
ゲノム編集ツールを人体に応用する場合、非ターゲット配列への望まれない遺伝子変異の導入
が最も課題となる。今回われわれはよりターゲット特異的な nickase-Cas9を用いて B型肝炎ウ
イルス DNAの排除を目指す点において独自性があると考えた。 
 
３．研究の方法 
(1) B 型肝炎ウイルスゲノム特異的な sgRNA の作成 
標的領域内で protospacer motif(PAM)配列(GGN or NCC)を同定し、両鎖に対して 0から 20 塩基
の間隔で PAM 配列に連なる 20 塩基をペアとして sgRNA を作成する。 
(2) nickase-Cas9 による B型肝炎ウイルス DNA に対する切断活性と抗 HBV 効果 
B 型肝炎ウイルス慢性感染のモデルとして B 型肝炎ウイルス持続複製肝細胞株である
HepG2.2.15.7 細胞を用い、nickase-Cas9 および sgRNA をレンチウイルスベクターを用いて細胞
内で発現させる系を用いる。 
急性感染のモデルとして HBV レセプターであるナトリウムタウロコール酸共輸送ポリペプチド
（NTCP）を発現させた HepG2.C4 細胞に nickase-Cas9 と sgRNA をレンチウイルスベクターを用
いて発現させ、HBV 粒子を感染させる系を用いる。 
nickase-Cas9とペアsgRNAのターゲット配列に対する切断活性はDNAを抽出しSurveyor法を用
いて変異導入を評価する。ウイルス蛋白発現はイムノブロッティング法を用いて定量し、細胞内
のウイルス DNA 量は q-PCR 法を用いて評価する。 
(3) 抗 HBV 効果の機序についての検討 
ノザンブロッティング法にてウイルス RNA を定量し B 型肝炎ウイルス制御における機序につい
て検討する。さらにディープシークエンス法を用いて DNA 切断による遺伝子変異導入効率や非
ターゲット配列に対する変異導入について評価する。 
(4) in vivo での nickase-Cas9 とペア sgRNA による B型肝炎ウイルスゲノムに対する切断活性
の評価 
ハイドロダイナミック法を用いてマウスの尾静脈に nickase-Cas9 およびペア sgRNA とターゲッ
ト B 型肝炎ウイルス DNA 配列を挿入したルシフェラーゼプラスミドを注入し、ルシフェラーゼ
の蛍光にてマウス内での nickase-Cas9 の切断活性を評価する 
 
４．研究成果 
B 型肝炎ウイルスにはそのゲノム配列の多様性により８つのジェノタイプが存在している 22。B
型肝炎ウイルスゲノムを標的するにあたりそれらのジェノタイプの配列を比較し、ジェノタイ
プ間で保存された HBc 蛋白をコードする領域（図 1A）の両鎖に対して 20 塩基の間隔で
protospacer motif（PAM）配列に連なる２つの sgRNA（sgRNA-HBc-1、sgRNA-HBc-2）をデザイン



した（図 1B）。同配列に対する
nickase-Cas9 蛋白とペア sgRNA の
切断活性を検討するために、標的
となる B 型肝炎ウイルスゲノム配
列を含む split EGxxFP プラスミド
を作成した 23。 
作成したEGxxFPプラスミドは挿入
された標的ゲノム配列に DNA２本
鎖切断が起こるとEGFPへの組み替
えが誘導される。ターゲット配列
への切断活性はこのEGFPの蛍光と
して可視化される（図 1C）。Cas9 蛋
白と sgRNA-HBc-1 もしくは sgRNA-
HBc-2 のいずれかを 293T 細胞に供
発現させるとEGFPの蛍光が誘導さ
れた。対して nickase-Cas9 蛋白で
は sgRNA-HBc-1 と sgRNA-HBc-2 の
両方を供発現させた場合にのみ
EGFP の蛍光が誘導された。また、d-Cas9 蛋白においては sgRNA-HBc-1 と sgRNA-HBc-2 とを供発
現させても EGFP の蛍光は誘導されなかった（図 1D）。 
 
Cas9 蛋白と sgRNA はターゲットとなる B型肝炎ウイル
ス DNA を切断し、B型肝炎ウイルスの複製を抑制した。 
次に Cas9 蛋白とデザインした sgRNA によって標的と
したB型肝炎ウイルスの複製に対する効果を検討した。
Cas9 蛋白と sgRNA-HBc-1 もしくは sgRNA-HBc-2 とをレ
ンチウイルスベクターを用いてHepG2.2.15.7細胞に遺
伝子導入した。Surveyor 法を用いてターゲット配列へ
の変異導入を評価したところ、いずれの sgRNA との組
み合わせでもCas9蛋白によって標的となるB型肝炎ウ
イルスゲノムに変異導入が起こることが確認された
（図 2A）。また、Cas9 蛋白と sgRNA-HBc-1 もしくは
sgRNA-HBc-2 の供発現によって HepG2.2.15.7 細胞内の
HBc蛋白量とウイルスDNA量は有意に減少した（図2B）。 
次に 1.3 倍長の B 型肝炎ウイルス DNA を含む発現プラ
スミド 26 を肝癌由来細胞株の Huh7 細胞にトランスフ
ェクションする系においてCas9蛋白とsgRNAの効果を
検討した。Cas9 蛋白と sgRNA の供発現によって Huh7 細
胞内の HBc 蛋白量とウイルス DNA 量は有意に減少した
（図2C）。また、B型肝炎ウイルスの感染を許容する肝癌由来細胞株のHepG2-hNTCP-C4細胞27,28
においても同様に Cas9 蛋白と sgRNA の効果を検討した。Cas9 蛋白と sgRNA を供発現させた
HepG2-hNTCP-C4 細胞に B 型肝炎ウイルスの感染性粒子を産生する HepAD38.7 細胞の培養上清に
よって B 型肝炎ウイルスを感染させた。Cas9 蛋白と sgRNA の供発現によって B 型肝炎ウイルス
を感染させた 10 日後の HepG2-hNTCP-C4 細胞内の HBc 蛋白量とウイルス DNA 量は有意に減少し
た（Fig.2D）。以上より Cas9 蛋白とデザインした sgRNA の発現はターゲットとなる B 型肝炎ウ
イルス DNA を切断し B 型肝炎ウイルスが複製する肝癌由来細胞株において B 型肝炎ウイルスの
複製を抑制しうることが示唆された。 
 
nickase-Cas9 蛋白と sgRNA 単独もしくはペアとの供発現による B 型肝炎ウイルスの複製に対す
る効果を評価するために、HepG2.2.15.7 細胞に nickase-Cas9 蛋白と sgRNA-HBc-1 と sgRNA-HBc-
2 をレンチウイルスベクターを用いて遺伝子導入した。Surveyor 法によってターゲット配列に
おける変異導入を評価したところ、nickase-Cas9 蛋白と sgRNA-HBc-1 と sgRNA-HBc-2 をペアで
発現させた細胞では変異導入が見られたが、いずれかの sgRNA との供発現においてはターゲッ
ト配列に変異導入は見られなかった（図 3A）。nickase-Cas9 蛋白とペアの sgRNA の供発現によっ



て HepG2.2.15.7 細胞内の HBc 蛋白量とウイルス DNA
量は有意に減少した。興味深いことにターゲット配
列に変異導入が誘導されない nickase-Cas9 蛋白と
いずれか単独の sgRNA との供発現においても
HepG2.2.15.7 細胞内の HBc蛋白量とウイルス DNA 量
は有意に減少し、B 型肝炎ウイルスの複製は抑制さ
れた（図 3B）。1.3 倍長の B型肝炎ウイルス DNA を含
むプラスミドをトランスフェクションした Huh7 細
胞内及び B 型肝炎ウイルスを感染させた HepG2-
hNTCP-C4 細胞内でも、いずれか単独の sgRNA と
nichase-Cas9 蛋白の供発現により細胞内の HBc蛋白
量とウイルス DNA 量が有意に減少した（図 3C,D）。以
上よりターゲットとなる DNA の切断の如何にかかわ
らず標的となる B 型肝炎ウイルスゲノムとの複合体
を形成することによって nickase-Cas9 蛋白と sgRNA
は B 型肝炎ウイルスの複製は抑制しうることが示唆
された。 
 
B 型肝炎ウイルスの複製を抑制するために標的となる B 型肝炎ウイルスゲノムの切断が必要か
否かを検証するために、sgRNA との複合体により認識されたターゲット配列と結合能を有するが
DNA 切断活性は失活している d-Cas9 蛋白を用いてそ
の効果を検討した。Surveyor法によりいずれのsgRNA
との供発現によってもd-Cas9蛋白がターゲット配列
への変異導入を引き起こさなかった（図 4A）。しかし
ながら、d-Cas9 蛋白と sgRNA を HepG2.2.15.7 細胞
に供発現させると細胞内の HBc 蛋白量とウイルス
DNA 量は有意に減少した（図 4B）。また、1.3 倍長の
B 型肝炎ウイルス DNA を含むプラスミドをトランス
フェクションしたHuh7細胞内及びB型肝炎ウイルス
を感染させた HepG2-hNTCP-C4 細胞内でもいずれの
sgRNA と d-Cas9 蛋白の供発現により HBc 蛋白量及び
ウイルス DNA 量が有意に減少した（図 4C,D）。 
B 型肝炎ウイルスの複製における Cas9 蛋白、
nickase-Cas9 蛋白、d-Cas9 蛋白による抑制効果を比
較したところ、HepG2.2.15 細胞における HBc 蛋白量
及びウイルスDNA量はいずれのCas9蛋白においても
同等程度に減少していた（図 4E）。以上より、B型肝
炎ウイルスの複製の抑制は主に標的となるゲノム配
列とsgRNAと Cas9蛋白が複合体を形成することに起
因することが示唆された。 
 
Cas9 蛋白による B 型肝炎ウイルスの複製の抑制の機序を検討するために、ウエスタンブロッテ
ィング法を用いて HepG2.2.15.7 細胞内のウイルス RNA 量を測定した。標的となる配列に含まれ
るプレゲノミック RNA は Cas9 蛋白、nickase-Cas9 蛋白、d-Cas9 蛋白のいずれにおいても減少し
たが、標的となる配列に含まれない PreS1 及び PreS2/S は Cas9 蛋白と nickase-Cas9 蛋白にお
いては sgRNA との組み合わせで減少を認めたが、d-Cas9 蛋白では減少を認めなかった。 
以上の結果より Cas9 蛋白及び nickase-Cas9 蛋白と sgRNA の組み合わせは B 型肝炎ウイルスゲ
ノムに変異導入を誘導し、その結果全てのウイルス
RNA の発現を抑制した。対して d-Cas9 蛋白と sgRNA の
組み合わせではターゲットとなるB型肝炎ウイルスゲ
ノムの変異導入は行われず、標的となるゲノム配列に
結合することによってターゲットとなるプレゲノミ
ック RNA のみ発現が減少したと考えられた（図 5A）。 
次に HepG2.2.15.7 細胞において Cas9 蛋白及び
nickase-Cas9 蛋白と sgRNA によって誘導される B 型
肝炎ウイルスゲノムへの変異導入について検討した。
Cas9 蛋白においては８クローン全てにおいて欠損変
異の導入を同定した。変異導入箇所の多くは Cas9 蛋
白によって想定される切断部位及びそのごく近傍に
位置していた。対して nickase-Cas9 蛋白によって誘
導された変異導入は８クローン中の７クローンに同
定され、その欠損変異の長さは様々であった（図 5B）。 
ディープシークエンスによって HepG2.2.15.7 細胞内



の B 型肝炎ウイルスゲノムにおける変異を検討したところ Cas9 蛋白と nickase-Cas9 蛋白によ
って誘導される変異は同等程度であった。また、d-Cas9 蛋白によって誘導される変異は同定さ
れなかった（表 2）。以上の結果より、Cas9 蛋白と nickase-Cas9 蛋白は sgRNA との組み合わせで
標的となる B 型肝炎ウイルスゲノムに変異導入を誘導することができ、また B 型肝炎ウイルス
の複製の抑制には主に標的となるウイルスゲノムとの複合体を構成することにより起こること
が示唆された。 
 
最後に in vivo での nickase-Cas9 蛋白とペアの sgRNA の組み合わせによ
る標的となる B 型肝炎ウイルスゲノムが切断されうるかを評価するため
に、ターゲットとなる B型肝炎ウイルスゲノムが挿入された split LUxxUC
プラスミドを作成した。作成した LUxxUC プラスミドは挿入されている B型
肝炎ウイルスゲノムに DNA２本鎖切断が起こるとホタルルシフェラーゼ遺
伝子の相同組み替えが起こりルシフェラーゼの蛍光を示す（図 6A）。細胞
株内においてルシフェラーゼの活性は Cas9 蛋白及び nickase-Cas9 蛋白と
ペア sgRNA の組み合わせで誘導されるが、d-Cas9 では誘導されないことを
確認した（図 6B）。続いてそれらの Cas9 蛋白とペア sgRNA とをハイドロダ
イナミック法を用いてマウスに注入したところ、Cas9 蛋白及び nickasee-
Cas9 蛋白はペア sgRNA との組み合わせによってマウス肝臓内で高いルシ
フェラーゼ活性を示し、d-Cas9 蛋白はルシフェラーゼの活性を示さなかっ
た（図 6C,D）。以上の結果より nickase-Cas9 蛋白はペア sgRNA との組み合
わせによってマウス生体内においても標的となる B型肝炎ウイルスゲノム
を切断しうることが示唆された。 
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