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研究成果の概要（和文）：遺伝子改編酵素群AID/APOBECファミリーのヒトB型肝炎ウイルス(HBV) のcovalently-closed
-circular DNA (cccDNA) に対するDNA脱メチル化活性の検討を目的とした。Duck Hepatitis B Virus(DHBV)遺伝子を安
定的に発現するニワトリ肝細胞株を代替モデルに用いて検討した結果、APOBEC3GがcccDNAのpreC領域のメチル化を抑制
する可能性が示唆された。
　同じく環状ゲノムを持つヒトパピローマウイルス(HPV)についてもHPV16陽性子宮頸部上皮細胞株を用いて検討し、同
様の可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）： We aimed to verify whether AID/APOBEC family could demethylate covalently-closed-
circular DNA (cccDNA) of human Hepatitis B Virus (HBV). As an alternative experimental system, we utilized
 chicken hepatocyte cell line that stably express duck Hepatitis B Virus (DHBV) gene. The result suggested
 that APOBEC3G demethylate pre-core region of DHBV cccDNA.
 We applied the hypothesis to Human Papilloma Viruses (HPVs), that possess circular double-strand DNA. Thi
s was supported by the experiment using a HPV16-positive cervical cell line.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 B型肝炎の非活動期において、B型肝炎ウ
イルス(HBV)ゲノムは、宿主細胞核内で
covalently closed circular DNA (cccDNA)と
して維持されると考えられている。キャリア
が免疫抑制状態になると肝炎が再燃するケ
ースが報告されている。cccDNAを鋳型とし
たウイルスゲノム複製が活発となると考え
られているが、その分子機構は現在でもほと
んどわかっていない。 
 AID/APOBECファミリーは、DNAに
C-to-U点突然変異を導入する遺伝子改編酵
素群である。我々のグループはHBV感染に
おけるAID/APOBECの病的役割に着目して
研究を進めてきた。我々は申請時、TGFが
AID/APOBECの発現を誘導する事を発見し
ていた。また AIDが実際にHBV RNAに対
して変異導入活性がある事も確認していた。 
 一方で、AID/APOBECが DNA脱メチル
化に関与する可能性が、発生学領域で注目さ
れていた。具体的には、 
 
① メチル化シトシンが AID/APOBECの
ターゲットとなりメチル化ウラシルに
変換される 
② メチル化ウラシルはゲノム修復機構に
より非メチル化シトシンに置換される
事でシトシンが結果的に脱メチル化さ
れる  

 
というメカニズムが提唱されていた。 
 
２．研究の目的 
 
 以上の背景より我々のグループは
AID/APOBECのHBV cccDNAに対しての
脱メチル化酵素としての活性、及び慢性 B型
肝炎における病的役割について以下の作業
仮説を立て、検証する事とした。（下図参照） 

 作業仮説 
cccDNA は肝炎非活動期には DNAメチル基
転移酵素(DNMT)などメチル化維持機構で作
用でメチル化されサイレンシングされてい
る。AID/APOBECの脱メチル化活性により
cccDNAのメチル化率が下がる事でウイルス
遺伝子が発現し、肝炎の再活性化状態に移行
する。 
 さらにAID/APOBECのウイルスゲノムの
脱メチル化はHBVに限らず他のウイルス感
染病態でも起こりうると我々は想定してい
た。我々はHBVと同じく発癌ウイルスであ
るヒトパピローマウイルス(HPV)についても、
AID/APOBECの感染病態における役割の解
明も目指している。HPV16陽性細胞株であ
るW12を用いた検討により、HPVゲノムに
対して APOBEC3 はシトシン−ウラシル変換
活性を持つという予備的知見を当時得てい
た。また Interferon-β(IFN-β)によって
APOBECの発現に依存してHPV16 E2遺伝
子に C-to-U変異が導入されるという知見も
得ていた。さらにHPV16陽性細胞株でウイ
ルスゲノムのメチル化を報告している先行
研究も存在した。以上の事実は APOBECが
HPV感染においてウイルスゲノムのメチル
化状態を変化させる可能性を示唆すると考
え、APOBECのHPVゲノムに対する脱メチ
ル化活性の有無を検討した。 
 
３．研究の方法 
 
 HBV 
 
 HBV 全長を異所性発現させたヒト肝細胞株
を用いて cccDNA を安定して維持する実験系
の設立を試みたが、サザンブロット法では検
出が困難であった。cccDNA の存在を確認する
代替方法として、環状 DNA を高感度かつ特異
的に増幅する Rolling Circular 
Amplification (RCA)の設立を試みて、実際
に HBV 安定発現株、及び自然感染系にて検出
に成功した。現在 cccDNA specific bisulfite 
PCR をベースにしたメチル化率の評価法につ
いて、設立を試みている。 
 HBV cccDNAコピー数が少ないという実験的
難点をクリアすべく、cccDNA コピー数が HBV
よりも高いとされる Duck Hepatitis B 
Virus(DHBV)を代替モデルとして導入した。
実際にニワトリ肝細胞株でウイルス遺伝子
を異所性発現させ、サザンブロット法にて
cccDNA が検出可能である事を確認した。この
系で APOBEC の発現レベルを変動させる事で 
cccDNA のメチル化率が相関して動くか検討
を始めた。 
 In vivo の実験系として HBV レプリコンプ
ラスミドをマウスに高容量静脈注射するこ
とで肝細胞へ導入可能との報告がある。ハイ
ドロダイナミクス法）。cccDNA がマウス肝細
胞でサザンブロット法、あるいは RCA 法で検
出可能かも現在検討している。 



  
 HPV 
 
 HPV 感染成立時のメチル化状態をまず把握
する為、ウイルスゲノム全長を HPV(-)不死化
表皮細胞に導入し、どの程度のメチル化率で
エピソームが維持されるか、検討している。
系が成立すればさらに APOBEC の発現を変動
させる事でメチル化率が相関して変動する
か検討する予定である。 
 代替となる実験系として、申請段階で
available であった、①エピソーム型 HPV16
ゲノムを保持する子宮頸部異形成組織由来
細胞株 W12 ②integrated HPV16 ゲノムを保
持する CaSki の２つの細胞株を用いた。 
HPV ゲノム全長のうち Long Control 
Region(LCR)はウイルスのゲノム複製、遺伝
子発現の調節に重要な配列である。よってウ
イルスゲノムのメチル化率を評価にあたり
LCR を primary target とし、APOBEC の発現
を変動させる事でLCRのメチル化率が相関し
て変動するか、バイサルファイト法にて検討
した。 
 また In vivo でのウイルスゲノムのメチル
化を評価するため、HPV16 陽性子宮頸部異形
成検体を用いて、同様に LCR のメチル化を評
価している。解析できた検体数が少なく結論
を導けていないが、引き続きデータの蓄積に
努める。 
 
４．研究成果 
 
 HBV 
 
linear DHBV DNA が integrate されたニワト
リ肝細胞株に APOBEC3A 及び 3Gを異所性発現
させると、cccDNA の preC 領域のメチル化の
減少を認め、APOBEC3 が cccDNA のメチル化を
抑制している事が示唆された。 
 
 HPV 
 
 W12 を用いて検討し、先行研究通りエピソ
ーム型 HPV16 LCR はメチル化されている事を
バイサルファイト法にて確認した。APOBEC3A
及び 3G を強制発現したところ、Long Control 
Region(LCR)のメチル化の低下を認め、HBV と
同様 APOBEC3 が HPV ゲノムのメチル化を抑制
している可能性が示唆された。現在その病的
意義についてさらに検討している。 
 CaSki を用いて同様の検討をした結果、や
はり先行研究通りLCRは高度にメチル化され
ている事を確認した。①APOBEC3A,3G,3H を強
制発現②APOBECの発現を誘導するIFNα、IFN
γ、TGFβ存在下で培養 する事で LCR のメ
チル化率が変化するかを検討した。①、②と
もにCaSkiのメチル化率の明らかな変動を認
めず、epsisomal 型と integrated 型で
AID/APOBEC に対する感受性が異なる可能性
が示唆された。 
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