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研究成果の概要（和文）：本研究ではB型肝炎ウイルス(HBV)複製の鋳型であるcccDNAからのエピジェネティクス
転写制御機構の解明を行った。cccDNAのヒストンアセチル化によりHBV プレゲノムRNAの転写が誘導され、複製
が亢進することが明らかとなった。さらにデキサメタゾンにより誘導されるHBV複製にもヒストンアセチル化酵
素、特にGCN5によるエピジェネティックな機序が関与しており、GCN5阻害剤によるHBV増殖抑制の可能性が示さ
れた。

研究成果の概要（英文）：We investigated the mechanisms of epigenetic regulation and modification of 
cccDNA. In HepG 2.2.15 cells, acetylation of histones H3 and H4 in the HBV core promoter region was 
observed. Dexamethasone treatment enhanced HBV replication by inducing hyperacetylation of histones 
in the HBV core promoter region. Furthermore, active recruitment of histone acetyltransferases in 
core promoter region was observed. One of the histone acetyltransferase inhibitors, CPTH2 (GCN5 
inhibitor),reduced HBV pgRNA transcription and cancelled transcriptional activation induced by 
dexamethasone. Our findings may assist in the development of novel effective therapy against HBV.

研究分野： 肝臓
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１．研究開始当初の背景 
 
B 型肝炎ウイルス(HBV)は 1968 年に発見さ

れた不完全二重鎖 DNA ウイルスで、我が国で
は約７万人のB型慢性肝炎/肝硬変/肝がん患
者の他に、HBV キャリアが約 100 万人近くい
ると推測されており、健康上の重大な問題と
なっている。 
 
HBV は肝細胞内に侵入すると、HBV ゲノム

である不完全環状二本鎖DNAが肝細胞の核内
に移行し、ポリメラーゼによって完全閉鎖二
本鎖 DNA[covalently closed circular DNA
（cccDNA）]に修復される。この cccDNA が鋳
型となって 4 種の mRNA が転写され、その中
の pregenomic RNA がコア粒子に取り込まれ、
逆転写酵素の働きによりマイナス鎖DNAに逆
転写、さらにはプラス鎖 DNA が合成され不完
全環状二本鎖 DNA となる。最終的にこのゲノ
ム DNAは HBs 抗原より形成されるエンベロー
プに包まれて感染性ウイルス粒子となり血
中に放出される。 
 
HBV による肝障害の進展を抑えるためには

HBV の増殖抑制が必要であり、現在抗ウイル
ス薬としてラミブジン、アデフォビル、エン
テカビルなどの核酸アナログ製剤が用いら
れている。これらは HBV ポリメラーゼによる
核酸の取り込みを競合的に阻害し、さらに
HBV DNA に取り込まれてDNA 鎖の伸長を停止
することによって強力にウイルス増殖を抑
制するが、長期投与が可能である一方で HBV 
DNA が検出感度以下で維持されても、投与中
止によりウイルス血症そして肝炎の再燃が
みられることが知られている。この現象は、
核酸アナログ製剤がHBVの複製の鋳型である
cccDNA を排除する作用を持たないため、投与
中止後に核内に残存した cccDNA が鋳型とな
ってウイルス増殖が再び活発化するためと
考えられている。したがってこの cccDNA を
排除もしくは制御する治療法の開発が現在
の B 型肝炎治療の大きな課題となっており、
早急な対策が望まれている。 
 
HBVゲノムには4か所のプロモーター領域、

2 か所のエンハンサー領域が存在し、その領
域に様々な転写因子が誘導されて遺伝子の
発現が調節されていることが以前から報告
されていたが、さらに近年この転写調節がエ
ピジェネティクス（epigenetics）による制
御を受けていることが報告され注目されて
いる。エピジェネティクスとは、ヒストン修
飾（ヒストンのアセチル化、リン酸化、メチ
ル化、ユビキチン化など）や DNA のメチル
化など DNA の塩基配列の変化を伴わない機
序で遺伝子発現が調節される機構をいい、こ
の cccDNA が宿主（ヒト）のヒストンタンパ
ク に よ り ク ロ マ チ ン 様 構 造
（“minichromosome”）を呈した状態で核内
に安定に存在し、ウイルスゲノムの転写がヒ

ストンのアセチル化などのエピジェネティ
ックな制御を受けているという報告がなさ
れている。 
 
あるグループは HBV 複製の鋳型である

cccDNA が “minichromosome”の状態で核内
に存在し、ウイルスの複製が亢進した状 
態では cccDNA 上のヒストン H3、H4 がアセチ
ル 化 さ れ て い る こ と を 明 ら か に し た
(Gastroenterology. 2006;130:823-37.)。ま
た生体内における HBV の複製に不可欠であ
ることが知られている非構造タンパク、B 型
肝炎ウイルス Xタンパク（Hepatitis B virus 
X protein;HBx）が cccDNA 上のヒストンアセ
チル化を調節することによりpregenomic RNA
の転写を調節していることを示した（Proc 
Natl Acad Sci U S A. 2009;106:19975-9.）。
さらに彼らは IFNによる HBV 複製の抑制機
構にも、cccDNA 上のヒストンのアセチル化、
メチル化による調節が重要であることも報
告 し て い る （ J Clin Invest. 
2012;122:529-37.）また別のグループも同様
に HBV minichromosome の存在、および HBx
によるエピジェネティクスを介したHBV複製
の調節機構、すなわち HBx がプロテインホス
ファターゼ 1の機能阻害を介して、転写因子
CREB のリン酸化とヒストンのアセチル化を
亢進させることにより HBV mRNA の転写を高
め る こ と を 報 告 し た （ Sci Signal. 
2012;5:ra1.）。しかしながら、いまだこの HBV
転写制御機構そしてその意義に関しては十
分には明らかにされていない。 
 
従来エピジェネティックなHBV複製制御機

構を利用した抗ウイルス療法は開発されて
おらず、直接 cccDNA からのウイルス複製を
コントロールしうる新規のB型肝炎療法につ
ながる可能性がある。本研究では、HBV の複
製におけるエピジェネティクスの役割を明
らかにし、最終的には新規抗ウイルス療法の
開発を目指す。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では 

 
(1) HBV 複製におけるエピジェネティックス

制御機構の解明 
 

(2) (1)の機序を基にした HBV 複製を抑制で
きる薬剤の探索 

  
を行う。 
 
３． 研究の方法 
 
(1) HBV DNA を導入したヒト肝癌細胞株

HepG2.2.15細胞をヒストン脱アセチル化
酵素 （Histone deacetylase; HDAC）阻
害剤である Trichostatin-A （TSA）にて



刺激し、プレゲノム RNA [pregenomic RNA 
（pgRNA）]の転写および上清中の HBs 抗
原や HBV-DNA 量を検討した。さらにウイ
ルス複製時のcccDNAのヒストンH3/H4の
アセチル化状態およびヒストンに誘導さ
れてくるヒストンアセチル基転移酵素
（Histone acetyl transferase; HAT）を
クロマチン免疫沈降法  [Chromatin 
immunoprecipitation （ChIP） assay] に
て解析した。 

 
(2) HBV 複製を刺激するデキサメタゾン投与

下にて(1)と同様の検討を行った。 

 

(3) HAT阻害剤のcccDNAからの HBV転写への
影響を検討した。 

 
４．研究成果 
 
(1) TSA の投与により HBV pgRNA の転写は容 

量依存性に増加し、同時に上清中の HBs
抗原や HBV-DNA 量も同様に上昇させた。
また、HBV ゲノム全体をカバーするよう
に 6 種類のプライマーを設計し ChIP 
assay を行ったところ、特に pgRNA の転
写が開始されるコア・プロモーター領域
での cccDNA ヒストン H3/H4 のアセチル
化の亢進が確認された。 

 
(2) デキサメタゾン投与は TSA よりは弱いな 

がらも HBV pgRNA の転写及び cccDNA ヒス
トン H3/H4 のコア・プロモーター領域のア
セチル化を誘導した。同時にデキサメタゾ
ンは HAT である GCN5、PCAF、CBP を pgRNA
の転写が開始されるコア・プロモーター領
域へ誘導することが、ChIP assay にて確認
された。 

 
(3)HAT 阻害剤である CPTH2（GCN5 阻害剤）、
Garcinol （ PCAF/p300 阻 害 剤 ）、 C646
（p300/CBP 阻害剤） のうち、CPTH2 はデ
キサメタゾンにより誘導されたHBV転写を
減弱させた。 

 
以上より cccDNA のヒストンアセチル化に

より HBV pgRNA の転写が誘導され、複製が亢
進した。さらにデキサメタゾンにより誘導さ
れる HBV 複製にも HAT の分子群、特に GCN5
によるエピジェネティックな機序が関与し
ており、GCN5 阻害剤による HBV 増殖抑制の可
能性が示された。 
 
従来の薬剤はHBVの逆転写酵素を標的にし

てきた薬剤のみで、耐性株の出現が大きな問
題であった。本研究により、HBV 増殖抑制に
おけるエピジェネティクス制御化合物の有
効性が見いだされ、HBV 再活性化治療にも有
効な可能性が考えられた。しかしながら、ど
れくらいHBVの複製にエピジェネティクスが
関与しているのか、またどのような刺激によ

りエピジェネティクス制御機構が発動され
るのかなど、時間的空間的な観点からの HBV
転写の制御機構は十分に解明されたとは言
い難い。HBV は HCV と異なり薬物療法による
ウイルスの駆除はほぼ不可能であることが
知られており、本研究は臨床上の重要な問題
の解明に直結する可能性がある。今後は本研
究をもとにエピジェネティック制御機構を
利用した新規抗ウイルス療法の開発を目指
したい。 
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