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研究成果の概要（和文）：B型肝炎ウイルス(HBV)は、世界に3億5千万人のキャリアが存在し、B型肝炎や肝硬変、肝癌
に進展する。肝細胞核内に存在しているHBV covalenty closed circular DNA (cccDNA)を駆除する治療薬、治療法は確
立されていない。CRISPR/Cas9システムは、HBV cccDNAの排除を達成するために有効な治療技術となる可能性がある。
本研究では、CRISPR/Cas9システムだけでなく、CRISPRiによってHBV プレゲノムRNAの転写、HBs抗原, HBe抗原の産生
を抑制できることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Hepatitis B virus (HBV) infection is a major cause of acute and chronic hepatitis 
and is closely associated with development of cirrhosis and hepatocellular carcinoma (HCC) worldwide. 
Treatments or drags for the clearance of HBV cccDNA have not been established until now. CRISPR/Cas9 
system has possibility to completely eliminate cccDNA in the nuclear of hepatocyte. In this study, we 
applied CRISPR/Cas9 and CRISPRi system to HBV infected cells, and revealed that these system could 
repress the transcription of pgRNA and expression of HBs and HBe antigen.

研究分野： ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 
CRISPR(Clustered Regularly 

Interspaced Short Palindromic 
Repeats)/Cas9(CRISPR-associated proteins 
9）システムによるゲノム編集が 2013 年に初
めて報告されて以来 1,2)、さまざまな動物種、
細胞においてゲノム編集が試みられている 3)。
CRISPR/Cas9 システムは、細菌や古細菌が備
える適応免疫性の防御機構であり、外来の核
酸 を 認 識 し そ の 侵 入 を 抑 制 す る 。
CRISPR/Cas9 システムによるゲノム編集で
は、切断したい標的塩基配列を含むガイド 
RNA と Cas9 タンパク質の発現させることで，
ゲノム上の任意の箇所を切断し、変異導入す
ることができる。CRISPR/Cas9 システムは、
人工タンパク質による特異的な配列への結
合・切断を行うこれまでのゲノム編集ツール
(ZFN, TALEN)とは異なり、より安価で簡便に
特異性の高いゲノム編集を可能とした。最近
に な り 、 切 断 活 性 が 欠 損 し た Cas9 
(D10A+H840A, deficient Cas9; dCas9)を用
いることで、ゲノム上にある特定遺伝子の転
写を抑制できるシステム(CRISPRi)も報告さ
れている 4)。CRISPR/Cas9 システムのウイル
ス排除への応用は、ヒト免疫不全ウイルス、
ヒトパピローマウイルス、エプスタイン・バ
ール・ウイルス(EBV)、また本研究期間にお
いて HBV についても報告されている 5-15)。 

 
 

２．研究の目的 
B 型肝炎は、ヘパドナウイルス科

(Hepadnaviridae)に属するにB型肝炎ウイル
ス(Hepatitis B virus, HBV)の感染によって
引き起こされる。世界中で 20 億人の HBV 患
者が存在し、そのうち 3億 5千万人が持続感
染者で、年間 50 万~70 万人が B型肝炎や B型
肝炎に起因する疾病（肝硬変・肝癌など）で
死亡していると推定される。HBV は主として、
HBV 感染者の血液や体液などを介して感染し、
持続感染の多くは出生時または乳幼児期の
感染によって成立する。慢性 B型肝炎の治療
としては、現在抗ウイルス薬やインターフェ
ロンによる治療が行われているが、HBs 抗原
陰性、HBV DNA 陰性になった場合でも、核内
に HBV cccDNA が存在するような潜伏感染も
報告されている(オカルト HBV)。HBV cccDNA
を切断、排除のためのゲノム編集に関しては、
ZFN の導入により HBV pregenome RNA の発現
が 29%に低下すること、TALEN の導入により
cccDNA で 35％に低下することが報告されて
いる 14,15)。しかしながら、必ずしも高効率と
はいえず、HBV cccDNA を完全に除去するため
のより効果的な方法が待望されている。 

そこで本研究では、HBV cccDNA の完全排
除、複製・粒子産生の抑制を目的として、
CRISPR/Cas9 および CRISPRi の応用による
HBV ウイルス排除を試みた。 
 
 

３．研究の方法 
(１)CRISPR/Cas9 ベクターの構築 

CRISPR/CAS9 ベ ク タ ー (pX330-U6- 
Chimeric_BB-CBh-hSpCas9)にターゲット配
列を挿入した。配列には、pregenome プロモ
ーター、EnhancerI/HBx プロモーター、HBs
プロモーター、YMDD ドメインなどの HBV の転
写、複製に重要な領域で、かつ遺伝子型（ジ
ェノタイプ）間で保存された領域を選定した。 
(２)CRISPRi(CRISPR/dCas9)ベクターの構築 

CRISPR/CAS9ベクターのCAS9コード領域
に変異を導入した(D10A, H840A)。また組換
え レ ン チ ウ イ ル ス 感 染 用 の ベ ク タ ー
(lentiCRISPRv2)にも同様の変異を導入した。
これらのCRISPRiプラスミドに転写抑制のた
めのターゲット配列を挿入した。転写調節領
域 と し て pregenome プ ロ モ ー タ ー 、
EnhancerI/HBx プロモーター、HBs プロモー
ターを用いた。 
(３)ノックアウト効率の検討 
構築した CRISPR/CAS9 および CRISPRi プラス
ミドを, 1.3 倍長の HBV 発現プラスミドを肝
細胞癌由来細胞株HuH-7に共導入して効果を
検証した。細胞内 pregenome RNA(pgRNA)コピ
ーを qRT-PCR 法により、HBs 抗原、HBc 抗原
の発現を抗 HBc 抗体(in house)および抗 HBs
抗 体 (Institute of Immunology, Tokyo, 
Japan)を用いたウエスタンブロット法によ
り調べた。pregenome プロモーターの転写活
性 は 、 pGL4.10(Promega Corporation, 
Madison, WI, USA)に pregenome プロモータ
ーを組み込んだレポータープラスミドとの
共導入を行い、その後の Luciferase 活性を
測定した。培養上清に含まれる HBs、HBe 抗
原量を ELISA 法により定量した。 
HBV 持続感染 HuH-7 細胞株(HuH7/pEB-HBV)お
よび HBV 持続感染 HepG2 細胞株(HepG2.215)
を用いた解析では、CRISPR/CAS9 および
CRISPRi プラスミドの単独導入を行い、上述
のアッセイを行った。 
(４)細胞障害性の検討 
CRISPR/CAS9 および CRISPRi プラスミドの導
入による細胞障害性および細胞毒性をATPア
ッセイ(Cell-Titer Glo, Promega)により調
べた。 
 
 
４．研究成果 
(１)CRISPR/Cas9による HBV ウイルスの排除 

これまでに HBV では、EnhII/core プロ
モーター、HBc 抗原、HBs 抗原や pol ORF を
標的配列として、HBV を感染させた HuH-7 細
胞や HepaRG 細胞、HBV を持続感染している
HepG2.2.15 細胞(Genotype D)、HBV 感染マウ
スの肝細胞で、CRISPR/Cas9 によって HBV DNA、
HBV cccDNA、HBs 抗原、HBe 抗原がコントロ
ールに比べておよそ3割程度に低下すること
が報告されているが十分とはいえない 5-15)。 

そこで初めに、より効果的なガイド配列
を同定するために、pregenome プロモーター



から４ヶ所(pg1-4)、pol の活性中心である
YMDD ドメイン近傍に４ヶ所(pol1-4)の新規
のガイド配列を設計した(図 1)。HuH-7 細胞
において、CRISPR/Cas9 プラスミド(pX330)
と HBV発現プラスミドを共導入して効果を検
証した。その結果、pg3 により pgRNA のコピ
ー数は約 20％, pol1～3でおよそ 15％に低下
した(図 2)。また、HBs 抗原に対するウエス
タンブロットによってもその効果が認めら
れた(図 3)。次に pregenome プロモーターの
転写活性(GT A, B, C, D) への効果を、
Luciferase を組み入れたプロモーターリポ
ーターベクターによって解析した。その結果、
pg3はプロモーター活性を20～28％に低下さ
せること(図 4)、同時に細胞毒性を示さない
ことを明らかになった(データ未掲載)。 

また本講座においては、EBV 由来の複製
起点 oriP と EBV Nuclear Antigen 1(EBNA1) 
遺伝子の働きにより、エピソーマルにHBV DNA
が複製される HBV 持続感染 HuH-7 細胞株
(HuH7/pEB-HBV)を樹立している。この細胞株
と HepG2.2.15 細胞を用いて pg3 や pol3 をガ
イド配列として用いたアッセイを試みたが、
pgRNA コピーや培養上清中の HBs 抗原, HBe
抗原量はコントロールの４～6 割程度にしか
低下しなかった(図 5)。リポフェクション法
だけでなく、組換えレンチウイルス感染
(lentiCRISPRv2)によって高効率に遺伝子導
入した場合でも大きな変化はみられなかっ
た。このことは Cas9 によって二本鎖 DNA が
切断（DSBs）されたのち、非相同末端連結
（NHEJ）あるいは相同組換え修復（HR）の経
路によって修復されること、もしくは欠失箇
所、欠失長によっては HBV pgRNA の転写、pol
の機能に影響しないためであると推測され
る。 

 
図 1. HBV ゲノムの構造、遺伝子構成および
ターゲットの箇所 

 
 
 
 
 

 
図 2.CRISPR/Cas9 発現プラスミドと HBV発現
プラスミドの共導入によるpgRNA発現量への
影響 
 

 
図 3. CRISPR/Cas9 発現プラスミドと HBV 発
現プラスミドの共導入によるHBs抗原量の変
動 
 

図 4. CRISPR/Cas9 による pregenome プロモ
ーター活性の抑制効果 

 
 

図 5. HBV 持続感染 HuH-7 細胞株での
CRISPR/Cas9 による HBV pgRNA 発現量への影
響 

 
 



 
 
 

(２)CRISPRi による HBV RNA の転写抑制 
CRISPR/Cas9 システムによるゲノム切断で

は、修復機構が働くため完全排除ができない
可能性、Cas9 による宿主ゲノムの非特異的な
切断・変異導入の可能性の問題が考えられる。
また、HBV キャリアの肝癌患者の肝細胞では
非常に高率にHBV遺伝子が宿主染色体に組み
込まれていることが報告されており、Cas9 に
よる DNA切断は宿主染色体の不安定化要因に
もなりうる。 
これらの問題点を解決するために、

nuclease活性を欠損させたdCas9を標的配列
に留まらせることで、転写をブロックする
CRISPRi システムを用いて、HBV RNA の転写
抑制を試みた。ガイド配列には、pregenome 
プロモーターに 6 ヶ所(pg1-6)、pg RNA 転写
開始点下流に 2 ヶ所、(pg7-8)、Enh1/X プロ
モーターに 2ヶ所(x1-2)、pre-S1 プロモータ
ーに 2ヶ所(s1p1-2)、pre-S2 プロモーターに
1 ヶ所(s2p1)を設計した（図 1）。はじめに
HepG2.2.15 細胞において、組換えレンチウイ
ルス感染により効果の検証を行った。その結
果、pgRNA のコピーは、転写開始点下流の pg8
により約 38％に低下した（図 6）。この結果
は、dCAS9 の結合が RNA polymerase II の進
行を阻害することで転写阻害に働くとする
これまでの知見と一致する。次に pregenome 
プロモーターの転写活性に対する影響をプ
ロモーターリポーターベクターによって解
析した。その結果、pg8 によりプロモーター
活性が約 18％(GT Ae)、4%(GT Bj)に低下した
(図 7)。また、x1 により Enh1/X プロモータ
ー転写活性は 74％に低下し(データ未掲載)、
培養上清中の HBs 抗原は 36％、HBe 抗原は
48％に低下した（データ未掲載）。一方で、
s1p1, s1p2、s2p1 は、PreS１、PreS2 プロモ
ーターの転写活性、HBV pgRNA コピーに影響
しなかった(データ未掲載)。 

最後に、pg8 と x1 ガイド配列の組み合わせ
による相乗効果を、HuH7/pEB-HBV および
HepG2.2.15 細胞に組換えレンチウイルスを
感染させて検証した。その結果、pg8+x1 によ
り、HBV pgRNA コピーは 43%(GT Ae)、38%(GT 
Bj)、60%(GT Ce)、34%(GT D)に減少させるこ
とができた（図 8）。 

図 6. pg プロモーターを標的とした
CRISPRi による pgRNA 発現量への影響 
 

図 7. pg プロモーターを標的とした
CRISPRi による pregenome プロモーター活
性への影響 
 

図 8.HBV 持続感染 HuH-7 細胞株および

HepG2.2.15でのCRISPRiによるpgRNA発現量

の変動 

 
 
(３)考察 
本研究によって、CRISPR/Cas9 システムだ

けでなく、CRISPRi によって HBV pgRNA の低
減、HBs 抗原, HBe 抗原の産生を抑制できる
ことを明らかになった。CRISPR/Cas9 システ
ムでは DSBs ののちに修復機構が働くため、
HBV cccDNA を完全に除去するには、近接領域
でガイド配列を複数同時に用いることや、
Cas9 による切断が修復されないような工夫
が必要かもしれない。また、Staphylococcus 
aureus 由来 Cas9(SaCas9)の PAM 配列は
NNGRRT であることから、より効果的なガイド
配列を新たに見出すことができる可能性も
ある。SaCAS9 は、これまで汎用されている
Streptococcus pyogenes 由来 Cas9(SpCas9, 
4.2kbp)と同程度の切断活性でありながら
3.2kbp とサイズが小さいため、4.5kbp が上
限であるアデノ随伴ウイルス（AVV）への組
み込みが可能である。最近になり、SaCas9 と
そのガイド RNAを含む発現カセットを AAVベ
クターに組み込み、マウス肝臓のコレステロ



ール調節遺伝子 Pcsk9 を標的としたところ、
ベクター注入から1週間以内に40％を超える
遺伝子改変が観察され、血清中の総コレステ
ロール値の大幅に低下することが報告され
た 16)。このような遺伝子送達系を用いること
で、B 型肝炎患者の肝臓で安全かつ効率的に
HBV cccDNA を除去できると考えられる。 

B 型肝炎の一番の問題点は、肝炎を発症
していない HBV キャリアだけでなく、B 型急
性肝炎になり肝炎症状が鎮静化し HBV DNA が
血中に検出されなくなっても、HBV cccDNA が
肝細胞の核内に潜伏感染していることにあ
る。この場合、免疫抑制剤や他のウイルスの
重複感染により再活性化する危険性がある。
現在の HBV 治療に用いる選択薬は、PEG-IFN
以外にはテノホビル、エンテカビル、ラミブ
ジン、アデホビルなどの HBVpolymerase の逆
転写酵素活性の阻害剤であり、核内の HBV 
cccDNA には直接作用しない。またこれらの薬
剤の長期投与により薬剤耐性変異株が出現
する可能性もある。現在まで、肝細胞核内に
存在している HBV cccDNA を駆除する治療薬、
治療法は確立されていない。したがって、
CRISPR/Cas9 システムや CRISPRi は、HBV 
cccDNA の排除を達成するために有効な治療
技術となる可能性がある。今後、肝臓への遺
伝 子 デ リ バ リ ー な ど の 技 術 革 新 、
CRISPR/Cas9 システムの更なる改良により、
より効果的で安全な治療法となることが期
待される。 
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