
 

博士論文 

 
 

B 型肝炎ウイルス制御を目指した HBx–DDB1 結合阻害剤の探索 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

關場 一磨 
  



- 1 - 
 

 
 
 
 

B 型肝炎ウイルス制御を目指した HBx–DDB1 結合阻害剤の探索 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

東京大学大学院医学系研究科内科学専攻 

指導教員 小池和彦教授 

關場 一磨 
  



- 2 - 
 

 

目次          頁 

 

１． 要旨         04 

２． 序文         05 

３． 方法         09 

① 細胞         09 

② プラスミド         10 

③ 化合物         12 

④ 化合物スクリーニング       12 

⑤ HBV minicircle DNA抽出       13 

⑥ プラスミドのトランスフェクションおよびウイルスのトランスダクション   14 

⑦ Western Blot法および抗体       15 

⑧ 免疫沈降法        16 

⑨ in vitro GSTプルダウン法       16 

⑩ Glucおよび Cluc活性測定       17 

⑪ 細胞障害性試験        17 

⑫ 初代ヒト肝細胞における HBV感染法     18 

⑬ HBV RNA定量        19 

⑭ HBV DNA定量        20 



- 3 - 
 

⑮ HBV cccDNAの単離       20 

⑯ droplet digital PCR (ddPCR)による cccDNAの定量    20 

⑰ Southern Blot法        21 

⑱ 培養上清中 HBs抗原定量       22 

⑲ 統計分析         22 

４． 結果         23 

① HBx–DDB1結合阻害剤スクリーニング系の確立    23 

② HBx–DDB1結合阻害剤の同定      25 

③ ニタゾキサニド(NTZ) は HBxによる Smc5/6の分解を阻害する  29 

④ NTZは cccDNAからの HBV RNAの転写を阻害する   30 

⑤ NTZはウイルス蛋白および cccDNA量を減少させる    35 

⑥ NTZは HBV感染系において抗ウイルス効果を示す    38 

５． 考察         42 

６． 結語         46 

７． 引用文献        47 

８． 謝辞         64 

  



- 4 - 
 

１．要旨 

 

B型肝炎ウイルス（HBV）の克服は世界的な課題である。HBV regulatory protein X 

(HBx) は宿主蛋白 DNA damage-binding protein 1 (DDB1) との結合を介して、宿主蛋白

structural maintenance of chromosomes 5/6 (Smc5/6) を分解し、HBV RNA転写を促進する。

本研究では、Split luciferaseによる HBx–DDB1結合阻害剤スクリーニング系を確立し、ニタ

ゾキサニド(NTZ) を同定した。NTZは HBx–DDB1結合阻害による Smc5/6の回復を通して、

抗 HBV効果を示した。NTZは HBV新規治療薬となる可能性がある。 
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２． 序文 

 

B 型肝炎ウイルス（HBV）の克服は全世界的な問題である。1964 年のウイルス蛋白の

発見[1]および1970年のウイルス粒子の発見[2]以降、HBVに対する研究は進歩を遂げてき

たが、未だ根治は困難であり、多くの課題が残されている。感染予防ワクチンがあるにも関

わらず、世界中の約 3人に 1人が HBVに暴露し、約 2億 4千万人が持続感染しているとさ

れ、毎年約 90万人がHBV感染の合併症である肝硬変症や肝細胞癌等により死亡している

[3–5] 。 

そうした HBV 関連死を防ぐための長期治療目標として Functional cure と呼ばれる

HBV表面抗原 (HBs抗原) の陰性化が掲げられている[6–10]。しかしながら、現在の HBV

治療薬であるインターフェロンα（IFNα）や核酸アナログ製剤では Functional cureの達成は

困難で、HBV関連死が無くならない大きな要因となっており、新規治療薬の登場が必要とさ

れている[11–17]。 

HBVビリオンには relaxed circular DNA (rcDNA) と呼ばれる全長 3.2 kb の不完全 2

本鎖DNAが内包されている。HBVがナトリウムタウロコール酸共輸送体[18]を介して肝細胞

に侵入すると、rcDNAは放出され、核内に移行し、covalently closed circular DNA（cccDNA）

が形成される。この HBV cccDNAはウイルス RNA転写の鋳型として肝細胞核内で安定的

に存在する[19,20] （図 1）。 
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図 1  B型肝炎ウイルス（HBV）の生活環および核酸アナログ製剤の作用点 
HBV ビリオンはナトリウムタウロコール酸共輸送体（NTCP）を介して肝細胞内核内に侵入
すると、relaxed circular DNA (rcDNA)の状態から covalently closed circular DNA (cccDNA)
の安定な形態をとるようになり、ウイルス RNA はそれを鋳型として転写される。pregenomic 
RNA (pgRNA)は Polymerase (Pol)により rcDNAに逆転写され、再びHBVビリオンとして放
出される。核酸アナログ製剤は逆転写を阻害し、HBV DNA量を抑制するが、cccDNAやウ
イルス RNA、ウイルス蛋白量を直接的に抑制することはできない。 

 

HBV RNA転写は HBV regulatory protein X (HBx) によって促進されることが知ら

れている[21,22]。この転写促進には HBx と DNA damage-binding protein 1 (DDB1) との結

合が必要であること[23–25]が分かっていたが、その詳細な機序は長らく不明であった。しか

し、近年、HBx は HBx–DDB1-CUL4-ROC1 E3 ユビキチン酵素複合体を形成し、本来は

cccDNAからのウイルス RNA転写に抑制的に働く structural maintenance of chromosomes 

5/6 (Smc5/6) を分解していることが報告された[26–28] (図 2)。 
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図 2  HBxは DDB1 との結合を介して Smc5/6を分解し、ウイルス転写を活性化する 

宿主蛋白 Smc5/6は本来、HBV cccDNA と結合しウイルス転写を抑制する。しかし、HBxは
宿主蛋白 DDB1 と結合することで、HBx–DDB1-CUL4-ROC1 E3 ユビキチン酵素複合体を
形成し、Smc5/6 をユビキチン化し分解する。これにより、HBV cccDNA からのウイルス転写
が促進される。 

 

これらの知見から、もし HBx–DDB1 結合を阻害する化合物を同定することができれ

ば、その化合物は HBxによる Smc5/6の分解を防ぎ、ウイルス RNAや以降のウイルス産物

の生成を抑制する HBVの新規治療薬となる可能性があると考えられた（図 3）。 

 
図 3  仮説：HBx–DDB1結合阻害剤は functional cureのための新規治療薬となり得る 

HBxによる DDB1 との結合を介した Smc5/6の分解はウイルス RNAやウイルス蛋白の産生
を促進する（左パネル）。理論上は HBx–DDB1 結合阻害剤が作用すれば、Smc5/6 の分解
を阻害し、ウイルス RNAやウイルス蛋白の産生が抑制され、HBV functional cure（HBs抗原
陰性化）を達成できる可能性がある（右パネル）。 
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 そこで、本研究では、HBV functional cureを達成するための新規治療薬を同定す

る目的で Split luciferase を応用した HBx–DDB1結合阻害剤のスクリーニング系を確立し、

実際にそれを用いて新規 HBV治療薬候補を同定したので報告する。 
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３．方法 

 

① 細胞 

ヒト胎児腎細胞株 HEK293T およびヒト肝細胞癌細胞株 HepG2 は The American 

Type Culture Collection (ATCC; Manassas, VA, USA)から購入し、10%胎児ウシ血清 

(FBS)および 1% ペニシリン-ストレプトマイシンを添加した Dulbecco’s modified Eagle’s 

medium (DMEM) で培養した。テトラサイクリン・プロモーター制御下で HBV pregenomic 

RNA (pgRNA) を発現する HepAD38 細胞株は C. Seeger 教授（Institute for Cancer 

Research, Fox Chase Cancer Center, Philadelphia, PA, USA）から提供を受け、10% FBSを

添加したHam’s F-10/DMEM培養液で培養した。この際、1 µg/mL ドキシサイクリン添加の

有無によって HBV pgRNAの発現を制御した。初代ヒト肝細胞はコラゲナーゼ灌流法によ

りヒト肝細胞キメラマウスから単離されたもので、Phoenix Bio (Hiroshima, Japan)より購入し

た。ヒト肝細胞の割合は 95％以上であった。初代ヒト肝細胞はコラーゲン Iコートプレートに

播種され、dHCGM (10% FBSおよび 20 mM HEPES、44 mM 炭酸水素ナトリウム、100 

U/mL ペニシリン、100 µg/mL ストレプトマイシン、15 µg/mL L-プロリン、0.25 µg/mL イン

スリン、5 × 10-8 M デキサメサゾン、5 ng/mL 上皮成長因子、2% DMSO、0.1 mM L-ア

スコルビン酸を添加した DMEM)で培養した。全ての細胞は 37℃、20% O2、5% CO2環境

下にて培養した。 
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② プラスミド 

HBV pgRNA（ゲノタイプ D, GenBank accession number V01460）を発現する TL7プ

ラスミド [29]は Loeb 教授（McArdle Laboratory for Cancer Research, University of 

Wisconsin School of Medicine and Public Health, Madison, WI, USA）から提供を受けた。 

Split luciferase発現ベクターは、The Flexi Vector System (Promega, Madison, WI, 

USA) を用いて推奨プロトコールに従って作製した。具体的には、まず、HBx および

DDB1のDNAをそれぞれ TL7プラスミド、Halo-tagged DDB1プラスミド（Promega）を鋳型

として PCR 法にて増幅した。この際用いたプライマーは以下の通りである。HBx, 

5’-GCGATCGCCATGGCTGCTAGGCTGTGCTGC-3’ (sense) および 5’- GTTTAAACG 

GCAGAGGTGAAAAAGTTGCA-3’ (antisense); DDB1, 5’- 

ATGTCGTACAACTACGTGGTA-3’ (sense) および 5’-ATGGATCCGAGTTAGCTCCTC 

-3’ (antisense)。増幅した DNA断片は QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden, 

Germany)を用いて精製した。これらを制限酵素 SgfIおよび PmeIで処理した pF4A CMV 

Flexi Vector (Promega) にライゲーション反応で挿入した。そして、これら HBx または

DDB1 cDNAを含む pF4A CMV FlexiベクターをアクセプターFlexベクターと混合し、サ

ブクローン法にてアクセプターベクター挿入した。 N 末端融合には、pFN33K LgBiT 

TK-neoおよび pFN35K SmBiT TK-neo Flexiベクターを使用し、C末端融合には pFC34K 

LgBiT TK-neoおよび pFC36K SmBiT TK-neo Flexiベクターを使用した。HaloTag-SmBiT

をエンコードする NanoBiTネガティブコントロールベクターを陰性対照として使用した。 



- 11 - 
 

Flag-HBx発現プラスミドは Infusion法（Clontech, Mountain View, CA, USA）にて作

製した。まず、TL7ベクターを鋳型にFLAG配列を含むプライマーでFlag-HBx DNA断片

を増幅し、それを Infusion法で pCDH-CMV-puroレンチウイルスベクターに挿入した。この

際用いたプライマーは、

5’-ATTTAAATCGGATCCACCATGGACTACAAAGACGATGACG-3’ (sense) および 

5’-GATCGCAGATCCTTCTTAGGCAGAGGTGAAAAAGTTGC-3’ (antisense)である。 

CMVプロモーター制御下に ostracod Cypridina noctiluca (Cluc) を発現する

pCMV-Cluc 2 controlプラスミドは、New England Biolabs (Ipswich, MA, USA) より購入し

た。 

Minicircle HBV cccDNA with a Gausssia luciferase (Gluc) reporter-containingプラス

ミド（pre-mcHBV-Gluc）は Su教授（Linebarger Comprehensive Cancer Center , Department 

of Microbiology and Immunology, University of North Carolina at Chapel Hill,, Chapel 

Hill, NC, USA）より提供を受けた。このプラスミドはゲノタイプ Cの配列に由来する[30]。

pre-HBV circle genotype Dプラスミド[31]は Gao博士（Roche Innovation Center Shanghai, 

Shanghai, China）より提供を受けた。 

pre-mcHBV-Glucから HBx発現を欠損させた変異体（pre-mcHBV-Gluc-∆X）は

QuikChange II XL Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent, Santa Clara, CA, USA)を用い

て、HBxの 8番目のアミノ酸Gln（塩基配列CAA）をストップコドン（塩基配列TAA）に変異

させることで作製した。この点変異は他のHBV蛋白質に影響を与えない[30]。この変異導



- 12 - 
 

入には 5’-CGCAGGATCCAGTTAGCAGCACACCCGAG-3’ (sense) および 5’- 

CTCGGGTGTGCTGCTAACTGGATCCTGCG-3’ (antisense)のプライマーを用いた。 

 

③ 化合物 

Screen-Well Food and Drug Administration (FDA)-approved drug library V2 version 

1.0はEnzo Life Sciences, Inc. (Farmingdale, NY, USA)より購入した。ニタゾキサニド(NTZ) 

およびエンテカビルは Toronto Research Chemicals Inc. (Toronto, Ontario, Canada)から、

IFNα2aは Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) からそれぞれ購入した。 

 

④ 化合物スクリーニング 

HBx–DDB1 結合阻害剤のスクリーニング系の樹立には NanoBit Protein:Protein 

Interaction system (Promega)を用いた。まず、Split luciferaseを付加した HBx と DDB1の

各発現ベクター1 μgずつ計 2 µgを、10 cmディッシュに 80％コンフルエンスで播種した

HEK293T または HepG2 細胞にトランスフェクションをした。 その 10 時間後、細胞を 5×

104細胞/wellかつ 50 μL培地/wellの条件で 96穴プレートに再播種した。37℃で 10時

間インキュベートした後、12.5 μLの Nano-GloLive Cell Assay Regentを各ウェルに添加

し、ルミノメーターを使用して発光を測定した。この初回測定の直後に、化合物を最終濃

度 10 μMで添加し、30分ごとに発光値を測定した（図 4）。 
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図 4  Split luciferaseを利用した HBx–DDB1結合阻害剤スクリーニング系 

HBx–LgBitおよび SmBit–DDB1発現プラスミドをトランスフェクションし、翌日に 96穴プレー
トに細胞を再播種する。発光基質を加え、ベースラインのルシフェラーゼ活性を測定したの

ち、スクリーニング対象の化合物を添加し、30分毎に 2時間後までルシフェラーゼ活性を測
定する。 

 

スクリーニング系の評価指標として使用される Z'スコアは 1 − ((3 × 標準偏差 DMSO) 

+ (3 × 標準偏差 0)/ (平均 DMSO – 平均 0)で計算した。標準偏差 0および 平均 0は 96穴

プレートの両端列に設定した細胞を播種しないウェルの発光値から計算し、標準偏差

DMSO および 平均 DMSO は細胞を播種したそれ以外のウェルにスクリーニング化合物の対

照として DMSO を加えた上で測定した発光値から計算した。Z ’スコア 0.5 以上をスクリ

ーニング系として許容可能と考えた[32]。 

 

⑤ HBV minicircle DNA抽出 

Minicircle DNA の抽出は既報 [33]に則って行った。まず、親プラスミド

（pre-mcHBV-Gluc、pre-HBV circle genotype D、pre-mcHBV-Gluc-∆X）を ƟC31 integrase

および I-SceI endonuclease を発現することができる ZYCY10P3S2T Escherichia coli  

(System Biosciences) にトランスフォームした。翌日、50 µg/mL カナマイシンを添加した 5 

mLの Terrific Broth (pH 7.0) にコロニーをピックアップし、37℃で 250 rpmにて 4時間振
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盪した後、その培養液 50 µLを 200 mLの Terrific Broth (pH 7.0, 50 µg/mL カナマイシ

ン)に添加し、16 時間 32℃ 250 rpm で振盪した。次いで、Minicircle 誘導液 (200 mL 

Luria-Bertani broth, 8 mL 1 N 水酸化ナトリウム, 0.2 mL 20% L-アラビノース)を添加し、5

時間 32℃ 250 rpmで振盪した。そして、Minicircle DNAを HiSpeed Plasmid Midi Kit 

(Qiagen) で抽出した。推奨プロトコールから倍量の P1, P2, P3 を使用した。アガロースゲ

ル電気泳動で genomic DNAおよび親プラスミド DNAのコンタミネーションがないことを確

認した。 

 

⑥ プラスミドのトランスフェクションおよびウイルスのトランスダクション 

トランスフェクションには Effectene Transfection Reagent (Qiagen)を用いた。

mcHBV-Gluc やmcHBV-Gluc-∆X のトランスフェクションの際には Gluc activityを標準化

するために control plasmid として pCMV-Clucを共にトランスフェクションした。 

Flag-HBx 定常発現細胞の樹立には、Lentivirus Packaging System (System 

Biosciences)を用いた。具体的には、1.0 µg の Flag-HBx 発現ベクターおよび 5.0 µg 

pPACKH1パッケージングプラスミドをHEK293T細胞に共トランスフェクションした。その 24

時間後に、培養上清を回収し、1/4量の PEG-it Reagent (System Biosciences)と混合した上

で、ウイルス濃縮のために 4℃で 16 時間インキュベートした。溶液から遠心で得たペレット

を 1× phosphate-buffered saline (PBS)に溶解し、レンチウイルス溶液とした。レンチウイルス

は polybrene (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA)を用いて、HEK293T および
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HepG2細胞に導入し、6 mg/mL puromycinでセレクションを行った。 

 

⑦ Western Blot法および抗体 

培養細胞に細胞溶解バッファー(50 mM Tris-HCl、5 mM EDTA、1% Triton-X, 1 

mM Na3VO4、50 mM NaF)を添加し、氷上で 10分間反応後にセルスクレイパーを用いて

溶解液を回収した。これを 10−20% SDS-PAGEにて電気泳動で展開し、PVDF メンブレン

(Merck Millipore, Burlington, MA, USA)へ転写を行った。5% ドライミルクで１時間ブロッ

キングを行った後、Immunoshot reagent 1 (Cosmo Bio Co., Ltd., Tokyo, Japan) で希釈した

1 次抗体を4℃ 振盪下で16時間反応させた。Tris Buffered Saline with Tween 20 (TBS-T)

で洗浄後、Horseradish peroxidase (HRP) 標識抗 IgG 二次抗体(GE Healthcare, Little 

Chalfont, UK) と振盪下にて室温で 1時間反応させた。TBS-Tで洗浄後、Immunostar発

色液 (Wako Pure Chemical Industries Ltd., Osaka, Japan)で発色させ、WSE-6100 

LuminoGraphⅠ(ATTO, Tokyo, Japan)でシグナルを観察した。 

各一次抗体の入手先と希釈率は次の通りである。Smc5 (#ab18038, 1:10,000; 

Abcam, Cambridge, UK); β-actin (#A1978, 1:10,000; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

or #5125, 1:10,000; Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA); Hepatitis B preS2 

(#NB100-93580, 1:1,000; Novus Biologicals, Littleton, CO, USA); DDB1 および GST タ

グ (順に#5428, 1:1,000 および#2625S, 1:1,000; Cell Signaling Technology); FLAG 

(DYKDDDDK) タグ(#018-22381, 1:1,000; Wako Pure Chemical Industries Ltd.)。 
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蛋白バンド濃度は ImageJ software version 1.49v (National Institutes of Health, 

Bethesda, MD, USA)を用いて定量した。 

 

⑧ 免疫沈降法 

免疫沈降法には抗 DYKDDDDK タグ抗体磁気ビーズ (Wako Pure Chemical 

Industries Ltd.) を用いた。磁気ビーズは IP buffer (50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM 塩化

ナトリウム, 0.1% NP-40, 1 mM EDTA, pH 8.0, 0.25% ゼラチン, 0.02% アジ化ナトリウム)で

事前に洗浄し、細胞溶解液と混合し、4℃で一晩反応させた。磁気分離器でビーズを単離し、

IP bufferで洗浄後、4× SDS サンプルバッファー(0.25 mol/L Tris-HCl, 8% SDS, 40% グリセ

ロール, 0.02% ブロモフェノールブルー, pH 6.8)と混合の上、95℃で3分間反応させることで

沈降蛋白を溶出させた。DYKDDDK タグ結合蛋白は前述のWestern blot法にて検出した。

この際、免疫沈降した抗体の H鎖と L鎖による干渉を避けるため、TrueBlot anti-mouse IgG 

HRP (1:1,000; Rockland, Limerick, PA, USA)を 2 次抗体として使用した。 

 

⑨ in vitro GSTプルダウン法 

GST-DDB1 蛋白(Abcam) および HBx 蛋白 (Abcam) を用いた。NTZ もしくは

DMSOを添加した IP bufferに両蛋白を加え、4℃で 20分間反応させたのち、GST-DDB1

とそれに結合したHBx蛋白を抗GST抗体(#2625S, 1:200; Cell Signaling Technology)およ

びプロテイン A/Gアガロースゲル (Santa Cruz Biotechnology)で沈降させた。沈降蛋白は
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前述のWestern blot法で検出した。 

 

⑩ Glucおよび Cluc活性測定 

mcHBV-GLucからのGlucシグナルは分泌型のルシフェラーゼで、HBV pgRNAに

由来し、cccDNAからのウイルス RNA転写活性の指標となる[30]。Gaussia と Renillaは同じ

基質を使用して光生成反応を触媒するため、Dual Reporter Assay System（Promega）の

Renillaルシフェラーゼ活性測定用試薬を使用して、Gluc活性を測定した。Gluc測定には、

10 μLの培養培地を 50 μLの Renilla luciferase assay reagent （Promega）に加え、ルミノメー

ター（Lumat LB 9507; Berthold Technologies、Bad Wildbad、Germany）で 10 秒間積分して

発光を測定した。 Cluc の場合、1.0 μL の培地を 10 μL の Cluc アッセイ溶液（BioLux 

Cypridina Luciferase Assay Kit、New England BioLabs）に加え、発光を測定した。特に指定

がない限り、相対 Gluc活性は Clucで標準化し計算した。mcHBV DNA コピー数を標準化

に使用する場合、mcHBV-Gluc DNAの定量は 5’-ATGGTGAATGGCGTGAAG-3’ (sense) 、

5’-TAGGTGTCATCGCCGCCAGC-3’ (antisense) のプライマーを用いて定量 PCRで行った

[34]。 

 

⑪ 細胞障害性試験 

Cell Counting Kit-8 (Dojindo Molecular Technologies, Inc., Kumamoto, Japan) を

用いた。100 µL の HepG2 もしくは HepG2Flag-HBx 細胞懸濁液を 96 穴プレートに 5000 
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cells/wellで播種し、24時間培養した。その後、培養液を交換し、NTZを1.0、5.0、10、20、

40、60、80、100、200 μMの各濃度で加え、さらに 24時間培養した。10 µLのCCK-8 溶液

を各ウェルに加え、3 時間反応させたのち、microplate reader (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA) で 450 nmの吸光度を測定した。細胞生存率は、ANTZ を NTZを加

えたウェルでの吸光度、Ablank を細胞を播種していないウェルでの吸光度、Acontrol を

NTZを加えていないウェルでの吸光度と定義した上で [(ANTZ - Ablank)/(Acontrol - Ablank)] × 

100によって計算した。 

初代ヒト肝細胞においては、48 穴プレートに播種された細胞を用いた。細胞に 1.0、

5.0、10、20、50、80、100 µM の濃度で NTZ を加え、３日間培養したのちに、上述の方法

で CCK8 溶液を加えることで細胞生存率を測定した。 

 

⑫ 初代ヒト肝細胞における HBV感染法 

初代ヒト肝細胞への HBV感染は既報[35]に則って行った。Phoenix Bio Co.より購

入したHBVゲノタイプ Cに感染させたヒト肝細胞キメラマウスの血清を１細胞当たり 5 viral 

genomeの濃度で 4% PEG 8000と共に dHCGMに加え、37℃で 24時間培養した。その後、

細胞は PBSで洗浄し、dHCGMで培養した。培養上清は HBV感染後 2日と 7日で交換

した。NTZ （20 µM）または DMSOは感染後 2日目または 8日目から開始した。NTZや

DMSO添加培養液は 5日連続で 24時間毎に交換した。 
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⑬ HBV RNA定量 

細胞内 RNAの抽出は RNeasy mini kit (Qiagen)を用いた。この際、DNase処理を

行っている。抽出した RNA は SuperScript III First-Strand Synthesis SuperMix (Thermo 

Fisher Scientific) を用いて cDNAに逆転写した。定量 PCRは Thunderbird SYBR qPCR 

Mix （Toyobo Co, Osaka, Japan） および StepOnePlus real-time PCR systemを用いて行っ

た。HBV 3.5-kb mRNA および全 HBV RNA 量はβ-actin もしくは glyceraldehyde 

3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)量により補正し、定量した。用いたプライマーは次の

通りである。HBV 3.5-kb mRNA, 5’-GAGTGTGGATTCGCACTCC-3’ (sense) および

5’-GAGGCGAGGGAGTTCTTCT-3’ (antisense) （標的配列：ゲノタイプ D(HE815465.1) 

および ゲノタイプ C (AB246345)における nucleotide (nt) 226から 2390）; 全HBV mRNA, 

5’-TCACCAGCACCATGCAAC-3’ (sense for ゲノタイプ C) または 5’-GCACCAGCACC 

ATGCAAC-3’ (sense for ゲノタイプ D) および 5’-AAGCCACCCAAGGCACAG-3’ 

(antisense) （標的配列：ゲノタイプ D (HE815465.1) およびゲノタイプ C (AB246345)にお

ける nt 1803から 1894。これは全ての HBV RNA (3.5-および 2.4-、2.1-、0.7-kb mRNAsを

カ バ ー す る ); β-actin, 5’-CTGTGCTACGTCGCCCTGG-3’ (sense) お よ び

5’-GCCACAGGACTCCATGCCC-3’ (antisense)；GAPDH, 5’-AGGGCTGCTTTTAACTC 

TGGT-3’ (sense)および 5’- CCCCACTTGATTTTGGAGGGA-3’ (antisense). 
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⑭ HBV DNA定量 

培養上清中の HBV DNAの定量 PCRは SRL (Tokyo, Japan) に外注した。 

 

⑮ HBV cccDNAの単離 

mcHBV genotype Dを用いた実験系においては、Hirt法[36,37]により cccDNAを含

む HBV DNAを抽出した。まず、培養細胞へ SDSを添加することで、脂質膜およびウイルス

殻を破壊しウイルス DNA を抽出した。次いで、次に、高濃度の塩を添加し、SDS-蛋白質複

合体の DNA に共有結合した高分子量の細胞クロマチンと蛋白質を沈殿させ、ウイルス

DNAをフェノール・クロロホルム抽出法により単離した。Droplet digital PCR (ddPCR) を行う

際には、抽出した DNAを二段蒸留水により、0.5 µg/µLに濃度を調整した。 

初代ヒト肝細胞を用いた実験系においては、QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen) およ

び plasmid-safe DNase (PSAD) (Epicentre, Madison, WI, USA) を用いて cccDNAを単離し

た。具体的には、まず QIAamp DNA Mini Kitで全 DNAを培養細胞から抽出し、200 ngの

抽出DNAを2 µL 10× PSAD buffer、1 µL PSAD、0.8 µL 25 mM ATPと混合し, 二段蒸留水

で全量 20 µLに希釈した。この混合液を 37°C 2時間で反応後、70°C 30分で反応を停止さ

せた。 

 

⑯ ddPCRによる cccDNAの定量 

ddPCRは QX200 Droplet Digital PCR system (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)を用
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いて行った。20 µL ddPCR反応液 (1 µL テンプレート DNA、10 µL 2× ddPCR Supermix 

for Probe [no dUTP]、900 nM forward および reverseプライマー、250 nM プローブ) と

70 µL droplet generation oil を DG8 cartridgeに添加し、ドロップレットを作製した。次いで、

そのドロップレットを専用 PCR plate に移し T100 Thermal Cycler (Bio-Rad) を用いて、

95°C 10分、 35サイクルの 94°C 30 秒・57°C 60 秒、98°C 10分の設定で PCRを行った。

反応液は QX200 droplet readerおよび QuantaSoft softwareを用いて、絶対定量を行った。

既報[38]に則って、cccDNA 定量用のプライマーは forward primer, nt 1561–1579 

5’-CTTCTCATCTGCCGGACC-3’ お よ び reverse primer, nt 1865–1883 

5’-CACAGCTTGGAGGCTTGA-3’とした。PCR 増幅シグナル検出のためのプローブは

HBV DNA minus-strand gap 領 域 を 標 的 と す る よ う に  nt 1838–1861 

FAM-5’-AGGCTGTAGGCATAAATTGGTCT-3’-BHQで設計した。 

 

⑰ Southern Blot法 

10 µgのHirt法で抽出したDNAを 1.2% TBEアガロースゲルで 25 V 16時間電気

泳動した。ゲル内で分離した DNAは Hybond-N+ membrane (GE Healthcare) にキャピラリ

ートランスファー法で転写した。転写後のメンブレンは 120 mJ/cm2の紫外線照射でクロスリ

ンクを行った。ハイブリダイゼーション用の HBV RNA プローブは推奨プロトコールに従っ

て、DIG Northern starter kit (Roche, Basel, Switzerland) で作製した。mcHBV genotype D

プ ラ ス ミ ド を 鋳 型 と し て T7 RNA polymerase プ ロ モ ー タ ー を 含 む
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5’-TAATACGACTCACTATAGGGGGTGCGCAGACCAATTTATGC-3’ (sense) と 5’- 

GCACCATGCAACTTTTTCAC-3’ (antisense)のプライマーで PCR 反応を行い、in vitro 

transcription法で digoxigenin-11-UTP ラベルをし RNAを精製した。作製した RNAプロー

ブを DIG Easy Hyb (Roche) を用いてメンブレンにハイブリダイゼーションし、DIG Wash 

and Block Buffer Set (Roche) でシグナルを検出した。各バンドの同定のために、85℃で 5

分加熱した Heat-denatured Hirt DNA および、それをさらに制限酵素 EcoRI で切断した

DNAを用いた。 

 

⑱ 培養上清中 HBs抗原定量 

培養上清中の HBs 抗原測定のための Enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA)は SRLに外注した。 

 

⑲ 統計分析 

全ての統計解析は R version 3.3.2 (R Foundation for Statistical Computing, Vienna, 

Austria)を用いて行った。連続変数は各群の平均値±標準偏差（SD）で表した。２群間の

比較には Welchの t 検定を用いた。P値 0.05未満を統計学的に有意であるとした。 
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４．結果 

 

① HBx–DDB1結合阻害剤スクリーニング系の確立 

HBx–DDB1結合阻害剤のスクリーニングを行うために、Split luciferaseを活用した。

Large Bit (LgBit) (17.6 kDa) および Small Bit (SmBit) (11アミノ酸)の大小に分割された

NanoBit サブユニット自体同士の結合力は非常に弱いため、その結合は LgBit・SmBit を付

加した蛋白同士の結合力に依存する[39]。この LgBit、SmBit を HBxおよび DDB1 に付加

することで、HBx–DDB1結合阻害剤のスクリーニング系を樹立することとした（図 5）。 

 

 
図 5  Split luciferaseを利用した HBx–DDB1結合活性測定 

分割された NanoBitサブユニットである、Large Bit (LgBit)および Small Bit (SmBit) 同士の
結合力は弱いため、それが付加された HBxおよび DDB1が結合していない時は発色しな

いが、HBx–DDB1結合が起こると、LgBit–SmBitも結合しルシフェラーゼ活性を示す。また、
この反応は可逆的である。 

 

この際、各ルシフェラーゼ断片を目的蛋白の N端もしくは C端のどちらに付加する

かで、発色効率が変化することが知られているため[39]、まずは想定される 8 種類全ての付

加位置の組み合わせでルシフェラーゼ活性を測定した（図 6）。 
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図 6  Split luciferaseの付加位置の全ての組合せ 
Large Bit (LgBit)および Small Bit (SmBit)の適切な付加位置を決定するための全組合せ。

N’, N末端; C’, C末端。 

 

結果、HBxの C端に LgBit（HBx–LgBit）、DDB1の N端に SmBit（SmBit–DDB1） 

を付加した組み合わせが最もルシフェラーゼ活性が高かった（図 7）ため、以降はこの組み

合わせを用いることとした。 

 
図 7  HBx–LgBit と SmBit–DDB1 との組合わせが最適である 

HBx–LgBit と SmBit–DDB1の組合せが最も高いルシフェラーゼ活性を示す。SmBitを
Halo-tagの C端に付加した Halo–SmBitを Negative Control として用いた。データは 3回の
独立した実験から算出した平均±標準偏差を表す。***P < 0.001 (t 検定)。 
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② HBx–DDB1結合阻害剤の同定 

今回は、臨床応用への近道とされるドラッグリポジショニング[40]を目指して、817 種

類の FDA 承認済薬剤で構成される化合物ライブラリーをスクリーニング対象とした。ルシフ

ェラーゼ活性は化合物添加前と添加後 30 分毎に 120 分後まで測定した。化合物の HBx–

DDB1結合阻害活性は、化合物添加前のルシフェラーゼ活性で標準化した上で、化合物の

溶媒であるDMSOを添加したウェルと比較し検証した。なお、実際の検証前に、スクリーニン

グ系の精度の指標として最も重要とされる Z’スコア[32]を計算したところ、0.6を超える値であ

り、精度は十分に高いと評価できた（図 8）。 

 

図 8  アッセイ系における Z’スコア 
各ルシフェラーゼ測定タイミングにおける、系の精度の指標である Z’スコアの算出結果。 

 

対 DMSO で 40%以上のルシフェラーゼ活性低下を有意と定義し、HEK293T 細胞

株で行った一次スクリーニングにおいて、817化合物中 5化合物（トレミフェン、ロペラミド、ピ

モジド、ビンブラスチン、 NTZ）に候補が絞り込まれた（図 9a）。この 5 化合物は pan assay 

interference compounds [41]と総称される偽陽性率の高い化合物ではなかった。使用する細

胞株をHepG2に変えた二次スクリーニングにおいては、NTZのみが有意な阻害活性を示し
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た（図 9b）。また、この NTZの阻害活性は投与濃度依存的であることを確認した（図 9c,d）。 

 
図 9  HBx–DDB1結合阻害剤候補薬剤の同定 

a, b, Split luciferaseアッセイのHEK293T細胞 (a) とHepG2細胞 (b) とにおける時系列の
結果。データは 3回の独立した実験から算出した平均±標準偏差を表す。PMZ: ピモジド、

LOP: ロペラミド、VBL: ビンブラスチン、TRF: トレミフェン、NTZ： ニタゾキサニド。各 10 
µM。 
c, d, HEK293T細胞 (c) と HepG2細胞 (d) における NTZの HBx–DDB1結合阻害効果
の投与濃度依存性。ルシフェラーゼ活性は化合物投与後 30 分で測定した。データは 3 回
の独立した実験結果を示す。 
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 また、NTZ の細胞障害性は通常の HepG2 細胞および Flag-HBx を定常発現する

HepG2細胞 (HepG2Flag-HBx) においても50％細胞毒性濃度 57 µM、60 µMと低く（図10）、

先に示した NTZの結合阻害活性は細胞障害性に基づくものではないことが示された。 

 

図 10  NTZの細胞障害性は低い 
HepG2細胞またはHBx定常発現HepG2細胞（HepG2Flag-HBx）におけるNTZ 投与後の細胞

生存率。各濃度の NTZ を 24 時間投与し、細胞数測定法により細胞生存率を計算した。デ

ータは 3回の独立した実験から得た。 

 

NTZのHBx–DDB1結合阻害効果を確認するために、Flag-HBxを用いた免疫沈降

ウェスタンブロットを行った。HEK293T 細胞において、内因性の DDB1 に結合する

Flag-HBx の量は NTZ の投与により有意に減少した（図 11a）。さらに、先述の５つの候補薬

剤全てで免疫沈降ウェスタンブロットを行うと、NanoBit アッセイの結果と同じく、NTZ の

Flag-X–DDB1結合阻害効果が最も強かった（図 11b）。同様の結果はHepG2細胞において

も認められた（図 11c）。 
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図 11  NTZは HBx–DDB1結合を阻害する 

a, HEK293T細胞に Flag-HBxをトランスフェクションし、NTZ (10 µM) もしくは DMSOを投

与 24時間後の抗 Flag抗体を用いた免疫沈降-ウェスタンブロットの結果。細胞溶解液の 5%
を “Input” として用いた。画像は 3回の独立した実験から得た代表的な結果を表す。グラフ

は 3 回の独立した実験から算出した相対的バンド濃度 (免疫沈降 DDB1 バンド濃度/免疫
沈降 Flag-HBx バンド濃度) を表す。*P = 6.8 × 10-5（t 検定）。 
b, 候補 5化合物 (全て 10 µM) 投与 24時間後の免疫沈降-ウェスタンブロットの結果。画

像は 3 回の独立した実験から得た代表的な結果を表す。グラフは 3 回の独立した実験から

算出した相対的バンド濃度(免疫沈降 DDB1 バンド濃度/免疫沈降 Flag-HBx バンド濃度)を
表す。*P = 1.2 × 10-3; ** P = 2.1 × 10-3; P = 1.5 × 10-4（t 検定）。 
c, HepG2細胞での NTZ (10 µM, 20 µM) もしくは DMSO 投与 24時間後の免疫沈降-ウェ
スタンブロットの結果。画像は 3回の独立した実験から得た代表的な結果を表す。グラフは 3
回の独立した実験から算出した相対的バンド濃度(免疫沈降 DDB1 バンド濃度/免疫沈降
Flag-HBx バンド濃度)を表す。NS, not significant (P ≥0.05); *P = 1.3 × 10-3; ** P = 1.4 × 
10-4（t 検定）。 



- 29 - 
 

さらに、NTZ の HBx–DDB1結合阻害効果が直接作用か間接効果かを検証するた

めに、in vitro GSTプルダウンアッセイを行った。NTZは HBxに結合する GST-DDB1の量

を有意に減少させた（図 12）ため、NTZの結合阻害効果は直接作用だと考えられた。これら

の結果から、NTZは HBx–DDB1結合阻害効果を有すると考え、NTZに着目して以降の実

験を進めることとした。 

 
図 12  NTZは HBx–DDB1結合を直接阻害する 

in vitro GSTプルダウンアッセイの結果。GST タグの付いた DDB1 リコンビナント蛋白と HBx
リコンビナント蛋白を混合し、NTZ (10 µM) もしくはDMSOを投与 20分後に抗GST抗体で
免疫沈降しウェスタンブロットを行った。画像は 3 回の独立した実験から得た代表的な結果

を表す。グラフは 3回の独立した実験から算出した相対的バンド濃度（免疫沈降HBx バンド

濃度/免疫沈降 GST-DDB1 バンド濃度）を表す。*P = 7.1 × 10-5（t 検定）。 

 

③ ニタゾキサニド(NTZ) は HBxによる Smc5/6の分解を阻害する 

次に、NTZ が HBx による Smc5/6 の分解を阻害するか検討した。まず、NTZ は

HepG2 細胞において Smc5 の発現量自体を変化させないことを確認した（図 13a）。既報

[26–28]通り、HepG2Flag-HBx 細胞において Smc5 は有意に分解されていたが、NTZ の投与

によって部分的ではあるが発現が回復した。さらにこの効果は NTZ の投与濃度に依存した

（図 13b）。これらの結果から、NTZは HBxによる Smc5/6の分解を防ぐと考えられた。 
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図 13  NTZは Smc5発現を回復する 

a, b, HepG2細胞 (a) またはHepG2Flag-HBx細胞 (b) におけるNTZ (10 µM (a); 10 µMまた
は 20 µM (b))投与 48時間後の Smc5発現量変化をみるためのウェスタンブロットの結果。画

像は 3 回の独立した実験から得た代表的な結果を表す。グラフは 3 回の独立した実験から

算出した相対的バンド濃度を表す。NS, not significant (P ≥0.05); *P = 5.4 × 10-3; **P = 1.1 
× 10-5 （t 検定）。 

 

④ NTZは cccDNAからの HBV RNAの転写を阻害する 

次に、NTZがHBV cccDNAからのウイルスRNA転写を抑制するか、検討するため

に HBV 擬似複製モデルを用いて HBV RNA量の変化を定量した。一つ目の HBV 擬似複

製モデルとして、近年報告されたHBV cccDNAを近似するminicircle DNAを用いた[30,31]。

minicircle DNAは抗生剤耐性マーカーやその他のバクテリア・バックボーンを含まないため、

余計な免疫応答等を惹起せず、長期間のウイルス RNA・蛋白発現を可能とし、HBV 

cccDNA も形成される[30,42]。まずは、分泌型ルシフェラーゼである Gausssia luciferase 

(Gluc) の発現配列をHBVゲノム（ゲノタイプ C）の core 領域に組み込んだmcHBV-Glucを

用いた。その設計により、上清中の Gluc 活性値は pgRNA 転写活性を近似する[30]。NTZ
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はトランスフェクション効率補正のために共トランスフェクションしたCMV-Clucの活性に有意

な影響を与えずに、Gluc 活性値を有意に低下させた（図 14a）。また、CMV-Cluc ではなく、

定量 PCR で測定した細胞内の mcHBV-Gluc DNA レベルで Gluc 活性値を補正しても、

NTZの効果は同様に有意であった（図 14b）。 

 
図 14  NTZは HBV 擬似複製系においてウイルス RNA転写を抑制する 

a, mcHBV Gluc トランスフェクション後 HepG2細胞における NTZ (10 µMまたは 20 µM) 投

与 48時間後Gluc活性測定の結果。相対的Gluc活性はコントロールプラスミド pCMV-Cluc
由来の Cluc活性値による補正で算出した。データは 3回の独立した実験から算出した平均

±標準偏差を表す。*P = 2.0 × 10-3; **P = 9.1 × 10-4 (t 検定).。 
b, NTZは mcHBV Glucのトランスフェクション効率に影響しない。mcHBV Gluc トランスフェ
クション後 HepG2細胞に NTZ (10 µM) 投与 72時間後、上清中 Gluc活性および細胞内
mcHBV Gluc DNA量の定量結果。データは 3回の独立した実験から算出した平均±標準

偏差を表す。*P = 8.5 × 10-6; NS, not significant (P ≥0.05, t 検定)。 
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HBV 治療薬として現在用いられている核酸アナログ製剤のエンテカビルは逆転写

酵素阻害剤であり、直接のHBV RNA抑制効果は有さない。このことはmcHBV Glucを用い

た検討でも示された（図 15a）。IFNαはGluc活性抑制効果を示したが、NTZはそれと比較し

て高い抑制効果を示した（図 15b）。 

 

 
図 15  NTZは既存薬よりも強いウイルス RNA転写抑制を示す 

a, mcHBV-Gluc トランスフェクション後 HepG2細胞におけるエンテカビル（ETV, 25 nM）また
はDMSO 投与 48時間後の相対的Gluc活性測定の結果。データは 3回の独立した実験か

ら算出した平均±標準偏差を表す。NS, not significant (P ≥0.05, t 検定)。 
b, mcHBV-Gluc トランスフェクション後 HepG2 細胞におけるインターフェロン α2a (IFNα)、
NTZ (10 µM) または DMSO 投与 48時間後の相対的 Gluc活性測定の結果。データは 3
回の独立した実験から算出した平均±標準偏差を表す。IFNα Low, 1.0 × 103 units/mL; 
IFNα High, 5.0 × 103 units/mL; NS, not significant (P ≥0.05); *P = 2.8 × 10-3; **P = 0.016; 
***P = 1.0 × 10-3; ****P = 1.2 × 10-3; *****P = 8.2 × 10-4 (t 検定)。 

 

さらに、NTZ の効果は HBx 発現欠損変異体 mcHBV-Gluc-∆X では消失したが、

HepG2Flag-HBxにトランスフェクションし HBx の発現を回復させることで、NTZ の効果も回復し

た（図 16）。これらの結果により、NTZは HBV cccDNAにおける pgRNAプロモーター活性



- 33 - 
 

を HBx 依存的に抑制することが示された。 

 
図 16  NTZのウイルス RNA転写抑制効果は HBx 依存的である 

HBx発現の有無によるNTZの相対的Gluc活性抑制効果。HepG2またはHepG2Flag-HBx 細
胞に mcHBV-Gluc (WT) または mcHBV-Gluc-∆X (Delta X) をトランスフェクションし、NTZ 
(10 µM) または DMSO 投与 48時間後の相対的 Gluc活性を測定した。相対的 Gluc活性
は Gluc活性値を共にトランスフェクションした pCMV-Cluc由来の Cluc活性値で補正したこ

とを表す。データは 3 回の独立した実験から算出した平均±標準偏差を表す。*P = 1.1 × 
10-3; NS, not significant (P ≥0.05, t 検定). 

 

次に、mcHBV-Gluc由来のウイルス RNA量を定量 PCRにて直接測定したところ、

NTZは有意に全 HBV mRNA量および 3.5 kb-HBV mRNA量を低下させていた（図 17）。 

 
図 17  NTZは mcHBV Gluc由来ウイルス RNA量を減少させる 

a, b, mcHBV Gluc由来の全 HBV mRNA量 (a) および 3.5kb mRNA量 (b) の NTZ (10 
µM) 投与 48 時間による変化。相対化には β-acitn 量を利用した。データは 3 回の独立し

た実験から算出した平均±標準偏差を表す。*P = 2.7 × 10-4, **P = 1.2 × 10-2。 
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ここまでの結果を別のコンストラクトおよび他のゲノタイプで確認するために、Gluc

埋め込み無しの minicircle HBV ゲノタイプ D（mcHBV genotype D）[31]を用いた。NTZの

投与は mcHBV genotype D由来の全 HBV mRNAおよび 3.5 kb mRNAを有意に低下させ

た（図 18）。 

 
図 18  NTZは mcHBV genotype D由来ウイルス RNA量を減少させる 

a, b, mcHBV genotype D由来の全HBV mRNA量 (a) および3.5kb mRNA量 (b) のNTZ 
(1.0 µM, 5.0 µM または 10 µM) 投与による変化。相対化には β-acitn量を利用した。デー
タは 3回の独立した実験から算出した平均±標準偏差を表す。*P = 9.7 × 10-3; **P = 2.2 × 
10-3; ***P = 1.1 × 10-2; ****P = 2.4 × 10-4 (t 検定). 

 

さらに、他の HBV 擬似複製系として HepAD38細胞株[43]を用いた。この細胞株は

HBV DNA配列がゲノム DNAに組み込まれており、テトラサイクリン制御下で HBV pgRNA
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を産生することができる。テトラサイクリン投与によりゲノム由来のHBV pgRNAの産生を停止

させた 2日後に NTZを投与したところ、cccDNA由来と考えられる 3.5 kb HBV mRNA量は

有意に低下した（図 19）。以上の結果より、NTZ は有意に cccDNA からのウイルス RNA 転

写を抑制することが示された。 

 
図 19  NTZは HepAD38細胞においてもウイルス RNA量を減少させる 

HepAD38細胞における NTZ (10 µM) 投与 5日間による HBV 3.5 kb mRNA量の変化。相

対化には β-actin量を利用している。NTZもしくはDMSO 投与開始 2日前にテトラサイクリン

を培養液に添加している（From – to +）。データは 3回の独立した実験から算出した平均±

標準偏差を表す。*P = 7.3 × 10-5 (t 検定). PC, positive control （テトラサイクリン非含有培養

液にて長期間培養した細胞） 。 

 

⑤ NTZはウイルス蛋白および cccDNA量を減少させる 

次に、NTZ 投与によるウイルス蛋白量の変化を HBV 擬似複製系で評価した。

mcHBV genotype Dをトランスフェクションし、6日後から 12日後まで NTZを投与し、ウェス

タンブロットを行ったところ、Smc5 の発現は NTZ 投与濃度依存的に回復し、それに伴い

HBs抗原量は有意に低下した（図 20）。 
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図 20  NTZは mcHBV genotype D由来ウイルス蛋白発現を抑制する 

mcHBV genotype D トランスフェクション後 HepG2細胞におけるウェスタンブロット。NTZ (1 
µM, 10 µM または 20 µM) 6日間の投与による Smc5および HBs抗原量 (preS2)の変化。
画像は 3回の独立した実験から得た代表的な結果を表す。グラフは 3回の独立した実験か

ら算出した相対的バンド濃度を表す。NS, not significant (P ≥0.05); *P = 1.6 × 10-3; **P = 
1.1 × 10-3; ***P = 1.6 × 10-3; ****P = 1.1 × 10-3 (t 検定)。 

 

HBV RNAや蛋白の低下は cccDNA量の低下につながり得る[20,44,45]ため、NTZ

投与後の cccDNA 量を定量することとした。Hirt 法[36,37]により cccDNA を抽出し、

ddPCR[38]および Southern blot[37]により定量した。結果、わずかではあるが有意に

cccDNA 量は NTZ 投与により低下した（図 21a）。これは pgRNA から新規に複製される

cccDNA が pgRNA 量低下に伴って減少したこと[45]、また、HBx 蛋白量の低下により

cccDNAの安定性が低下したこと[44]が理由として考えられた。ddPCRが cccDNA量を測定

するための特異性と精度を有していることを確認するため、 Southern blotにより cccDNAを
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視覚化した（図 21b）。これらの結果により、NTZ が cccDNA からのウイルス転写を抑制し、

cccDNA量をわずかに低下させることが示された。 

 
図 21  NTZは cccDNA量を減少させる 

a, mcHBV genotype D トランスフェクション後 HepG2 細胞における NTZ (10 µM)または
DMSO 投与 48時間後のサザンブロットおよび droplet digital PCR (ddPCR)。NTZの投与に

より、cccDNA量は減少する。未処理 (Untreatment) のHirt DNAでは relaxed circular DNA 
(rcDNA)、double strand linear DNA (dslDNA), cccDNAのバンドが観察され、熱処理した

Hirt DNAでは single strand DNA (ssDNA)および cccDNAのみ、熱処理後に EcoRI 切断処

理をした Hirt DNA では dslDNA、ssDNA のみが観察される。短時間露光画像 (Short 
exposure) と cccDNA 観察のために長時間露光した画像 (Long exposure) を示す。画像は

3回の独立した実験から得た代表的な結果を表す。下段は同サンプルにて ddPCRを行った
結果。データは 3回の独立した実験から算出した平均±標準偏差を表す。*P = 8.5 × 10-4 (t
検定)。 
b, ddPCRの cccDNA量測定精度。mcHBV genotype D トランスフェクション後 HepG2細胞
から抽出したHirt DNA 10 µg、5 µg、1 µgでサザンブロットと ddPCRで cccDNA量の測定を
した。画像は 3回の独立した実験から得た代表的な結果を表す。 
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⑥ NTZは HBV感染系において抗ウイルス効果を示す 

最後に、NTZの抗ウイルス効果を初代ヒト肝細胞を用いた HBV感染系で検証した。

初代ヒト肝細胞には HBV が持続感染をし、その生活環が再現される[35]。HBV（ゲノタイプ

C）を感染させ、NTZもしくはDMSO 投与を 5日間行い、Smc5蛋白やウイルス RNA、ウイル

ス蛋白、cccDNA の量を評価した。各ウェル間で感染効率に差がないことを、NTZ もしくは

DMSO 投与前の培養上清中の HBs抗原および HBV DNA を定量することで確認した（図

22）。 

 
図 22  NTZ 開始前の HBV感染効率に差はない 

a, b, 初代ヒト肝細胞における HBV 感染後 8 日目の培養上清中 HBs 抗原量 (a) および 
HBV-DNA量 (b)。データは 3回の独立した実験から算出した平均±標準偏差を表す。NC, 
negative control (HBVを感染させていない初代ヒト肝細胞); NS, not significant (P ≥0.05)。 
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また、NTZは初代ヒト肝細胞への障害性が今回の使用濃度 20 µMにおいて低いこ

とを確認した（図 23）。 

 

図 23  NTZの初代ヒト肝細胞への細胞障害性は低い 
初代ヒト肝細胞におけるNTZ 投与後の細胞生存率。各濃度のNTZを 72時間投与し、細胞

数測定法により細胞生存率を計算した。データは 3回の独立した実験から得た。 

 

NTZの 5日間投与は Smc5の分解を部分的に阻害した（図 24a）。これに伴い、ウイ

ルス RNA量も有意に低下した（図 24b,c）。培養上清中および細胞内の HBs抗原量の有意

な低下も認めた（図 24d,e）。同様に cccDNA 量に関しても部分的ではあるが有意な低下を

認めた（図 24f）。 



- 40 - 
 

 
図 24  NTZは初代ヒト肝細胞においても抗ウイルス効果を示す 

a, 初代ヒト肝細胞における NTZ (20 µM) もしくは DMSOを感染後 8日目から 5日間投与

した後のウェスタンブロット。HBV感染に伴い、Smc5は発現低下するが、NTZ 投与により部

分的に回復する。画像は 3 回の独立した実験から得た代表的な結果を表す。グラフは 3 回
の独立した実験から算出した相対的バンド濃度を表す。*P = 7.3 × 10-5 (t 検定)。 
b, c, (a)と同条件培養下における全 HBV mRNA (b) および 3.5 kb mRNA (c) の定量結果。
相対化にはβ-acitn 量を利用した。データは 3 回の独立した実験から算出した平均±標準

偏差を表す。NC, negative control (HBVを感染させていない初代ヒト肝細胞); *P = 3.3 × 
10-3; **P = 3.8 × 10-4 (t 検定)。 
d, (a)と同条件培養下における培養上清中の HBs抗原量。データは 3回の独立した実験か

ら算出した平均±標準偏差を表す。NC, negative control (HBVを感染させていない初代ヒト
肝細胞); *P = 3.4 × 10-4 (t 検定)。 
e, (a)と同条件培養下における細胞内ウイルス蛋白 (preS2) のウェスタンブロット。画像は 3
回の独立した実験から得た代表的な結果を表す。グラフは 3 回の独立した実験から算出し

た相対的バンド濃度を表す。*P = 5.8 × 10-5 (t 検定)。 
f, (a)と同条件培養下における droplet digital PCRによる cccDNA量。データは 3回の独立

した実験から算出した平均±標準偏差を表す。NC, negative control (HBVを感染させてい
ない初代ヒト肝細胞); *P = 6.7 × 10-4 (t 検定)。 
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また、NTZ 投与開始を感染後のより早期とすると、観察されるウイルス産物量の低

下はより顕著となった（図 25）。以上の結果より、NTZ は Smc5/6 の回復を通じて、ウイルス

RNAおよび蛋白の産生を抑制し、cccDNA量の低下にも寄与することが示された。 

 

図 25  HBV感染早期における NTZの抗ウイルス効果 
a, b, 初代ヒト肝細胞における NTZ (20 µM) もしくは DMSOを感染後 2日目から 5日間投

与した後の全 HBV mRNA (a) および 3.5 kb mRNA (b) の定量結果。相対化には

GAPDH 量を利用した。データは 3 回の独立した実験から算出した平均±標準偏差を表す。

*P = 2.7 × 10-5; **P = 1.7 × 10-8 (t 検定)。 
c, (a, b)と同条件培養下における培養上清中の HBs抗原量。データは 3回の独立した実験

から算出した平均±標準偏差を表す。*P = 3.6 × 10-4 (t 検定)。 
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５．考察 

 

本研究では、ドラッグリポジショニングを目指した化合物スクリーニングから NTZ を

HBx–DDB1結合阻害剤として同定した。NTZは有意に HBV cccDNAからのウイルス RNA

転写を抑制し、以降のウイルス産物量を低下させることが示された。 

 既存の薬剤では HBVの長期治療目標である Functional cureの達成は困難である

[11–17]。現在の第一選択薬である核酸アナログ製剤は HBV 生活環における逆転写の段

階を効率良く抑制するものの、ウイルスRNAやウイルス蛋白量を直接的に抑制することはで

きず、肝細胞癌などの HBV 関連死を無くすことができないため、新規治療薬の開発が強く

望まれている。そうした中、ウイルス蛋白 HBx は宿主蛋白である DDB1 に結合することで、

HBx–DDB1-CUL4-ROC1 E3 ユビキチン酵素複合体を形成し、本来はユビキチン化を受け

ないはずの宿主蛋白 Smc5/6 をユビキチン化し分解することが近年報告された。Smc5/6 は

HBV cccDNAからのウイルス RNA転写を強く抑制するため、HBx と DDB1 との結合がウイ

ルス RNA転写制御に重要なステップとして、治療標的として注目されるようになった[26–28]。

本研究で認めた NTZ による Smc5 の回復は、HBx 発現下でのみ観察されており、NTZ の

Smc5 に対する効果は HBx–DDB1 結合阻害を介した HBx 依存的なものであると考えられ

る。 

 Smc5/6 の生体内における本来の重要な機能として、DNA 二本鎖切断に対する相

同組換え修復の促進が挙げられる[46–51]。Smc5/6 は DNA 二本鎖切断部位へのコヒーシ
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ンを誘導し、姉妹染色体と近接させ相同組換え修復を可能にすると言われおり[47]、Smc5/6

の変異は DNAダメージの蓄積へと繋がる[52]。相同組換え修復の阻害は DNAダメージ蓄

積に基づく発癌に寄与するとされており[53–55]、HBxによる Smc5/6の分解はウイルスRNA

転写促進のみならず、相同組換え修復阻害による肝発癌促進効果をも有している可能性が

ある。 

HBx–DDB1 結合阻害剤スクリーニング系を樹立するために Split luciferase を用い

た。この系の樹立における最も重要な段階は、Split luciferase サブユニットの適切な付加位

置の同定である[39]。HBx–DDB1 結合活性測定においては、HBx–LgBit および SmBit–

DDB1 の組み合わせが適切であった。このようにスクリーニング系を確立することができたた

め、本研究においては、817 種類という比較的小規模な化合物ライブラリーでスクリーニング

を行ったが、より大規模な化合物ライブラリーを用いることも容易に実現可能である。そうした

追加スクリーニングは、NTZ よりもより効果的な HBx–DDB1結合阻害剤を同定することに繋

がる可能性を秘めており、今後の研究課題としていきたい。 

さらに、今回用いた Split luciferaseによるスクリーニング系は他の蛋白–蛋白結合阻

害剤のスクリーニングにも応用可能である。蛋白–蛋白結合は重要な薬剤標的の一つとされ

ている[56]。事実、他の種々のウイルスは宿主因子と相互作用することで、ウイルス複製促

進や病原性の発揮を達成している[57,58]。Split luciferaseを基礎とした蛋白–蛋白結合阻害

剤のスクリーニング系はは HBVのみならず他疾患の治療薬探索の手段ともなり得る。 
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NTZは 2-acetyloxy-N-(5- nitro-2-thiazolyl) benzamideで表される経口のチアゾライ

ド系抗菌薬であり、現在はCryptosporidium parvum やGiardia lambliaといった原虫感染で

引き起こされる腸炎の治療薬として小児および成人を対象に FDAにより承認されている[59]。

近年、NTZはインフルエンザウイルス[60]やロタウイルス[61]、日本脳炎ウイルス[62]、風疹ウ

イルス[63]、ジカウイルス[64]、C 型肝炎ウイルス[65,66]、HBV[66]で抗ウイルス効果を示す

可能性が言われている。ジカウイルスでは NS2B–NS3 結合を阻害するということ[64]、インフ

ルエンザウイルスではヘマグルチニンの成熟を阻害するということ[60]が言われているが、そ

れ以外の HBV を含むほとんどのケースで作用機序は解明されていない。HBV における作

用機序を本研究では明らかにしたが、それ以外のウイルスにおける NTZ の作用機序もウイ

ルス蛋白–宿主蛋白結合阻害に基づくものかも知れない。そうした他のウイルスへの研究発

展も今後の課題である。 

ドラッグリポジショニングは臨床応用への近道として有用だと言われている[40]。他

疾患で臨床使用が認可済みということは、毒性試験等の臨床使用までの多くのステップを通

過しているということであり、一般的に 90%以上の化合物が臨床使用まで辿り着けないと言

われている現在の状況下では大きなアドバンテージである[67]。NTZは FDA 承認済み薬剤

ライブラリーから同定したものであり、今後の臨床応用へ向けての費用および時間のかかる

試験を省略できる可能性がある。 

今回示すことができた NTZ の抗 HBV 効果は有意ではあるものの、今回の実験系

においては HBs抗原陰性化までは達成できなかった。今後、構造解析や in silico解析によ
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る NTZの詳細な HBx–DDB1結合阻害機序を同定のうえで、化合物の最適化を加えれば、

抗ウイルス効果を高めることができるかも知れない[68]。また、核酸アナログ製剤との併用な

ど投与方法の工夫が及ぼす効果の検証も今後の課題である。臨床応用への必要な検討課

題はまだあるものの、ウイルス蛋白 HBx と宿主蛋白 DDB1 との結合を標的とした NTZ は

HBVの functional cure へ向けた新たな治療戦略となる可能性がある。 
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６．結語 

 

HBx–DDB1 結合阻害剤のスクリーニング系を確立し、NTZ をその候補薬剤として同

定した。NTZはHBx–DDB1結合を阻害し、Smc5/6の回復を通じて抗ウイルス効果を示した。

今回同定したNTZの抗HBV効果はHBV functional cureの実現に向けた新規治療薬の開

発に繋がる可能性がある[69]（図 26）。 

 
図 26  研究概要：HBx–DDB1結合阻害剤の同定とその効果 
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