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要旨 

 本研究では効率的なB型肝炎ウイルス（HBV）ゲノム複製系の構築を目的とし、

CMVプロモーターによって高効率にpregenomic RNAを転写するコンパクト

HBVゲノム挿入アデノウイルスベクター（HBV103-AdV）を作製した。本ベク

ターは汎用される培養細胞株だけでなく、ヒト初代肝細胞においても効率的な

HBVゲノム複製を誘導した。また、本ベクターに用いたHBVゲノムは重複配列

を可能な限り短縮しており、HBVゲノム複製に関係なく出現する環状HBV DNA

分子の生成の回避を可能にした。さらに、高効率なHBVゲノム複製は短時間で

の複製HBVゲノムの検出を可能としたため、新規抗HBV薬の探索にも応用可能

であると考えられた。 
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序文 

 ヘパドナウイルス科オルソヘパドナウイルス属に属するB型肝炎ウイルス

（HBV）はB型肝炎の病原体であり、その持続感染は肝硬変や肝細胞癌の発症の

原因となる。世界に2億人を超える感染者が存在し、毎年7万人弱がHBV持続感

染で引き起こされる肝硬変及び肝細胞癌によって死亡している1。 

  HBVは血液等を介して感染し、感染経路としては垂直感染である母子感染

や水平感染である性行為、輸血等が挙げられる2。本邦では1986年以降、母親が

HBVキャリアと判明した場合は出生児に対するHBVワクチンの投与が行われ、

母子感染はほぼ防げるようになった3。出産時および乳幼児期にHBVに感染した

場合は持続感染となることが多い2,4。乳幼児期からの持続感染者の9割程度では

HBe抗原陽性からHBe抗体陽性となるHBe抗原セロコンバージョンが起こり、

HBV非活動性キャリアとなる。残りの1割ではHBe抗原陽性の状態が維持されて

慢性肝炎となり、肝硬変や肝細胞癌の発症リスクが大きく上昇する2。 

 一方でワクチン未接種の成人におけるHBV感染は殆どの場合一過性感染とな

り、多くは不顕性のままHBVは排除される2,4。しかし一部の感染者は数ヶ月か

ら半年ほどの潜伏期間の後に急性肝炎を発症する。また、極僅かな確率で劇症

肝炎が発症し、その場合は死に至ることもある4。成人後の水平感染によるHBV



感染は増加傾向にあり、近年は成人後のHBV感染でも一部の症例で持続感染が

成立することが報告されている5。 

 B型肝炎の多くはHBs抗原陰性/HBs抗体陽性の状態で臨床的寛解となるが、

HBV自体を患者体内から排除して完全な治癒を得ることは困難である。そのた

め、B型慢性肝炎の現実的な治療目標は、HBVの増殖を抑え肝硬変や肝細胞癌へ

の進展のリスクを回避することである6。 

 B型肝炎に対する治療薬としてはα-インターフェロン（IFN）と核酸アナログ

製剤が挙げられる。C型肝炎ウイルス（HCV）に対して一定の抗ウイルス効果を

示すIFNは、B型肝炎に対しては50%程のHBV感染者にしか効果を示さない4,7,8。

エンテカビルやラミブジンなどの核酸アナログ製剤は逆転写酵素阻害剤として

一部のHBV患者に有効であるが、polymerase領域のアミノ酸変異によって薬剤耐

性を獲得するHBVが出現するなどの問題点も残されている9。すなわち、現在の

いずれの治療法でもHBV持続感染者の体内からHBVを完全に除去することは不

可能であり、効果的で安全な抗HBV薬剤の開発が望まれている。本研究は簡便

かつ効率的なin vitroのHBVゲノム複製系を開発して、新規抗HBV化合物のスク

リーニングに応用することで、HBV持続感染者におけるゲノム複製の抑制およ

びウイルスの完全な排除による治療法の開発に資することを目的とする。 



 HBVはゲノムの塩基配列のうち8%以上の相違によってAからJまでの遺伝子

型に分類され、世界的な分布が異なる10,11。本邦では遺伝子型Cが最も多く、次

いで遺伝子型B、A、Dが認められる。近年のHBVの水平感染では本来は欧米に

おいて高頻度で認められる遺伝子型Aの増加が報告されている12。 

 HBVは細胞質のCore粒子内や放出される感染性粒子（デーン粒子）内では完

全長マイナス鎖DNAと不完全プラス鎖DNAから成る3.2 kbの環状不完全二本鎖

DNA（relaxed circular DNA: rc DNA）をゲノムとして持つ（図1）。一方で感染細

胞の核内では環状完全二本鎖DNA（covalently closed circular DNA: ccc DNA）の

形態で安定に存在し、持続感染を成立させる（図2）。ccc DNA自体は複製せずに

全てのHBV由来RNAの鋳型となり、4種類のプロモーターと共通のHBVゲノム上

のpoly(A)配列を用いて3.5 kb、2.4 kb、2.1 kb、0.7 kbのmRNAが転写される（図1）。

3.5 kb mRNAにはcore遺伝子、pol遺伝子が、2.4 kb及び2.1 kb mRNAにはS遺伝子

が、0.7 kb mRNAにはX遺伝子が含まれる。HBVゲノム内在性coreプロモーター

から転写される3.5 kbのpregenomic RNA（pg RNA）は、両末端のステムループ

構造であるε（エプシロン）領域が認識されてcore粒子内へ取り込まれる。次い

で、polタンパク質の末端タンパク（TP）ドメインが共有結合したT（デオキシ

チミジン）塩基がプライマーとしてpg RNAの3’側DR1領域へとアニールする。



core粒子内ではTPドメインを起点としてHBV由来逆転写酵素ドメインがマイナ

ス鎖DNAを合成しつつ、プラス鎖RNAであるpg RNAはHBV由来RNaseHによっ

て消化される。プラス鎖RNA5’末端のキャップサイトとDR1領域を含む約18塩基

は消化されずにプラス鎖のプライマーとして残存し、DR1領域と同一の配列を有

するDR2領域に転移する。その後RNAプライマーを起点としてプラス鎖DNAが7

割程度合成され、core粒子内でのゲノムであるrc DNAとなる。RNAプライマー

の転移は約9割の確率で起こり、残りの1割程度はDR1領域に結合したままプラス

鎖DNAが合成される（図2）。この場合、HBVゲノムは直鎖状二本鎖DNA（double 

stranded linear DNA: dsL DNA）となるが、dsL DNAのHBV生活環における役割は

詳細に解析されていない。一部のcore粒子はエンベロープを被り、感染粒子とし

て細胞外に放出される。rc DNAの一部は核内へ移行し、プラス鎖DNAの合成が

完了してccc DNAを形成するが、この過程は未だ解明されていない点が多い13,14。

本研究ではHBV生活環のうち、細胞内でHBVゲノムがその形態を環状不完全二

本鎖DNA、環状完全二本鎖DNA、pg RNAと変化させながら増殖する過程を「ゲ

ノム複製」と表す。 

 HBVゲノムには読み枠をずらしながら4つのオープンリーディングフレーム

（ORF）が存在し、preCore、core、pol、Xタンパク質、及びエンベロープを構成



する3種類のSタンパク質を合わせた7種類のウイルスタンパク質が発現する（図

1）。Sタンパク質は大きい順にL、M、Sと呼ばれ、3種類のタンパク質で共通す

るコード領域の上流でLタンパク質のみをコードする領域をpreS1、L及びMタン

パク質をコードする領域をpreS2と呼ぶ。Coreタンパク質はウイルス粒子を形成

する。preCoreタンパク質はcoreタンパク質のN末端にペプチドが付加された構造

をしており、感染細胞での盛んなウイルス増殖に際して血中にHBe抗原として検

出される。polタンパク質はTPドメイン、スペーサー領域（preS1、preS2と重複

する領域はゲノム複製において欠失可能）、逆転写酵素ドメイン、RNaseHドメイ

ンから構成される15。Xタンパク質は構造タンパク質ではなく、宿主転写調節機

構に影響を与えると報告されているが詳細は解明されていない16,17。 

 HBVゲノム複製機構は複雑であり、B型肝炎に対する治療のみならずHBV研究

が困難である理由の一つである。加えて、HBVの宿主域は限られており、in vitro、

in vivoのほとんどのHBVゲノム複製系においては少量のウイルス複製しか得ら

れない。HBVの基礎研究に用いられる方法として以下のものが挙げられる。(i) 

1.2コピーのHBVゲノムを有するplasmidのtransfectionは、plasmidの構築が簡便な

ことからHBVゲノム複製系として最もよく用いられる手法の一つである。しか

し、transfectionによるplasmidの導入効率は個々の細胞ごとに異なり、HBVゲノ



ム複製の定量的な解析は困難である。また、ヒト初代肝細胞等はtransfectionによ

る遺伝子導入効率が低く、この細胞を用いた実験も困難であった。(ii) HepG2.2.15

に代表されるような複数コピーのHBVゲノムが細胞染色体に挿入された肝細胞

癌由来HBV産生細胞株もHBVゲノム複製系として汎用されてきた18–21。細胞ごと

に有するHBVゲノムが等量であることから、定量的なHBVゲノム複製解析に適

している。一方で、細胞染色体に挿入されたHBVゲノムからのpg RNA転写量は

少なく、複製HBVゲノムの検出のために10日間程度の細胞培養が必要となる。

(iii) 近年HBV感染受容体の候補としてNTCP（sodium taurocholate cotransporting 

polypeptide）が報告された22,23。NTCP発現肝細胞株はHBV感染粒子に対して感染

許容性を獲得したことから、ゲノム複製系の一つとして応用されるようになっ

た。しかし、NTCP発現肝細胞株の実験に用いるHBVは感染粒子を形成するもの

に限られ、細胞への導入が必要となるような変異型HBVゲノムの複製解析は困

難であった。 

 本研究ではアデノウイルスベクター（AdV）に着目し、細胞へのHBVゲノム

導入方法として応用した新規HBVゲノム複製系を開発した。汎用されている

AdVは第一世代AdVあるいは非増殖型AdVと呼ばれている（図3）。第一世代AdV

には小児の風邪の原因ウイルスの一つであるアデノウイルス5型が主に応用さ



れる。第一世代AdVはウイルスの全ての初期遺伝子プロモーターをトランスに

活性化するE1Aタンパク質をコードしているE1領域を欠失している。そのため、

E1領域が細胞染色体に挿入されているヒト胎児腎臓細胞由来293細胞でのみ、恒

常的に発現しているE1Aタンパク質によりAdVゲノム上のプロモーターが活性

化されゲノムが複製する24。しかし、それ以外の細胞ではウイルス由来のタンパ

ク質は発現せずに、E1欠失領域に挿入した目的遺伝子のみが発現する。 

 また、AdVゲノムのE3領域にはMHCクラスI分子複合体の細胞表面への提示を

減少させる機能を持つ宿主免疫制御遺伝子がコードされており、培養細胞での

ウイルス増殖に関与しないことが知られている。そのため、E3領域を欠失した

ベクターは、最終的に7.5 kbの目的遺伝子発現単位が挿入可能である25–28。 

 AdVは染色体への積極的な挿入機構を持たない一過性の発現ベクターである。

塩化セシウム平衡密度勾配遠心により簡便にin vivoへの直接投与が可能な1010 

plaque-forming units（PFU）オーダーのベクター調製が可能である。AdVの最大

の利点は血球系以外の細胞へ非常に高い遺伝子導入効率を示すことである。最

も高い遺伝子導入効率を示すのは肝臓由来の細胞である。また、in vivoではマウ

スの尾静脈からAdVを静脈注射で投与すると約90%が肝臓へ導入されることが

知られている。 



 今までも複製可能なHBVゲノムが挿入されたpg RNA発現AdVを用いたHBV

ゲノム複製解析はいくつか報告されている。Sprinzlらはヒト肝細胞癌由来細胞株

に限らずダック由来細胞株やヒト初代肝細胞、マウス等の様々な条件下におけ

るヒトHBVゲノム複製の解析のために、HBVゲノム搭載AdVを用いた。HBVゲ

ノム搭載AdVの感染により培養細胞や初代細胞、マウス肝臓においてもHBVゲ

ノム複製を誘導し、複製HBVゲノムやHBV抗原及びHBV感染粒子を検出した29。

また、Renらはin vitroでのより自然なHBV感染モデル構築のため、ツパイ由来初

代肝細胞を応用し、HBVゲノムの細胞への導入のためにHBVゲノム搭載AdVを

用いた30。しかし、これらのAdVでは細胞内でのpg RNAの転写は活性の弱いHBV

ゲノム内在性プロモーター31によって行われていた。加えて、これらの研究では

強力なプロモーターを有するGFP発現単位がHBVゲノムの上流に挿入される場

合もあり、同一クローニング領域に存在する独立した2つのプロモーター／エン

ハンサーがお互いに干渉し合う恐れがあった。すなわち、既報のHBVゲノム搭

載AdVは、ゲノム複製に必要なpg RNAの転写にCMVプロモーター32等の強力な

外来のプロモーターは用いていなかった。 

 本研究では効率的なHBVゲノム複製系の構築を目的として新規HBVゲノム挿

入AdVを作製し、それをHBV103-AdVシステムと名付けた。本システムはCMV



プロモーターと外来poly(A)配列33によってpg RNAを転写することで、HBVゲノ

ム上の重複配列を少なくした1.03コピーのコンパクトHBVゲノムを新たに構築

し応用している。CMVプロモーターからpg RNAを転写する構築は今までplasmid

に限られていた34。また、pg RNA上のpoly(A)配列を外来poly(A)配列に置き換え

た構築は今まで報告されていない。 

 コンパクトHBVゲノムの応用は強力なCMVプロモーターによるpg RNAの転

写のみならず、HBVゲノム複製に寄らずベクター増殖に際して出現する偽ccc 

DNAの生成の回避を可能にした。また、本システムは汎用されているHepG2等

の培養細胞株だけでなく、実験への応用方法が限られていたヒト初代肝細胞に

おいても効率的なHBVゲノム複製を誘導することを確認した。さらに、本シス

テムによる高効率なHBVゲノム複製は短い実験時間での複製HBVゲノムの検出

を可能としたため、今後は抗HBV薬の新規候補化合物の探索にも応用可能であ

ると考えられた。 

  



1. 材料及び方法 

2.1. 細胞培養 

 AdVの作製にはアデノウイルスのE1A、E1Bタンパク質を恒常的に発現するヒ

ト胎児腎臓細胞由来293細胞を用いた35。293細胞は10%牛胎児血清（Gibco-BRL）

を含むダルベッコ変法イーグル培地（10%FCS-DMEM）（コージンバイオ）を用

いて、37℃、5%二酸化炭素の条件下で培養した。HBVゲノム複製効率の比較に

はヒト肝細胞癌由来Huh-7細胞及びHepG2細胞を用いた。これらの細胞は高L-グ

ルコース10%FCS-DMEMで培養した。また、AdV感染及び感染後の維持には

5%FCS-DMEMを用いた。ヒト初代肝細胞としてはヒト化マウスの肝臓から樹立

したPXB細胞（フェニックスバイオ）を用いた36,37。PXB細胞は2%ジメチルスル

ホキシド（DMSO）を添加した肝細胞クローン増殖培地で培養した。 

 

2.2. plasmid及びAdV作製用コスミドの構築 

 GFP発現plasmid及びGFP発現AdVの両者は、CMVプロモーターと rabbit 

β-globin poly(A)シグナル配列33で構成されるGFP発現単位を有している。 

 実験に用いられた全てのHBVゲノムは遺伝子型 C（Accession No. AB246345）

を有するplasmidであるpUC19 HBV C-JPNAT38を由来とする。複製型変異型HBV



ゲノムΔpreSはpreS領域のほぼ全て（Coreタンパク質の転写開始コドンATGのA

を1と設定した1040-1316 nt）を、7塩基の合成DNAと置換しており、Pol遺伝子及

びS遺伝子のウイルスゲノムの読み枠は保存されている（図4上段）。この欠失構

造は遺伝子型Aの変異型HBVゲノムHBVδ139と同一である。 

 複製型変異型HBVゲノムkSは後述の点変異を導入して構築した（図4中段）。S

遺伝子の転写開始コドンと下流の2nd ATGへの変異導入として1471 ntのTをCに、

1693 ntのTをCに置換した。S遺伝子の2nd ATGは遺伝子型Aにおける開始コドン

に相当するため、遺伝子型CにおけるS遺伝子開始コドンのみへの変異導入はS

タンパク質の発現が保存される可能性がある。続いてS遺伝子への終止コドンの

導入のため、1486 ntのCをAに、1696 ntのGをCに置換した。また、識別のための

制限酵素BsrGIサイトの導入には1462 nt及び1465 ntのそれぞれのCをTとAに、制

限酵素AatIIサイトの導入には1684 ntのAをGに、1685 ntのTをAに各々置換した。

Sタンパク質の発現が欠失していることをWestern解析を用いて確認した（図6）。 

 非複製型変異型HBVゲノムdPはPol遺伝子の一部である制限酵素XbaIサイト

（1560 nt）から制限酵素XcmIサイト（2009 nt）までを欠失している（図4下段）。 

 2728-292 ntの変異型HBVゲノムはHBVゲノム内在性プロモーターとゲノム由

来poly(A)配列制御下でpg RNAが転写される。一方でCMVプロモーターの5’キャ



ップを含む-735から+3までの5’非翻訳配列をpg RNA5’キャップ（3132 nt）に連

結した発現単位は、CMVプロモーター制御下で本来の5’キャップと同じ構造の

pg RNAが転写される（図5a）。HBVゲノム由来poly(A)配列（TATAAA, 16-21nt）

は制限酵素PsiIサイトで置き換えてその機能を欠損させ、pCAGGS33由来460塩基

断片（BglII-PstI）と連結することで外来poly(A)配列であるrabbit β-globin poly(A)

配列と置換した（図5b）。 

 HBVゲノムは全長AdVゲノムを含むコスミドカセットであるpAxcwit225もし

くはpAxdV-FVF-4c40にクローニングした。 

 

2.3. ベクター作製 

 AdVの作製は、完全長ウイルスゲノム導入法41を用いて常法通り行った。AdV

作製用コスミドのアデノウイルスゲノム両末端には、アデノウイルスゲノム及

び発現単位を切断しない制限酵素PacIサイトが挿入されており、PacIによる切断

で完全長ウイルスゲノムの両末端を露出させ、293細胞にTransfast（Promega）を

用いて導入した。翌日96穴プレートにまき直して約3週間培養を続け、細胞変性

が確認されたウェルから培地ごと細胞を回収し、密閉型ソニケーター

（BioruptorII,コスモバイオ）を用いて氷水中で、30秒間、4回の超音波処理後、



6,000rpm、5分間、4℃で遠心し、上清のウイルス液を1st seedとした。1st seedを

24穴プレートの293細胞に感染し、2nd seedを得た。この際、一部のサンプルを

ベクターの構造確認に用いた。ベクター構造確認では、回収した細胞の総DNA

を認識配列にCGを含む制限酵素により切断後、1%アガロース電気泳動を行い、

DNA構造を確認した。正しいベクター構造を持つことが確認された2nd seedを新

たな293細胞に感染して3rd seedとし、更に感染を行って4th seedを得て実験に供

した。 

 

2.4. 力価測定法 

 全てのAdVの力価はTaqMan PCRによる定量PCRを応用したAdVの迅速定量法

を用いて測定した42（図7）。通常の力価測定法は293細胞を用いて希釈ベクター

量をウイルス増殖として測定するのに対し、迅速定量法はAdV非増殖感染細胞

におけるベクターゲノムのコピー数（Ct値に相関する）を定量PCRで求める方法

である。AdV力価既知のコントロールベクターのCt値と希釈倍率との直線性を基

に、目的のベクターのCt値からAdV力価（rVT；相対的ベクター力価）を算出し

た。コントロールベクターのrVT/mLはtissue culture infectious dose 50%（TCID50）

に相当し、この数値によりmultiplicity of infection（MOI）を換算した。この方法



は迅速であるだけでなく標的細胞へ導入されたベクターコピー数を相対的に表

している。AdVはベクターに挿入されたDNAを標的細胞へ導入するために用い

られるため、相対的ベクター力価は実際の実験における導入効率を反映する。 

 4th seedのAdVあるいはコントロールベクターを感染したHuh-7細胞もしくは

HepG2細胞を1% SDSを含むTNE-PK溶液（50 mM Tris-HCl（pH7.5）、10 mM EDTA

（pH8.0）、100 mM NaCl、50 mg/mL proteinase K）に懸濁後、50℃、2時間反応し、

フェノール・クロロホルム抽出、クロロホルム抽出を行った。続けてエタノー

ル沈殿を行った後、RNaseA添加TE（20 µg/mL）で処理して細胞総DNAを抽出し

た。総DNAに対してアデノウイルスゲノム上のpIX領域とβ-アクチン遺伝子に対

応するプライマー/プローブ（表1、図8b）を用いて定量PCRを行った。β-アクチ

ン遺伝子のCt値は各サンプルのDNA量の補正に用いた。 

 

2.5. plasmid transfection及びAdV感染 

 plasmid transfectionにはLipofectamineR LTX&PLUSTM Reagent（Thermo Fisher 

Scientific）を用い、製造元の指示書に従い操作を行った後、24時間後に培地交換

を行った。 

 AdV感染では算出したAdV力価を基に各々のAdVをMOI 10、3及び1に調製し、



細胞に感染して培養した。回収した細胞から総DNAを抽出し、迅速定量法を用

いて、改めて細胞に導入されたウイルスベクターのコピー数が揃っていること

を確認した。 

 

2.6. GFP発現効率の観察と蛍光強度測定 

 24穴プレートの細胞に対しGFP発現plasmidを導入若しくはGFP発現AdVを感

染した後、蛍光顕微鏡（Ⅸ70, Olympus）による観察を行った。その後、培地を

Hanks' Balanced Salt Solution（Invitrogen）と置換し、Varioskan Flash（Thermo Fisher 

Scientific）を用いて、GFP蛍光強度を測定した。 

 

2.7. 逆転写反応 

 AdV感染後 3日目の HepG2細胞から NucleoSpinR RNA/DNA Buffer set

（Macherey-Nagel）を用いて総RNAを抽出した。続けて行った逆転写反応には

TaqManR Reverse Transcription Reagents（Applied Biosystems）キットを用いた。

総RNA 0.5 µg相当に、2.5 mM MgCl2、10mM deoxyNTPs mixture、10×RT Buffer、

20 U/ µL RNase inhibitor、50 U/µL MultiScribe Reverse Transcriptaseを加え、25℃ 10

分間、48℃ 30分間、95℃ 5分間、ProFlexTM PCR system（Thermo Fisher Scientific）



を用いて逆転写反応を行った。プライマーはオリゴdTプライマーを最終濃度2.5 

µMで用いた。 

 

2.8. 定性PCR 

 24穴プレートのHepG2細胞にAdVをMOI 10、3及び1で感染し、6日間培養した。

回収した細胞から細胞総DNAを抽出後、Tks Gflex DNA polymerase（タカラバイ

オ）キットを用いてProFlexTM PCR system（Thermo Fisher Scientific）で94℃ 1分

間反応を行い、98℃ 10秒間、60℃ 15秒間、68℃ 30秒間を25サイクルで増幅し

た。反応に用いたプライマーは表2および図8bに示した。 

 

2.9. 定量PCR 

 逆転写反応後のcDNA若しくは細胞総DNAはTaqManR Universal PCR Master 

Mix（Applied Biossystems）キットを用いて、ViiA7 real-time PCR system（Thermo 

Fisher Scientific）で95℃ 20秒間反応を行い、95℃ 1秒間、60℃ 20秒間で40サイ

クル反応した。cDNAに対してはヒトGAPDH遺伝子のプライマー／プローブを、

細胞総DNAに対してはβ-アクチン遺伝子のプライマー／プローブで補正を行っ

た後目的遺伝子の発現量を算出した。用いたプライマー／プローブは表1および



図8bに示した。 

 

2.10. Southern解析 

 6穴プレートのHepG2細胞に3及び1 µgのplasmidを導入し、或いはAdVをMOI 3

及び1で感染して6日間培養後、細胞総DNAを抽出した。20 µg相当のAdV感染細

胞の総DNAは100 U KpnI（タカラバイオ）で、同量のplasmid導入細胞の総DNA

は100 U HindIIIと100 U DpnI（New England Biolabs）で処理後、1%TAEアガロー

スゲルを用いて100 Vで3時間電気泳動した。電気泳動したゲルをアルカリ処理

後、中和処理を経て、capillary transfer法を用いてナイロンメンブレン（Hybond-N; 

Amersham GE）上にトランスファーした。その後定法により1200×100µJ/cm2の

UV照射（Spectronics）を行い、DNAをメンブレン上にクロスリンクした。68℃

にて 6時間以上 prehybridizationを行った後プローブを加え 68℃で一晩

hybridizationを行った。プローブには全長HBVゲノムの3.2 kb PCR断片をDIG 

DNA Labeling and Detection Kit（Roche Diagnostics）を用いてジゴキシゲニンで標

識したものを用いた。 

 メンブレンを室温の2×SSC-SDSで3回（5分／回）洗浄した後、68℃の0.1×

SSC-SDSで2回（20分／回）洗浄した。その後30分間ブロッキングし、wash buffer



で4回（10分／回）洗浄後、20µLの発光基質CDP-Star（Roche Diagnostics）を加

え、LAS-4000（Fuji Film）を用いて複製HBVゲノムのバンドを検出した。 

 

2.11. western解析 

 6穴プレートのHepG2細胞に3及び1 µgのplasmidを導入し、6日間培養後に

NP-40 lysis buffer（50 mM Tris-HCl（pH8.0）、0.15 M NaCl、5 mM EDTA、1% NP-40）

を加え、4℃において2時間攪拌後、遠心して上清を回収した。タンパク質抽出

液は2×loading bufferを等量加え、Mini-PROTEINR TGXTM Gels（BIORAD）に泳

動し、Trans-BlotR TurboTM Transfer Pac（BIORAD）を用いてメンブレン上にトラ

ンスファーした。メンブレンはイムノブロット（DSファーマバイオメディカル）

に浸し、一晩浸透する。一次抗体として抗SSタンパク質モノクローナル抗体

（#2ABH16、特殊免疫研究所）、もしくは抗β-Actinペプチド抗体（#sc-1616、Santa 

Cruz Biotechnology）を用い、室温において2時間反応した。続けて、二次抗体（goat 

ant-mouse IgG+IgM、#115-035-068、Jackson Immunoresearch）で室温において1時

間反応した。洗浄後、Western LightningR Plus-ECL（PerkinElimer）で浸透し、

LAS-4000（Fuji Film）を用いてSSタンパク質のバンドを検出した。 

 



2.12. 96穴プレートフォーマット 

 96穴プレートHuh-7細胞に複製型／非複製型変異型HBVゲノムを有するAdV

をMOI 10で感染し一晩培養後、各濃度の逆転写阻害剤エンテカビル及びラミブ

ジン添加して更に3日間培養した。DNA抽出buffer（50 mM Tris-HCl（pH8.5）、16.6 

mM 硫酸アンモニウム、5 mM 2-メルカプトエタノール、5 mM MgCl2、0.01% SDS、

5 µg Proteinase K）で50℃、2時間反応後、95℃、30分間熱処理を加えた。得られ

た細胞総DNAはUniversal SYBR Select Master Mix（Thermo Fisher Scientific）を用

いてProFlexTM PCR system（Thermo Fisher Scientific）で50℃ 2分間、95℃ 2分間

反応を行い、95℃ 15秒間、60℃ 1分間を40サイクルで増幅した。反応に用いた

プライマーの配列は 5’-GTTGGGGGAGGAGATTAGGT-3’と  5’-GCTTGCCT 

GAGTGCTGTATG-3’である。 

 50%効果濃度（EC50）は4係数ロジスティック曲線から算出した。実験系の精

度を示すZ’値は方程式Z’ = 1 - (3σs + 3σb)/(µs – µb)から求めており、µsとµbは

各々複製型HBVゲノム搭載AdVにおけるサンプル及び非複製型HBVゲノム搭載

AdVにおけるサンプルでの値、σsとσbは各々のサンプルの標準偏差とする43。Z’

値として0.5以上を示す実験系はハイスループットなスクリーニングに応用可能

である。変動係数は方程式CV = σs/µs×100より、シグナルバックグラウンド（SB）



比は方程式S/B = µs/µbより、シグナルノイズ（SN）比は方程式S/N = (µs - µb)/ σb

より求めた。 

 

2.13. 統計解析 

 統計解析にはGraphPad Prism（GraphPad Software, Inc.）を用いた。得られたサ

ンプルデータ間の分散はF検定によって分類した。独立2群間の内、等分散であ

るものはt検定（両側）を、不等分散であるものはWelchの検定（両側）を用いた。

独立3群間の検定にはBonferroni法を用いた。有意差はP<0.05を＊、P<0.01を＊＊

で示した。 

 

  



2. 結果 

3.1 AdVによる各種細胞への遺伝子導入効率の検討 

 AdVの遺伝子導入効率をHBV研究で汎用されるplasmid transfectionによる遺伝

子導入効率と比較するため、同一のGFP発現単位を有するAdVとplasmidを作製

し（図9a）、各々を用いた場合のGFP発現細胞の割合とGFP蛍光強度を観察・測

定した（図9b及び9c）。検証にはHBV複製ゲノムを検出するために汎用されるヒ

ト肝細胞癌由来HepG2細胞株、及びヒト初代肝細胞として用いられるヒト化マウ

ス肝細胞由来PXB細胞を用いた。PXB細胞は肝細胞の正常な機能を保持している

だけではなくHBV感染が成立する特性を持つため、in vitroにおけるHBV増殖を

伴う研究で用いられている36,37。 

 細胞障害性が確認されない最大量である1 µgのplasmidを用いたHepG2細胞へ

のtransfectionではおよそ5%のGFP発現細胞が観察された（図9b上段、1µg）こと

に対し、AdVを多重感染度（multiplicity of infection: MOI）10で感染したHepG2

細胞では視野内のほぼ全ての細胞でGFP発現細胞を確認した（図9b上段、MOI 

10）。同一条件下でのGFP蛍光強度は、plasmid transfectionに対してMOI 10での

AdV感染では24倍高かった（図9c左）。PXB細胞においては、plasmid transfection

に比べAdV感染によるGFP導入効率とGFP発現効率の優位性がより顕著であっ



た。plasmid transfectionによってPXB細胞へ導入されたGFPはほぼ検出限界以下

であったが（図9b中段、1 µg）、MOI 10におけるAdVの感染では90%以上の細胞

でGFP発現が観察され、MOI 3においてさえも90%程度のGFP発現細胞が確認で

きた（図9b中段、MOI 3及び10）。さらにPXB細胞におけるGFP蛍光はMOI 10に

おけるAdVの感染はplasmid transfectionに比べ450倍もの強度を示した（図9c中

央）。これらの結果は、plasmidに比べAdVは遺伝子導入効率において明らかな優

位性を有していること、特にplasmid transfectionによる遺伝子導入が困難である

PXB細胞などの初代肝細胞では顕著であることを示唆している。また、plasmid 

transfectionではHepG2細胞と同様にHBVゲノム複製実験に汎用されるHuh-7細胞

は、HepG2細胞やPXB細胞よりも高い遺伝子導入効率を示したが、その発現は一

部の細胞に集中し均一ではなかった（図9b下段、1 µg及び9c右）。一方で、AdV

によるGFP導入ではMOI 10の感染において顕微鏡視野内で比較的均一なGFP発

現が観察された（図9b下段、MOI 10）。すなわち、AdVの細胞への遺伝子導入の

応用は定量的な解析に有用であると考えられた。 

 

3.2 pg RNA発現AdVへのCMVプロモーター及び外来poly(A)配列の応用 

 HBVゲノム複製を誘導する従来のAdVにはHBVゲノム内在性プロモーターが



用いられてきたが29,30、本研究ではCMVプロモーターを応用してpg RNAを転写

した。まず、ゲノム内在性プロモーター／HBVゲノム上poly(A)配列とCMVプロ

モーター／β-globin poly(A)配列を用いた場合のpg RNA転写量を比較するために

2種類のAdVを構築した。β-globin poly(A)配列はmRNAの安定性を高め、遺伝子

発現量を増加させることが知られている44,45。Ax-HB124-ΔpreSは一般的に研究に

用いられている1.24コピーのHBVゲノムを有しており、ゲノム内在性プロモータ

ーとpoly(A)配列を用いてpreS領域を欠失したHBVゲノム（以下ΔpreSゲノムとす

る）からpg RNAを転写する（図10a上段）。一方でAx-CM103G-ΔpreSはCMVプロ

モーターを用いて1.03コピーのΔpreSゲノムからpg RNAを転写する（図10a下段）。

このゲノム長が1.03コピーである理由は内在性poly(A)配列を外来poly(A)配列に

置換したためであり、DR1及びエプシロン配列のみが重複するコンパクトな

HBVゲノムである。ΔpreSゲノムは殆どのpreS1及びpreS2領域を欠失しているが

39（図4上段）polのフレームは温存されており、活性は保持しているため細胞内

でのHBVゲノム複製は誘導される。 

 HepG2細胞にAx-HB124-ΔpreSもしくはAx-CM103G-ΔpreSをMOI 1及びMOI 3

で感染し、3日間培養後のcore/pg RNA量を定量PCRで測定した（図10b）。HBV

は同一のmRNAから異なる複数のタンパク質を翻訳されるとともに、逆転写の鋳



型となるpg RNAとしても働くため、設計したプライマー／プローブ（表1、図10a）

はcore mRNAとpg RNAの両者を同時に検出する（以下core/pg RNAとする）。

Ax-CM103G-ΔpreSをMOI 1で感染したHepG2細胞のcore/pg RNA量を1とした場

合の各々の感染条件下におけるcore/pg RNA量を図10bに示した。MOI 1において

Ax-CM103G-ΔpreSはAx-HB124-ΔpreSの36倍量のcore/pg RNAを転写した。同様に、

MOI 3においてはAx-CM103G-ΔpreSがAx-HB124-ΔpreSの58倍のcore/pg RNA転写

量を示した。 

 次に、HBVゲノム複製効率を検討した。Ax-HB124-ΔpreSもしくはAx-CM103G- 

ΔpreSをMOI 1及びMOI 3で感染したHepG2細胞から総DNAを抽出し、HBVゲノ

ムを切断しないKpnIで処理した 20 µgのDNAをSouthern解析に供した。

Ax-CM103G-ΔpreS感染下ではHBVゲノム複製産物であるrc DNAを示すバンド

が強く確認されたのに対して（図10c左）、Ax-HB124-ΔpreS感染下では露光過度

条件において初めてrc DNAのバンドが検出された（図10c右）。各々のウイルス

感染量はAdVゲノム由来のバンド（u）の比較によって揃っていることを確認

した。以上の結果からAdVにおいてpg RNAの転写にCMVプロモーター／

b-globin poly(A)配列の応用によって大幅にゲノム複製量が増加し、定量的な

HBVゲノム複製の検討が可能となることが示唆された。 



3.3 HBVゲノムの重複配列で誘起される偽ccc DNAの生成 

 HBVゲノム内在性プロモーターはXタンパク質のORF 3’からpreCoreタンパク

質のORF 5’までの領域に重複するように存在する。そのため、従来のHBVゲノ

ム複製実験に応用されるHBVゲノム挿入AdVには、全てのHBV由来タンパク質

を発現するために920塩基の重複領域を持つ1.29コピーHBVゲノムが用いられて

いる29,30。しかしながら、AdV産生に用いる293細胞内では細胞あたり106コピー

にまでベクターゲノムが増殖するため、ベクター作製過程においてベクターゲ

ノム上のHBVゲノムにある重複領域は相同組換を引き起こす可能性がある。ま

た、相同組換の結果1.29コピーHBVゲノムから切り出される環状DNAは、細胞

内でHBVゲノム複製が誘導された場合の生成産物であるccc DNAと完全に同一

の構造をとる。すなわち、相同組換の起きたHBVゲノム挿入AdVをHBVゲノム

複製実験に用いると、PCRや定量PCR、Southern解析でccc DNAと全く同じ挙動

を示す偽ccc DNAがHBVゲノム複製の有無に関わらずに検出される可能性が考

えられた。 

 本研究においてHBVゲノム複製実験に用いたAdVでは、ゲノム内在性プロモ

ーターの代わりにCMVプロモーターを応用するとともにHBVゲノム由来

poly(A)配列を外来poly(A)配列に置き換え、HBVゲノムの重複領域をできる限り



短縮したコンパクトHBVゲノムを作製し用いている。外来poly(A)配列はHBVゲ

ノム複製においては全長マイナス鎖の合成時に取り除かれるので、複製した

HBVゲノムの構造は本来のゲノムと同一である。 

 Ax-CM103G-kSとAx-CM103G-dPは共に重複領域を102塩基に短縮したコンパ

クトHBVゲノムを搭載しており（図11a上段及び中段）、Ax-CM114-dPは従来の

HBVゲノム由来poly(A)配列を残存した376塩基の重複領域を有する1.14コピー

HBVゲノムが挿入されている（図11a下段）。Sタンパク質の発現がないkSゲノム

はSタンパク質ORFの開始コドンに点変異を導入しつつpol遺伝子のORFを保存

した複製型HBVゲノムである（図4中段及び図6）。一方でdPゲノムはpol活性ド

メインの一部を欠失している非複製型HBVゲノムである（図4下段）。 

 重複領域を短縮したコンパクトHBVゲノムがベクター作製時における相同組

換の発生頻度の抑制に有効であるかを検討するため、環状HBV DNA分子を半定

量PCRによって検出した（図11b）。上記3種類のHBVゲノム挿入AdVをHepG2細

胞に感染後、総DNAを抽出し半定量PCRに供した。設計したプライマーは環状

HBV DNA分子を特異的に検出するが、AdVに挿入したHBVゲノム上ではtail to 

tailに位置するため直鎖状HBV DNAは認識しない（図8a）。Ax-CM114-dPのMOI 

10での感染においては、非複製型HBVゲノムを有しているにも関わらず環状



HBV DNAを検出した（図11b上段、右）。一方で非複製型コンパクトHBVゲノム

を挿入したAx-CM103G-dPのMOI 10での感染では環状HBV DNAのバンドは1/3

程度に減少した（図11b上段、中央）。これらの結果から、コンパクトHBVゲノ

ムが挿入されたAdVによるHBVゲノム複製（HBV103-AdVシステム）は相同組

換による偽ccc DNA生成の回避に有用であると考えられた。 

 

3.4 HepG2細胞とPXB細胞におけるHBV103-AdVシステムを用いたHBVゲノム

複製 

 HBV103-AdVシステムによるHBVゲノム複製効率を検証するため、Southern解

析と定量PCRを用いて複製HBVゲノムの検出を行った。複製型コンパクトHBV

ゲノムが挿入されたAdV（Ax-CM103G-kS）若しくは非複製型コンパクトHBV

ゲノムを有するAdV（Ax-CM103G-dP）と、同様のHBVゲノムを有するplasmid

（pCM103G-kS、pCM103G-dP）を用い、各種細胞への遺伝子導入後6日目の細胞

総DNAでHBVゲノム複製効率を比較検討した。 

 Southern解析では、複製HBVゲノムであるrc DNAとdsL DNAを表す2本のバン

ドがAx-CM103G-kS感染後のサンプルで明確に観察された（図12a左）。一方で

pCM103G-kS導入後のサンプルでは露光過度条件でのみ複製HBVゲノムが確認



された（図12a右）。すなわちHBV103-AdVシステムによるHBVゲノム複製は

plasmid transfectionに比べ高効率であることが示された。一般的なSouthern解析に

よる細胞内複製HBVゲノムの検出は、細胞質分画の調製や、Hirt法等による環状

DNAの濃縮が必要となる。しかし本解析では如何なる濃縮処理も施さない細胞

総DNAから複製HBVゲノムを検出しており、実験工程が飛躍的に簡便化された

ことになる。 

 次に、HBV103-AdVシステムによるHBVゲノム複製における総DNA中の複製

産物量の定量を行った（図12b）。定量PCRでは環状分子であるrc DNAとccc DNA

は同時に検出されるが、両者とも複製産物であるため複製効率の検討に用いた。

Ax-CM103G-kSをHepG2細胞へMOI 3で感染した場合には1細胞あたり約10コピ

ーの複製HBVゲノムが検出された（図12b左）。さらに、PXB細胞での同様の条

件下では1細胞あたり40コピー以上の複製HBVゲノムが認められ（図12b右）、

HepG2細胞よりも高いゲノム複製効率を示した。また、複製HBVゲノム量は複

製型コンパクトHBVゲノム搭載AdVの感染量に依存する可能性も示唆された。

すなわち、HBV103-AdVシステムはHBVゲノム保持plasmidに比べて複製HBVゲ

ノムの効率的な産生において有効であると考えられた。 

 



3.5 HBV103-AdVシステムの抗HBV活性評価への応用 

 HBV103-AdVシステムの応用例とし、HBVゲノム複製を抑制する既知逆転写

阻害剤の薬効評価を行った。逆転写阻害剤は近年のHBV治療にも用いられてお

り、エンテカビルやラミブジンはHBV生活環におけるpg RNAの逆転写を阻害す

ることでゲノム複製を抑制することが知られている。将来的に迅速なハイスル

ープットスクリーニグを可能とするために、本検証では96穴プレートのHuh-7細

胞を用いた実験のフォーマット化を行った。非複製型コンパクトHBVゲノムを

搭載したAx-CM103G-dP感染サンプルをバックグラウンドとし、複製型コンパク

トHBVゲノムを含むAx-CM103G-ΔpreS感染サンプルにおける複製HBVゲノム量

を定量PCRによって測定した。96穴プレートフォーマットにおけるHBV103-AdV

システムのZ’値43は0.64±0.02であり、指標0.50を超えた適切な実験系であること

が示された。また、独立した実験間の変動係数は12.0±0.8、SB比は7668±2892、

SN比は16815±9136であることより、薬効評価に十分な精度を有していることが

示唆された。 

 本システムで測定した逆転写酵素阻害剤であるエンテカビルとラミブジンに

おける用量反応曲線を図13に示した。この結果から求めた半数濃度（EC50）は

エンテカビルが0.2 nM、ラミブジンが189 nMであり、ダック初代肝細胞を用い



て求めた既報のEC50（各々0.13 nM、138 nM）とほぼ同程度であった46。すなわ

ち、HBV103-AdVシステムはHBVゲノム複製の阻害剤候補となる薬剤の薬効評

価に有用であると考えられた。 

  



3. 考察 

 本研究ではAdVの各種細胞への高い遺伝子導入効率を活かし、in vitroでの効率

的な新規HBVゲノム複製系を構築した。既報の1.29コピーHBVゲノムを有する

AdVはゲノム内在性プロモーターとHBVゲノム由来poly(A)配列によってpg 

RNA発現単位が構成されており29,30、HBVゲノム複製の継時的な検討や生検由来

のヒト初代肝細胞におけるHBVゲノム複製実験が行われてきた。他にもHBVゲ

ノム挿入AdVは、免疫治療や遺伝子治療のためにHBVゲノムの一部を目的遺伝

子と置換した組換えHBVゲノムを細胞内へ導入するツールとして用いられた

47,48。今回新規に構築したHBV103-AdVシステムはCMVプロモーターと外来

poly(A)配列をpg RNA発現単位に応用することで高効率なHBVゲノム複製をin 

vitroで再現する実験系である。 

 AdVの作製法は現在までに改良が重ねられており、以前はベクター作製が困

難であった部位特異的組換え酵素Creやゲノム編集ツールであるCRISPR/Cas9タ

ンパク質を発現するAdVも完全長ウイルスゲノム導入法41での作製が可能とな

った。しかし、HBVゲノム挿入AdVはこの方法を用いても作製が容易ではなか

った。CMVプロモーターからpg RNAを発現するplasmidは汎用されているが、同

様のAdVの報告がこれまでなかったのは、その作製が困難であったためと思わ



れる。ベクター作製用コスミドから切り出された10 µg相当のAdVゲノムは、通

常であれば96穴プレートの293細胞のほぼ全てのウェルにおいてベクターの複

製によって引き起こされる細胞変性効果（CPE）を示す。しかしHBVゲノム挿

入AdV作製時は1/4程度のウェルでしかCPEが確認されなかった。一方でウイル

スストックは一度得られれば高力価を示すため、実験への応用に十分なベクタ

ー量が確保出来る。ベクター作製は困難であるが得られたベクター力価は高い

といった現象はCre発現AdVの作製時にも同様に確認される。 

 組換えAdVゲノムをtransfectionによって293細胞に導入してベクターを作製す

る際、AdVは増殖に必須なウイルスタンパク質を十分量発現した後、周囲の細

胞への感染、増殖を繰り返してCPEを引き起こす。しかしこの過程において、

HBV由来タンパク質の発現等が293細胞に影響を及ぼす場合は、AdVが十分に増

殖する前に293細胞がアポトーシスに向かい、AdVが得られないことが考えられ

る。一方、一旦AdVが293細胞の変質より速く増殖すれば細胞の抗ウイルス機構

に優り、高力価なウイルスストックが得られる。 

 培養細胞におけるHBVゲノム複製効率は極めて低く、HBV研究の推進が困難

となる要因となっている。本研究では新規に構築したHBV103-AdVシステムがリ

ポフェクションによるplasmid transfectionよりもはるかに高効率にHBVゲノム複



製を産生することを示した。但し、本研究ではplasmid transfectionとして用いて

いるのはリポフェクションのみであり、他の手法を用いた場合のHBVゲノム複

製は検討していない。HBV103-AdVシステムの効率的なHBVゲノム複製の要因

としては、 i) HBV103-AdVはウェル内のほぼ100%の細胞に感染してHBVゲノム

を導入すること、ii) 各細胞に導入されるHBVゲノムコピー数が一般的に多いこ

と、iii) 外来プロモーターとpoly(A)の応用でpg RNAを安定化させたことの結果

として、pg RNA転写量が大幅に増加した可能性が挙げられる。 

 HBV103-AdVはPXB細胞にも高い遺伝子導入効率を示すことから、HepG2細胞

と同様にPXB細胞内の複製HBVゲノムコピー数を定量した。PXB細胞はSCIDマ

ウスの80%の肝細胞をヒト肝細胞に置き換えたヒト化マウスの肝臓由来の初代

肝細胞であり、正常な肝機能を保持し本来のHBVゲノム複製に近い環境をin 

vitroで再現できる36,37。倫理問題上入手が困難となったヒト検体サンプルに代わ

り、PXB細胞のHBVゲノム複製実験系への応用はHepG2細胞やHuh-7細胞などの

樹立細胞株とは異なった実験条件となるため、有用性が高いことが期待されて

いた。しかし、PXB細胞はplasmid transfectionによる遺伝子導入効率が極めて低

く、精製したHBV感染粒子を用いる必要があった。本研究ではS遺伝子の機能を

欠失した変異型HBVゲノムを有するAdVをPXB細胞に導入し、HBVの感染ステ



ップを除いたゲノム複製実験を行った。この結果はHBV103-AdVシステムの応用

により、感染性を失った変異型HBVゲノムでもPXB細胞においてゲノム複製実

験が行えるようになったことを示している。 

 HBV103-AdVはpg RNA発現単位をCMVプロモーターと外来poly(A)配列を応

用してHBVゲノム複製に必須な最低限の機能領域のみで構成することで、HBV

ゲノムの重複配列を短くしている。コンパクトHBVゲノムのpg RNAの5’末端（5’

キャップ）の塩基は、本来のCMVプロモーターが転写するCMV mRNAの5’末端

の塩基と一致させており（図6a中段）、転写開始点より上流の塩基は全てCMVプ

ロモーター由来である。すなわち、本来のpg RNAを転写させるためには、この

塩基以上に短縮することはできない。同様に、β-globin poly(A)配列に置き換えた

HBV poly(A)配列の上流にはゲノム複製に必須なε配列があり、現状より上流ま

で欠失するとゲノム複製を低下させる可能性がある。従って、コンパクトHBV

ゲノムの重複（102塩基）以上にゲノムを短縮することはほぼ不可能であると考

えられる。 

 AdVはベクター産生細胞である293細胞では105コピーまで増幅するため、ベク

ターゲノム上に存在する重複配列が相同組換えの原因となると考えられた。293

細胞内での相同組換えの結果ベクターゲノムから切り出される偽ccc DNAは、



AdVがHepG2細胞等へ吸着、侵入する過程でベクターと同様に細胞内へ取り込ま

れ、HBVゲノム複製に関わらずに環状HBV DNA分子として検出されたと考えて

いる。また、本システムで用いたコンパクトHBVゲノムの重複配列の長さは僅

か102bpであり、293細胞内での相同組換えの頻度が大幅に減少しため偽ccc DNA

がほぼ検出されなかったと考えられる。 

 偽ccc DNAは大腸菌内でのplasmidの増幅時における相同組換によってもAdV

同様に生成する可能性があるが、細胞内のplasmid由来のDNAのみを切断する制

限酵素DpnIによる処理を経ることで偽ccc DNAは消化される。そのため、DpnI

処理を経たDNAサンプルからは偽ccc DNAは検出されないと考えられる。また

動物細胞染色体内の配列同士では、数百コピー存在するトランスファーRNAの

発現ユニットが安定であることからも分かるように、相同組換が起きないため

細胞ゲノム内でのHBVゲノムは安定に存在する。すなわち、HBVゲノム挿入細

胞株においては複数コピーのHBVゲノムが組み込まれていても相同組換えによ

る偽ccc DNAの生成は起きないと考えられる。 

 偽ccc DNAはHBVゲノム複製産物であるccc DNAと完全に同一の塩基配列と

分子構造を持ち、本来のccc DNAの正確な検出を阻害する恐れがある。HBVの生

活環や、持続感染の成立においてccc DNAの形成過程は重要な役割を担っており、



加えてその分子メカニズムは未だ解明されていない点が多い。偽ccc DNAの検出

はAdVを用いたHBVゲノム複製実験系に限らず、plasmid transfectionによるHBV

ゲノム複製実験系においてもDpnI処理が不完全となる可能性を考え合わせると、

考慮するべき要素である。 

 HBV103-AdVシステムの考えられる応用例の一つはHBVゲノム複製を標的と

した抗HBV薬候補化合物のスクリーニングである。化合物の一次スクリーニン

グには大きく分けて、試験官内で特定の酵素活性を評価する低次in vitro解析と、

培養細胞における包括的な生理、代謝活性を評価する高次in vitro解析が挙げら

れる。高次in vitro解析を用いたスクリーニングの利点は、化合物が細胞内へ取

り込まれる効率や、化合物が細胞の生存に与える影響が、薬効と同時に評価で

きる点である。 

 培養細胞を用いた従来の高次in vitro抗HBV化合物のスクリーニングはHBVゲ

ノム挿入細胞株もしくはHBVゲノムを有するplasmid transfectionが用いられてき

た。HBVゲノム挿入細胞株においては細胞ごとに等コピーのHBVゲノムが存在

する条件下でHBVゲノム複製が誘導されるため、測定される複製抑制効果のば

らつきも小さい。しかし、限られた細胞株だけでの実験結果しか得られないと

いった課題がある。また、plasmid transfectionを用いる実験系は操作が簡便だが、



HBVゲノム導入効率をすべての細胞で揃えることは困難である。そのため、導

入されるHBVゲノムコピー数がばらつき、HBVゲノム複製効率が異なる細胞が

集合した条件下で化合物の評価を行うことになる。さらに、HBV感染粒子を用

いた実験系はより自然なHBV感染条件下での検討が可能であるが、感染性粒子

を扱う危険性や、複製HBVゲノムの検出までの実験所要時間が長いといった課

題があった。 

 HBV103-AdVシステムは培養細胞内で高いゲノム複製効率を示すことから、抗

HBV薬候補化合物の一次スクリーニング系として有用であると考えられた。特

に、AdV感染は導入するHBVゲノムコピー数をウェル内の全ての細胞で均一に

制御できるため49、本システムはウェル間、独立した実験間においてもばらつき

の少ない複製ゲノム量を示す。本システムは細胞内でのHBVゲノム複製を包括

的に評価する高次in vitro実験系であり、i) pg RNAの転写、ii) pg RNAのcore粒子

への取り込み、iii) core粒子内での逆転写、iv) RNase活性によるpg RNAの消化、

v) プラス鎖DNAの伸長といった各複製ステップを統合し、化合物による複製抑

制効果を複製HBVゲノム量として定量可能である。 

 本システムではHBVゲノム複製のためにSタンパク質発現欠損型ゲノムを用

い、より高効率なin vitroのHBVゲノム複製系の構築を目指した。感染粒子構成



タンパク質であるSタンパク質の発現抑制はHBVゲノムが放出されず細胞内に

集積する結果、複製HBVゲノム量を上昇させると報告されている50。加えて、

CMVプロモーターの応用は細胞内のHBVゲノム複製に有利なpg RNAの転写量

をもたらし、外来poly(A)配列として採用したβ-globin poly(A)配列はpg RNAの安

定性に寄与することで、HBV103-AdVシステムにおける高効率なHBVゲノム複

製を実現した。これらの工夫により一般的には10日間以上必要だった細胞培養

が大幅に短縮され、わずか4日間の培養条件で複製HBVゲノムの検出が可能とな

った。また、実験操作においてもサンプルDNAの抽出に細胞分画の単離やcore

粒子の精製を必要とせずに、細胞総DNAから複製ゲノムを検出可能であった。

特に一次スクリーニングは数万化合物からヒット化合物を選択するため、複製

HBVゲノムの検出への本システムの応用は、簡便で実験所要時間が短いといっ

た観点からも適していると言える。 

 また、感染粒子の形成に必須のSタンパク質を欠失したゲノムを用いた本シス

テムでは、HBVの感染性は失われており、より安全性の高い実験系である。加

えて、AdVは各種細胞に高い遺伝子導入効率を示すことから、HBV103-AdVシス

テムに用いる細胞株は限定されず、例えばiPS細胞等のあらゆる細胞でのHBVゲ

ノム複製を簡便に評価できる。 



 逆転写酵素阻害剤として抗HBV活性を示すラミブジンとエンテカビルの従来

の半数効果濃度（EC50）は、ダックHBV（DHBV）を感染したダック初代肝細胞

における培養12日目のゲノム量46や、HBVゲノムを有するHepG2.2.15株の培養10

日目の上清中におけるゲノム量51、もしくplasmid transfectionによってHBVゲノ

ムが導入されたHepG2細胞における培養１週間以上のゲノム量52,53を用いて算出

されている。HBV103-AdVシステムの96穴フォーマットにおいて培養4日目の

Huh-7細胞を用いて求めたEC50は既報値と同程度を示した。Huh-7細胞はHepG2

細胞に比べAdVの感染による遺伝子導入効率は劣るものの、培養細胞の継代費

用が少ないといった利点がある。HBV103-AdVシステムは96穴フォーマットの

Huh-7細胞においても安定で均一なpg RNA転写量を供給し、その結果誘導され

るHBVゲノム複製量からZ’値（0.64±0.02）を算出した。Z’値は得られるデータ

のばらつきとシグナル強度を総合的に評価した実験系の精度を示すパラメータ

ーで、0.5以上が望まれる。すなわち、本システムの堅牢性はHuh-7細胞において

も十分担保されることが示された。 

 HBV103-AdVシステムは化合物のスクリーニングに限らず、他の機構による

HBVゲノム複製の抑制の検討も可能にした。HBVゲノムを標的とした

short-hairpin shRNA（shRNA）は既にいくつか報告されているが54,55、私はPeiら



が報告したHCV複製抑制において2つの異なるshRNAが相加的効果をもたらす

ことに着目した56。今までに複数のHBVゲノムに対応するshRNAを設定し、単独

のshRNAによるHBVゲノム複製の抑制効果の予備的な検討を行った。今後は3種

類のshRNAを選び単独のAdVから同時発現する新たなベクターを構築し、複数

種類shRNAによるHBVゲノム複製の抑制効率を本システムを用いて検討する予

定である。 

 HBV103-AdVシステムは、AdVを用いて複製型コンパクトHBVゲノムを細胞

内に導入することで誘導される高効率なHBVゲノム複製系である。AdVは肝細

胞癌由来細胞株に限らずヒト初代肝細胞に対しても高い遺伝子導入効率を示す

ことから、本システムの応用によってより多様な細胞を用いたHBVゲノム複製

の解析が可能となった。加えて、本システムによる定量的な解析は抗HBV薬候

補となる化合物のスクリーニングや、shRNAのHBVゲノム複製抑制効果の評価

に有効であると考えられる。 
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図1 HBVゲノムの構造（Seeger et al., Virology, 201513を改変） 

 HBVゲノムは3.2 kbの環状不完全二本鎖DNA（relaxed circular DNA: rc DNA）
である。ゲノム上にはDR1、DR2と呼ばれるゲノム複製に関わる配列が存在する。
polタンパク質の末端タンパク（TP）ドメインはマイナス鎖DNAの5‘側に結合し、
逆転写酵素ドメイン、RNaseHドメインがHBVゲノムDNAを合成する。プラス鎖
DNAではRNAプライマーが起点となりDNAが伸長する。 

 HBVゲノムには大きく分けてcore、pol、S、Xの4種類の遺伝子が読み枠をずら
しながらコードされている。ゲノム内在性coreプロモーターからは3.5kbの
core/pol mRNAと逆転写の鋳型となるpregenomic RNA（pg RNA）が転写される。
preS1プロモーターからはLS mRNAが、preS2プロモーターからはMS及びSS 

mRNAが転写される。XプロモーターからはX mRNAが転写される。全てのmRNA

は共通のpoly(A)配列によってポリアデニル化が起きる。 
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図2 HBVの生活環 

 HBVゲノムは核内で環状完全二本鎖DNA（covalently closed circular DNA: ccc 

DNA）となって持続感染が成立する。ccc DNAはウイルス由来mRNA及びゲノム
複製の中間産物であるpregenomic RNA（pg RNA）を供給する。pg RNAはステム
ループ構造をとるε（エプシロン）領域の認識が認識されることよってcore粒子
内へ取り込まれ、そこでウイルス由来polタンパク質による逆転写反応の鋳型と
なる。逆転写反応で合成されたマイナス鎖DNAは鋳型となり、RNAプライマー
を起点としてプラス鎖DNAが7割程度伸長する。RNAプライマーの正常なアニー
ルは約9割の確率で起こりrc DNAを形成するが、残りの1割では直鎖状二本鎖
DNAが形成される。rc DNAの一部は核内へと移行し、プラス鎖が完全に合成さ
れ、ccc DNAが形成される。 

 rc DNAゲノムを有するcore粒子はエンベロープを被り感染粒子（デーン粒子）
として細胞外へ放出される。 
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図3 第一世代アデノウイルスベクター（AdV）（Saito et al., 第41回日本ウイ
ルス学会学術総会, 199357を改変） 

 アデノウイルスの全ての初期遺伝子プロモーターはE1領域から発現するE1タ
ンパク質によってトランスに活性化する。E1領域を目的遺伝子発現単位と置換
しているAdVはE1タンパク質を恒常的に発現する293細胞でのみウイルス増殖
が可能であり、標的細胞においてはウイルス由来タンパク質は発現せずに目的
遺伝子のみを発現する。 
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図5 コンパクトHBVゲノムを用いたpg RNA発現単位の塩基配列 

 大文字のアルファベットはHBVゲノム配列、小文字のアルファベット配列は
外来の配列を表している。矢印は主なpg RNA転写開始点、Inrは転写開始誘導配
列、下線は制限酵素認識配列、アスタリスクはHBVの遺伝子型によって異なる

塩基を示している。 

（a）CMVプロモーターとコンパクトHBVゲノムの接続配列。pg RNAの5’末端
（キャップ）はCMVプロモーター直下にある遺伝子のmRNA 5’キャップと一致
している。 
（b）コンパクト HBVゲノムとβ-globin poly(A)配列の接続配列。 

  

           HBV TATA box                         major pg RNA
      TGTAGG CATAAATT GGTCTGTTCACCAGCACCATG CAACTTTTTCACCTCTGCC
             																	������������������������Inr       DRI

           CMV TATA box                        
        gtcta tataa gcagagctcgtttagtgaaccgt CAACTTTTTCACCTCTGCC
                                      CMV+1  

wild type 
(genotype C)�

CMV-HBV103
(genotype C)�

     CMV TATA box                                
  gtcta tataa gcagagctcgtcgacGCACCAGCACCATG CAACTTTTTCACCTCTGCC
                 CMV-14 SalI

cf.
pCH-9/3091
(genotype A)�

a�

b�
             poly(A) signal 
ATGGACATTGACCCG TATAAA GAATTTGGAGCTTCTGTGGAGTTAC
Core start    *

ATGGACATTGACCCG TATtataaggatct���β-globin poly(A)���
                   PsiI

HBV103-poly(A)

wild type 
(genotype C)�



 

 

 

 

 

 

 

図6 kSゲノムにおけるSSタンパク質の発現欠失の確認 

 kSゲノムおよび野生型HBVゲノムを有するplasmidが導入されたHuh-7細胞よ
り、細胞総タンパク質を抽出してwestern解析に供した。上段はSSタンパク質に
対する抗体で、下段はβ-actinに対する抗体で標識した。この抗体ではMSタンパ
ク質とSSタンパク質の両方が検出される。 
  

actin�

S�
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1� 3�



 

 

 

図7 定量PCRによるAdV力価測定法（Pei et al., Biochem Biophys Res Commun, 

201242） 

（a）測定手順。AdV増殖可能な293細胞の細胞変性を応用したTCID50法などで、
既にベクター力価が既知のコントロールベクターAxCAGFPを基準に目的ベク
ターの力価を相対的に算出するための実験法を示した（相対的ベクター力価；
rVT/mL）。 

（b）コントロールベクターの力価測定。AxCAGFPのコピー数は2.4×108コピー
/mLであり、TCID50法で測定した2.5×108TCID50/mLとほぼ変わらないため、これ
を目的ベクターの算出に用いた。 

（c）目的ベクターの力価測定。コントロールベクターのCt値に対する目的ベク
ターのCt値の差から目的ベクターの力価を算出した。 
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表1 qPCRで用いたプライマー／プローブの配列 

 HBVゲノム配列を標的とするプライマーに関しては対応する塩基数を示した。
core遺伝子の開始コドンATGを1 nt（塩基配列の起点）とする。 

  

用途 標的 向き 塩基 (nt) 配列�(5'-3') 	� 	�

AdV力価測定 pIX Forward TGTGATGGGCTCCAGCATT 
Reverse TCGTAGGTCAAGGTAGTAGAGTTTGC 
Probe ATGGTCGCCCCGTCCTGCC 

Actin Forward CTCGCAGCTCACCATGGAT 
Reverse ATGCCGGAGCCGTTGTC 
Probe ATGATATCGCCGCGCTCGTCGT 

core/pg RNA定量 Core Forward 75 - 82 GCCTTCTGACTTCTTTCCTTCTATTC 
Reverse 110 - 131 GACTCTAAGGCCTCCCGATACA 
Probe 84 - 108 AGATCTCCTCGACACCGCCTCAGCT 

複製HBVゲノム定量 
circular genome Forward 2641 - 2659 CGGCACCGACAACTCTGTT 

Reverse 137 - 161 GCTGTATGGTGAGGAGAACAATGTT 
	� 	� Probe 2897 - 2917 CACTTCGCTTCACCTCTGCAC 	�



 

 

 

 

 

 

 

表2 PCRで用いたプライマーの配列 

 環状HBVゲノムを検出するPCRに用いた。HBVゲノム配列を標的とするプラ
イマーに関しては対応する塩基数を示した。core遺伝子の開始コドンATGを1 nt

（塩基配列の起点）とする。 

4 

 

  

標的 向き 塩基 (nt) 配列�(5'-3') 	� 	�

環状HBVゲノム Forward 3010 - 3036 GCGCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGTTTG 
Reverse 320 - 346 GCGGAACAGTTTCTCTTCCAAAAGTAAGAC 

E4 Forward CGCGGCAGCAGCGGATGATCCTCCAGTATG 
Reverse GCGACTACTACACAGAGCGATCTAAGCGG 

GAPDH Forward CGCGCTTAGC ACCCCTGGCCAAGGTCATCC 
	� Reverse GCGTCTAGACGGCAGGTCAGGTCCACCAC 
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図8 PCRで環状の複製HBVゲノムのみを検出するプライマーの設計 

(a) 模式図。AdVゲノム上に挿入されたHBV DNAは直鎖状である。PCRプライ
マーをAdVゲノム上のHBV DNAに対してtail to tailで設計した場合、HBVゲノム
複製の結果生成する環状HBVゲノムでのみプライマー間が増幅される。 

(b) HBVゲノム上のプライマー配列。core遺伝子の開始コドンATGを1 nt（塩基配
列の起点）とする。緑で示したプライマー／プローブは複製HBVゲノムを定量
するqPCRに、オレンジで示したプライマーは環状HBVゲノムを検出するPCRに
用いた。 
  

1st ATG of Core 
1 atggacattg acccgtataa agaatttgga gcttctgtgg agttactctc 50 
51 ttttttgcct tctgacttct ttccttctat tcgagatctc ctcgacaccg 100 
                                                  reverse for qPCR 
101 cctcagctct gtatcgggag gccttagagt ctccggaaca ttgttctcct 150 

(137-161 nt) 
151 caccatacag cactcaggca agctattctg tgttggggtg agttgatgaa 200 
201 tctggccacc tgggtgggaa gtaatttgga agatccagca tccagggaat 250 
251 tagtagtcag ctatgtcaat gttaatatgg gcctaaaaat cagacaacta 300 
                           reverse for PCR (320-346 nt) 
301 ctgtggtttc acatttcctg tcttactttt ggaagagaaa ctgttcttga 350 
351 gtatttggtg tcttttggag tgtggattcg cactcctcct gcttacagac 400 
 
 ����
 
2501 gctgacgcaa cccccactgg atggggcttg gctatcggcc atcgccgcat 2550 
2551 gcgtggaacc tttgtggctc cgctgccgat ccatactgcg gaactcctag 2600 
                                         forward for qPCR (2641- 
2601 cagcttgttt tgctcgcagc cggtctggag cgaaacttat cggcaccgac 2650 
 2659 nt) 
2651 aactctgttg tcctctctcg gaaatacacc tcatttccat ggctgctagg 2700 
2701  gtgtgctgcc aactggatcc tgcgcgggac gtcctttgtc tacgtcccgt 2750 
2751 cggcgctgaa tcccgcggac gacccgtctc ggggccgttt gggactctat 2800 
2801 cgtccccttc ttcatctgcc gttccggccg accacggggc gcacctctct 2850 
                                                             probe 
2851 ttacgcggtc tccccgtctg tgccttctca tctgccggac cgtgtgcact 2900 
 for qPCR (2897-2917 nt) 
2901 tcgcttcacc tctgcacgtc gcatggaaac caccgtgaac gcccaccagg 2950 
2951 tcttgcccaa ggtcttatat aagaggactc ttggactctc agcgatgtca 3000 
3001  acgaccgacc ttgaggcata cttcaaagac tgtttgttta aggactggga 3050 
3051 ggagttgggg gaggagatta ggttaaagat ttttgtacta ggaggctgta 3100 
            forward for PCR (3010-3036 nt) 
3101 ggcataaatt ggtctgttca ccagcaccat gcaacttttt cacctctgcc 3150 
3151 taatcatctc atgttcatgt cctactgttc aagcctccaa gctgtgcctt 3200 
3201 gggtggcttt ggggc 
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環状HBVゲノム Forward GCGCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGTTTG 
Reverse GCGGAACAGTTTCTCTTCCAAAAGTAAGAC 

E4 Forward CGCGGCAGCAGCGGATGATCCTCCAGTATG 
Reverse GCGACTACTACACAGAGCGATCTAAGCGG 

GAPDH Forward CGCGCTTAGC ACCCCTGGCCAAGGTCATCC 
	� Reverse GCGTCTAGACGGCAGGTCAGGTCCACCAC 
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図9a AdV及びplasmid transfectionによるGFP導入効率の検討 

 GFP発現plasmid及びGFP発現AdVの構造。‘CMV’はCMVプロモーターを、 

‘GpA’はβ-globin poly(A)配列を示す。 
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図10a HBVゲノム搭載AdVによるpg RNAの転写量 

 AdVに挿入されたpg RNA発現単位の模式図。Ax-HB124-ΔpreSはHBVゲノム内
在性coreプロモーターとHBVゲノム上poly(A)配列によってpg RNAを転写する。
Ax-CM103G-ΔpreSはCMVプロモーターとβ-globin poly(A)配列を用いてpg RNA

を転写する。ΔpreSゲノムの欠失領域はグレーの四角で示した。太線はHBVゲノ
ム上のORFを、点線はHBV由来タンパク質の発現欠失に対応するゲノム領域を
示している。矢印は転写開始点を、‘Enh’は内在性coreプロモーターのエンハンサ
ー領域を、‘pA’はHBVゲノム上のpoly(A)配列を、DR II/IはHBVゲノム複製に関わ
る繰り返し配列を、青線はqPCRのプライマー／プローブ設定領域を示している。 
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図10b HBVゲノム搭載AdVによるpg RNA転写量 

 core/pg RNAの転写量の比較。HepG2細胞にAx-HB124-ΔpreSをMOI 1で感染し
た際のcore/pg RNA量を1とした場合の、表記の条件下におけるcore/pg RNA量を
定量した。独立した3回の実験の結果を示す。エラーバーは標準偏差を表す。
**P<0.01 
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 図11a 偽ccc DNAの検出 

 AdVに挿入されたHBVゲノムの構造。kSゲノムはSSタンパク質発現が欠失し
た複製型HBVゲノムである。dPゲノムはpolタンパク質発現が欠失した非複製型
HBVゲノムである。‘mock’はmock感染を、‘‘x’はSSタンパク質における翻訳開始コ
ドンATGに導入された変異を、‘HR’はHBVゲノムの重複配列を示す。その他の表
記については図10と同様である。 
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図11b 偽ccc DNAの検出 

 PCRによるHBV配列を有する環状分子、AdVゲノム、及びGAPDHの検出。表
記条件でAdVを感染したHepG2細胞から抽出した細胞総DNAを用いて各々の
DNA配列を検出した。 
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図13 HBV103-AdVシステムを用いたHuh-7細胞における逆転写酵素阻害剤
のHBVゲノム複製阻止効率の検証 
 Ax-CM103G-ΔpreSを感染したHuh-7細胞をエンテカヴィル（⚫︎）もしくはラミ
ブジン（△）添加条件で培養した際の複製HBVゲノム量を、qPCRを用いて定量
した。DMSO添加状態における複製HBVゲノム複製量を100%とした際の各々の
条件における複製ゲノム量を比率で示した。独立した3回の実験の結果を示す。
エラーバーは標準偏差を表す。 
 


