
厚生労働科学研究費補助金（Ｂ型肝炎創薬実用化等研究事業） 

革新的な動物モデルや培養技術の開発を通じたHBV排除への創薬研究 

分担研究報告書（平成 25年度） 
 

 
TALE を用いた B型肝炎ウイルスの増殖を抑制するシステムの開発 

 
研究分担者 山本 卓 広島大学大学院理学研究科 教授 

 
 
研究要旨：  

本研究では、B型肝炎ウイルス（HBV）の増殖を抑制するシステムを確立するために、HBV

に結合する人工タンパク質TALEおよびHBVゲノムを切断するTALENおよびCRISPRシステムを

設計･合成し、HBVの増殖に対する影響をを調べた。その結果、CRIPSR/Casシステムによっ

てHBVの増殖を強く抑制する効果が確認された。 
 

 
A. 研究目的 

Ｂ型肝炎ウイルス(HBV)の共有結合性閉

環状型 DNA（cccDNA）は肝細胞の核内に存

在し、ウイルス増殖の際の複製中間体とし

て働く。抗ウイルス薬投与後も cccDNA は肝

細胞に残存することから、この DNA の完全

除去が完全治療につながると考えられる。

そこで本研究では、cccDNA を標的として結

合あるいは切断する人工タンパク質や

CRIPSR/Cas システムを設計･作製し、肝炎

ウイルスの増殖を抑制する作用について検

討することを目的とする。 

 

B. 研究方法 

HBVのコアプロモーター領域の転写調節因

子FTFやHNF4の結合するTALEタンパク質お

よびHBVのコアタンパク質を切断する人工

酵素TALENの作製し、HepG2細胞におけるHB

Vの増殖抑制効果について調べた。さらに、

HBVのコアタンパク質を標的とするCRISPR/

Casシステムを構築し、HBVの増殖抑制効果

を調べた。 

 

C. 研究結果  

TALE タンパク質および TALEN を用いて、

HepG2 細胞での HBV の増殖に与える効果を

調べたが、有意な抑制効果は確認できなか

った。これに対して、CRISPR/Cas システム

を用いた場合、コントロールの HBV 量を１

/5 程度に低下させることが示された。 

 

D. 考察 

昨年、海外の複数のグループからTALENを用

いたHBVの増殖抑制効果について報告され

た。今回我々の行ったTALEやTALENの実験で

は、明確な抑制効果は見られなかったが、

作製したTALEやTALENがゲルシフト解析お

よび培養細胞での評価において高い活性を

示していることから、条件検討によって抑

制効果を改善できると考えている。しかし



ながら、HBVの多型性を考慮すると、複数の

標的配列をTALENによって同時に切断する

ことが必要と考えられる。この点では、TA

LEやTALENよりCRISPR/Casシステムの方がH

BV破壊に適していると思われる。 

 今年度の研究によってCRISPR/Casシステ

ムを用いたHBVの増殖抑制が可能であるこ

とを示した。しかしながら、CRISPR/Casシ

ステムには、類似配列へ変異を導入するof

f-target効果が知られており、より安全性

の高いシステムの利用が必要である。 

 

E. 結論 

CRISPR/CasシステムよってHBVの増殖を抑

制する効果を確認した。今後は、off-target

効果を抑えるDouble nickase型のCasを用

いて、同時に HBV の複数個所を切断するシ

ステムの確立を目指す。 
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