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A. 研究目的 
 Ｂ型肝炎ウイルス(HBV)の共有結合性閉環状型D
NA（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制限酵素TALENやCRIPSR/
Cas9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培養細胞において検討す
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ヌクレアーゼの
TALENの作製し、HepG2細胞におけるHBV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/Cas9システム(ヌクレアー
ゼ型、ニッカーゼ型、FokI-dCas9型を構築し、ヒ
ト培養細胞での活性評価を行った後に、HBVの増殖
抑制効果をHepG2細胞およびT23細胞において調べ
た。 
 
C. 研究結果 
 昨年度の結果から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
が確認できなかったため、本年度はCRISPR/Cas9
システムを用いた抑制効果についてHepG2細胞検
討を行った。その結果、ヌクレアーゼ型およびN
ニッカーゼ型のCRISPRを用いた場合、有意にHBV
量を低下させることがHepG2細胞において示され
た。一方、FokI-dCas9型では、抑制効果を確認す

ることができなかった。 
D. 考察 
 本研究によってCRISPR/Casシステムを用いたHBV
の増殖抑制が可能であることが示された。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off-target作用が知られている。そのため、
HBVゲノム破壊と同時に、細胞のヒトゲノムへの変異
導入について調べる必要がある。ニッカーゼ型のCRI
SPRは、off-target作用を避けることが知られており、
より安全性が高いと予想されるが、この点をoff-tar
getの候補配列のシーケンスによって確認する必要
がある。 
 
E. 結論 
 CRISPR/Cas9システムのヌクレアーゼ型とニッ
カーゼ型よってHBVの増殖を抑制する効果が確認
された。今後は、off-target作用による細胞のゲ
ノムへの変異導入を解析し、安全性について評価
を行うことが必要である。 
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