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A. 研究目的 

B 型肝炎ウイルス（Hepatitis B 

Virus; HBV））の感染を原因とする B

型肝炎は、国内に約 150 万人の HBV 感

染者が存在すること、その一部は肝硬

変や肝癌に進行することから、大きな
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としてはインターフェロン（IFN）や核酸アナログが使用されているが、種々

の問題から画期的抗 HBV 薬の開発が期待される。アンチセンスオリゴヌクレ

オチド（ASO）は、10～20 塩基長の化学合成オリゴヌクレオチドであり、相

補的な配列を有する標的遺伝子 mRNA に結合することで、その発現を高効率に

阻害すること、肝臓に効率良く集積することなどから、肝疾患に対する医薬

品として適しており、実際に C 型肝炎、高コレステロール血症などに対する

医薬品として承認・新規開発が進んでいる。本研究では、ASO を用いて HBV

の感染抑制を試みた。 



 

問題となっている。現在、B型肝炎治

療薬としてはインターフェロン（IFN）

や核酸アナログが使用されているが、

種々の問題から画期的抗HBV薬の開発

が期待される。アンチセンスオリゴヌ

クレオチド（ASO）は、10～20 塩基長

の化学合成オリゴヌクレオチドであ

り、相補的な配列を有する標的遺伝子

mRNA に結合することで、その発現を高

効率に阻害すること、肝臓に効率良く

集積することなどから、肝疾患に対す

る医薬品として期待されている。実際

に、PSCK9 に対する ASO は家族性高コ

レステロール血症治療薬として承

認・販売されており、C型肝炎ウイル

スの増殖に必須のmiR-122aの ASOは、

C型肝炎治療薬として臨床開発が進め

られている。そこで本研究では、HBV

感染を抑制可能なASOの開発を試みた。 

 

B. 研究方法 

B.1. HBx 遺伝子に対する ASO 

(ASO-HBx)の設計 

 HBV・HBx遺伝子において各Genotype

に保存されている領域に対し、449 種

の候補標的領域から選抜した 16 種の

ASO を化学合成した。それらの ASO に

は、標的に対する親和性の向上ならび

に分解に対する耐性の向上を目的に、

種々の化学修飾を施した。 

B.2．ASO-HBx による HBV 感染抑制 

 Genotype Dの HBV粒子を恒常的に産

生する HepG2.2.15.7 細胞に対し

ASO-HBx を終濃度 100 nM で

Lipofectamine2000 を用いて

Transfection した。Transfection72

時間後、細胞内の RNA を回収し、HBx 

mRNA 量を定量的 RT-PCR により定量し

た。さらに培養上清中の HBV ゲノム量

を定量的 PCR により検討した。 

B.3. ASO-HBx による細胞毒性の評価 

HepG2.2.15.7 細胞に ASO-HBx を上

記B.2.と同様に導入した。72時間後、

培養上清中の Lactate dehydrogenase 

(LDH)活性を LDH-細胞毒性テストワコ

ー（和光純薬）を用いて評価した。 

 

（倫理面への配慮） 

該当事項無し。 

 

C. 研究成果 

C.1. HBx 遺伝子に対する ASO の設計 

 本研究では、標的遺伝子として HBx

遺伝子を選択した。HBV ゲノムは 4つ

の遺伝子（HBx, Core, Pol, S）から

構成されている。HBx 遺伝子産物は、

HBV の複製、Reactive Oxygen Species 

(ROS)の産生など多くの機能を有して

おり、HBx 遺伝子の発現を抑制するこ

とでHBVの感染を大きく抑制可能であ

ることが報告されている（Shin et al., 

Virus Res., 2006）。設計にあたって

は、HBx 遺伝子の Genotype A-D 間で共

通の配列領域について設計した。共通



 

配列より 449 種の候補を生成し、既知

の免疫惹起モチーフ（CpG モチーフ）・

自己高次構造配列（GGGG モチーフなど）

を有するモノの排除、さらに結合力や

配列相同性のパラメータを考慮し、活

性アンチセンス核酸を選抜する独自

アルゴリズムを用いて16種選択した。

これら 16 種について BNA を搭載した

アンチセンス核酸を化学合成した。 

 

C.2. ASO-HBx による HBV 感染抑制 

 次に設計・合成した ASO-HBx を

Hep2.2.15.7 細胞に Transfection し、

HBV 感染抑制能について検討した。そ

の結果、2つの ASO において HBx mRNA

量が 60％以下に抑制された。さらに培

養上清中の HBV ゲノム量についても、

50％以下に抑制された。また、

Genotype D 以外の Genotype について

も HBx mRNA 抑制効果を検討したとこ

ろ、Genotype D のみならず、Genotype 

A-CのHBVにおいてHBx mRNA量を40％

以下に抑制することに成功した。以上

の結果より、ASO を用いて HBV の感染

を抑制可能であることが示された。  

C.3. ASO-HBx による細胞毒性の評価 

 さらに、ASO-HB の細胞毒性について

検 討 す る た め に 、 ASO-HBx を

Hep2.2.15.7 細胞に Transfection し、

培養上清中の LDH 活性を測定した。そ

の結果、上記 C.2 の検討において HBV

感染抑制効果を示した ASO では、未処

理群と比較し有意な細胞毒性は観察

されなかった。従って、細胞毒性によ

ってHBV感染が抑制されたのではない

ことが示唆されるとともに、ASO が高

い安全性を有することが示唆された。 

 

D. 考察 

近年、ASO は次世代の革新的医薬品

として大きな期待を集めている。ASO

は、キャリアーを必要とせずに単体の

状態で肝臓に送達可能であること、化

学的に大量合成可能であること、核酸

に化学修飾を施すことによって安定

性や組織移行性を付与することが可

能であるなどの特長を有している。既

に米国においては ApoB に対する ASO

が家族性高コレステロール血症に対

する治療薬として承認を受けている。

また miR-122a に対する ASO が C 型肝

炎治療薬として Phase IIa に進んでい

る。本研究では HBV 感染を抑制するこ

とを目的に、HBx 遺伝子に対する ASO

を設計し、その抑制効率を検討した。

HBV は 4 つの遺伝子から構成されてお

り、今回標的とした HBx 遺伝子以外に

もS遺伝子やpol遺伝子を標的として

siRNA を用いて感染抑制が見られるこ

とが報告されている。しかしながら、

HBx 遺伝子産物は種々のメカニズムを

介してHBVの感染ならびに症状の発症

に関与しており、本遺伝子をノックダ

ウンすることで高いHBV感染ならびに



 

発症の抑制が得られると考えた。今後

は更に多くのASOを用いてスクリーニ

ングを行うとともに、in vivo におけ

る HBV 感染抑制を試みる。 

 

E. 結論 

・ HBx 遺伝子を標的とした ASO を設

計するとともに、本 ASO を用いて

HBV 感染を抑制可能であった。 

・ HBV 感染抑制を示した ASO は、細胞

毒性を示さず高い安全性を有する

ことが示された。 

 

F. 健康危険情報 
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