
 

 
新規作用機序に基づく B 型肝炎ウイルス治療薬候補を同定 
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２．発表のポイント：  
 ◆B 型肝炎ウイルス（注 1）の複製に重要なウイルスタンパク HBx と宿主タンパク DDB1

との結合を阻害する薬剤の効率的なスクリーニング系を構築し、ニタゾキサニドを同定し

ました。 
 ◆現在 B 型肝炎治療に広く用いられている核酸アナログ製剤では抑えることのできないウイ

ルス RNA の産生をニタゾキサニドが抑制することを確認しました。 
 ◆今後、既存の B 型肝炎治療薬では達成困難である B 型肝炎の治療目標「Functional 

cure」（HBs 抗原陰性化）への展望を新たに拓くと期待されます。 
 
３．発表概要：  

B 型肝炎は、全世界で 2 億 5 千万人以上が罹患し毎年約 90 万人が死亡しているとされてお

り、その克服は世界的な重要課題とされています。B 型肝炎の長期予後改善のための治療目標

はウイルスタンパクである HBs 抗原の陰性化（Functional cure）ですが、既存の B 型肝炎

治療薬では達成困難であり、新規治療法の登場が強く望まれています。そうした中、ウイルス

タンパク HBx と宿主タンパク DDB1 との結合を端緒とするウイルス複製の制御機構が徐々に

明らかとなり、新しい治療標的として注目されてきました。東京大学医学部附属病院 消化器

内科の關場一磨 大学院生、大塚基之 講師、小池和彦 教授らの研究グループは、相補型スプ

リットルシフェラーゼアッセイ技術（注 2）を応用し、HBx と DDB1 との結合阻害剤を簡便

に探索できるスクリーニング系を構築し、それによってニタゾキサニドを B 型肝炎治療候補

薬剤として同定しました。さらに、ニタゾキサニドは HBx と DDB1 結合を阻害することによ

って、ウイルス RNA をはじめとしたウイルス産物量を有意に抑えるという、既存 B 型肝炎治

療薬には無い効果を有することを、初代ヒト肝細胞（注 3）を用いた検討などで明らかにしま

した。ニタゾキサニドは原虫による腸炎の治療薬として米国食品医薬局（FDA）で既に認可

されている薬剤であり、今後の B 型肝炎治療薬への転用（ドラッグリポジショニング：注

4）が期待されます。本研究成果は、米国東部夏時間 10 月 24 日に Cellular and Molecular 
Gastroenterology and Hepatology（オンライン版）にて発表されました。なお、本研究は日

本医療研究開発機構（AMED）肝炎等克服実用化研究事業の肝炎等克服緊急対策研究事業

（研究開発課題名「B 型肝炎ウイルス RNA と相互作用する宿主因子の網羅的同定とその制御

による病態制御法開発」研究代表者：大塚基之）および文部科学省科学研究費補助金などの支

援により行われました。 
 

 



４．発表内容：  
【研究の背景】 

B 型肝炎ウイルスを体内から完全に排除することも、ウイルス RNA やウイルスタンパクの

産生を止めることも、現在は困難です。これは、現在広く使われている抗ウイルス薬である逆

転写酵素阻害剤（注 5）が、ウイルス DNA の産生は効率的に阻害するものの、感染した肝細

胞の核内にウイルス DNA 複製の鋳型として存在する cccDNA（注 6）からのウイルス RNA
産生を抑制することが原理的にできないためと考えられています。したがって、ひとたび逆転

写酵素阻害剤の服用を始めると一生服薬を継続せざるを得ず、患者さんの負担や医療経済的に

も大きな問題となっています。 
B 型肝炎ウイルスの効率的な複製にはウイルスタンパク HBx や宿主タンパク DDB1 が必要

であることが以前から知られていましたが、その制御機構の詳細は明らかではありませんでし

た。本研究グループは、「HBx は、宿主の DDB1 との結合を介して宿主ユビキチン・プロテ

アソーム系（注 7）を利用し、本来はウイルス RNA 転写に抑制的に働くはずの宿主タンパク

Smc5/6 複合体を分解してウイルス RNA の転写を活性化させている」という最近の報告

（Decorsière, A. et al. Nature (2016). Murphy, C. M. et al. Cell Rep. (2016).）に着目しまし

た。そして「ウイルスタンパク HBx と宿主タンパク DDB1 との結合阻害剤を同定できれば、

cccDNA からのウイルス RNA 転写を抑制する Smc5/6 の発現量を回復させ、ウイルス RNA
やそこから産生されるウイルスタンパクなどの量を低下させることができるのではないか」と

仮説を立てました。タンパクとタンパクとの結合阻害活性を測定するのは一般的に容易ではあ

りませんが、近年の相補型スプリットルシフェラーゼアッセイ技術の登場によって、タンパク

とタンパクとの結合状態が簡便にモニターできるようになり、それを応用すれば目的の HBx–
DDB1 結合阻害剤を簡便にスクリーニングできると考えました。そこで、本研究ではこのス

クリーニング系を用いて米国食品医薬局（FDA）ですでに認可されている化合物ライブラリ

ーをスクリーニング対象とすることで、臨床応用への「近道」として、「ドラッグリポジショ

ニング」を目指すこととしました。 
 
【研究内容】 
まず、本研究グループはウイルスタンパク HBx と宿主タンパク DDB1 との結合活性を簡便

に測定するために、それぞれのタンパクにルシフェラーゼタンパクを断片状に付加した状態で

発現することができる DNA 分子を作製しました。それらの DNA 分子を細胞内で共発現させ

ると、HBx と DDB1 との結合状態をルシフェラーゼタンパクの酵素活性の強さで簡便にモニ

ターすることができました（図 1）。ここに、FDA がすでに認可している 817 種の薬剤を添

加してルシフェラーゼ活性値の変化を観察したところ、ニタゾキサニドという薬剤が強くルシ

フェラーゼ活性値を抑制したことから、ニタゾキサニドが HBx–DDB1 結合阻害作用を有す

ることが示唆されました。このニタゾキサニドの HBx–DDB1 結合阻害作用は、免疫沈降法

をはじめとした複数の別の実験で確認できました。 
次に、HBx 発現細胞におけるニタゾキサニドの投与による Smc5 の発現回復効果を検証し

たところ、ニタゾキサニドは Smc5 の量を有意に回復しました。また、ミニサークル DNA 技

術（注 8）を用いてウイルスの cccDNA を模倣する DNA 分子を作製し、それに対するニタゾ

キサニドの効果を見たところ、ウイルス RNA 転写が有意に抑制されました。さらに、ストッ

プコドンを挿入して HBx 発現を欠損させた変異型の擬似 cccDNA では、このニタゾキサニド

によるウイルス RNA 転写抑制効果は失われることから、ニタゾキサニドの効果は HBx 依存

的であることが確認されました。 



最後に、初代ヒト肝細胞を用いた B 型肝炎ウイルス感染系において、ニタゾキサニドは

Smc5 の発現回復をもたらし、ウイルス RNA をはじめ、ウイルスタンパク、ウイルス

DNA、cccDNA 量を低下させることが確認されました。 
以上のことから、ニタゾキサニドは、HBx–DDB1 結合阻害という作用機序を持つ、新規の

B 型肝炎治療薬となる可能性が示されました（図 2）。 
 
【社会的意義・今後の予定】 
これらの結果は、ニタゾキサニドが HBx–DDB1 結合阻害剤として、既存の B 型肝炎治療

薬では達成困難な HBs 抗原陰性化（Functional cure）を実現する可能性を有していることを

示しています。また、cccDNA 量自体の減少効果も認めたことから、ウイルス RNA 転写抑制

にとどまらずウイルス完全排除へ向けた病態解明への一助ともなる可能性があります。 
今後は、これらのデータをもとに、化合物構造の最適化や動物モデルなどでの検討を加え

て、ヒトへの応用の可能性を探っていきたいと考えています。 
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７．用語解説： 

注 1）B 型肝炎ウイルス： 血液や体液などを介して肝臓に感染する DNA ウイルス。感染し

たウイルスは炎症（肝炎）を惹起し、肝硬変や肝癌の原因となる。世界保健機関（WHO）

は、B 型肝炎ウイルス感染者は世界中で 20 億人、そのうち B 型肝炎ウイルス持続感染者は

2.57 億人、さらに年間 90 万人が B 型肝炎ウイルス関連疾患で死亡していると報告し、その

克服を重要課題として挙げている。 

 

注 2）相補型スプリットルシフェラーゼアッセイ技術： ルシフェラーゼ（発光酵素）の

DNA 配列を適切な部位で２つに分断し、生成したルシフェラーゼ断片（スプリットルシフェ

ラーゼ）が細胞内で物理的に近づくと、構造的相補性に基づき分断されていても活性を回復す

る現象を活用した測定技術。 
 
注 3）初代ヒト肝細胞： ヒトから採取された肝臓組織から培養した細胞。B 型肝炎ウイルス

はヒトやチンパンジーなど、感染できる宿主が限られており、一般的に研究に用いられる肝癌

細胞株にも感染しないため、B 型肝炎ウイルスの感染実験を行うには初代ヒト肝細胞を用い

る。 
 
注 4）ドラッグリポジショニング： 目的の疾患の治療薬を、別の疾患に有効な治療薬の中か

ら見つけ出すこと。この手法では、すでにヒトでの安全性や薬物動態の試験に合格している薬

剤を用いるため、新薬であれば行わなければいけない試験を省略できる、薬剤の製造方法が確

立しているため開発期間の短縮・研究開発コストを低減できる、といった利点がある。高騰し

続けている医薬品価格の抑制への寄与も期待される。 
 
注 5）逆転写酵素阻害剤： B 型肝炎の治療に広く用いられているウイルス DNA 複製阻害

剤。B 型肝炎ウイルスはその生活環の中で、プレゲノム RNA から DNA への逆転写を行う

が、逆転写酵素阻害剤はウイルス DNA ポリメラーゼ／逆転写酵素による基質の取り込みを競

合的に阻害して DNA 鎖の伸長を停止することでウイルスの増殖を阻害する。エンテカビルや

テノホビルがその代表薬。 
 
注 6）cccDNA： covalently closed circular DNA の略。B 型肝炎ウイルスは肝細胞に侵入す

ると、もともと不完全環状二本鎖の形態をとっているウイルス DNA が核内に移行し、完全閉

鎖環状二本鎖の形態 cccDNA に変換される。cccDNA は核内に安定的に存在し続け、ウイル

ス RNA を作るための鋳型として働く。既存の B 型肝炎ウイルス治療薬では排除が困難であ

る。 
 
注 7）ユビキチン・プロテアソーム系： ユビキチンの活性化から結合、プロテアソーム（タ

ンパク分解酵素）によるタンパク分解までを担う一連の生化学経路。ユビキチン活性化酵素

（E1）、ユビキチン結合酵素（E2）、ユビキチンリガーゼ（E3）の 3 種類の酵素の働きで、

E3 に選択的に識別された標的タンパクがポリユビキチン修飾を受けると、ポリユビキチン鎖

が標識となって、ユビキチン修飾を受けたタンパクはプロテアソーム（タンパク分解酵素）に

よって分解される。 
 



注 8）ミニサークル DNA 技術： プラスミド DNA からバクテリア由来の複製開始点や抗生

物質耐性遺伝子などバックボーン部分を取り除き、標的遺伝子配列のみの環状 2 本鎖 DNA
（ミニサークル DNA）を作成する技術。この技術を用いると、B 型肝炎ウイルス遺伝子配列

のみを完全閉鎖二本鎖の状態で合成することができ、cccDNA を模倣した状態を再現できる。 
 
８．添付資料： 
 
 

 
図 1．スプリットルシフェラーゼを用いた HBx–DDB1 結合阻害剤のスクリーニング 

HBx と DDB1 が結合すると、付加されている大・小に分割されたルシフェラーゼ断片（ス

プリットルシフェラーゼ）が近接して活性を得る（上図）。添加化合物が HBx–DDB1 結合

阻害剤として作用すれば、スプリットルシフェラーゼは近接せず、活性を持たない（下図）。 
  



 

 
図 2．ニタゾキサニド（HBx–DDB1 結合阻害剤）による B 型肝炎ウイルス RNA の転写抑制 

HBx は、DDB1 との結合をきっかけに、cccDNA からの転写を抑制する作用をもつ Smc5/6
複合体を 宿主のユビキチン・プロテアソーム系（CUL4A/B-ROC1-E2-Ub）を利用して分解

する（左図）。ニタゾキサニドは HBx–DDB1 結合を阻害する結果、Smc5/6 の分解を防ぐこ

とで、cccDNA からのウイルス RNA 転写を抑制すると考えられる。ウイルス RNA から翻訳

されるウイルスタンパク量も減少する（右図）。 


