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研究要旨：2012 年に NTCP が HBV 感染受容体として報告されたが、NTCP の HBV 受容体とし て

の活性には様々な報告がみられ、他にも受容体として機能する分子の存在が示唆されて いる。

本年度はヒト肝癌由来培養細胞株、HepaRG を DMSO で感染誘導処理/未処理細胞を用 いた蛋

白レベルの差分解析により HBV 膜タンパク preS1 から HBs 蛋白 N 末領域（preS1〜SSN） と相互

作用する因子（HBV-RX1、HBR-RX2）を同定し、その受容体としての活性を検討した。 HBV-RX1 

をヒト肝癌由来培養細胞株（HepG2、Huh6、HepaRG）へ発現導入することで、リコ ンビナン

ト HBV（分泌型ルシフェラーゼ遺伝子を内在する rcHBV-NL1.3neo）の感染性を確 認した。こ

のことは HBV-RX1 が HBV 受容体としての機能をもっていることを示唆している。 
 
 
 
 

A. 研究目的 

HBV 感染受容体はウイルスの発見から半 

世紀足らずに現在に至っても全く明らかに 

されていない。簡便な in vitro 感染系が 

存在しないことが、その重要な理由である 

とは思われるが、このことにより HBV のラ 

イフサイクルや病態発症機構の詳細は不明 

なままである。また HBV の特性に基づいた 

抗 HBV 剤の開発はされておらず、HBV の本 

質を理解した抗 HBV 剤の開発には、HBV 感 

染受容体を分離・同定し、簡便な in vitro 

或は個体レベル（in vivo）での感染系を確 

立することが不可欠である。そして、感染 

系による HBV の詳細な生活環や病態発症機 

構の解明を含めて。包括的な抗 HBV 剤の探 

索・開発、本受容体を標的とした創薬の実 

現を目指す。 

 
 
B. 研究方法 

HBV 感染受容体の分離・同定 

1) 肝癌培養細胞株（HepaRG）の DMSO 未 

処理/処理細胞から蛋白を抽出した。 

2) 本蛋白を二次元蛋白泳動し、未処理/ 

処理で比較した。 

3) HBV 側リガンド；PreS1〜HBs N 端部を 

プローブにして相互作用因子を処理 

細胞から分離した。 

4) 分離した蛋白を MS で解析し同定した。 

5) 同定した蛋白の ORF をクローニング 

し、肝癌由来培養細胞株で発現させ、 

リコンビナント HBV（分泌型ルシフェ 

ラ ー ゼ 遺 伝 子 を 内 在 す る 

rcHBV-NL1.3neo）で受容体としての活 

性を評価した。 



6) HBV 膜タンパクを被ったレトロウイル 

ス（HBV pseudotype; HBVpp）を用い 

て 感 染 性 を 評 価 し た （ genome 

equivalent of infection; GEI＝10）。 
 
 
（倫理面への配慮） 遺伝子組換え実験指針

に従い遂行した。 
 
 
C. 研究結果 

1)HBV-RX1 をヒト肝癌由来培養細胞株で発 

現させることにより、rcHBV-NL1.3neo の感 

染性を検出できた。 

2) HBVpp による感染性は検出できなかった。 
 
 
D. 考察 

HBV-RX1 には HBV 感染受容体としての機 

能の一端を担っていると考えられたが、野 

生型 HBV や HBVpp による著しい感染性の上 

昇はなく、受容体としての機能を更に詳細 

に検討する必要があるものと思われた。ま 

たこのことは、HBV 感染受容体が幾つかの 

コンポーネントから成り立っていることを 

示唆しているものと思われた。 

HBV 感染受容体の探索にあたっては、 

PreS1〜HBs N 端部をプローブにするだけで 

はなく、preS1 合成ペプチドを利用したよ 

り厳密な探索も必要と思われた。 
 
 
E. 結論 

培養肝癌細胞株には HBV 付着因子が内在 

し、HBV 受容体活性をもつ可能性がある。 
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研究要旨：B 型肝炎ウイルス（HBV）感染における侵入に重要な受容体分子として 
Sodium taurocholate cotransporting polypeptide （NTCP）が報告されている。し 
かし、NTCP を高発現させても原著論文（eLife, 2012, 1:e00049）で感染効率は 10％ 
前後と低い。本年度は、培養細胞感染系における感染効率について検討し、ウイルス 
培養細胞系確立を目指した。NTCP を HepG2 に発現させたとき、少なくとも細胞接 
着面に多く発現していることが分かった。また、ミリストリル化した preS1 ペプチド 
（FAM ラベル）を合成し、細胞表面への接着を解析したところ、NTCP 発現に依存 
して結合した。しかしながら、接着状態の細胞に対する感染は NTCP 発現に関係な 
くほとんど見られなかった。そこで、Trypsin-EDTA 処理し、その後にウイルスをチ 
ャレンジすると感染が成立することがわかった。そのウイルス DNA、RNA、および 
HBｃ抗原は感染七日から九日で検出され、NTCP 発現に依存していた。しかしなが 
ら、非感染細胞や感染をチャレンジした HepG2 細胞で感染は成立しなかった。以上 
の結果から、HBV 感染は NTCP 発現に依存し、Trypsin-EDTA 処理によって感染効 
率が上がることが分かった。これらの結果は、新規ワクチン開発や抗ウイルス剤開発 
に繋がると思われる。 

 
A. 研究目的 
B 型肝炎ウイルス（HBV）の持続感染者 

は世界で三億人を越えるといわれ、半数の肝 
癌患者が HBV 感染に由来すると報告されてい 
る。その病原性発現機構や感染機構に不明な 
点が多く残されている。高率のよいウイルス 
培養法が確立されておらず、新規抗 HBV 療法 
の開発の障害となっている。特に感染初期の 
侵入機構で最も重要なステップである細胞 
表面への付着機構の詳細はわかっていない。 
HBV のエンベロープ蛋白質は S,M, L の分子種 
があり、それぞれの C 末端領域は共通で、S 
蛋白質である。L 蛋白質のみに PreS1 領域が 
あり、PreS1 領域が HBV 侵入に重要であるこ 
とが知られている。PreS1 の N 末端は 
Myristoyl 化されており、それが標的細胞へ 
のウイルス粒子の付着に重要であることが 
わかっている。最近、HBV 受容体候補として、 
Sodium Taurocholate Co-transporting 

Polypeptide (NTCP)が報告された（Yan 
et al. eLife, 2012, 1:e00049）。PreS1 
領域 2-48 のアミノ酸残基を合成し、N 末 
端を Myristoyl 化し、それをプローブに 
して、NTCP 分子を単離している。NTCP 
発現によって HBV/HDV 感染を許容するこ 
とから、有力な受容体候補の一つとして 
考えられる。しかし、NTCP を高発現さ 

 
せても原著論文（eLife, 2012, 1:e00049） 
で感染効率は 10％前後と低く、その低感 染
率である理由はよく分かっていない。 

本研究は、HBV 受容体を同定するた め
に受容体発現細胞株を樹立し、ワクチ ン開
発や抗ウイルス開発につなげるこ とを最
終目標にあげている。本年度は、 HBV 受
容体候補として報告された NTCP 
を HepG2 細胞に遺伝子導入し、感染許容 
細胞を作製することを目標とした。更に 
感染手法を改良し、より高率の培養感染 
細胞系樹立を目指した。 

 

 
 
 



 
1 



2  

B. 研究方法 
ヒト肝臓 cDNA ライブラリ（Clontech） 

から PCR によりヒト NTCP 遺伝子を増幅し、 
pcDNA3.1 に導入し、培養細胞にて発現した。 
NTCP 発現 HepG2 細胞は、Puromycin で選択し、 
高発現細胞をクローニングした。ミリストリ 
ル化した N 末端 2-48 残基で構成された preS1 
ペプチドを合成し、FAM でラベルした。PreS1 
ペプチドの発現細胞への付着能を FACS によ 
って評価した。HBｃ抗原測定は、市販 ELISA 
キットを用いた。また、HBV の DNA および RNA 
は Real time PCR によって定量した。感染時、 
細胞を Trypsin-EDTA 処理し、遠心洗浄した 
後、Yan et al. （eLife, 2012, 1:e00049） 
の方法で HBV を感染させた。 

 
（倫理面への配慮） 本研究にあたって
は、試料提供者、そ 

の家族、および同様の肝疾患患者の人権、尊 
厳、利益が保護されるよう十分に配慮した。 
具体的には、厚生労働省等で検討されている 
「ヒトゲノム解析研究に関する共通指針」に 
則り各研究実施機関の医学研究倫理審査委 員
会に申請し山梨大学医学部倫理委員会規 程に
従って承認を得た。インフォームドコン セン
トに係る手続きを実施し、また提供試料、 個
人情報を厳格に管理、保存した。動物実験 は、
山梨大学動物実験規程に従って、山梨大 学学
長の承認を得て行った。遺伝子組み換え 実験
は、山梨大学遺伝子組み換え実験安全管 理規
程に従って、山梨大学学長の承認を得て 行っ
た。放射線及び放射性同位元素を扱う実 験は、
山梨大学総合分析実験センター放射線 障害予
防規程に従って、山梨大学学長の承認 を得て
行った。 

 
C. 研究結果 
NTCP（C 末 FLAG タグ）を HepG2 細胞に 

発現させたとき、その発現は細胞接着面に高 
発現していた。NTCP（タグ無し）遺伝子を 
HepG2 細胞に導入し、real-time PCR によっ 
てって mRNA 量を測定し、その表面への発現 
を preS1 ペプチドによる FACS で確認した。 
その細胞表面に発現している細胞株を選択 

した。細胞接着面に発現していることから、 
細胞を一度 Trypsin EDTA で剥がし、集塊し た
あと、HBV（遺伝子型 C）を感染させた。平 面培
養された HepG2 で 100mge で感染させた とき感
染が確認出来なかったが、Trypsin 処 理細胞に
対する感染方法で、ほぼすべての細 胞への感染
が免疫染色で認められた。また、 細胞を EDTA 
のみで剥がして感染させたとき と比べ、
Trypsin—EDTA で剥がしたときのほう が高率に
感染していた。 

 
D. 考察 
本研究により、HepG2 細胞で NTCP は細 

胞接着面（ラテラル面）により強く発現する 
ことが分かり、細胞を一度剥がすことにより、 
感染効率が上がることが分かった。より高率 
にウイルス粒子が産生させる方法が確立さ れ
れば、新規ワクチン開発および抗ウイルス 剤
スクリーニング方法の確立へつながり、新 規 
B 型肝炎療法の開発に期待がもてる。 

 
E. 結論 本研究結果から、感染時に
感染許容細 

胞を Trypsin-EDTA 処理することによって 
NTCP 依存の感染の効率が上昇することがわ 
かり、この手法が高率に感染する培養細胞系 
の開発に繋がることが示唆された。 

 
F. 健康危険情報 

特になし。 
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集会、2013 年 11 月 10 日〜12 日, 神戸 

 
6. 田中智久、葛西宏威、山下篤哉、森石恆司、 

日本産ウマの血清から分離した 
non-primate hepacivirus の性状解析、第 
61 回日本ウイルス学会学術集会、2013 年 
11 月 10 日〜12 日, 神戸 
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H． 知的所有権の出願・登録状況 特
になし。 
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研究要旨：昨年度は、出芽酵母由来 HBV 表面抗原 L 粒子（バイオナノ 
カプセル（BNC））が、HBV と同様の経路かつ同等の効率で、ヒト肝臓由 
来細胞株数種（含 初代培養細胞）において、低親和性（ヘパラン硫酸 
依存的）受容体と結合し、Pre-S1 特異的な高親和性受容体（実態不明） 
に移行し、エンドサイトーシスにより細胞内侵入する事を明らかにした 
（感染初期における BNC と HBV の類似性を証明）。また、BNC と結合す 
る候補タンパク質を見出していた。今年度は、①BNC の HuH7 細胞と 
HuS-E/2 細胞への結合量と侵入量に大差がない事を示した（感染初期観 
察には HuH7 細胞で充分）。②BNC がヘパラン硫酸依存的に HuH7 細胞に 
結合する事を示した（昨年度成果を補強）。次に、③NTCP を過剰発現す 
る非ヒト肝臓由来細胞は BNC と結合できない事、④HuH7 細胞において 
NTCP を過剰発現しても BNC の結合量と侵入量に無関係な事を示した（一 
方、HepG2 細胞においては NTCP 発現の効果ありという情報有。NTCP が 
高親和性受容体である可能性は微妙）。以上から、NTCP が HBV 高親和性 
受容体の本命でない可能性が高いと判断し、⑤HBV 様粒子である BNC を 
用いた免疫沈降物のプロテアソーム解析を行い幾つか候補タンパク質 
を単離し、その 1 つとして ApoB100 を単離した。また、⑥HuH7 細胞由 
来 cDNA ライブラリを発現する非ヒト肝臓由来細胞をセルアレイ化し、 
蛍光標識 BNC が結合する細胞を、我々が開発した全自動１細胞解析単離 
装置でスクリーニングしている。 

 
 

A. 研究目的 
HBV は、全世界で 2～3 億人が感染してい 

ると言われ、日本国内でも 150 万人もの感 
染患者が存在していると推定されている。 
HBV への感染は、慢性肝炎や肝硬変、更に 
は肝臓癌へとつながるため、その感染の予 
防や治療は大変重要な課題である。しかし 
ながら、HBV の感染機構には未だ不明な点 
が多く、ヒト肝細胞上の HBV 受容体でさえ、 
数十年間研究されてきているにも関わらず、 
確定的な報告はなされていない。こうした 
背景から、HBV の感染機構に基づく有効な 

治療法は未だ開発されておらず、HBV の予 
防や治療法の確立のためにも、受容体の同 
定と、それに続く感染機構の詳細な解析は 
必要不可欠である。 
我々は HBV の感染に必須である同外皮 L 

タンパク質から構成されるサブウイルス粒 
子バイオナノカプセル（BNC）を、出芽酵母 
を用いて大量（mg 単位）に調製する技術を 
有している。従来の HBV ビリオンを用いた 
研究では、ビリオン自体の大量調製が困難 
である事や HBV の効率的な感染系が無い事 
がネックとなっていたが、BNC を HBV のモ 



 

デルとする事で、従来の研究とは一線を画 
する実験系の構築が可能となり、HBV 受容 
体の特定や、HBV の感染機構を詳細に解析 
する事も出来ると考えられる。 
従って本研究では、BNC の HBV の感染モ 

デルとしての有用性を検証するために、昨 
年度は、BNC が HBV と同様の経路かつ同等 
の効率で、ヒト肝臓由来細胞株数種（含 初 
代培養細胞）において、低親和性 HBV 受容 
体と結合し、Pre-S1 特異的な高親和性 HBV 
受容体に移行し（以降、「２段階 HBV 受容体 
説」と呼称）、エンドサイトーシスにより細 
胞内侵入する事を明らかにした（感染初期 
における BNC と HBV の類似性を証明）。そこ 
で今年度は、低親和性 HBV 受容体の解析を 
生化学的に行い、昨年度登場してきた新規 
HBV 受容体（NTCP; Sodium taurocholate 
cotransporting polypeptide）の評価も行 
いつつ、別個に我々が開発した全自動１細 
胞解析単離装置を用いてヒト肝細胞の高親 
和性 HBV 受容体のハイスループット機能ス 
クリーニングを行ったので報告する。 

 
B. 研究方法 
BNC のヒト肝臓細胞への感染機構を解析 

するために、CF633 蛍光標識した BNC を調 
製し、in vitro においてヒト肝臓由来細胞 
（HuH7, HuS-E/2）、又は非ヒト肝臓由来細 
胞(HEK293)への結合と侵入を共焦点顕微鏡 
により解析した。 
（倫理面への配慮） 
本研究で行う組換え DNA 実験について 

は、文部科学省研究開発 2 種省令に準じ、 
名古屋大学大学院生命農学研究科へは、「タ 
ンパク質中空ナノ粒子を用いた遺伝子導入 
法の開発（部局承認番号：農 09-018）」、「多 
様なウイルス外皮タンパク質から構成され 
る中空ナノ粒子シリーズを用いる gene 
delivery system および drug delivery 
system に関する研究（部局承認番号：農 
10-040）」、及び「中空ナノ粒子を用いる細 
胞への遺伝子及び薬剤導入の検討（部局承 
認番号：農 11-009）」として申請し、承認 

されている。なお、実験動物及びヒト由来 
試料は取り扱っていない。 

 
C. 研究結果 

①BNC の HuS-E/2 細胞に対する親和性： 
最近、HBV が感染してビリオン複製を行 

うことができるヒト肝臓由来ライン化細胞 
として HuS-E/2 細胞が使用されてきている。 
そこで、CF633 蛍光標識 BNC を３７度で１ 
時間コンタクトさせて、BNC が同細胞にど 
の程度結合して、内部に侵入できるかを共 
焦点顕微鏡下で評価した（図１）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

以前、我 （々山田ら，J. Control. Release, 
2012）は、一般的なヒト肝臓由来ライン化 
細胞が「２段階 HBV 受容体説」において、 
①低親和性 HBV 受容体の発現が多い細胞 
（例、HuH7 細胞）、②低親和性 HBV 受容体 
の発現が低く、相対的に高親和性 HBV 受容 
体の発現が多い細胞（例、HepG2 細胞）に 
大別されることを示した。そこで、細胞外 
周および細胞内の BNC 由来蛍光量を解析し 
たところ、HuS-E/2 細胞は前者に属し、HuH7 
細胞に酷似しており（図２）、今後の BNC 
のヒト肝細胞感染機構の研究には HuH7 で 
充分と考えられた。 



 

②HuH7 細胞への低親和性 HBV 受容体に関 
して： 
今まで調べたヒト肝臓由来ライン化細胞 

の中で HuH7 細胞の低親和性 HBV 受容体の発 
現量は極めて高かった。その発現レベルは 
ヒト初代培養肝細胞と同等であった（山田 
ら，J. Control. Release, 2012）。「２段階 
HBV 受容体説」を提唱する Stephan Urban 
らの研究によれば、同受容体は細胞表層の 
ヘパラン硫酸量に依存するので、ヘパラン 
硫酸の生合成を抑制する NaClO4 で HuH7 細 
胞を 24 時間処理した（細胞毒性を示さない 
50 mM まで）。そして、図１と同様に CF633 
蛍光標識 BNC を３７度で１時間コンタクト 
させた（図３）。 

 
その結果、BNC の HuH7 細胞への結合が著 

しく減少した。また、この BNC 結合は低親 
和性 HBV 受容体の性質でもある酸処理感受 
性を示した。以上から、HuH7 細胞を含む数 
多くのヒト肝臓由来ライン化細胞に観察さ 
れる酸処理感受性の低親和性 HBV 受容体に 
よる BNC 結合は、ヘパラン硫酸依存的であ 
ることが判明した。つまり、BNC は「２段 
階 HBV 受容体説」の初期段階（ヘパラン硫 
酸依存的低親和性 HBV 受容体への結合）を 
経ることが明らかになった。また、酸処理 
を経ても残存する BNC 結合は、HBV 感染機 
構における高親和性 HBV 受容体によるもの 
である可能性が高くなった。 

 
③NTCP 受容体に関して： 
NTCP （  Sodium taurocholate 

cotransporting polypeptide）は、ヒト肝 
臓細胞に発現する HBV 受容体であるとする 
研究成果が 2012 年の発見以降蓄積され始 

めている。そこで、ヒト肝臓由来 cDNA ライ 
ブラリより NTCP 遺伝子を PCR により単離し、 
蛍光タンパク質 mKate の遺伝子の 5’末端 
側に融合して発現するベクターを構築した。 
そして、非ヒト肝臓由来細胞である 293 細 
胞に導入して、CF633 蛍光標識 BNC を３７ 
度で１時間コンタクトさせた。しかし、同 
細胞は BNC 結合能を示さなかった（図４）。 
次に、mKate タンパク質を C 末端に融合す 
ることが BNC 結合に悪影響を与えている可 
能性を想定して、IRES（リボソームが mRNA 
の途中から結合 

 
できる配列、複数の遺伝子を一本の mRNA 
でシストロニックに発現するために使用） 
を介して NTCP と EGFP（緑色蛍光タンパク 
質）を同時に発現するベクターを構築した 
（図５）。 

 
本ベクターを 293 細胞および HuH7 細胞に 

導入し、２日後に、CF633 蛍光標識 BNC を 
３７度で１時間コンタクトさせた。その結 
果、本来 HBV も BNC も結合や感染すること 
ができない 293 細胞に NTCP を導入しても何 
ら変化が生じないことが判明した。また、 
HBV や BNC が少なくとも結合できる HuH7 細 
胞に NTCP を導入しても、BNC の結合量や細 



 

胞内侵入量に大きな変化はなかった（図６）。 
 
 

 
 
 

④BNC 固定化ビーズによるプルダウンア 
ッセイ： 
一部の研究者では NTCP が本命視されて 

いるが、今なお新規 HBV 受容体の探索する 
ことは重要である。今年度は、昨年度に引 
き続き、BNC 固定化ビーズを用いて HuH7 細 
胞抽出液に対してプルダウンアッセイを行 
い、１次元電気泳動を行い、CBB 染色を行 
った（図７）。特に、従来の研究者は pre-S1 
ペプチドのみをプローブにしていたが、HBV 
に近い形状の BNC をプローブにする点は従 
来法とは一線を画している。 

 
その結果、最低５種類の BNC 特異的なバ 

ンドが見出されたので、いずれもゲルの切 
り出しを行い、in gel 消化により内部ペプ 
チドを遊離させ、ESI 法によりイオン化す 
る TOF-MS 解析を行った。その結果、  
>300-kDa バンドから ApoB100 タンパク質 
（500 kDa）が検出された。同タンパク質は、 

様々なタンパク質と結合して血液中の脂質 
運搬を担う LDL を構成し、肝細胞等の LDLR 
（スカベンジャー受容体）により細胞内に 
取り込まえるのを助ける働きを有する。現 
在、他のバンドからのタンパク質抽出を行 
っており、幾つか揃えば異所的な発現によ 
り非ヒト肝臓細胞でも HBV や BNC が感染で 
きるかどうか検討し、絞り込みを行う予定 
である。 

 
⑤全自動１細胞解析単離装置による HBV 

受容体のクローニング： 
我々が開発して、昨年度市販化に成功し 

た全自動１細胞解析単離装置（良元ら、 
Scientific                     Reports 

 
2013）を用いて、HBV 受容体の単離を行って 
いる。本機は、ヒト肝臓由来 cDNA を発現す 
る 293T 細胞等をセルアレイ化して、蛍光標 
識 BNC とコンタクトさせ、蛍光ラベルされ 
た細胞を自動的に回収するものである。 
FACS などとは異なり、陽性細胞含有率が 
0.01%以下（数万細胞中数個）でも確実に単 
離できるのが特長である（図８）。 



 

 

今年度は、確実にスクリーニングを行うた 
めに条件の最適化を行った。まず、293T 細 
胞および HuH7 細胞に対し、ヒト肝臓由来 
cDNA ライブラリ（pAP3-neo ベクター型）を 
効率よく遺伝子導入する方法を検討した 
（図９、１０）。 

 
 
 

 
次に、１細胞単離したサンプルから、cDNA 
ライブラリ部分を増幅するために１細胞 
PCR の条件検討も行い、最低 10 コピーの発 
現プラスミドを有する細胞が１個でも存在 
すれば、2.5-kbp の cDNA 断片を確実に増幅 

できるようになった。 
 
D. 考察 
我々は、酸処理耐性な高親和性 HBV 受容 

体（実態不明）による BNC 結合が pre-S1 
領域を介している事を確認しているので、 
pre-S1 領域と高い親和性を示すことで単 
離されてきた NTCP は高親和性 HBV 受容体 
（少なくとも一部）であると考えている。 
しかし、現在までに多くの研究者が、本来 
HBV が感染できない細胞に NTCP を異所的に 
発現しても、HBV の感染効率は変化しない 
と報告しており、我々も前項③において同 
様な結果を得ている。これは、「２段階 HBV 
受容体説」において、HBV（BNC も含む）が 
高親和性 HBV 受容体に結合するためには、 
一度低親和性 HBV 受容体に結合することが 
必要なのかもしれない。 
一方で、HepG2 細胞に NTCP を過剰発現さ 

せると、その発現量に応じて HBV の感染効 
率が上昇するという報告があり、我々の前 
項③の結果と一致しない。これは、①NTCP 
は HBV 受容体として機能するには、HepG2 
には存在し、HuH7 には存在しない細胞性因 
子（共受容体）が必要であることを示して 
いるか、②HBV と BNC の差を NTCP が見分け 
ている可能性を示している。現在、NTCP を 
強制発現した HepG2 細胞を複数用意して 
BNC との結合を確認しているが、NTCP 発現 
により BNC 結合が上昇する場合が散発的で 
あり、まだ確定的な結論には至っていない。 
ただし、この結果は上記可能性の①が有力 
であり、②ではないことを示唆している。 

 
E. 結論 
「2 段階 HBV 受容体説」に関しては、現 

在までのところ矛盾は生じておらず、今後 
も検討すべき課題と考えている。今回の結 
果から、感染初期段階の低親和性 HBV 受容 
体は、酸処理に対して感受性で、細胞側か 
ら供給されたヘパラン硫酸を介して結合し 
ていることが明らかとなった。次に、高親 
和性 HBV 受容体の最有力候補は NTCP である 



 

が、NTCP 単独で機能していないことが示唆 
されており、パートナー分子の同定が急務 
である。また、NTCP 以外の分子が関与して 
いる可能性も十分あり、我々が進めている 
BNC 固定化ビーズによるプルダウンアッセ 
イ（従来のペプチド型プローブより HBV に 
近いので期待）や、全自動１細胞解析単離 
装置によるハイスループットスクリーニン 
グ（従来の FACS よりも低い陽性比率でも検 
出可能）も急ぎ行う予定である。 
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研究要旨：HBV 感染に関わるウイルスレセプター等の宿主分子の探索・HBV 創薬研究に適 

した in vitro 感染系に利用可能な培養細胞を探索するため、HBV の感染成立を迅速・簡便 

に検出できるよう、自立的な増殖能を欠損し、かつマーカー遺伝子を組み込んだ組換え HBV 

ベクターを新たに作製し改良した。また、これら組換え HBV 産生用に HepG2 細胞および 

HEK293 由来のパッケージング細胞を樹立した。HBV 全蛋白質の発現を二つのレトロウイル 

ス発現ベクターに分担させることにより HBV ゲノム間の相同組換えによる野生型 HBV の出 

現を強く抑制するパッケージング系を構築した。iPS 細胞より分化誘導した肝細胞では組 

換え HBV の感染が認められ in vitro 感染系として有用であることが示された。 
 
 
 
 

A. 研究目的 

本研究の目的は HBV 初期感染に関わるウ 

イルスレセプターを含む宿主分子群の同定 

およびこれら分子と HBV の interaction を 

阻害する化合物の探索・創薬を通じて HBV 

の感染・増殖を阻止する方策を得ることに 

ある。この目的のため昨年度に続き、HBV 

の感染成立を迅速・簡便に検出できるよう、 

自立的な増殖能を欠損しかつマーカー遺伝 

子を組み込んだ組換え HBV ベクターを構築 

し HBV in vitro 感染系に利用可能な培養細 

胞系を探索することとした。 
 
 
B. 研究方法 

組換え HBV ベクターの構築 

HBV は genotype A を用いた。HBV 発現ベ 

クターは CMV IE プロモーターより HBV 

pregenomic RNA を合成する pCSH4 プラスミ 

ドを用いた。組換え HBV ベクターでは、HBV 

ゲノムサイズが変化することのないよう 

GeneArt（ライフテクノロジーズ）を使って 

マーカー遺伝子（新たに Halo-tag 、 

tdTomato）等対象 DNA を HBV ベクターの HBV 

S 遺伝子およびその近傍の部位と塩基数を 

合わせて置換した。さらに HBV ベクターの 

改良も行った。感染成立の検出感度を高め 

るためマーカー遺伝子の発現プロモーター 

を HBV S 遺伝子プロモーターから CMV IE 

プロモーターに置き換えること、また、よ 

り安全性を高めるため pregenomic RNA 合成 

を抑制することが知られている core 遺伝 

子プロモーター変異を導入すること、およ 



 

び、全 HBV 遺伝子内へ変異（stop codon） 

を導入することにより HBV ゲノム間の相同 

組換えによる野生型 HBV の出現をより強力 

に抑える対策を講じた。 

組換え HBV パッケージング細胞の作製 

HBV ベクター同様、細胞内での HBV ゲノ 

ム間の相同組換えによる野生型 HBV の出現 

の可能性をより低く抑えるため、HBV 複製 

ドメイン及び polyA シグナルを欠いた HBV 

core、polymerase、X 遺伝子発現用と HBV 

envelope 遺伝子発現用のコンストラクト 

をそれぞれレトロウイルスベクターを介し 

て HepG2 細胞や HEK293 細胞に導入し HBV 

パッケージング用細胞を樹立した。 

組換え HBV の産生と培養細胞への感染 組

換え HBV ベクタープラスミド DNA を安 

定に組み込んだパッケージング細胞の培養 

上清中の HBV を研究に用いた。HBV を各種 

培養条件のもと、4%PEG8000 存在下で感染 

実験を行った。感染成立は RT-PCR による 

HBV mRNA の検出、および HBV ベクターのマ 

ーカー遺伝子の発現により検討した。 

（倫理面への配慮） 

本研究では、HBV ベクターを用いた実験 

を行うことから文部科学省の定める省令 

「研究開発等に係わる遺伝子組換え生物等 

の第二種使用等に当たって執るべき拡散防 

止処置等を定める省令」（平成 16 年文部科 

学省・環境省令第 1 号）・組換え DNA 実験指 

針・金沢大学研究用微生物安全管理規程等 

に則り本学安全委員会等の承認を得て、そ 

の指示の下で研究は進められる。 
 
 
C. 研究結果 

組換え HBV ベクターの構築 感染成立の検出

感度を高めるためマーカ 

ー遺伝子の発現プロモーターを HBV S 遺伝 

子プロモーターから CMV IE プロモーターに 

置き換えた HBV ベクターを作製した。これ 

らベクターでは、sNanoLuc 等マーカー遺伝 

子の発現を従来に比べ 100 倍以上高めるこ 

とができた。また、より安全性を高めるた 

め pregenomic RNA 合成を抑制することが知 

られている core 遺伝子プロモーターへの 

変異を導入するとともに、全 HBV 遺伝子へ 

変異（stop codon）を導入した HBV ベクタ 

ーを構築した。これら HBV ベクターは 105
 

〜107/ml の HBV 粒子を培養液中に放出させ 

ており従来のものと同程度で低下すること 

はなかった。 この結果、HBV ベクターでは 

少なくとも全ゲノムの 43.1%（1,388 塩基） 

を外来 DNA と置換できることがわかった。 

組換え HBV パッケージング細胞の作製 

昨年度樹立した HepG2 由来のパッケージ 

ング細胞 HepG2PH は〜106/ml の組換え HBV 

粒子を産生することが示された。今回作製 

した HEK293 由来のパッケージング細胞 

29392 は 107/ml とより多くの組換え HBV を 

産生することができる。しかし、抗 HBs 抗 

体、抗 HBc 抗体を用いた免疫沈降法による 

解析から多くの未成熟 HBV 粒子の存在が示 

唆された。 

HBV in vitro 感染系について 

HBV レセプター候補 NTCP 遺伝子の安定発 

現株を HuH7 細胞および HepG2 細胞より樹立 

した。これら細胞への HBV 感染効率は低く 

かった（全細胞の 0.1%以下と推定された）。 

iPS 細胞 Dotcom より分化誘導した細胞では 



 

HBV-GLuc の感染実験からマーカー遺伝子 

GLuc の発現がみられ感染成立が示唆され、 

現在詳細な解析を進めている。 
 
 
D. 考察 

HBV ベクターの改変について 

組換え HBV のマーカー遺伝子の発現量を 

上げることは HBV 感染成立の検出感度をさ 

らに高める上で重要である。マーカー遺伝 

子の発現に利用していた S 遺伝子プロモー 

ターをより強力な CMV IE プロモーターと置 

き換えることによりマーカーの発現を高め 

ることができ HBV 感染をより容易に高感度 

に検出できるようになる系を作り上げるこ 

とができた。また、このような強力なプロ 

モーターの HBV ゲノムへの導入が組換え 

HBV 産生に影響をあたえることはないこと 

がわかった。ベクターとしてより安全性を 

高めるため全 HBV 遺伝子に stop codon 変異 

を導入した組換え HBV ベクターを構築した 

がこれらの変異導入も組換え HBV 産生に影 

響することは無かった。HBV 感染メカニズ 

ムや HBV 感染に関与する宿主因子の網羅的 

探索、HBV 感染を阻止する化合物の探索に 

有用なツールになると考えている。 

組換え HBV のパッケージング細胞について 

HepG2 細胞に加えて、遺伝子の導入・培 

養増殖の容易な HEK293 由来のパッケージ 

ング細胞 29392 を樹立した。この細胞は 

107/ml とより多くの組換え HBV を産生する 

ことができるが、抗 HBs 抗体、抗 HBc 抗体 

を用いた免疫沈降法による解析から多くの 

未成熟 HBV 粒子の存在が示唆された。さら 

に効率の良い HBV 産生系とするには不足し 

ていると思われる HBV エンベロープ蛋白質 

の供給を増やす必要があると考えている。 

HBV in vitro 感染系について 

HuH7 細胞および HepG2 細胞由来の NTCP 

安定発現細胞は HBV に感染可能となるが、 

HepaRG 細胞と比べると効率は低い。期待し 

たほど感染効率が上がらないことから HBV 

感染の分子メカニズムは複雑でこれら細胞 

には足りない複数の宿主因子が関与してい 

ることが予想される。現在、組換え HBV ベ 

クターを使ってこれら宿主因子の網羅的探 

索を進める準備を行っている。iPS 細胞の 

分化誘導によって得られる肝細胞は肝臓特 

異的遺伝子の発現量等その特性が多様であ 

ることから HBV に対する感受性についても 

同様であると考えられる。さらに多種の 

iPS 細胞について肝細胞への分化誘導と 

HBV 感染能獲得について検討することで 

HBV 感染研究により適した in vitro 感染系 

が見いだされると考え進めている。 
 
 
E. 結論 

従来よりマーカー遺伝子の発現を 100 倍 

高め、HBV 感染を高感度に検出する HBV ベ 

クターを構築でき、HBV 感染メカニズムや 

HBV 感染に関与する宿主因子の網羅的探索、 

HBV 感染を阻止する化合物の探索に有用な 

ツールになると考えている。 

HEK293 細胞を用いて 107/ml の HBV を産 

生する効率の良い新たな HBV パッケージン 

グ系を作った。 

iPS 細胞より分化誘導した肝細胞では 

HBV の感染が認められ、in vitro 感染の有 

用な系となる可能性を示唆した。 



 

F. 研究発表 1.

論文発表 

なし 2.学会発

表 

黒木和之、久保周子：HBV ベクターの構築 

第 61 回日本ウイルス学会学術集会 2013 

年 11 月 10 日〜12 日（神戸、神戸国際会議 

場） 
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HBV 感染におけるリン酸化タンパク質の機能解析 

 
分担研究者：岡本 徹 大阪大学微生物病研究所 助教 

 
 
 

研究要旨：HBV の受容体であるヒト NTCP を発現するトランスジェニックマウスの作製 
を遂行するとともに、酵母ツーハイブリッドスクリーニングで、HBx 蛋白質と相互作 
用する分子として FBXL5 が同定した。FBXL5 は CUL1/SKP1 と複合体を形成し、HBx 蛋白 
質を特異的にユビキチン化し、プロテアソームによって分解する分子であることが示 
唆された。 

 
A. 研究目的 
B 型肝炎ウイルス(HBV)は肝癌を発症する 
ウイルスであり、世界でも２億人もの感染 
者がいるとされている。治療薬としては逆 
転写阻害剤が用いられているが、その著効 
率は低く、また一生涯服用せねばならず、 
有効な治療法とは言い難い。様々なウイル 
スは宿主細胞への感染を成立させるために、 
近年、HBV の受容体として同定された Na+ 
依存的胆汁酸胆汁酸トランスポーター 
(NTCP)は、ヒト NTCP は HBV の受容体として 
機能するが、マウスの NTCP は機能しないこ 
とから、HBV が感染できる動物種を NTCP が 
規定している可能性が示唆された。そこで、 
ヒトの NTCP を発現するトランスジェニッ 
クマウスを作製し、HBV 感染を許容できる 
マウスができるかを検討する。また、HBV 
の複製や発癌に関与する HBx 蛋白質の機能 
解析を行うため、酵母ツーハイブリッド法 
により HBx 蛋白質と相互作用する宿主蛋白 
質の同定を行った。 

 
B. 研究方法 
HBV は効率の良く複製できる動物モデルが 
ない。そのため、近年 HBV の受容体として 
同定されたヒト NTCP を発現するトランス 
ジェニックマウスを作製し、HBV 感染に感 
受性を持つマウスができるかを検討する。 
HBx 蛋白質との相互作用する分子を同定す 

るため、酵母ツーハイブリッドスクリーニ 
ングを行った。 
（倫理面への配慮） 本研究にあたっては、試
料提供者、その家族、 および同様の肝疾患患
者の人権、尊厳、利益 が保護されるよう十
分に配慮する。具体的に は、厚生労働省等
で検討されている「ヒトゲ ノム解析研究に
関する共通指針」に則り各研 究実施機関の
医学研究倫理審査委員会に申請 し、インフ
ォームドコンセントに係る手続き を実施し、
また提供試料、個人情報を厳格に 管理、保
存する。 

 
C.    研究結果 
HBV の受容体候補であるヒト型 NTCP を発現 
するマウスを作製するため、肝臓特異的な 
プロモーターである、アルブミンプロモー 
ターの下流にヒト NTCP の cDNA を挿入し、 
マウス胚へ導入し、ヒト NTCP 発現マウスを 
得た。 
HBx 蛋白質と相互作用する新規分子とし 

て FBXL5 を同定した。FBXL5 は HBx と相互 
作用し、CUL1/SKP1 と複合体を形成し、HBx 
をユビキチン化しプロテアソーム依存的に 
分解することが明らかとなった。 

 
D. 考察 
得られたヒト NTCP 発現トランスジェニッ 
クマウスが HBV 感染を許容することができ 
るかについて早急に検討する。 



 

HBx 蛋白質の分解メカニズムを明らかに 
することで、HBV 複製や病原性をコントロ 
ールできると考えられる。 

 
E. 結論 
ヒト NTCP を発現するトランスジェニック 
マウスを作製した。また、HBx 蛋白質が 
FBXL5 と相互作用し、ユビキチン化を受け 
て分解されていることを見いだした。 
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分担研究報告書 
 
 

細胞表面の糖鎖変化と HBV 感染に関する研究 
 
 

三善英知 大阪大学大学院医学系研究科 機能診断科学 教授 
 
 
研究要旨：糖鎖は細胞表面の多くのタンパク質に結合し、その構造は炎症やがんに伴って 

変化することが知られている。本研究では、いくつかの糖鎖改変肝がん細胞と HBV 感染 

細胞 HB611 を用いて、HBV の感染性の変化について検討した。そしていくつかの糖鎖変 

化の中でフコースによる糖鎖変化（フコシル化）とシアル酸による糖鎖変化（シアリル化） 

に注目し、糖鎖による HBV 感染性変化の分子機構に関して考察した。 
 
 
 
 

A. 研究目的 

HBV(B 型肝炎ウイルス) には肝細胞特 

異的な受容体の存在が示唆されるが、今日 

まで確実なものは同定されていない。しか 

し 2012 年末に中国のグループから NTCP 

(Sodium taurocholate cotransporting 

polypeptide) というトランスポータ ー が 

HBV の新しい受容体として報告された。恐 

らく、HCV 受容体の場合と同様に、NTCP 

が単独で受容体として機能するものではな 

く、複数のタンパクの複合体として機能す 

ることが想定される。一般的に、多くの膜 

表面のタンパク質には糖鎖が存在し、その 

機能制御に関わることが知られてきた。 

NTCP にも N 型糖鎖付加部位が２箇所存在 

し、NTCP と複合体を作るタンパク質も糖 

鎖を持つと想定される。本研究では、細胞 

表面の糖鎖構造を変化させることによって、 

HBV  の感染性がどのように変化するかを 

検討することを手始めとして、その分子機 

構の解明を目指す。 
 
 
B.  研究方法 これまで長年研究を続けて来

た 3 つの糖 

転移酵素 N-アセチルグルコサミン転移酵 

素 III, V (GnT-III, GnT-V) および α1-6 フコ 

ース転移酵素(FUT8)を、遺伝子導入により 

いくつかの肝がん細胞に過剰発現させた。 

そして得られたクローン間での HBV の感 

染性を、名古屋大学の黒田俊一教授が作成 

した HBV の擬似粒子である Cy3 標識の 

Bionanocapsule (BNC)を用いて検討したと 

ころ、糖鎖変化と HBV の感染性に違いが 

認められた。平成 24 年度は、糖鎖構造解析 

法として主にレクチンを用いたが、平成 25 

年度は本研究分担者の１人である三﨑 亮 

博士と共同で mass spectrometry (LCMS) に 

よる解析も行った。また、BNC の取り込み 

も平成 24  年度は蛍光顕微鏡による観察で 

行ったが、平成 25 年度は定量性をもって測 



 

定できる flow cytometry 法 (FACS) で検討 

した。HBV genome を発現させた HB611 と 

その親株である Huh6 細胞において、著明 

な糖鎖構造の変化と BNC の感染性に違い 

を認めたため、平成 25 年度は特にこの２種 

の細胞を中心として、BNC 取り込みに影響 

する糖鎖構造を同定するため、より詳細に 

検討することとし、実験を精力的に進めた。 

（倫理面への配慮）本研究は、培養細胞 

レベルの研究なので、臨床サンプルを扱う 

場合のような倫理面での問題はない。また、 

遺伝子改変細胞を扱うための、遺伝子組み 

換え実験の承認は得ている。HBV の細胞実 

験に関しては、P2 レベルの施設を使用する 

とともに、大臣承認の実験許可を文部科学 

省から得ている。 
 
 
C.  研究結果 

HB611 細胞と Huh6 細胞で BNC の取り込 

みを FACS で解析したところ、MFI (Mean 

Fluorescence Intensity) が 2 倍以上 HB611 細 

胞で上昇していた。そこでいくつかのレク 

チンを用いてこの２つの細胞の糖鎖解析を 

行ったところ、コア型フコースとシアル酸 

の増加、バイセクト型および β1-6 結合 

GlcNAc 糖鎖の減少が認められた。一方、 

ルイス型フコースや ConA 結合型糖鎖には 

差を認めなかった。バイセクト型糖鎖の減 

少は、1995 年の J. Biol. Chem.に既に報告し 

ている既知の知見のため、今回は増加の著 

しかったコアフコースとシアル酸に注目す 

ることとした。まず、フコシル化関連遺伝 

子の発現を real-time PCR で検討したところ、 

コアフコースを生合成する唯一の糖転移酵 

素である FUT8 の発現が 5 倍以上 HB611 細 

胞で高かった。次に、これらの糖鎖変化が 

HBV  感染によって誘導されたものか否か 

検討するために、HB611 細胞をインターフ 

ェロン α で処理したところ、濃度依存性に 

BNC の取り込みが抑制されるとともに、シ 

アル酸とコアフフコース量にも低下が認め 

られた。これらの糖鎖変化が結果なのか原 

因なのかを知るため、HB611 細胞をシアリ 

ダーゼ処理して BNC の感染性を検討した。 

するとシアリダーゼ処理によって SSA（シ 

アル酸認識レクチン）との結合性は 50％低 

下し、BNC の取り込みも 20-25％低下した。 

次にウイルスベクターを用いて HB611  細 

胞の FUT8 遺伝子をノックダウンしたとこ 

ろ、PhoSL（コアフコース認識レクチン） 

との結合性の低下とともに、BNC の取り込 

みも 10-15％低下した。また preliminary な 

実験データではあるが、FUT8  遺伝子の発 

現量と HBV 受容体候補の NTCP の遺伝子 

発現の間に、相関が認められた。 Mass 

spectrometry による HB611 と Huh6 の細胞 

表層の糖鎖構造解析結果に関しては、三崎 

先生の報告書をご参照いただきたい。 
 
 
D. 考察 

25 年度の研究結果から、HBV の感染に 

は、コアフコースとシアル酸の関与が重要 

であることが考えられた。ノックダウンお 

よびシアリダーゼ処理による検討から、こ 

れらの糖鎖変化は Huh6 に HBV 遺伝子が導 

入された結果生じた変化というだけでなく、 

もっと能動的に HB611 細胞により BNC が 

取り込まれやすい原因となっている可能性 



 

が推察された。インフルエンザの場合は、 

自らが産生するシアリダーゼによって感染 

した細胞から次の細胞へ感染する時に宿主 

となる細胞のシアル酸を除去する。このシ 

アリダーゼの阻害薬こそがタミフルであり、 

実際のインフルエンザの治療薬に使われて 

いる。HBV が自らのウイルスを感染もしく 

は増殖させやすい環境に、宿主細胞の糖鎖 

改変という手段を利用することは十分考え 

られる。肝がん細胞の表面分子には多くの 

シアル酸をもつ糖タンパクが存在する。 

HBV  受容体は複合体であることが想定さ 

れるが、これらの中にシアル酸の標的分子 

が含まれる可能性は十分あり、その同定は、 

感染メカニズムの解明に非常に大きな一歩 

となることが予想される。今後の重要な課 

題である。一方、コアフコースは、ほとん 

どの膜受容体に存在すると想定されるが、 

その量の増減によって受容体自体の機能が 

影響され、下流の細胞内シグナルが変化し、 

糖鎖とは全く異なるタンパク質の遺伝子発 

現 が 誘 導 さ れ る 場 合 が あ る 。 ま だ 

preliminary な結果ではあるが、私たちが掴 

んだ HB611  と親株の Huh6  に見られた 

FUT8 遺伝子発現と NTCP 遺伝子発現の相 

関性は、複雑な経路によって NTCP の遺伝 

子発現が HB611  で増加した可能性も考え 

られる。26 年度はヒト NTCP 遺伝子をクロ 

ーニングし、遺伝子工学的に２箇所の糖鎖 

付加部位をつぶしたものとの比較により、 

NTCP 自体の糖鎖機能についても検討を進 

める予定である。 
 
 
E. 結論 

HBV ゲノム遺伝子を導入した HB611 細胞 

では、親株の Huh6 細胞に較べてコアフコ 

ースとシアル酸の量が増加していた。特異 

的遺伝子のノックダウンやシアル酸消化に 

よる検討から、これらの糖(鎖)が疑似 HBV 

ウイルス粒子である BNC の取り込みに関 

与している可能性が考えられる。 
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研究要旨：これまでに、糖鎖はタンパク質の分解からの保護や生理活性に寄与するだけで 

はなく、癌の悪性化など病態とも密接に関わることが分かってきた。いくつかのウイルス 

感染とも密接な関係にあることが指摘されており、HBV に関してもその感染に糖鎖が必要 

であることが報告されている。しかし、実際にウイルスもしくは宿主細胞由来のどのよう 

な糖鎖構造がウイルス感染や病態発症機構に寄与するのかについては明らかにされていな 

い。本研究課題では、「in vitro 糖鎖改変技術」「糖鎖構造解析技術」「タンパク質細胞内 

輸送経路解析技術」の３技術を駆使することで、ウイルスおよび宿主細胞由来糖鎖構造と 

HBV 病態発症機構との関係解明に迫り、「糖鎖を標的とした治療戦略の開発」を目指す。 
 
 
 
 

A. 研究目的 

本研究では、HBV 表面抗原糖鎖の改変と 

HBV 感染細胞の糖鎖修飾変動から HBV 病態 

発症機序の解明を行い、糖鎖を標的とした 

創薬を目指す。 

研究代表者が開発した HBV 膜粒子を被覆 

した擬似 HBV（HBV pseudotype particle: 

HBVpp）が感染系の構築に有効な材料である 

ため、HBVpp 発現細胞の培養液中より HBVpp 

を大量精製し、in vitro にて糖鎖改変を目 

指す。HBVpp の作成が上手くいかない場合 

も考慮し、他研究分担者が酵母にて作成し 

た HBV 表面抗原（HBsAg）を表面に提示した 

精製済 baio-nanocapsule（BNC）を利用す 

ることも視野に入れる。また、当研究分担 

者サイドでも昆虫細胞・バキュロウイルス 

発現系を利用して HBVpp の作成を行う。最 

終的に糖鎖構造を任意に改変した HBVpp の 

感染能力と細胞内での動態を解析する。 

また、HBV 感染が宿主細胞の糖鎖分布お 

よび糖鎖修飾関連酵素の発現量にどのよう 

な影響を及ぼすのかを調査する。他研究分 

担者と共同して HBVpp 感染、非感染細胞の 

糖鎖プロファイルを作成し、ウイルス感染 

による糖鎖修飾の変動を追跡する。 
 
 
B. 研究方法 

○HBVpp の構築と精製 

HBVpp 発現用ベクターを 25 cm2 フラスコ 

10 mL の血清入り培地にて培養したヒト肝 

癌細胞由来ウイルスパッケージング細胞に 

形質導入した。形質導入２日後に、培地を 



 

無血清培地 10 ml に変換し、更に 5 日間培 

養を行った。得られた培養液と細胞を遠心 

分離し、抗 HBsAg 抗体を用いたウエスタン 

ブロッティングにより両画分に含まれる 

HBVpp を検出した。HBVpp の生産が認められ 

た培養液 5 ml について、225 cm2 フラスコ 

で培養したヒト肝癌細胞由来ウイルスパッ 

ケージング細胞培養液 100 ml に添加し、7 

日間培養後、培養液から HBVpp の精製を試 

みた。 

回収した培養液に対して、PEG8000 を 6% 

となるように加え 4℃で 16 時間静置した。 

遠心分離により沈殿を回収し、5 mM リン酸 

ナトリウム緩衝液（pH6.8）中に沈殿を再懸 

濁した。再懸濁液を遠心分離し、得られた 

上清をフィルター濾過した。上記リン酸ナ 

トリウム緩衝液で平衡化したハイドロキシ 

アパタイトカラムに濾液を供し、同緩衝液 

でカラムを洗浄した。続いて、緩衝液濃度 

を 50 mM ずつ段階的に上げた溶出液を供し、 

目的 HBVpp の溶出を行った。 

BNC については、糖鎖改変を行う前に実 

際にどのような糖鎖が付加されているのか 

を確かめる必要があるため、後述する方法 

に従って糖鎖構造解析を行った。 

一方、昆虫細胞を利用した HBVpp の作成 

を試みた。バキュロウイルスタンパク質組 

換え生産系を利用するため、まず HBsAg 発 

現ベクターの構築を行った。次に、生産宿 

主として選抜した Sf9 細胞を 6 穴プレート 

にて血清入り培地で培養し、構築した発現 

ベクターを用いて形質導入を行った。3 日 

間培養を行った後、得られた培養液と細胞 

を遠心分離し、抗 HBsAg 抗体を用いたウエ 

スタンブロッティングにより両画分に含ま 

れる HBsAg を検出した。 
 
 
○糖鎖プロファイルの作成（HBV ゲノム遺 

伝子を保持するヒト肝癌細胞 Huh6（HB611） 

の糖鎖構造解析） 

培養後の細胞を PBS で十分に洗浄し、ア 

セトンを添加することで脱脂、脱水を行い 

糖タンパク質試料とした。乾燥後、糖タン 

パク質に N-グリコシダーゼ F を添加、37℃ 

で 24 時間インキュベートすることで糖鎖 

の切り出しを行った。セルロースカートリ 

ッジを利用して切り出した糖鎖を精製後、 

糖鎖に 2-アミノピリジンを付加し還元す 

ることで糖鎖のピリジルアミノ（PA）化蛍 

光標識を行った。次に、試料をフェノール・ 

クロロホルム抽出し、未反応 2-アミノピリ 

ジンを除去後、再度セルロースカートリッ 

ジに供し PA 化糖鎖を精製した。糖鎖構造の 

分析には、高速液体クロマトグラフィー 

（HPLC）および液体クロマトグラフィー/ 

質量分析（LC/MS）を用いた。上記において 

調製した PA 化糖鎖を陰イオン交換カラム 

を用いた HPLC に供した（酸性糖の分離・精 

製）。得られたピークを回収し乾燥後、続い 

てオクタデシルシリルカラムを用いた逆相 

HPLC に供した（中性糖の分離・精製）。同 

様に得られたピークを回収し、アミノカラ 

ムを用いた LC/MS に供して糖鎖の分子量を 

決定した。更に、MS/MS を行うことで糖鎖 

構造を解析した。対象実験に野生型 Huh6 

細胞を用いることで、糖鎖構造の比較を行 

った。 



 

○糖鎖プロファイルの作成（BNC の糖鎖構 

造解析） 

十分に乾燥した BNC に対して無水ヒドラ 

ジンを添加、100℃で 10 時間インキュベー 

トすることで糖鎖の切り出しを行った。過 

剰量のアセトンを添加し、遠心分離により 

得られた沈殿に対し、飽和炭酸水溶液およ 

び無水酢酸を添加することで、糖鎖の N-ア 

セチル化を行った。陽イオン交換カラムク 

ロマトグラフィーおよびセルロースカート 

リッジを利用して糖鎖を精製した。2-アミ 

ノピリジンを用いた糖鎖の蛍光標識および 

HPLC、MS を利用した構造解析は上述した 

Huh6 細胞糖鎖構造解析の手順に従った。MS 

分析については、糖鎖分子量が大きいため 

マトリックス支援レーザー脱離イオン化法 

飛行時間型質量分析計（MALDI-TOF-MS）も 

使用した。 
 
 
○HBVpp 発現細胞における糖鎖修飾酵素遺 

伝子の発現量の解析 

HBVpp を発現したヒト肝癌細胞由来ウイ 

ルスパッケージング細胞より mRNA を抽出 

し、これを基に合成した cDNA を鋳型として 

定量 RT-PCR を行った。発現量解析の標的遺 

伝子として、分岐型糖鎖合成に関わる  

1,6-フコース転移酵素、N-アセチルグル 

コサミン転移酵素 III および V 各遺伝子を 

選抜した。 
 
 
（倫理面への配慮） 本研究課題で使用す

る研究材料について 

は、培養細胞等について一般的なものであ 

り個人情報を含むものは無い。また、遺伝 

子組換え実験の対象となるため、実験開始 

前に大阪大学に組換え実験計画書を提出、 

承認を得ている。よって、倫理面での問題 

は無い。 
 
 
C. 研究結果 

○HBVpp の構築と精製 抗原認識部位の異

なる数種の抗 HBsAg 抗 

体を用いてウエスタンブロッティングを行 

った結果、ヒト肝癌細胞由来ウイルスパッ 

ケージング細胞を利用することで培地 1 ml 

あたり数十～数百 ng 程度の PreS1 および 

PreS2 領域を持つ HBVpp を生産できた。一 

方で、精製の課程での HBVpp 喪失量が大き 

いことも判明した。 

バキュロウイルスタンパク質組換え生産 

系では、発現ベクターを形質導入した宿主 

細胞内において PreS1 領域を保持する 

HBsAg の生産を認めたが、培地への分泌は 

確認できなかった。 
 
 
○糖鎖プロファイルの作成（HBV ゲノム遺 

伝子を保持するヒト肝癌細胞 Huh6 の糖鎖 

構造解析） 

HB611 と野生型 Huh6 細胞由来全糖タンパ 

ク質糖鎖の構造解析を行った。この結果、 

まず野生型 Huh6 細胞からは、N-アセチルグ 

ルコサミン（GlcNAc）、マンノース（Man）、 

ガラクトース（Gal）、シアル酸（Sia）から 

成る以下の糖鎖 Man8-9GlcNac2 （71.6%）、 

Man3GlcNAc2 （ 6.8% ）、 GlcNAc2Man3GlcNAc2 

（1.6%）、GalGlcNAcMan5GlcNAc2 （1.9%）、 

Gal2GlcNAc2Man3GlcNAc2 （ 11.6% ） 、 

Gal2GlcNAc3Man5GlcNAc2   （  3.5%  ） 、 



 

Gal3GlcNAc3Man5GlcNAc2 （  1.6% ）  、 

SiaGalGlcNAcMan4GlcNAc2（1.3%）が得られ 

た。これに対し HB611 細胞からは、フコー 

ス（ Fuc ）結合糖鎖を含む Man5-9GlcNAc2 

（63.1%）、GalGlcNAcMan3GlcNAc2 （1.1%）、 

GalGlcNAcMan5GlcNAc2 （ 1.4%  ） 、 

Man3FucGlcNAc2 （  2.7%  ） 、 

GalClcNAcMan3FucGlcNAc2 （  0.9% ） 、 

GalGlcNAcMan4FucGlcNAc2 （  4.6% ） 、 

GalGlcNAc2Man3FucGlcNAc2  （ 2.9% ） 、 

Gal2GlcNAc2Man3FucGlcNAc2 （ 18.8% ）、 

SiaGal2GlcNAc2Man3FucGlcNAc2（1.8%）が得 

られた。HB611 細胞由来の糖鎖からは、Huh6 

細胞では見られなかったフコース結合糖鎖 

が全体の 31.7%を占める結果となった。 

また、他研究分担者が構築した、分岐型 

糖鎖を合成する酵素 N-アセチルグルコサ 

ミン転移酵素 III および V を過剰生産する 

ヒ ト 肝 癌 細 胞 Hep3B 株 （ そ れ ぞ れ 

Hep3B-GnT-III および Hep3B-GnT-V）の糖鎖 

構造解析を行った。Hep3B-GnT-III 細胞由 

来の糖鎖からは、野生型 Hep3B 細胞では見 

られなかった bisect 型糖鎖が全糖鎖構造 

の中で 5.1%を占め、Hep3B-GnT-V 細胞由来 

の糖鎖からは、Hep3B 細胞では僅かに 0.41% 

を占めた tri-antenna 型糖鎖が 22.2%まで 

増加していることが分かった。 
 
 
○糖鎖プロファイルの作成（BNC の糖鎖構 

造解析） 

出芽酵母に見られる典型的なマンノース 

を複数保持する糖鎖の存在が確認できた。 

ヒトをはじめとするガラクトースやシアル 

酸の付加した動物型の糖鎖の存在は認めら 

れなかった。 
 
 
○HBVpp 発現細胞における糖鎖修飾酵素遺 

伝子の発現量の解析 

HBVpp を発現するヒト肝癌細胞由来ウイ 

ルスパッケージング細胞 から調製 した 

cDNA を用いて qRT-PCR を行ったところ、 

1,6-フコース転移酵素、N-アセチルグル 

コサミン転移酵素 III および V いずれの遺 

伝子についても発現量は野生型細胞と比較 

して大きな違いは見られなかった。 
 
 
D. 考察 

in vitro 糖鎖改変には mg オーダーの 

HBVpp 量が必要であるため、昨年度よりヒ 

ト肝癌細胞由来ウイルスパッケージング細 

胞を用いて精製 HBVpp の確保に努めている 

が、現状では必要量の調製に時間を有する 

と判断した。 

これに対して、BNC は酵母を宿主に生産 

するためスケールアップが簡便であり、必 

要量の確保が容易であると考えられる。BNC 

の糖鎖構造を解析した結果、非還元末端に 

多数のマンノースを持つ典型的な酵母型の 

糖鎖構造を持つことがわかった。このよう 

な糖鎖構造は in vitro での糖鎖構造改変が 

可能である。以上を踏まえ、次年度以降は 

BNC を中心に糖鎖構造の改変を行う予定で 

ある。 

バキュロウイルス生産系を利用した昆虫 

細胞での HBVpp 生産については、HBsAg の 

生産を確認できた。次のステップとして、 

バキュロウイルス表面に HBsAg が提示され 

ているかどうかを検証する。また、HBsAg 



 

を GP64 との融合タンパク質として宿主細 

胞表面に提示させる実験も計画している。 

当該細胞にバキュロウイルスを感染するこ 

とで、HBsAg-GP64 タンパク質を効率よく纏 

ったバキュロウイルスの生産が期待できる。 

HB611 細胞の糖鎖プロファイル解析から、 

肝細胞が HBV ゲノム遺伝子を保持すること 

で、フコースの付加した糖鎖構造の割合が 

顕著に増加することが分かった。この結果 

は、24 年度の研究結果から得られた「HBVpp 

を発現する細胞ではフコース結合型糖鎖が 

顕著に増加する」というデータを強く指示 

するものである。一方、今回は、細胞の全 

糖タンパク質糖鎖の構造を解析した。HBV 

は実際には感染に際して宿主細胞表面に結 

合する。このため、HBV が標的とする細胞 

膜表面の糖タンパク質を調製し、その糖鎖 

構造を解析する必要があると考える。 

24 年度の解析結果から、HBVpp 発現細胞 

では1,6-フコース転移酵素をはじめとす 

る分岐型糖鎖を合成する糖鎖修飾酵素の遺 

伝子発現量が増加していることが示唆され 

たため、HBVpp 発現細胞を調製し糖鎖修飾 

酵素遺伝子の発現量を定量的に分析した。 

しかしながら、qRT-PCR の結果からは野生 

型と比較して各糖転移酵素発現量に大きな 

違いは認められなかった。この結果を受け 

て、糖転移酵素の発現量ではなく基質供給 

に関わる糖ヌクレオチド合成酵素や糖ヌク 

レオチドトランスポーター合成酵素遺伝子 

の発現量が変化している可能性も考えられ 

る。次段階として、糖転移酵素以外の糖鎖 

修飾関連酵素遺伝子の発現量についても調 

査を行いたい。 

E. 結論 

24 年度のデータに加え HB611 細胞の糖鎖 

構造解析の結果から、HBV 感染下にある細 

胞では対照となる非感染細胞と比較して、 

フコース残基を保持する分岐型糖鎖が顕著 

に増加することが分かった。遺伝子レベル 

での糖鎖修飾関連酵素発現レベルの解析を 

進める必要があるが、病態発症細胞の糖鎖 

構造の変化が見えてきた。一方で、ウイル 

ス側の糖鎖構造が感染に及ぼす影響はまだ 

不明のままであるため、疑似ウイルスを利 

用した糖鎖構造改変は急務である。次年度 

以降で上記未解明の事象を明らかにし、治 

療薬開発を見据えた病態発症と糖鎖構造変 

動の関係を突き止める。 
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分担研究報告書 
 
 

HBV 感染による病態発症機構の解析 
 
 

竹原 徹郎 大阪大学大学院医学系研究科消化器内科学、教授 
 
 
研究要旨 ：B 型肝炎の病態の形成における骨髄由来抑制性免疫細胞(Myeloid derived 

suppressor cell, MDSC)の意義を明らかにする目的で、健康成人 21 例、B 型慢性肝炎患者 

54 例、B 型肝硬変患者 5 例、B 型肝癌患者 8 例より末梢血単核球を採取し、CD33+CD11b+
 

CD14+HLA-DR－/low 分画を MDSC と定義しフローサイトメトリーにて MDSC の頻度解析を行った。 

MDSC 頻度は健康成人で 5.8±2.5%、B 型慢性肝炎患者で 6.8±4.9%、B 型肝硬変患者で 5.7 

±3.1%、B 型肝癌患者で 8.8±5.4%であり、各群間で有意差はなかった。ALT や HBs 抗原量 

との相関は認めなかったが、核酸アナログ製剤の投与に関わらず、HBV DNA 4 log copy/ml 

以上の患者の方が、4 log copy/ml 未満の患者に比して MDSC 頻度が有意に低かった(4.2± 

2.1% vs 7.9±5.3%, p<0.01)。B 型肝疾患患者は MDSC の頻度を増減させることで HBV に対 

する免疫反応の調整を行っている可能性が示唆された。 
 
 

共同研究者 

巽 智秀 大阪大学消化器内科学、助教 

大西良輝 大阪大学消化器内科学 大学院生 
 
 
A. 研究目的 

我国の B 型肝炎ウイルス(HBV)感染患者 

は約 150 万人存在すると推定され、HBV 感 

染症の制御・克服は重要な課題である。B 

型肝炎に対しては、エンテカビルなどの核 

酸アナログ製剤による HBV DNA の複製を阻 

害する治療が出現し、B 型肝炎の制御が可 

能となってきているが、肝内における 

cccDNA の残存があり、根治は難しい。また 

IFN により治療成績はセロコンバージョン 

が 30％程度にとどまっている。HBV による 

慢性肝炎、肝硬変、肝細胞癌などの病態の 

形成には宿主免疫応答が重要である。これ 

まで、HBV に対する CTL や抗体産生等の獲 

得免疫や NK 細胞などの自然免疫について 

は数多くの研究がなされてきており、B 型 

肝炎の病態への関与が明らかになりつつあ 

る。これら免疫応答の活性化は HBV の排除 

や、病態進展の制御、発癌コントロールに 

重要である。一方で宿主免疫の抑制により、 

B 型肝炎の病態が進展することが考えられ 

る。近年、制御性 T 細胞や骨髄由来抑制性 

免疫細胞 (Myeloid derived suppressor 

cell, MDSC)が、免疫システムを抑制する免 

疫細胞として注目されている。制御性 T 細 

胞についてはすでに B 型肝炎において報告 

が散見されるが、MDSC については、未だ不 

明なままである。MDSC は、myeloid 前駆細 
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胞および未熟 myeloid 細胞（ immature 

myeloid cells；iMCs）から構成されるヘテ 

ロな細胞集団である。通常、造血幹細胞か 

ら分化した myeloid 前駆細胞は iMC を経て、 

成熟好中球、マクロファージまたは樹状細 

胞に分化する。MDSC は癌における増加で見 

出された細胞であるが、現在では細菌感染、 

寄生虫感染、急性および慢性炎症、外傷ス 

トレス、敗血症、移植など様々な局面で自 

然免疫系および獲得免疫系を抑制し、免疫 

応答を制御することが明らかにされている。 

MDSC は Arginase-1 や NO、ROS を介して T 

細胞の増殖抑制・機能抑制をしたり、NK 細 

胞機能抑制、樹状細胞の分化の阻害や機能 

抑制をおこすことが報告されている。また 

最近 B 細胞機能も抑制することがマウスの 

系で示されており、各種免疫応答を統合的 

に阻害することが示されている。また制御 

性 T 細胞の誘導も促進する。肝 MDSC につい 

ては、肝細胞癌マウスモデルで NK 細胞機能 

の抑制がしめされ、ヒト肝細胞癌患者でも 

MDSC による制御性 T 細胞の誘導や NK 細胞 

機能の抑制が示されている。MDSC の B 型肝 

ヒト MDSC では定まったマーカーは確立し 

ていない。ヒト MDSC では、CD33、HLA-DR、 

CD11b、CD14 を組み合わせて同定した報告 

が 多 く 、 本 研 究 で は 、 CD33+CD11b+ 

CD14+HLA-DR－/low 分画を MDSC と定義した(図 

1)。同分画は共培養にて T 細胞の IFN-γの 

産生を抑制した。 

大阪大学医学部附属病院臨床研究倫理審 

査委員会承認のプロトコールを用いて B 型 

肝炎患者末梢血単核球を採取し、フローサ 

イトメトリーにて頻度解析を行った。 
 
 
（倫理面への配慮） 本研究遂行にあたって

は、事前に施設倫理 委員会にて実験内容が

承認され、B 型肝炎 患者及び健康者に文書

を用いて説明の上、 署名による同意を得た

上で、採血し解析を 行った。 

炎における意義についての報告は現在まで 
HLA-DR CD33 

ないが、B 型肝炎の病態を形成する一因と 

なっている可能性がある。本研究では、B 

型肝炎の病態における MDSC の意義を明ら 

かにすることで、新たな治療戦略の構築を 

目指すことを目的としている。 
 
 
B. 研究方法 

MDSC はフローサイトメトリーを用いて 

細胞表面マーカーで同定される。マウスで 

は CD11b+Gr-1+細胞を MDSC としているが、 

図 1  B 型肝炎患者における MDSC 同定 
 
 
C. 研究結果 

対象は健康成人 21 例、B 型慢性肝炎患者 

54 例、B 型肝硬変患者 5 例、B 型肝癌患者 8 

例である。各群年齢はそれぞれ平均 46±14 

歳、52±15 歳、62±7 歳、63±7 歳であっ 

た。全対象者の年齢と MDSC の頻度の間には 

弱い相関があり、加齢により MDSC 頻度が増 

加傾向にあった（r=0.34, p<0.01）。性別で 



 

は差はなかった。MDSC 頻度は健常人で 5.8 

±2.5%、B 型慢性肝炎患者で 6.8±4.9%、B 

型肝硬変患者で 5.7±3.1%、B 型肝癌患者で 

8.8±5.4%であり、B 型肝癌患者で多い傾向 

があったが、有意差はなかった（図 2）。B 

型慢性肝炎患者では様々な病態が含まれて 

いるためか、MDSC 頻度のばらつきが大きか 

った。 

 

図 2 B 型慢性肝疾患の各群での MDSC 頻度 
 
 

B 型慢性肝炎患者内での検討では、HBs 

抗原や HBe 抗原の有無では両群間に有意差 

はなかった。HBV DNA 4 log copy/ml 以上 

の患者において、4 log copy/ml 未満の患 

者に比して MDSC 頻度が有意に低かった 

(4.2±2.1% vs 7.9±5.3%, p<0.01)（図 2）。 

核酸アナログを使用してない患者のみで同 

様の解析を行っても、HBV DNA 4 log copy/ml 

以上の患者において、4 log copy/ml 未満 

の患者に比して MDSC 頻度が有意に低かっ 

た。HBV DNA 4 log copy/ml 未満の例では 

核酸アナログ使用例が多かったが、核酸ア 

ナログ製剤の有無による MDSC の頻度には 

有意差を認めなかった。以上より MDSC は、 

核酸アナログ使用に関わらず、HBV DNA の 

増加により MDSC 頻度が低下することがあ 

きらかとなった。 

 
図 3 B 型 慢 性 肝 炎 患 者 に お け る 

HBV-DNA4 log copy/ml 未満と 4 log copy/ml 

以上の患者での MDSC の頻度の比較 
 
 
D. 考察 

フローサイトメトリーにて CD33+CD11b+ 

CD14+HLA-DR－/low 分画の MDSC を同定するこ 

とが可能であった。健康成人と B 型慢性肝 

疾患患者において MDSC の頻度の差は認め 

なかったが、B 型慢性肝疾患患者において 

MDSC の頻度のばらつきが大きかった。B 型 

肝炎の様々な病態を反映しているものと推 

察された。 

HBV DNA 量が増加により MDSC の頻度は有 

意に低下した。HBV DNA 量が増えることで、 

宿主はウイルス排除を促進するために 

MDSC を低下させ、免疫を賦活化し HBV 排除 

を促進し、逆に HBV DNA 量が低下すれば、 

過度な炎症を抑制するために MDSC を増加 

させ免疫を抑制している可能性が示唆され 

た。C 型慢性肝炎では、MDSC の増加がウイ 

ルス量の増加と相関していることが報告さ 

れているが、B 型慢性肝炎での MDSC の動態 

は C 型慢性肝炎と大きく異なり、B 型肝炎 

ウイルスによる MDSC の制御が、病態形成に 

関与していることが示唆された。MDSC 頻度 



 

を調節している因子については今後の検討 

が必要である。 
 
 
E. 結論 

HBV 感染状態において、宿主は MDSC を調 

節により HBV に対する免疫を調節している 

可能性が示唆された。 
 
 
F. 研究発表 1.論文発
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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） 分担研究報

告書 
 
 

HBV  複製抑制機構におけるトリプトファン代謝酵素（IDO）の関与 
 

 
考藤達哉 国立国際医療研究センター 肝炎・免疫

研究センター 肝疾患先進医療研究室長 
 
 

研究要旨 ：Indoleamine-2,3-dioxygenase（IDO）はトリプトファンをキヌレニンに代 

謝し、免疫抑制作用を発揮する。HBV 複製肝癌細胞において、IDO は ISG として機能し、 

HBV 複製を抑制することが報告されている。昨年度の検討により、B 型慢性肝炎患者では 

IDO 活性が亢進していること、肝細胞における IDO 活性の誘導には、HBV 感染に加えて 

炎症の関与が必要であることが示された。 

今年度は、HBV 複製肝細胞における ISG 誘導の機序と、HBV 複製への関与を明らかに 

することを目標とした。1.4 倍長 HBV ゲノムを Huh7 に遺伝子導入した細胞（HBV-Huh7） 

を、非感染者より分離した樹状細胞（DC）、NK 細胞と共培養し、I 型、III 型 IFN の産生 

量、HBV 複製能、HBV-Huh7 での ISG、IDO 誘導を評価した。NK 細胞は HBV-Huh7 

との共培養によって IFN-γを産生し、HBV 複製を抑制した。NK 活性は DC が共存する 

ことで、IFN-α、IFN-λ依存性に増強した。HBV-Huh7 における ISG（IFIT1、PKR な 

ど）は IFN 依存性に誘導され、HBV 複製と逆相関した。また NK、DC の共存下におい 

て IDO が誘導された。以上の結果より、NK 細胞、DC は HBV 感染細胞を認識し、ISG、 

IDO などの誘導を介して HBV 複製を抑制することが示唆された。 
 
 
 
 

A. 研究目的 

樹状細胞（DC）は HBV のゲノム、蛋白 

などを感知し、I 型、III 型 IFN を産生し、 

免疫系の活性化に関与する。また NK 細胞 

は IFN-γ 産生を介して HBV 感染細胞の

障 害や HBV 複製抑制に関与する。肝臓

にお ける効率のよい ISG 誘導が HBV 複

製の抑 制に重要であると考えられるが、

その詳細 は 明 ら か で な い 。 

Indoleamine-2,3-dioxygenase（IDO）はト 

リプトファンをキヌレニンに代謝し、免疫 

抑制作用を発揮する。IDO は IFN-γ で誘

導 される肝 ISG の側面も持っており、

HBV 複製を抑制することが報告されてい

る。本 年度は、HBV 発現肝細胞における 

IDO 活 性と、その誘導機序を検討し、抗 

HBV 作 用を介した治療標的としての可

能性を明ら かにすることを目的とした。 
 
 
B. 研究方法 



 

今年度は 1.4 倍長の HBV ゲノムを Huh7 

に遺伝子導入する系（HBV-Huh7）を用い 

た。 HBV に感染していない健康成人の 

PBMC からソーティングによって DC サブ 

セット（PDC、MDC、BDCA3DC）と NK 

細胞を採取した。HBV-Huh7 を、ヒト末梢 

血から分離した DC サブセットと NK 細胞 

と共培養し、I 型、II 型、III 型 IFN の産生 

と肝細胞 ISG の誘導と IDO の発現、及び 

HBV 複製抑制効果との関連性を検討した。 

（倫理面への配慮） 本研究は国立国際医療

研究センター倫理 

審査委員会の承認を受けており、事前に被 

験者の同意を得ており倫理的問題はないと 

考える 
 
 
C. 研究結果 

NK  細胞は HBV-Huh7  との共培養で 

IFN-γを産生し、HBV 複製を抑制した。 

PDC は HBV-Huh7 との共培養で IFN-α、 

IFN-λを産生し、NK の CD69 発現を亢進 

させ、HBV 複製抑制効果を増強した。こ 

の系に BDCA3DC を加えると、NK の活性 

化は更に増強した。IFN-αの産生量に依存 

して、HBV-Huh7 細胞内に ISG15、IFIT1、 

PKR などの抗ウイルス ISG が誘導された。 

また IFN-γ産生量依存的に IDO が誘導さ 

れ、ISG、IDO の誘導と HBV 複製抑制効 

果は正相関した。 
 
 
D. 考察 

NK 細胞、PDC は HBV を異なる機序で 

認識することで活性化し、IFN を産生する。 

NK 細胞と PDC の共存では IFN-α、γ、λ 

産生量が増加したこと、 NK 、 PDC 、 

BDCA3DC の共存により NK 活性化が更に 

増強したことより、NK-PDC-BDCA3DC 間 

には密接な相互作用が存在している。HBV 

の認識機構や NK-DC 相互作用の機序の解 

明は、治療標的の同定に繋がる可能性があ 

る。 
 
 
E. 結論 

HBV の複製抑制に PDC、BDCA3DC と 

NK の相互活性化作用が関与しており、 

IFN の産生を介する肝細胞 ISG、IDO の誘 

導が重要である。 
 
 
F. 研究発表 1.論
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Mita, E., Imai, Y., Kasahara, A., Okuno, A., 

Takikawa, O., Hayashi, N. and Takehara, T., 
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告書 

 
HBV ポリメラーゼ発現・精製と活性測定系の確立, 立体構造解

析 

大崎恵理子 大阪大学大学院医学系研究科 ウイルス学 助教 
 
 
研究要旨：本年度は HBV ポリメラーゼの in vitro 活性測定系を確立することを目的とし 

て，ポリメラーゼの効率的な発現・精製法の確立を試みた。ポリメラーゼの RT ドメイン 

に GST タグを付加 (GST-RT) ，あるいは可溶性を高めることを目的に SUMO タグを付 

加（SUMO-GST-RT）したコンストラクトを作製し，大腸菌発現システムを用いて発現・ 

精製条件を検討した結果，部分精製に成功した。また，レトロウイルスベクターを用いて 

全長ポリメラーゼを 293 細胞で発現する系を構築し，発現・精製を試みたところ，発現量 

は少ないものの部分精製に成功した。大腸菌の発現システムにより精製したポリメラーゼ 

(GST-RT)を用いて今回構築した活性測定系により，ポリメラーゼ活性を検定した。その結 

果，タンパクの純度は不十分であるものの，精製分画の GST-RT タンパク量と相関した活 

性の検出に成功した。 
 
 

A.  研究目的 

HBV の持続感染者は，世界人口の約５％ 

の 3 億 5 千万人存在すると考えられており， 

ワクチンが開発された現在もなお，抗ウイ 

ルス薬の新規開発は非常に重要な課題であ 

ると考えられる。新規抗ウイルス剤のスク 

リーニングにおいて，HBV ポリメラーゼを 

用いて in  vitro  活性測定系を確立すること 

が第一歩となるが，ポリメラーゼの大量精 

製が困難であることが一因となり，この系 

は未だに確立されていない。そこで，本研 

究課題では HBV ポリメラーゼの発現・精製 

法を確立し，in vitro  活性測定系を構築する 

ことを目指す。これによりポリメラーゼを 

ターゲットにした薬剤候補のスクリーニン 

グが可能となる。また，ポリメラーゼの結 

晶構造解析を行なうことにより，機能予測 

や相互作用因子の同定，薬剤耐性変異メカ 

ニズムの解明および in silico 創薬による新 

規抗ウイルス候補薬剤のスクリーニングを 

行なう。 

B.  研究方法 ポリメラーゼの発現系として，

大腸菌と 

哺乳類細胞の系を用いた。大腸菌の系では 

全長，TP ドメイン（RNA 結合に重要）， 

RT ドメイン（ポリメラーゼ活性に重要） 

等の各コンストラクトについて発現 ・精 

製を試みた。大腸菌に適したコドンに置換 

した RT 遺伝子を GST 発現ベクターにクロ 

ーニングし，最適な発現誘導条件を検討し 

た。発現させた GST-RT をグルタチオンセ 

ファロースカラムにより精製後, 陽イオン 

交換カラムで精製し，各溶出分画を用いて 

活性測定を試みた。今回構築した活性測定 



 

系 に お い て ， ビ オ チ ン で 標 識 し た 

poly(dA)-oligo(dT) も し く は poly(rA)-

oligo(dT)を使用することで DNA 依存性，

RNA 依存性の活性を区別した。 アニー

リングした後，ビオチン標識テンプ レー

トをストレプトアビジンでコートした 96 

穴プレートに固定し，精製した GST-RT お

よび DIG 標識 dUTP を加えて 37ºC, 80 

分反応させ，抗 DIG ペルオキシダーゼによ 

り新規合成 DNA/RNA を検出する方法を 

試みた。ポジティブコントロールとして T4 

DNA ポリメラーゼ，あるいは AMV(トリ骨 

髄芽球症ウイルス)-RT，Superscript-RT など 

を用いた。 

GST-RT とは別に，SUMO タグを付加し 

た GST-RT 発現ベクターを新たに作製し， 

発現誘導条件を検討した。さらにレトロウ 

イルスベクターによりスペーサードメイン 

を GST  に置換した全長ポリメラーゼ  

（Full-Pol-GST; N 末に Strep-tag, C 末に 

His-tag 付加）を 293 細胞に導入し，安定 

発現株を樹立し，Ni-NTA ビーズによる 

Full-Pol-GST の精製条件の検討を行なっ 

た。 

（倫理面への配慮） 当研究機関の遺伝子組

換え実験の倫理規 

定に従い，また「遺伝子組換え生物等の使 

用等の規制による生物の多様性の確保に関 

する法律」（平成 15 年法律第 97 号）を遵守 

して行なう。 

C.  研究結果 

GST-RT 発現ベクターを Rosetta gami 2 DE3 

株に導入し，OD600=0.6 まで前培養後，0.5 

mM IPTG を加えて 18ºC, 8 時間処理する条 

件が最も発現効率が高かった。GST-RT を２ 

段階精製する過程において，精製分画を用 

いて今回構築したアッセイ法によりポリメ 

ラーゼの活性測定を行なったところ，グル 

タチオンセファロースカラムによる部分精 

製 RT のタンパク量と，活性の増加に相関関 

係がみられた。DNA 依存性ポリメラーゼ活 

性において部分精製タンパク 10µg  の活性 

はポジティブコントロールである T4  ポリ 

メラーゼ 10 ユニットの 60%の活性を示した。 

RNA 依存性活性はポジティブコントロール 

である superscript-RT の 1.7 倍の活性を示し 

た。次にグルタチオンセファロースカラム 

（１段階精製），および陽イオン交換クロマ 

トグラフィー（２段階精製）による精製分 

画の溶出ピークと，ポリメラーゼの活性ピ 

ークを比較したところ，１段階精製，２段 

階精製ともに溶出ピークと活性ピークが一 

致した。最も溶出ピークの高い精製分画に 

おいて，RNA 依存性活性は AMV-RT の 4.7 

倍の活性を示したことから，2 段階精製によ 

り純度が高くなったことによる活性の上昇 

が示唆された。しかし，目的タンパクの収 

量が低い点と，精製過程において標的タン 

パク質以外の低分子混在タンパクの除去が 

困難であった。これらは分解産物あるいは 

シャペロン等の可能性が考えられた。そこ 

で，可溶性や発現量の増加，混在タンパク 

の除去，より純度の高い精製を期待して 

SUMO タグ発現システムを新たに構築し， 

発現誘導条件を検討した。その結果，BL21 

派 生 株 で あ る Shuffle T7 express lysY 

competent cell (NEB)を用いて 30ºC, 4 時間の 

誘導条件で良好な発現結果を得た。現在精 



 

製条件を検討中である。 

また，293 細胞に全長ポリメラーゼを安定 

発現させた細胞株を樹立し，Ni-NTA により 

ミニスケールで精製条件を検討した。その 

結果，不溶性分画にはほとんど検出されず， 

ほぼ可溶性分画に抽出されることが確認さ 

れた。精製後，ウェスタンブロットにより， 

約 100kDa  の目的タンパクが溶出分画にお 

いて検出された。 

D. 考察 大腸菌発現システムにおいて全長

ポリメ 

ラーゼの発現は非常に困難であり，現時点 

で成功していない。TP，RT については発 

現，精製が可能な条件を見出したものの， 

さらに純度の高い精製が必要である。しか 

しながら今回，部分精製 RT を用いたにも 

かかわらず，精製タンパクの溶出パターン, 

およびタンパク量と活性の間に相関関係が 

見られたことから，構築したポリメラーゼ 

活性測定系は，迅速・簡便なアッセイ系と 

して有効であることが期待される。今後は 

RT 活性に重要な活性中心 YMDD に変異を 

加えた変異型ポリメラーゼをコントロール 

に加え，より感度が高く再現性の高い活性 

測定条件を検討する必要がある。SUMO や 

GST  タグは特異的なプロテアーゼにより 

切断可能であり，最終的にはタグを切断し， 

結晶構造解析に使用可能なレベルの純度を 

目指す。ポリメラーゼの立体構造は HIV の 

RT  の構造をもとにしたコンピュータ予測 

によるのが現状であるが，コンピュータ予 

測ではなく実際の RT ドメインの立体構造 

が明らかになれば，既存の逆転写酵素阻害 

剤の薬剤耐性メカニズムや，新規薬剤開発 

に有効な基礎的知見が得られるものと期待 

される。 

また，293 細胞での全長ポリメラーゼの 

可溶性分画での発現が確認されたが，その 

発現レベルは低いため，更なる検討が必要 

とされるものの，精製した全長ポリメラー 

ゼが活性を持つかどうかを今回確立したア 

ッセイ法により確認する予定である。 

E. 結論 

大腸菌発現システムにより GST-RT の発 

現・精製を行なったが，さらなる純度の向 

上が必要である。同じく大腸菌での 

SUMO-GST-RT の発現誘導が可能となった 

ため，精製方法の条件ならびに活性の有無 

を検討し，GST-RT よりも良好な結果が得 

られれば今後大量精製，結晶構造解析を行 

なう。今回 96 穴プレートを用いたポリメラ 

ーゼアッセイシステムを構築し，検出感度 

や再現性を高めるための条件検討がさらに 

必要ではあるものの，部分精製した RT を 

用いて活性の検定に成功した。 
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