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研究要旨：本研究は、B型肝炎ウイルス(HBV)の感染過程における糖鎖の役割

を解明し、他研究課題と連携し B型肝炎の新規治療薬の開発を目指す。B型肝

炎の治療にはインターフェロンや核酸アナログ製剤が用いられているが治療効

果が不十分で根治することが出来ない。一方、創薬のターゲットとして HBV

の感染や複製の過程が研究され、糖鎖の関与が示唆されている。しかし、糖鎖

の機能解析をより生体内に近い条件で研究する事は難しく、新しい糖鎖解析技

術を用いて網羅的に解析する事が必須である。本研究では、肝疾患や HBV作

製・感染実験の専門家とグライコプロテオミクス技術など最先端の糖鎖機能解

析技術を開発・実用化してきた糖鎖生物学者との協力体制により、HBV感染に

おける糖鎖の機能を理解し、HBVに対する創薬実用化を図る。1) HBV（HBs

抗原）の糖鎖解析：多数の検体から種々の Genotypeの HBV（HBs抗原）を

調製し、自ら開発したレクチンアレイ技術を応用し、糖鎖解析を行う。2) HBV

感染可能細胞の糖鎖解析：産総研独自のグライコプロテオミクス技術を用い

HBV感染可能細胞と非感染可能細胞の糖鎖プロファイリングを行う。3) HBV-

宿主細胞における糖鎖の役割：HBVの感染機構を明らかにするために、新たに

HBs抗原アレイを作製し、肝細胞結合に関わる分子を探索する。4) 糖鎖変異

の HBVの増殖・感染能への影響：HBVを産生する肝細胞の糖鎖合成系を阻害

し、HBV粒子の形成・分泌能を比較する。また、分泌された HBVの感染能を

解析する事により、HBV上の糖鎖の機能を明らかにし、創薬開発のためのター

ゲットとする糖鎖を明らかにする。5) 糖鎖修飾を受けたHBs抗原の大量精

製：ヒト型糖鎖を発現する酵母を用い、HBs抗原の大量精製を行う。現在ワク

チン用に使用されている通常の酵母由来のHBs抗原と比較し、より有効なワク

チンの開発に繋げる。1-3年次は、糖鎖構造解析とグライコプロテオミクス技

術により、HBVの感染過程における糖鎖の機能を明らかにし、医用応用のため

の基盤研究を行う。4-5年次は解析した肝細胞側の糖鎖および糖鎖合成系の役

割をもとに、他研究グループと連携し、B型肝炎を治療する新規治療薬の開発

やワクチンの実用化へ繋げる。 

 

A. 研究目的 

HBVの感染過程における糖鎖の機能を明ら

かにし、HBVの感染を阻害する薬剤のシーズを

探索する。HBVの糖鎖構造を解析し、ウイルス

粒子の形成や分泌に関わる糖鎖構造を同定し、

抗 HBVの創薬のターゲットとする。 
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我々はこれまでにHBVのエンベロープ蛋白

上の 146番目のアスパラギンへのN結合型糖鎖

が HBVの細胞外への放出に必須であることを

報告してきた（Ito K, et al. J Virol. 2010）。こ

の 146番目のアスパラギンを異なるアミノ酸に

変異させると HBV粒子が細胞外に全く分泌さ

れなくなるため、蛋白自体の folding不良による

粒子形成不全もしくは小胞体からゴルジ装置へ

の細胞内輸送不全により HBVの分泌が阻害さ

れるものと考えられる。これに対して、本研究

の第一段階のステップとして、各種糖鎖プロセ

ッシング阻害剤を用いることにより、どの過程

の糖転移酵素が分泌に重要か、また分泌がどの

程度ブロックされるかに関して実験を行った。

次のステップとしては糖鎖合成系に関連する糖

鎖遺伝子を阻害する各種 siRNAを用いて、細胞

内の糖鎖合成系の各機能を阻害することにより、

HBVの複製から分泌にかけて重要なファクタ

ーを模索し、新たな阻害剤開発に向けた情報を

得た。 

 

B. 研究方法 

 これまでの in vitro実験では、transfection試

薬を用いた transientの系で各種糖プロセッシ

ング阻害剤の HBV複製および分泌に対する影

響を解析してきた。しかし、これまでのデータ

をもとに解析を行うと、試薬を用いた

transfection効率に各 well間で差があり、次の

siRNAを用いた実験系では測定誤差の原因とな

ると考えられた。このため、siRNAを用いた糖

鎖合成系を標的としたHBV複製および分泌に

関するスクリーニングでは、HBV DNAが細胞

に組み込まれているHBV持続産生系

HepG2.2.15細胞を用いて実験を行った。産業技

術総合研究所糖鎖医工学センターより提供され

た siRNA固相化済み 12 well plateを用いて、

それぞれの糖鎖遺伝子に対する siRNAの HBV

に対する影響を観察した。本プレートは各 well

にそれぞれの標的とする糖鎖遺伝子に対して、3

種類の siRNAのmixtureが固相化されている。

各well間で等量のHepG2.2.15細胞を専用の培

養液を用いて培養し、翌日に培養液を洗浄、新

しい培養液と交換した。その後 4日目に培養液

および細胞を harvestした。Harvestした培養

上清を用いた HBsAgは ELISA法により、HBV 

DNAは real-time PCR法により定量を行った。 

 

C. 研究結果 

 86種類の糖鎖遺伝子を標的とした siRNAに

よる一次スクリーニングの結果、分泌される

HBVに対して 60%以上の阻害が認められた

siRNAを 5種類、40%～60%の阻害が認められ

た siRNAを 11種類認めた。これらの siRNAを

二次スクリーニングの対象とした。また、逆に

HBVの分泌が 200～300%と増加した siRNAを

2種類、300%以上の増加が認められた siRNA

を 2種類認めた。これらの増加した siRNAに関

しても、HBVを何らかの形で阻害していた物質

を抑制した可能性があり、創薬シーズにつなが

る可能性が残るため、二次スクリーニングの対

象とした。 

 

D. 考察および結論 

 糖プロセッシング阻害剤によるHBVに対す

る抑制効果は、エンベロープ蛋白とコア粒子と

の assemblyの障害、もしくは粒子の細胞内輸

送での障害によると考えられた。糖プロセッシ

ング阻害剤によるHBVの抑制効果は比較的弱

く、抗ウイルス剤として使用することは難しい

と推察された。しかし、糖鎖遺伝子を標的とし

た siRNAがHBVを抑制することが明らかとな

り、HBVに対して糖鎖合成系をターゲットとし

た創薬の可能性が示唆された。糖鎖合成系を標

的としたHBVに対する抗ウイルス剤としての

創薬シーズの発見が可能であり、今後の創薬研

究に貢献できる可能性が示唆された。 
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