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分担研究報告書（平成 25 年度） 

 

糖鎖修飾を受けた HBs 抗原の大量精製 

千葉靖典 産業技術総合研究所・生物プロセス研究部門 

 

A. 研究目的 

B 型肝炎は C 型肝炎と比較して治療成績が低

く、画期的な新規治療薬の開発が望まれている。

国民のニーズの高い B 型肝炎の画期的な新規治

療薬の開発等を目指し、基盤技術の開発を含む

創薬研究や、治療薬としての実用化に向けた臨

床研究等を総合的に推進するためには、治療用

も含め新たなワクチン開発が重要である。 

我が国で使用されている主な HBV ワクチン

（HBs 抗原）は酵母由来である。その製品とし

てはヘプタバックス（Merck 社、GenotypeA を

認識）、ビームゲン（化血研、GenotypeC を認

識）があげられる。これらは HBs 抗原の S 領域

を酵母で発現させており、糖鎖は付加されてい

ない。近年、これらのワクチンを接種したにも

関わらず、B 型肝炎に罹患する例が増えてきて

いる。その原因としては HBV エスケープミュ

ータントの発生の可能性もあるが、免疫源とし

た HBs 抗原の S 領域に対してできた抗体が、感

染した B 型肝炎ウィルスを十分に認識していな

い可能性が指摘されている。実際に免疫してで

きた抗体のエピトープ解析の結果では、糖鎖が

付加される S 領域のループ構造に対して抗体が

できている。このことは、糖鎖を持った B 型肝

炎ウィルスでは立体障害により抗体が結合でき

ない可能性がある事を示唆している。従って、

より天然に近い HBs 抗原をワクチンとして利

用する事により有効性が高くなる可能性がある。 

研究分担者の千葉は、これまでに酵母による

タンパク質発現に関する研究を行ってきた。さ

らにヒトと同じ形の糖鎖を付加できる「ヒト型

糖鎖含有タンパク質生産酵母」（天野、千葉、成

松ら PNAS 2008）を保有しており、これらの

技術とツールを活用し、より効果の高い HBV

ワクチンの開発を検討する事を目的とする。 

 

B. 研究方法 

(1) HBs 抗原の発現 

 出芽酵母に HBs 抗原の遺伝子を導入したク

ローンを前培養後、5L の 1x カザミノ酸-Ura

培地（0.67% 酵母ニトロゲンベース w/o アミ

ノ酸、1％カザミノ酸、2％グルコース、40 μ

g/ml トリプトファン、40 μg/ml アデニン

1/2 硫酸塩）に植菌し、30℃、120 時間培養を

行なった。遠心により菌体を分離後、その上清

の一部を SDS-PAGE に供し、PVDF 膜に転写

後、ウエスタンブロット解析により発現の確認

を行なった。一次抗体としては市販の抗 HBs

抗体（抗 PreS1 モノクローナル抗体（マウス）；

特殊免疫研究所、または Hepatitis B surface 

Antigen A, Goat Antibody; PROSPEC）を用

い、二次抗体は抗マウス IgG 抗体-ペルオキシ

ダーゼ、または抗ヤギ Ig 抗体-ペルオキシダー

ゼを使用した。検出は ECL Western Blotting 

Detection Reagents（GE）を用いイメージア

ナライザー（GE LAS-1000）で行なった。 

 

(2) HBs 抗原の精製 

 HBs 抗原の精製については、従来報告のある

Butyl-S カラム、DEAE カラム、ゲルろ過カラ

ム（GE）などを用いて検討した。また前処理

の方法として、塩溶、尿素やグアニジン塩酸に

よる変性と透析による精製、フィルター

（Millipore）処理などを検討した。 
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(3) 倫理面への配慮 

 本課題は産総研の組換え DNA 実験委員会の

承認を得ている。本分担課題では、患者さんの

遺伝子情報、細胞等は取り扱わない。また本年

度実験動物は取り扱わないことから、倫理面の

問題はないと判断した。 

 

C. 研究結果 

 昨年度までに、4 種類の HBs 抗原をコードす

る遺伝子を全合成し、酵母のプラスミドベクタ

ーに挿入し、野生型酵母の形質転換を行なった。

現在上市されている B 型肝炎ワクチンは、HBs

抗原の S 領域を酵母細胞内で発現している。こ

れまでワクチンとして L 領域を発現させた例が

あまりないことから、pre-S1、pre-S2 を含む全

長を発現させた。さらに糖鎖構造がより天然に

近いワクチンの方がエスケープミュータントの

抑制に効果があると考えられたため、糖鎖付加

が起こるようにシグナルを付加して、分泌経路

を通過させて培地中に分泌させるようにした。

その結果、Genotype A 1 種類、Genotype C 1

種類の HBs 抗原を糖鎖が付加された形で発現

させることに成功した。この培養上清に発現し

た HBs 抗原は抗 pre-S1 抗体でも検出されたこ

とから、L 領域の N 末端を含む形で発現してい

ることが確認された。  

 今年度は、まず酵母の培養上清からの HBs 抗

原の精製を検討した。培地の条件検討を行った

ところ、YPAD 培地や 2x カザミノ酸培地に比較

し、比較的低栄養源である 1x カザミノ酸培地が

適していると考えられた。一方、過去に報告の

あったスクロースと無機塩を含む合成培地では

生産が確認されなかった。次に 1x カザミノ酸培

地で HBsAg 発現酵母を培養し、培養上清を透

析した後、硫安塩析の条件検討を行った。10%

飽和硫安の条件でも HBsAg は沈殿してくるこ

とが判明したため、培養上清に 10%飽和となる

ように硫安を添加し、遠心により得られた沈殿

を 10 mM リン酸ナトリウムバッファー (pH 

7.0)に溶解して-20℃で保存することとした。以

後はこの溶液から適宜 HBsAg を精製すること

とした。 

 次に培養時間の検討を行った。24 時間毎、120

時間まで培養を行ない、経時的にサンプリング

して、ウエスタンブロット解析を行なった。そ

の結果、120 時間まで発現が増加し、またポリ

クローナル抗体を用いた分析でも分解も見られ

なかったことから、120 時間培養を行なうこと

とした。また 15000 rpm で遠心を行なうと

HBsAg は沈殿することから、微粒子またはタン

パク質複合体として存在していることが示唆さ

れた。そこで、遠心機の回転数を変化させて沈

殿する条件を検討したところ、3000 rpm でも沈

殿することがわかった。この HBsAg を含む沈

殿物は sonication では可溶化しないことが示さ

れたため、尿素やグアニジン塩酸を用いていっ

たん変性させ、その後徐々に透析することで

HBsAg を回収することを検討した。その結果、

8 M 尿素、6 M グアニジン塩酸で処理すること

により HBsAg は可溶化することがわかった。

一方、0.5 M NaCl では可溶化されなかった。こ

のサンプルを透析後、0.45 μm のフィルター処

理を行なったが、HBsAg はフィルターを通過す

ることが確認された。以上の結果から、培養上

清を遠心後、8 M 尿素による変性、透析、フィ

ルター処理という、HBsAg をカラム精製するた

めの前処理法を確立した。また SDS-PAGE 後の

染色は CBB により行なっていたが、より感度よ

く検出するため、Oriole Gel 染色法を用いるこ

ととし、その染色条件を確定した。 

 前処理したサンプルをまず陰イオン交換カラ

ムである Hitrap DEAE に供し、NaCl によるグ

ラジエントにより HBsAg を溶出した。ウエス

タンブロッティングの結果から、HBsAg は 0.2 

-0.45 M NaCl溶出画分に溶出されていることが

示唆された。しかしながら、Oriole 染色では多
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数のバンドが確認されたため、次に 1 M 尿素を

添加したバッファーで精製を試みた。尿素を添

加しないときと比較し、ピークがシャープにな

り、またクロマトパターンもシンプルになった。

そこでDEAE樹脂を初期精製用のカラムとして

選択し、シグナルが確認されたフラクションを

集めて、0.86 M の硫安を添加し、Butyl-S カラ

ムに供した。 

 疎水性カラムである HiTrap Butyl-S カラム

による精製のため、まず硫酸アンモニウム（硫

安）での塩溶限界を調べた。その結果、20%飽

和硫安では沈殿しないものの、30%飽和硫安で

は沈殿することが確認された。次に 20%飽和硫

安（0.86 M）にしたサンプルをカラムにかけ、

0%硫安のバッファーでグラジエント溶出を行

なったが、HBsAg の溶出は確認されなかった。

そこで、1 M 尿素、0.86 M 硫安を含むバッフ

ァーを用い、0%硫安のバッファーでグラジエン

ト溶出を行なったが、残念ながら HBsAg の溶

出は確認されなかった。カラムを洗浄する目的

で H2O による溶出を行なったところ、ポリクロ

ーナル抗体（ANT-163）を用いたウエスタンブ

ロットでのみ HBsAg のシグナルを確認するこ

とが出来た。条件検討をさらに行い、初期バッ

ファー：1 M 尿素、1 M 硫安、0.2% Tween-20

を含む 10 mM リン酸ナトリウムバッファー

（pH 7.0）、溶出を H2O とすることにより、

Butyl-SカラムでのHBsAg精製が可能となるこ

とを確認した。 

 次にゲルろ過を検討するため、分子量マーカ

ー（フェリチン、チログロブリン、ブルーデキ

ストラン）をHiPrep 16/60 Sephacryl S-300 HR

カラムに供し、それぞれの溶出位置を確認した。

次に HiPrep 16/60 Sephacryl S-300 HR カラム

に Butyl-S の溶出画分を供した。クロマトパタ

ーンはブロードなシングルピークであったが、

SDS-PAGE による純度確認を行なったところ、

残念ながら全てのフラクションにシグナルが出

ており、また原因不明のタンパク質の混入が観

察されたため、ゲルろ過での精製については再

検討が必要である。 

 次にスケールを 5 倍とし、カラムサイズも 5

倍量で検討した。培養液から沈殿させた HBsAg

溶液 80 ml 分を用いて、前処理、DEAE カラム、

Butyl-S カラムでの精製を連続して行なってみ

た。最終的に得られた画分はタンパク質濃度が

低く、初期の処理量を増やすことが必要である

ことが示唆された。そこで、再度サンプルを調

製し、同様の精製を行なったところ、最終的に

Butyl-S 溶出画分にシグナルが観察されたもの

の、それ以外の夾雑タンパク質も以前残ってお

り、この方法では精製が難しいと考えられた。 

 次に 5L のジャー培養を行ない、硫安添加によ

り粗 HBsAg を回収した。その際、大量調製に

合わせて条件の改変を加えた。まず粗 HBsAg

の溶解に必要なバッファー量を増加させること

で、回収量の向上が可能となった。また培養ロ

ット間によって、酵母の色が変化することがあ

り、特に赤色を示すと HBsAg の生産量が増加

することが示唆された。酵母が赤色を呈する場

合、培地中のアデニンが不足している場合が多

い。以前にも貧栄養培地で HBsAg の生産が多

く見られたが、一方無機塩では酵母が生育しな

かったため、培地の条件検討も今後の課題であ

ると考えられた。 

 これらを並行して複数ロットで進め、HBsAg

の大量調製を試みた。得られた HBsAg につい

て電気泳動を行ない、その純度を確認したが、

まだまだ複数のタンパク質のバンドが見られた

ため、初期カラムを Butyl-S とし、次に DEAE

カラムの順番で精製を行なうことにより精製度

は高くなった。しかし 50kDa 付近のタンパク質

が依然残っており、現在の方法では除くことは

困難であると考えられた。次に非還元条件での

ウエスタンブロット解析を行なったところ、

HBsAg のシグナルが 250 kDa 以上の高分子側
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に現れたことから、100 kDa cut off のフィルタ

ーを用いて濃縮することを検討した。膜へ吸着

が見られたため、膜を濃縮液でよく洗い流して

回収することで回収率を向上させたることがで

きた。また依然 50kDa 付近のタンパク質が残っ

ているものの、目的の HBsAg 以外の多くの 100 

kDa 以下のタンパク質が除去できたため、フィ

ルター処理が有効であることが示唆された。 

 

D. 考察 

 今年度は HBs 抗原の精製について様々な条

件検討を行った。当初考えていたよりも HBs 抗

原の培養液中での挙動が不明な点が多く、精製

も困難を極めた。 

 培養条件については、比較的低栄養源の 1x カ

ザミノ酸-Ura 培地が適していると考えられた。

また120時間培養までHBs抗原の発現の上昇が

確認された。さらに長期間の培養についても今

後の検討が必要であると考えられた。 

 培養液中では、HBs 抗原は微粒子またはタン

パク質複合体として存在していることが示唆さ

れた。通常固液分離を行なう場合は、遠心法ま

たはフィルターを用いる場合が多い。遠心法の

場合、酵母菌体自体も 3000 rpm では沈殿する

ため、効率よい回収のためにはより回転を遅く

して菌体との分離を行なうか、あるいは別の分

離条件が望ましいと考えられた。またポアサイ

ズ1 μmのフィルターやグラスフィルター等の

処理などを試みたが、酵母菌体と HBs 抗原をき

れいに分離することが出来なかった。この点に

ついては今後更なる検討が必要である。 

 次に前処理の方法であるが、過去に報告され

た pre-S2 を含む HBs 抗原の精製方法として尿

素による変性が報告されており、本研究でも尿

素やグアニジン塩酸による変性と、その後の透

析で HBs 抗原のフィルター処理を可能とした。

これによりカラムによる精製が可能となった。 

 カラム処理では、当初安価な DEAE カラムを

初期精製に用い、次に Butyl-S カラム、ゲルろ

過の精製行程を検討したが、前処理から脱塩操

作なしで精製行程へ持ち込むことが出来る

Butyl-Sカラムを初期精製に用い、その後DEAE

カラムとフィルター処理を行なうことで HBs

抗原を精製することとした。ゲルろ過について

は大量精製には不向きであることに加え、今回

の精製においては新たな不純物の混入もあった

ため、使用を中断した。最後にフィルター処理

であるが、非還元条件で SDS-PAGE を行なった

ところほとんどゲルに入らず、泳動されなかっ

たため、かなり高分子の複合体あるいは粒子状

になっていると考えられた。従って 100 kDa cut 

off のフィルターはかなり効果的であった。しか

し依然 50 kDa の分子量を有するタンパク質が

混入しているため、前処理の段階でもう少し効

率よく除く方法を検討することが必要である。

またこのタンパク質を同定し、可能であれば遺

伝子破壊を行なって混入を抑制することも検討

したい。 

 

E. 結論 

 2 種類の HBs 抗原を酵母で発現し、その培養

上清から糖鎖付加された HBs 抗原の精製を試

みた。培養条件、前処理法、カラムによる精製、

フィルター処理等を行ない、HBs 抗原の精製方

法を構築した。 

 

F. 研究発表 

1. 論文発表 

 なし 

 

2. 学会発表 

 なし 

 

G. 知的財産権の出願・登録状況（予定を含む。） 

1. 特許取得 

 なし 
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2. 実用新案登録 

 なし 

 

3. その他 

 なし 

 

 

 


