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研究要旨：本研究の目的は、B型肝炎ウイルス(HBV)の感染過程における糖鎖

の役割を明らかにし、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

す事である。本課題では、宿主細胞上における HBV糖鎖と相互作用する糖鎖

認識分子（内在性レクチン）の探索を進めることにより、HBV–宿主細胞間相

互作用機構を糖鎖という視点から理解することを目的とする。本年度は、グリ

コシダーゼ処理のHBV感染における影響、NTCP-Huh7細胞の構築と、本モ

デルを用いた PreS1ぺプチドの結合や HBVの感染、次世代シーケンサーによ

る内在性レクチン候補分子の探索を行った。今後、HBV感染におけるグリコシ

ダーゼの影響、内在性レクチン候補探索を行い、HBV糖鎖の感染における影響

と、HBV糖鎖を認識する内在性レクチンの同定を行い、HBV糖鎖の HBV感

染における役割について明らかにする。 

 

A. 研究目的 

課題３では、HBV糖鎖の HBV感染における

影響について調べるとともに、宿主細胞上にお

ける HBV糖鎖の認識分子（内在性レクチン）

の探索を行うことを目的とする。最終的には、

HBVの感染機構への理解を深めるとともに、感

染阻害剤を開発することを視野に研究を進める。 

 

B. 研究方法 

（１）グリコシダーゼ処理のHBV感染におけ

る影響：ヒト肝臓キメラマウスである PXBマウ

スから分離された primary human hepatocyte : 

PHH細胞を用いて HBV感染感染実験を行い、

感染時におけるウイルス粒子糖鎖修飾の影響を

検証した。 

 PHH細胞は、感染宿主域が狭いHBVにおい

て感染可能でウイルス複製効率の良い細胞であ

り in vitroで頻用されている。その細胞に対し、

あらかじめ 6種類のグリコシダーゼ処理を加え

た HBVを感染させ、継時的に細胞上清中の

HBV-DNA量（qPCR法）、HBs抗原量（ELISA

法）測定を行った。 

 

（２）NTCP-Huh7細胞の構築、結合アッセイ、

感染実験： NTCPを Huh7細胞にトランスフェ

クションして、安定発現細胞株の構築を行った。

PreS1の結合をフローサイトメトリーで解析し

た。感染研から導入した HBVの感染実験を行

った。 

 

（３）内在性レクチン候補分子の探索：次世代

シーケンサーで内在性レクチン候補分子の探索

を行った。 

 



 
 
 

（倫理面への配慮） 

本研究課題を進めるにあたり、文部科学省・厚

生労働省・経済産業省「ヒトゲノム・遺伝子解

析研究に関する倫理指針（平成２５年文部科学

省・厚生労働省・経済産業省告示第１号）」、ま

た厚生労働省の所管する実施機関における動物

実験等の実施に関する基本指針（平成１８年６

月１日付厚生労働省大臣官房厚生科学課長通知）

を含めた各種手続き（産総研：遺伝子組換え実

験、微生物実験、ヒト由来試料実験倫理審査；

名古屋市立大学：HBV作製に関する文部科学大

臣確認）を行い、許可の承認を得ている。実験

に関わる研究者及び技術者にワクチン接種と血

液検査HBV取り扱いにおける諸注意を周知す

るなど実施体制を整えている。 

 

C. 研究結果 

（１）グリコシダーゼ処理のHBV感染におけ

る影響： 無処理の感染源(positive control)では

感染約 2週間で HBV-DNA量 6.0×10^4 

copies/ml、 HBsAg量 5000mIU/mlに達し感染

が成立したことが確認された。一方、①PNgase

処理したサンプルではポジコンと比較してウイ

ルス複製の低下が認められた②sialidase処理し

たサンプルでは逆にポジコンと比較してHBs

抗原量、HBV-DNA量の増加が認められた。①、

②の結果は再現性が確認された。 

 

（２）NTCP-Huh7細胞の構築、結合アッセイ、

感染実験： NTCPを Huh7細胞にトランスフェ

クションして、安定発現細胞株の構築を行った

ところ、３種のクローンの構築に至った。PreS1

ペプチド、及び PreS1 longの結合をフローサイ

トメトリーで解析したところ、結合を確認する

ことができた。更に、HBVの感染の感染も確認

することができた。現在は糖鎖修飾 PreS1を作

製中であり、NTCPとの相互作用における糖鎖

修飾の意義について検討する予定である。 

 

（３）内在性レクチン候補分子の探索：次世代

シーケンサーを用いて、感染細胞（ヒト肝細胞、

NTCP-Huh7）と非感染細胞（Huh7、HepG2）

に発現するmRNAの配列解読を行った。得られ

た全遺伝子情報から内在性レクチン様ドメイン

をもつ遺伝子群を計２０種類抽出した。更に、

非感染細胞と比べて感染細胞でmRNAの発現

が高い内在性レクチンを探索した。 

 

D. 考察 

（１）グリコシダーゼ処理のHBV感染におけ

る影響：グリコシダーゼ処理により HBV感染

に影響が見られた。グリコシダーゼ処理による

タンパク質などへの影響はないと考えられるこ

とから、HBV糖鎖の構造が HBVの感染に関係

すると考えられる。 

 

（２）NTCP-Huh7細胞の構築、結合アッセイ、

感染実験：感染実験に使用可能な NTCP-Huh7

細胞株を構築することができた。PreS1 longと

の顕著な結合力の違いは認められなかったため、

PreS1ペプチドの長さを長くしたことによる

NTCPとの親和力の向上は認められなかったと

考えられる。 

 

（３）内在性レクチン候補分子の探索： 

（１）のグリコシダーゼ処理の結果から、どの

ような糖鎖結合特異性をもつ内在性レクチンが

HBV感染に関係するのかが明らかとなった。今

後、実際にこれら内在性レクチン候補がHBV

の受容体として機能するかどうかについて検証

していく。 

 

E. 結論 

（１）グリコシダーゼ処理のHBV感染におけ

る影響： HBV糖鎖が感染に関係することが明

らかになった。 



 
 
 

（２）NTCP-Huh7細胞の構築、結合アッセイ、

感染実験：感染実験に使用可能な NTCP-Huh7

細胞株を構築することができた。 

 

（３）内在性レクチン候補分子の探索： 

HBV糖鎖を認識する内在性レクチン候補を抽

出することができた。 
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