
 
 
 

厚生労働科学研究費補助金（肝炎等克服実用化研究事業（Ｂ型肝炎創薬実用化等研究事業）） 

平成２６年度 分担研究報告書 

 

糖鎖変異の HBVの増殖・感染能への影響– I 
 

研究分担者 米田 政志 愛知医科大学 医学部 内科学講座（消化器内科）教授 

研究分担者 伊藤 清顕 愛知医科大学 医学部 内科学講座（消化器内科）准教授 

 

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。B型肝炎の治療には、HBV感染や複製の研究に基づきアナログ製

剤の様にHBVの制御に向けた創薬が重要である。そこで本研究では、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の糖鎖機

能解析技術を開発・実用化して来た糖鎖生物学者との協力体制（医工連携体制）

により、HBV感染における糖鎖の機能を解析し、HBVに対する創薬実用化を

図っている。本研究は、１）HBV（HBs抗原）の糖鎖解析 ２）HBV感染可

能細胞の糖鎖解析 ３）HBV-宿主細胞における糖鎖の役割 ４）糖鎖改変の

HBVの増殖・感染能への影響 ５）糖鎖修飾を受けたHBs抗原の大量精製の

５課題に取り組んでいる。これまでに、精製HBs抗原の質量分析解析、グライ

コプロテオーム解析、細胞膜プロテオーム解析と次世代シーケンサーによる肝

細胞特異的な内在性レクチンの同定、糖鎖遺伝子解析と cDNAライブラリーの

調製、siRNAライブラリーを用いた HBV作製スクリーニング、酵母発現 HBs

抗原の精製等を行った。本研究課題は、siRNAライブラリーを用いて HBV産

生細胞（HepG2.2.15細胞）をスクリーニングし糖鎖合成系をターゲットとし

た HBV増殖を阻害する創薬の可能性が示された。以上の研究により、今後さ

ら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へと繋げ

る。 

 

A. 研究目的 

B型肝炎ウイルス（HBV）に対するこれまで

の治療に加えて、副作用や薬剤耐性の問題から

新規機序での創薬研究が進められている。本研

究では、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。さらには、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。 

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。そ

の結果、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。しかし、

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。そこで次のステッ

プとして、in vitro実験系を用いて各種糖鎖遺伝

子に対する siRNAライブラリーを用いた網羅

的解析により HBVの増殖能、分泌能に対する

影響を解析し、糖鎖合成系をターゲットとした

創薬シーズ探索を試みた。 

 

B. 研究方法 

 産業技術総合研究所・糖鎖創薬技術研究セン

ターにより作成された肝細胞内の各種糖鎖遺伝

子を標的とした siRNAスクリーニングパネル

を使用し、HBV持続産生系であるHepG2.2.15

細胞を一定量培養して各種糖鎖遺伝子がHBV

の増殖や分泌に与える影響を解析した。培養上

清中に分泌されたHBV-DNAおよびHBs抗原

は、real-time PCR法および ELISA法により測

定した。抗HBV作用を持つ siRNAに関して二

次スクリーニングを行い、将来の臨床応用を視

野に入れMTT assayや LDH cytotoxicity 

detection kitによる細胞障害性の評価や BiPや

CHOPの定量による小胞体ストレスの検出を行

った。 

 

（倫理面への配慮） 

本研究は、現在のところ cell lineを用いた in 

vitro実験のみであり、倫理面の問題はない。

HBV作製に関する文部科学大臣確認を行い、許

可の承認を得ており、研究員の安全面に注意し

ている。 

 

C. 研究結果 

 siRNAによる網羅的解析の結果、数種類の糖

鎖遺伝子を標的とした siRNAにより培養上清

中へのHBV-DNAの分泌抑制を認めた。特に糖

鎖関連遺伝子の一つに対する siRNA−Xは、

HBV DNAおよびHBs抗原の培養上清中への分

泌を著明に抑制した。糖鎖関連遺伝子 Xは小胞

体やゴルジ体の膜状に存在するタンパク質と考

えられている。これまでの解析で siRNA−Xは、

細胞障害性は認めていないがBiPやCHOPとい

った小胞体ストレスに関連する遺伝子の

mRNAレベルの上昇を認めた。また、小胞体ス

トレスの蛋白レベルでの解析を行ったところ、

Western blottingで蛋白レベルでも小胞体スト

レスマーカーの上昇を認めた。siRNAの容量を

低用量から段階的に投与すると、HBVに対して

効果を認める容量では同時に小胞体ストレスを

認めており、小胞体ストレスを介しての効果も

しくは必須の副反応であると考えられた。また、

小胞体ストレスの inhibitorである Chemical 

chaperonを同時に投与したところ小胞体スト

レスマーカーの減少を認めたが、同時にHBV 

DNAの培養上清中への分泌を増加させた。 

 異なるシーズ候補として、siRNA−Yの一つに

対する siRNAも HBV DNAの分泌を抑制して

おり、現在さらに解析を進めているところであ

る。 

 

D. 考察 

 糖鎖遺伝子を標的とした siRNAのうち数種

類が HBVの分泌もしくは増殖を抑制すること

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。特

に糖鎖関連遺伝子の一つを抑制することにより

HBV-DNAとHBs抗原の分泌が著明に抑制され

ており、小胞体ストレスや細胞障害性に関して



 
 
 

確認中であるが創薬シーズとなる可能性が示唆

された。各種糖鎖遺伝子を knock downするこ

とによるHBVに与える影響を詳細に確認する

ことにより、これまで不明であった肝細胞の糖

鎖合成系とHBV複製系との関連が徐々に明ら

かになっている。 

 

E. 結論 

（１）糖鎖合成系とHBVの生活環との関連が

明らかになりつつある。 

（２）糖鎖合成系をターゲットとした創薬の可

能性が示された。 
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