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研究要旨：本分担課題ではヒト型糖鎖を発現する酵母を用い HBs抗原の大量精

製を進めるとともに、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ことを目的としている。本年

度は、酵母での HBs抗原 L-タンパク質（L-HBs）の調製、動物培養細胞を用

いた HBs抗原M-タンパク質（M-HBs）の調製を行なった。また化学-酵素ハ

イブリッド合成法を用いて、Pre-S1領域、S-領域の糖鎖付加部位を含む部分領

域について糖鎖構造を均一化した糖ペプチドの合成法を確立し、調製を行なっ

た。これらの糖タンパク質、糖ペプチドを用いてマウスへの免疫実験を行い、

抗体生産能の評価を行なった。糖鎖付き PreS1ペプチド及び市販の糖鎖なし

L-HBsやM-HBs免疫マウス血清を用い、各種抗原(L-HBs, S-HBs, PreS1, 

PreS2)に対する反応性を S-HBs抗原と比較解析した。糖鎖なし L-HBｓ免疫血

清はどの抗原に対しても反応性が亢進し、特に PreS1 の反応が比較的良く、中

和抗体であればワクチンとしての有用性が示唆された。 

 

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や、Genotypeの異なる

ウイルスの水平感染が指摘されている。また免

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型肝炎ウイルスを十分に認識し

ていない可能性がある。実際にボランティアに

ビームゲンを免疫して得られた抗体のエピトー

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が、これ

らの抗体は糖鎖を持った HBs抗原に対して反



 
 
 

応性を示さないことが当研究班の研究結果より

明らかになった。このことは天然の B型肝炎ウ

イルスに対し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。 

そこで本課題では、天然の HBs抗原と同様に

糖鎖を有する HBs抗原の大量精製を行うこと

を目的とする。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。 

 

B. 研究方法 

（１）酵母による HBs抗原の調製：H25年度ま

でに開発した L-HBs抗原発現酵母を培養し、菌

体内から抽出する条件（抽出バッファー、溶解

温度、遠心分離条件）を検討した。次に KBr密

度勾配超遠心法、およびシュクロース密度勾配

超遠心法による精製条件を検討し、精製法を確

立した。計 2.4 Lの培養を行ない、52 gの菌体

から確立した方法で L-HBsを精製した。 

 

（２）リコンビナントM-HBsの発現：免疫抗

原に用いるリコンビナントM-HBsを、培養細

胞系を用いて作製した。H25年度に開発した S- 

HBsの高効率発現法に倣い、genotype Cの

M-HBsをコードする遺伝子を分泌発現用ベク

ター pFLAG-CMV3(Sigma-aldrich)に導入し

た。作製した発現ベクターをHuh7細胞にトラ

ンスフェクションして、48時間後に培養上清を

回収し、抗 FLAG抗体-agarose(Sigma-aldrich)

を用いてリコンビナントM-HBsをアフィニテ

ィ精製した。抗 FLAG抗体からの溶出は、FLAG

ペプチド用いて競合溶出した。 

 

（３）ハイブリッド合成法による糖鎖付加HBs

抗原部分ペプチドの調製：Pre-S1の糖鎖付加部

位を含む 46AAのペプチド

（GTNLSVPNPLGFFPDHQLDPAFGANSNN

PDWDFNPNKDHWPEANQV）、および 3番目

のNに GlcNAcを付加した糖ペプチドを化学合

成した。また S領域の糖鎖付加部位を含む領域

（CTKPSDG(A)NCTK-Biotin）についてジスル

フィド結合を利用して環状化したペプチド、お

よび 8番目のNにGlcNAcを付加した糖ペプチ

ドも作製した。一方、市販の Sialyl Glycopeptide

から ENGaseを用いて糖鎖を切断、精製し、オ

キサゾリン化反応を行って糖鎖ドナーを調製し

た。この糖鎖ドナーと化学合成した糖ペプチド

を混合し、Glycosynthaseを添加してトランス

グリコシレーション反応を行った。得られた糖

鎖転移産物を逆相カラムで分離することで均一

な糖鎖を有する HBs抗原の部分糖ペプチドを

調製した。 

 

（４）HBs抗原免疫マウスにおける抗体価上昇

の確認：マウスに対する免疫手法ならびに抗体

価の測定方法を確立するために、ビームゲン（リ

コンビナント S-HBsタンパク質）を Balb/cマ

ウスに免疫し、その免疫マウス血清を用いて抗

HBs抗原抗体のELISA測定系の構築を行った。

市販の各種抗 HBs抗体のうち、陽性コントロー

ルとして使用可能なものがあるかどうかを検討

した。次に、L-HBs抗原、M-HBs抗原をマウ

スに免疫し、その抗体価の上昇を観察した。さ

らに免疫マウス血清を用いて、HBs抗原におけ

る領域ごとの反応性を検討した。 

 

（倫理面への配慮） 

本研究は、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）及び申請者が所属する研究機関で定

めた倫理規定等を遵守し、あらかじめ産総研の

組換え DNA実験委員会、および動物実験委員

会の承認を得ている。 
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認めた（多少の個体差があった）（図７）。 

 

（図７）Pre-S1ペプチドに対する反応性 

 

この L-HBs免疫マウス血清を用いて、HBs抗

原における領域ごとの反応性を検討した（図８）。

その結果、L-HBs 免疫マウス抗血清での傾向と

しては、L-HBs (免疫原) は反応性良いこと、 

Pre-S1領域が特に強く反応していること（つま

り抗原性が高いことを意味すると考えられる）、

Pre-S1領域に比べると弱いが S抗原や Pre-S2

領域でもちゃんと反応性が有ること、が明らか

となった。全ての領域で反応性が見られたこと

は、L-HBs抗原のワクチンへの応用が有用であ

ることを示していると考えられた。 

 

（図８）L-HBs免疫血清の反応性の確認 

 

次に、M-HBs抗原(前述)を 5匹のマウスに免疫

し、その抗体価の上昇を観察した。M-HBs抗原

に対する抗体価を測定したところ（図９）、いず

れのマウスにおいても抗体価上昇を観察した。 

 

（図９）M-HBs抗原に対する抗体価測定 

 

このM-HBs免疫マウス血清を用いて、HBs抗

原における領域ごとの反応性を検討した（図１

０）。その結果、M-HBs 免疫マウス抗血清での

傾向として、M-HBsは前述の L-HBsと比較し

て抗体価が上がりにくく、マウスによってばら

つきあるようであったまた、M-HBsは L-HBs

免疫に比べると、PreS2に対する抗体価も低め

であり、且つ、S-HBsに対する抗体価も L-HBs

よりも低いことが明らかとなった。 

 

 
（図１０）M-HBs免疫血清の反応性の確認 

 

現在、得られた L-HBs免疫マウス血清あるいは

M-HBs免疫マウス血清を使用して、各種抗原に

対する反応性について生化学的な解析を進めて

いるところである。 

 

D. 考察 
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抗原が調製できることが確認された。超遠心の
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条件等についてはほぼ確定したものの、一方で

各工程後の PEG沈で回収率を下げていること

が示唆された。加えて超遠心後のサンプルの濃

縮も重要であり、この工程でもロスが見られる

ため、今後クロスフローによる限外ろ過や透析、

凍結乾燥の条件等も検討する必要がある。また

大量調製のためには、培養条件と抽出条件の再

検討が必要であるため、免疫実験の結果を見な

がら今後改良を進めていく必要がある。なお得

られた L-HBsについては、H27年度に免疫を行

ない、抗原としての有効性を評価する予定であ

る。 

 

（２）今回の結果から、37 KDa付近にメインの

バンドが観察され、さらに複数のタンパク質バ

ンドも含まれていることがわかった。M-HBsは

粒子状の構造を保持していることが考えられる

が、免疫抗原としては問題ないと思われた。 

 

（３）糖転移反応後の精製において、産物の溶

出時間がわからないのがひとつの課題である。

すなわちHPLC上で見られるピークの内、産物

に対応するものがどれかを MS 解析して確認後、

ピークの回収を行わなければならない。LC-MS

などの活用も今後重要になると思われる。なお

得られた糖ペプチドは免疫実験での抗体価の上

昇の確認や、エピトープ決定、目的の抗体のス

クリーニングなどにより利用される予定である。 

 

（４）L-HBｓ免疫血清はどの抗原に対しても反

応性が亢進し、特に PreS1 の反応が比較的良く、

中和抗体であればワクチンとしての有用性が示

唆された。 

 

E. 結論 

（１）酵母でのHBs抗原 L-タンパク質（L-HBs）

の調製法を検討し、L-HBsの調製を行なった。

得られた L-LBsは電気泳動場で均一であった。 

（２）動物培養細胞を用いたHBs抗原M-タン

パク質（M-HBs）の調製を行なった。精製した

M-HBsはメインのバンドと、さらに複数のタン

パク質バンドも含まれていることが示唆された

が、免疫抗原としては問題ないと判断した。 

 

（３）化学-酵素ハイブリッド合成法を用いて、

Pre-S1領域、S-領域の糖鎖付加部位を含む部分

領域について糖鎖構造を均一化した糖ペプチド

の合成法を確立し、調製を行なった。 

 

（４）（２）〜（３）の糖タンパク質、糖ペプチ

ドを用いてマウスへの免疫実験を行い、抗体生

産能の評価を行なった。L-HBｓ免疫血清はどの

抗原に対しても反応性が亢進し、特に PreS1 の

反応が比較的良好であった。 
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