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A. 研究目的 
 B型肝炎ウイルス（HBV）の粒子形成について、
昨年度から研究を開始した。培養細胞にウイルス
遺伝子を導入して HBV複製を起こすシステム、あ
るいは HBV蛋白質、特に HBsあるいは Core蛋白
質を発現してウイルス様粒子（VLP）を産生させ
るシステムを用いて、粒子形成に必要な宿主因子
あるいは阻害的に働く宿主因子を、様々な方法で
検索する。宿主因子の候補について、詳細な生化
学的・分子生物学的な解析を行い、その作用機構
を解明する。さらに同定された宿主因子を直接的
あるいは間接的に阻害する因子を研究して、HBV
増殖抑制法を開発し、抗 HBV薬を開発するための
基礎とする。 
 
B. 研究方法 
 HBV 広島 YE株（Accession# AB206816）を主
に用い、この 1.4倍長全ゲノムをもつプラスミド
を培養細胞HepG2あるいはT23, 293Tに導入して、
ウイルス複製と粒子形成をおこさせた。あるいは
HBs蛋白質を単独で発現させて生じるウイルス様
粒子（S-VLP）、Core蛋白質によるウイルス様粒
子（C-VLP）を用いた。 
 各種の宿主因子の発現プラスミドあるいはドミ
ナントネガティブ変異体（DN変異体）を用い、
あるいは CRISPR/Cas9、shRNAi, siRNAを用いた
ノックアウト、ノックダウンを行った。宿主因子
とウイルス蛋白質の相互作用を免疫共沈降法で、
共局在を蛍光顕微鏡で検討した。 
 

C. 研究結果 
１．ESCRT (Endosomal sorting complex required for 
transport) 
 多小胞体での膜輸送、細胞質分裂に関与する宿
主蛋白質複合体であり、HIV-1をはじめとする多
くのエンベロープウイルスの出芽に働くことが示
されている。HBV, C-VLP出芽は、ESCRT機能を
阻害する DN変異体で出芽が阻害された。少なく
とも成熟粒子の放出に ESCRTが関与している。
S-VLP出芽は阻害されなかったので、空粒子の出
芽には関与していない可能性がある。 
 
２．Alix (ALG2-interacting protein X) 
 Alixは 868残基の V字型分子であり、膜に結合
する。ESCRTの構成蛋白質の一つであるが、単独
でも膜を湾曲させて、エクソゾーム形成、一部の
ウイルス出芽をおこすと考えられている。Alixと
Core蛋白質が直接結合することを確認し、そのそ
れぞれの結合ドメインを同定した。Alixの欠失変
異体の一部で、HBV, C-VLPの出芽が抑制される
ことを観察しており、この変異体が DN変異体と
して働いている可能性がある。S-VLPには全く影
響を与えない。さらに確認が必要であるが、HBV
の出芽に Alixと Core蛋白質の結合が重要である
ことは、ほぼ確実と思われる。これを阻害するこ
とで HBV増殖抑制効果が得られる可能性がある。 
 
３．Autophagy 
 我々は LC3が、HBs蛋白質や preS2-S蛋白質、
preS1-S2-S蛋白質と共局在することを見いだして
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おり、HBV出芽と autophagyとの関連が疑われた。
現在のところ、autophagy阻害剤 3-MAは、HBV
あるいは S-VLP, C-VLPの出芽に影響がないとい
うデータを得ている。一方、2011に HBV出芽に
autophagyが関連しているという論文が発表され
ており、さらに異なる細胞、あるいは autophagy
促進剤を用いた検討が必要である。 
 
４．BST2/tetherin/CD317 
 インターフェロン誘導性の Type II 膜蛋白質で
あり、Ｃ末端に GPIアンカーが結合することで、
N端、C端の両方で膜に結合する分子である。
HIV-1において、細胞表面でウイルスを物理的に
引き留めることで出芽を抑制することが明らかに
なっている。HIV-1はその Vpu蛋白質によって、
tetherinの作用を不活化している。tetherinは過剰発
現すると、C-VLPの出芽は阻害しないが、HBVお
よび S-VLPの出芽を阻害した。従って tetherinは
潜在的にウイルス出芽を阻害すると考えられる。 
 ところが、HBV持続感染 HepG2由来細胞（T23
細胞）では、tetherinの siRNAによるノックダウン
あるは過剰発現で HBVの出芽は影響を受けない
というデータがあり、持続感染細胞では tetherin
の働きを無効化する機構があることが推測される。
HBV増殖が tetherinの阻害作用から逃れるような
機構が存在する可能性があり、興味深い。 
 
D. 考察 
 今年度は既報の HBV出芽に関する宿主因子を
中心として検討を行った。HBV出芽への ESCRT
の関与は明確であったが、ESCRTは生体に必須な
働きをしているので、ウイルス抑制のために阻害
することは困難である。一方で、Alixの変異体の
一部が DN変異体として働いたので、Alixと Core
蛋白質の相互作用を阻害すると HBV増殖抑制に
つながる可能性がある。この相互作用を阻害する
低分子化合物を検索する必要がある。 
 AutophagyがHBVの出芽に働いているかどうか
について、現時点では曖昧である。Autophagyが
関与することが明らかになれば、Autophgyの制御
は様々な薬剤によって、ある程度可能であるので、
将来的に HBV増殖抑制につながる可能性がある。 
 今後は、網羅的な手法を用いて、HBV蛋白質と
相互作用する宿主因子を検索することを予定して
いる。 
 
E. 結論 
 HBV粒子形成に重要な宿主因子をいくつか同

定、確認することができた。これらをもとにして、
HBV粒子形成を抑制する方法の開発が期待でき
る。 
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