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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。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。 

本研究において平成２６年度に以下の成果を得た。 

１）HBV（HBs抗原）の糖鎖解析と応用： B型肝炎患者血清より調製された

サブバイラルパーティクル（SVP）中のHBs抗原サンプルから、L-HBsのPreS1

および PreS2領域、M-HBsの PreS2領域、S領域における糖鎖付加部位や糖

鎖構造の同定およびミリストイル化やアセチル化も同定し、HBV感染とワクチ

ン開発の基礎情報を取得した。ワクチン接種後に獲得されたヒトのクローン抗

体（富山大）とレクチンアレイを組み合わせることで、ナノグラムオーダーの

ウイルス粒子を破壊せず糖鎖構造情報を取得する方法の確立に成功し、背景肝

の異なるHBV感染患者の血清を調製し、開発したレクチンアレイ解析を行い

糖鎖プロファイリングによる基礎情報を収集した。 

２）HBV感染可能細胞と非感染可能細胞との比較解析：産総研独自のグライコ

プロテオミクス技術を用い HBV感染可能細胞と非感染可能細胞の糖鎖プロフ

ァイリング、感染可能な肝細胞と感染出来ない肝癌細胞について糖鎖遺伝子定

量システム（qRT-PCR）や次世代シーケンサー、バイオインフォマティクス解

析、質量分析器（MS）によるグライコーム解析を行い、肝細胞特異的に発現す

る糖鎖関連遺伝子（糖転移酵素と内在性レクチン）の発現と糖鎖構造の差を解

析した。 

３）HBV-宿主細胞における糖鎖の役割：HBV感染実験においてグリコシダー

ゼやレクチンの影響が明らかになり、HBV上の糖鎖が感染効率に影響すること

が示唆された。次世代シーケンサーによるトランスクリプトーム解析から、

HBV感染に関与する内在性レクチンの候補分子をリストアップした。また、

NTCP発現HuH7細胞を複数株作製し、感染モデルを構築した。合成ペプチド

（Myr-PreS1(long)-FAM）との結合を確認した。 



４）糖鎖改変の HBVの増殖・感染能への影響：リコンビナントHBs抗原を

HuH7細胞培養上清中に発現させる系を構築し、糖鎖合成の阻害剤がHBs抗原

の糖鎖付加や分泌を抑制する事を確認した。糖鎖遺伝子 siRNAスクリーニング

系を構築しHBV粒子の形成・分泌能を解析した結果、HBV作成実験でも HBV 

DNAを減少させる幾つかのターゲット遺伝子を選出した。siRNA-Xはラミブ

ジンやエンテカビルと同レベルでHBV分泌（HBs抗原、HBV DNA）を抑制

した。 

５）糖鎖修飾を受けたHBs抗原の大量精製：出芽酵母を用いたHBs抗原の生

産を試み、N-型糖鎖が付加されたHBs抗原を培地中に分泌する酵母の育種を

行った。培地中から３種のカラムを用いた精製を行うとともに、菌体内からの

抽出法の確立と超遠心法による糖鎖付加型HBs抗原の調製を行い、糖鎖付き

HBs抗原の精製法を確立した。また、糖鎖付き PreS1ペプチド及び 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。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、ワクチンとしての有用性

が示唆された。 

 以上の研究により、今後さらに他研究グループと連携し、糖鎖を利用した多

検体検査による病態解析、B型肝炎を治療する新規治療薬の開発やHBVの感

染を防ぐワクチンの実用化へ繋げる。 
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A. 研究目的 

現在、日本には約 110-140万人の B型肝炎ウ

イルス（HBV）保有者がいると考えられ、従来

型の母子感染に加え水平感染によっても広がり

つつある。現在 B型肝炎の治療の選択は主に

IFNと核酸アナログ薬である。しかし B型肝炎

においては IFNによる治療成績が悪い場合が多

く、持続感染を防ぐための核酸アナログ薬の継

続投与でも薬剤耐性ウイルスの出現が問題にな

っており、逆転写酵素に代わる創薬ターゲット

の発見が重要な課題となっている。そこで、本

研究ではHBVの感染/複製機構をより詳細に理

解し、これまでとは異なる視点から創薬ターゲ

ットを探求する必要があると考える。 

一方、最近のウイルスの感染機構の解明によ

り、糖鎖や糖タンパク質が様々なウイルスの受

容体となっている事が明らかになりつつあり、

糖鎖関連分子が HBVの接着・侵入に関わって

いる可能性が考えられる。また伊藤らの研究に

より（Ito K et al. J Virol. 2010）、HBs抗原上

の糖鎖が感染性 HBVの粒子形成・分泌に重要

である事が示唆されており、糖鎖修飾や糖鎖合

成系がHBV制御に向けた創薬のターゲットと

なる可能性が考えられた。すなわち、HBVの感

染過程における糖鎖研究は、抗HBV薬を効率

的に開発する上で重要な課題である。 

また、HBV感染によって急性肝炎、あるいは

慢性肝炎による肝硬変や肝がんの発症や自然治

癒は患者により多種多様である。肝炎の進行や

治療法の選択は効率的な治療と治療費削減にお

いて重要である。本研究では、肝線維化マーカ

ーを発見した技術を基に患者血清中の HBVの

スクリーニングや抗体に依るHBs検出を逃れ

る変異HBVを検出できる技術の開発を目指す。

新規の測定法により、HBVの自然治癒と発症と

の関連性が明らかになれば、HBV感染患者の治

療方針を決める資料となることが期待される。

そしてHBV感染や治療に因る肝臓の変化を簡

便に診断できる技術の開発・臨床応用は、肝生

検など侵襲性のある検査と比較して、安全性が

高く安価であり、社会福祉に大きく貢献できる。 

現在ほとんどの国や地域で HBVに対するユ

ニバーサルワクチネーションが行われているに

も拘らず、我が国ではユニバーサルワクチネー

ションが行われていないこともあり、新規感染

患者の発症を防ぐ事は難しいと考えられる。平

成２７年になり、HBVワクチンの公費接種への

施策変換が提言された。現行のワクチンは約９

０％近くの接種者に抗体獲得が見られる。しか

し、近年の研究ではオカルトインフェクション

やHBVワクチン接種者に感染するHBVなどが

報告されつつあり、新世代のHBVワクチンの

開発が期待されている。現行のワクチンに加え

有効な新規ワクチンを開発すれば、

non-responderへの対応や現在でも一定の割合

で新しい感染者が増える HBV感染防御に繋が

る。さらに、現行のワクチンは３回接種が標準

であり、公費接種の場合その費用が大きな問題

となる。従って効率良い抗体獲得を誘導できる

ワクチン開発が期待され、ユニバーサルワクチ

ネーション化の実施には必須である。 

  

以上の様に本研究は、HBVの糖鎖構造を解析

し多検体診断への応用、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

ターゲットの同定、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

薬剤のシーズ探索、ヒト型糖鎖を持つ HBs抗原

を大量調製し新規ワクチンの開発など糖鎖を利

用したHBV感染の防御と治療を目指す。（図１） 

 

 



 
 

 

B. 研究方法

 本研究班では、

を解析し、HBV

に、最先端の糖鎖機能解析技術を開発・実用化

して来た産総研・糖鎖医工学研究センター（統

括：成松）と肝疾患や

専門家から構成される肝臓グループ（統括：溝

上）とが協力体制（医工連携体制）を構築して

進めた。 

 

(1) HBV（HBs

HBVのエンベロープタンパク質（

抗原）における、糖鎖の有無や他の翻訳後修飾

を解析するために、血清より得られた精製

抗原を用いて質量分析装置

ロテオミクス

の糖鎖付加位置決定を行った。さらに、糖ペプ

チドを試料として、質量分析法で糖鎖構造解析

を行った。

原の構造の関連性を調べるためにプロテアーゼ

研究方法 

本研究班では、HBV

HBVに対する創薬実用化を図るため

に、最先端の糖鎖機能解析技術を開発・実用化

して来た産総研・糖鎖医工学研究センター（統

括：成松）と肝疾患や

専門家から構成される肝臓グループ（統括：溝

上）とが協力体制（医工連携体制）を構築して
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を行った。HBs抗原上の糖鎖の有無と

原の構造の関連性を調べるためにプロテアーゼ

HBV感染における糖鎖の機能
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抗原を用いて質量分析装置を用いた

法を検討し、精製

の糖鎖付加位置決定を行った。さらに、糖ペプ

チドを試料として、質量分析法で糖鎖構造解析

抗原上の糖鎖の有無と
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感染における糖鎖の機能
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法を検討し、精製 HBs抗原上

の糖鎖付加位置決定を行った。さらに、糖ペプ

チドを試料として、質量分析法で糖鎖構造解析

抗原上の糖鎖の有無と HBs抗

原の構造の関連性を調べるためにプロテアーゼ

感染における糖鎖の機能

に対する創薬実用化を図るため

に、最先端の糖鎖機能解析技術を開発・実用化

して来た産総研・糖鎖医工学研究センター（統

作製・感染実験の

専門家から構成される肝臓グループ（統括：溝

上）とが協力体制（医工連携体制）を構築して

HBs

抗原）における、糖鎖の有無や他の翻訳後修飾

HBs

グライコプ

抗原上

の糖鎖付加位置決定を行った。さらに、糖ペプ

チドを試料として、質量分析法で糖鎖構造解析

抗

原の構造の関連性を調べるためにプロテアーゼ

処理と

 ワクチン接種により誘導された

ンに由来するヒト抗

抗原に対するウエスタンブロットの結果から、

糖鎖を認識するレクチンと抗体の組み合わせに

よる新規

 次に、治療履歴や

genotype

患者の血清の調製法を検討し、開発した

ンアレイ

る基礎情報を収集した。

  

(2) HBV

一次培養肝細胞は

継続培養すると次第に

る。HBV

るために、ヒト肝臓キメラマウスから肝細胞を

調製し、一週間ごとに回収し、糖タンパク質を

SDS

ンアレイによって糖鎖プロファイリングを解析

処理と SDS-PAGE

ワクチン接種により誘導された

ンに由来するヒト抗

抗原に対するウエスタンブロットの結果から、

糖鎖を認識するレクチンと抗体の組み合わせに

よる新規HBs抗原の検出法を検討した。

次に、治療履歴や

genotypeの違いなど背景肝の異なる

患者の血清の調製法を検討し、開発した

ンアレイ解析を行い糖鎖プロファイリングによ

る基礎情報を収集した。

HBV感染可能細胞の解析：

一次培養肝細胞は

継続培養すると次第に

HBV感染と糖鎖関連分子との関係を解析す

るために、ヒト肝臓キメラマウスから肝細胞を

調製し、一週間ごとに回収し、糖タンパク質を

-PAGEと銀染色により解析し、またレクチ

ンアレイによって糖鎖プロファイリングを解析

PAGEやMSにより検討した。

ワクチン接種により誘導された

ンに由来するヒト抗HBs抗原抗体の精製

抗原に対するウエスタンブロットの結果から、

糖鎖を認識するレクチンと抗体の組み合わせに

抗原の検出法を検討した。

次に、治療履歴やHBV DNA

の違いなど背景肝の異なる

患者の血清の調製法を検討し、開発した

解析を行い糖鎖プロファイリングによ

る基礎情報を収集した。 

感染可能細胞の解析：

一次培養肝細胞はHBV感染可能細胞であるが、

継続培養すると次第にHBV

感染と糖鎖関連分子との関係を解析す

るために、ヒト肝臓キメラマウスから肝細胞を

調製し、一週間ごとに回収し、糖タンパク質を

と銀染色により解析し、またレクチ

ンアレイによって糖鎖プロファイリングを解析

により検討した。

ワクチン接種により誘導された B細胞クロー

抗原抗体の精製

抗原に対するウエスタンブロットの結果から、

糖鎖を認識するレクチンと抗体の組み合わせに

抗原の検出法を検討した。

DNAのコピー数、

の違いなど背景肝の異なる HBV

患者の血清の調製法を検討し、開発した

解析を行い糖鎖プロファイリングによ

感染可能細胞の解析： 

感染可能細胞であるが、

HBVが感染できなくな

感染と糖鎖関連分子との関係を解析す

るために、ヒト肝臓キメラマウスから肝細胞を

調製し、一週間ごとに回収し、糖タンパク質を

と銀染色により解析し、またレクチ

ンアレイによって糖鎖プロファイリングを解析

 

により検討した。 

細胞クロー

抗原抗体の精製 HBs

抗原に対するウエスタンブロットの結果から、

糖鎖を認識するレクチンと抗体の組み合わせに

抗原の検出法を検討した。 

のコピー数、

HBV感染

患者の血清の調製法を検討し、開発したレクチ

解析を行い糖鎖プロファイリングによ

感染可能細胞であるが、

が感染できなくな

感染と糖鎖関連分子との関係を解析す

るために、ヒト肝臓キメラマウスから肝細胞を

調製し、一週間ごとに回収し、糖タンパク質を

と銀染色により解析し、またレクチ

ンアレイによって糖鎖プロファイリングを解析



 
 

した。同時に一部の培養細胞にHBVを添加し

感染効率を確認した。 

 さらに、培養開始後１週間と３週間のキメラ

マウス由来のヒト肝細胞や感染できない肝がん

細胞から total RNAを調製し、次世代シーケン

サーを用いトランスクリプトーム解析を行った。

NTCPを含め、糖鎖関連遺伝子の発現量解析を

行った。また HBV感染に関与する宿主細胞上

糖鎖認識分子（内在性レクチン）の探索を網羅

的に進めるために、次世代シーケンサーの結果

を基に、レクチン様分子の検索を行なった。 

 

(3) HBV–宿主細胞間相互作用機構の解明：  

HBV上の糖鎖が如何にHBV感染に関与するか

を明らかにするために、患者由来の調製HBV

を用いた感染実験を行った。感染量は HBs抗原

に対する ELISAと HBV DNAに対する qPCR

によって定量した。上述の候補レクチンの

cDNAをクローニングし、発現させたレクチン

を用いHBVと同時にキメラマウス由来のヒト

肝細胞に添加し、その影響を解析した。また精

製したレクチンをアレイに固定化し、ラベル化

した HBs抗原と各レクチン様分子との結合を

解析した。 

 さらに、患者由来の調製 HBVをグリコシダ

ーゼ処理し、同様にHBV感染実験を行った。

グリコシダーゼの効果は血清由来の精製HBs

抗原を用い、レクチンアレイにより判別した。 

 NTCPを発現するHepG2+NTCP-C4細胞を

感染症研究所（渡士先生）から取得し、HBs抗

原の結合実験を行った。蛍光ラベルした

Myr-PreS1を HepG2+NTCP細胞に添加し

FACSにより結合率を測定した。細胞による違

いを解析するために、HuH7細胞にタグ化した

NTCP cDNAを発現する安定株を作成し、

Myr-PreS1との結合実験を行った。 

 

(4) 糖鎖改変の HBVの増殖・感染能への影響：

タグ付きHBs抗原をHuH7細胞で発現させ、

糖鎖合成系阻害剤を添加する事により、HBs抗

原の分泌への影響をウエスタンブロッティング

により解析した。 

 肝臓細胞の次世代シーケンサーの結果を基に

糖鎖遺伝子発現解析を行い、発現パターンで 2

群（抑制目的と過剰発現目的）に分け、cDNA

ライブラリーと siRNAライブラリーを作成し

た。糖鎖遺伝子 cDNAは産総研で作製された糖

鎖遺伝子ライブラリーから PCRで増幅し、新規

に作成した発現ベクターにクローニングした。

siRNAライブラリーは各糖鎖遺伝子に３つの

siRNAを合成し、同量ずつを混ぜた後にウエル

に加え形質転換した。愛知医科大学（大臣確認

の申請済み）にて、HBVを産生するHep2.2.15.7

細胞（感染症研究所より入手）を用い siRNAラ

イブラリーのスクリーニングを行った。形質転

換後に培養上清を回収し、ELISA法によるHBs

抗原の発現量、PCR法によるHBV DNAの定量

などを行い、HBV分泌への影響を解析した。 

 効果の確認された siRNAについて、一つずつ

の siRNAを用いて２次スクリーニングを行っ

た。候補 siRNAの細胞への影響はMTTアッセ

イ、レクチンブロッティング、トランスクリプ

トーム解析などを実施して解析した。 

 

(5) 糖鎖修飾を受けたHBs抗原の大量精製： 現

在S-HBs抗原がワクチンとして用いられており、

糖鎖修飾はされていない。ワクチンとして適し

たペプチドあるいはHBs抗原を決定するため

に、市販の L-HBs, HuH7細胞に形質転換した

M-HBs、PreS1, PreS2を８周齢のマウスに摂取

し、１週間ごとに採血した。抗体価の上昇は

ELISA法により確認した。コントロールとして

市販のワクチンを免疫した。N型糖鎖付きのペ

プチドはトランスグリコシレーションにより付

加した。 

 ヒト型糖鎖付き L-HBs抗原を出芽酵母で発



 
 

現する目的で、L-HBs抗原をコードする遺伝子

を出芽酵母に最適なコドンに変換し全合成を行

い、出芽酵母の発現ベクターに組み込んだ。酵

母の形質転換で得られたクローンを培養し、菌

体内から超遠心や透析により L-HBs抗原を分

離精製した。L-HBs抗原は SDS-PAGEにより

展開しOriole染色やウエスタンブロッティング

で確認した。 

 

（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）」、遺

伝医学関連 10学会より提案された「遺伝学的検

査に関するガイドライン」、厚生労働省・文部科

学省「疫学研究に関する倫理指針（平成１９年

文部科学省・厚生労働省告示第１号）」を遵守し

ている。また、必要な実験承認を受けるために

研究対象者に対する人権擁護上の配慮、研究方

法による研究対象者に対する不利益、危険性の

排除や説明と同意（インフォームド・コンセン

ト）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１

８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；国際医療研究センター：HBs抗原の精

製や臨床検体収集に伴う倫理委員会申請；愛知

医科大学及び名古屋市立大学：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）HBV（HBs抗原）の糖鎖解析とその応用：  

これまでに質量分析装置を用いてHBs抗原の

糖鎖付加位置と構造解析を行った結果、L-HBs

抗原の Pre-S1領域の N型糖鎖、M-HBs抗原の

PreS2領域の N型糖鎖、S-HBs抗原の N型糖

鎖が特定され、Mono, di-sialyl化した 2本鎖が

付加していた。これ以外の N型糖鎖構造が検出

されておらず、HBs抗原上の糖鎖構造はほぼ類

似の構造であることが示唆された。また、

Genotype Dや一部のHBs抗原を除き L-HBs

抗原の N末には開始メチオニンが２箇所あり、

１番目のメチオニン後のグリシンがミリストイ

ル化されていることが確認された。ミリストイ

ル化と糖鎖付加が同一分子に存在しているかを

解析中である。さらにM-HBsの N末端メチオ

ニンは部分的にアセチル化および酸化されてい

た。また、PreS2領域に O型糖鎖の存在が確認

されたが、これがM-HBs、L-HBsのいずれに

存在するか、質量分析では確認されなかった。 

 HBV検出のためにワクチン接種後に獲得さ

れたヒトのクローン抗体（富山大）とレクチン

を比較した結果、抗体は糖鎖を有する HBs抗原

を認識しないが、抗体で免疫沈降した HBV由

来粒子は糖鎖を有するHBs抗原のみを認識す

るレクチンによって検出されることが明らかに

なった。そこで、患者血清からのHBs抗原の糖

鎖プロファイリングを進めた結果、ヒトのクロ

ーン抗体とレクチンを組み合わせ、ナノグラム

オーダーのHBVを破壊せず糖鎖構造情報を取

得する方法を確立した。 

 次に背景肝の異なる患者サンプル（HBV 

DNAコピー数、抗原量、治療、HBV genotype 

など）を用いて解析した結果、抗体に比べて糖

鎖を認識するレクチンと HBV量との相関性が

観察された。 

 

（２）HBV感染可能細胞の解析： 

ヒト肝臓由来の一次培養細胞は感染可能だが、

肝がん細胞にはほとんど HBVが感染しない。

そこで、ヒト肝細胞と５種の肝がん細胞から



 
 

RNAを抽出しトランスクリプトーム解析を行

った。約２５０種の糖鎖関連遺伝子と薬５５０

種のレクチン様遺伝子のリストを用いて発現プ

ロファイルを解析し、有意に発現量の異なる遺

伝子をリストアップすることに成功した。 

 ヒト肝キメラマウス由来の肝細胞を培養し、

感染能の変化と糖鎖プロファイリングとタンパ

ク質の定量を行った。HBV感染能は培養時間に

伴い減少していくことが確認された。肝細胞サ

ンプルを SDS-PAGE後に銀染色した結果、３週

間くらいを境に有意にタンパク質のパターンに

変化が見られた。レクチンアレイで解析した結

果糖鎖プロファイリングは徐々に変化し、５週

間後では培養開始後とは大きく異なることが明

らかになった。 

 培養開始後と感染能が低くなった３週間後の

細胞から RNAを回収し qRT-PCRや RNA-seq

によりトランスクリプトーム解析を行い、HBV

受容体候補として報告されているタンパク質の

発現量を比較した結果、NTCPや ASGR2など

の発現量は有意に低下していることが明らかに

なった。 

 

（３）HBV–宿主細胞間相互作用機構の解明： 

HBV上の糖鎖が感染において如何に関与して

いるかを解析するために、HBVをグリコシダー

ゼ処理してHBV感染実験を行った。感染に用

いた HBVは genotype Cでヒト肝細胞に感染・

増幅させ、タイターを測定して使用した。一種

のグリコシダーゼ処理によってHBV感染が上

昇することが示された。 

 HBs抗原を認識するレクチンの選択するため、

上述の解析結果を基に肝細胞で発現しているレ

クチンをリストアップした。リコンビナントを

発現しHBs抗原との結合能の解析を進めた結

果、HBV上の糖鎖特異的にレクチンと結合する

ことが確認された。そこでリコンビナントレク

チン存在下で HBV感染実験を行った結果、

HBV結合性レクチンはHBVの感染を低下させ

ることが示された。さらに約２０種のレクチン

様分子を取得しており、siRNAなどの用いHBV

感染実験を行っている。 

 Huh7細胞に NTCP cDNAを導入し

Myr-Pre-S1に結合するHuh7+NTCPクローン

を得た。ASGRなどの内在性レクチンの発現量

が異なるクローンを取得することに成功し、

HBV感染実験を行った。また合成ペプチド

Myr-PreS1(long)やMyr-PreS1(+N-Gly)を作成

し HuH7+NTCP細胞に結合することを確認し

た。 

 

（４）糖鎖改変のHBVの増殖・感染能への影

響： 

M-HBs, S-HBs抗原を分泌する系を開発し、ま

ず糖鎖合成阻害剤を用い HBVの分泌への影響

を解析した。ツニカマイシンなど幾つかの糖鎖

合成阻害剤は効率よくHBs抗原分泌を抑制し

たが、HBV阻害活性が報告されている幾つかの

薬剤については、我々の実験では阻害活性は低

かった。 

 課題２より得られた糖鎖遺伝子発現量の解析

結果を基に、86種の siRNA固定化プレートを

作製し、HBs抗原の分泌への影響やHepG2.2.15

細胞を用いHBV粒子合成阻害を検討した。幾

つかの siRNAで 70％程度の阻害活性が見られ

ており、HBs抗原上の糖鎖修飾を阻害する事や、

HBV DNAを含む感染可能なHBV粒子を減少

させる事が明らかになった。さらに二次スクリ

ーニングを行い最も良く HBV粒子合成を阻害

する siRNAをリストアップした。そのうちの一

つの siRNAで顕著にHBV DNAを有するHBV

粒子を減少させる事が出来たので特許申請を行

った。 

 siRNAの効果を糖鎖合成阻害剤と比較した結

果、アポトーシス、細胞毒性、AFP分泌への影

響、レクチンブロッテイングへの影響などはほ



 
 

とんど確認されなかった。HuH7細胞を siRNA

で形質転換し、RNA調製後にトランスクリプト

ーム解析し siRNAの影響の解析を行った。 

 

（５）糖鎖修飾を受けた HBs抗原の大量精製： 

現行のHBVワクチンには酵母由来の S-HBs抗

原が用いられているが、ワクチン接種に最良の

HBs抗原を使用するために、免疫実験を行い抗

体価の測定を行った。まず PreS1や PreS2など

のペプチドのみでは抗体誘導効果が見られなか

った。Myr化したMyr-PreS1 でも機能しない

事から、L-HBsやM-HBs抗原を免疫源とした。

現行のワクチンをコントロールとして用い、酵

母由来の L-HBs抗原と比較した場合、L-HBs

抗原の抗体価の上昇が早いことが確認された。

ヒト型糖鎖の影響を解析するために、HuH7細

胞で発現させたM-HBs抗原を免疫した結果、

糖鎖の影響か L-HBs抗原程ではないが S-HBs

抗原より良好な抗体価の上昇が見られた。血清

を用いてウエスタンブロッティングを行った結

果、L-HBs抗原接種後の抗体は S領域よりも

PreS1や PreS2領域を認識する抗体が多いこと

がわかり、PreS1や PreS2領域のワクチンとし

ての有用性が明らかになった。 

 免疫後に得られた脾臓細胞は富山大に送られ

抗原を認識する抗体を産生する細胞から迅速ス

クリーニングを行っており、HBIGに代わる中

和抗体の取得を目指している。まず L-HBs抗原

接種マウスの脾臓細胞から約１００個ほどの

PreS1ペプチド認識抗体がクローンされた。現

在詳しく解析中である。また他のHBs抗原接種

マウスの脾臓細胞からもクローニングを進めて

いる。 

 ワクチンとしての効率を上げること、またエ

スケープミュウータントへの対応、治療への応

用を目的として。糖鎖付加 HBs抗原の大量発現

系の開発を行っている。酵母で L−HBs抗原を生

産し、菌体内からの精製を試みており、超遠心

を用いて単一のバンドにまで精製が進んでおり、

今後免疫実験を行う予定である。酵母由来の

L-HBs抗原に比べて、糖鎖の付加が複数あるこ

とが確認された。他の方法として酵素学的に二

本差糖鎖を転移させ、ワクチンとしての効果を

検討する予定である。 

 上述の様に、ワクチン接種者から取得された

抗体は糖鎖の有るHBs抗原を検出できない場

合が多い。抗原性の高い a領域中のループ２の

N146に糖鎖を付加したペプチドやG145Aの変

異ペプチドを調製した。現在ワクチン接種者か

ら取得された抗体を用いて結合実験を実施し糖

鎖の影響を解析中である。 

 

D. 考察 

（１）これまでの HBs抗原の糖鎖付加位置と構

造解析を行った結果、L-HBs抗原の PreS1領域

の N型糖鎖、M-HBs抗原の PreS2領域の N型

と O 型糖鎖、S-HBs抗原の N型糖鎖が特定さ

れた。今後、L-HBs, M-HBs, S-HBs抗原に共通

する領域の N型糖鎖や O 型糖鎖の有無や

L-HBsのN末のミリストイル化と糖鎖付加が同

一分子に存在するかなど明らかにすればほぼ全

容が判明し、HBVワクチンが模すべき HBs抗

原の構造が明らかになる。 

 PreS2抗体を用いたM-HBs抗原の検出より

レクチンを用いた方が感度よく検出できており、

PreS2抗体はL-HBs抗原も認識してしまうのに

対しレクチンがM-HBs抗原のみを検出できる

場合があり、感染性HBV（Dane粒子）を測定

する技術として期待される。すなわちレクチン

を用いた新規検出系によって、病態との関連性

を診断できる可能性が考えられる。今後さらに

肝線維化や肝がんの患者サンプルを増やし、

Dane粒子の新規検出法の開発へ繋げる。 

 

（２）肝がん細胞へのHBV感染が成立しない

ことから、HBVの持続感染系の確立が重要な課



 
 

題となっている。当班ではヒト肝細胞の長期培

養によってHBV感染効率が低下することに着

目し、糖鎖関連遺伝子とレクチン様遺伝子を中

心にトランスクリプトーム解析を行った。糖タ

ンパク質や糖鎖のプロファイルも３週間後くら

いを境に大きく変化することは興味深く、同時

期に HBV感染に必要な遺伝子の発現も変動し

ていると考えられる。 

 

（３）HBV上の糖鎖を解析した結果は単純な糖

鎖構造が付加されていることを示していたが、

グリコシダーゼ処理によってHBV感染効率が

変化することは、HBV上の糖鎖の役割を示唆し

ている。例えば、肝臓への特異性よりもHBV

の取り込みに関与している可能性を示唆する。

実際にNTCPの安定発現細胞はヒト肝細胞より

多く発現しているにも関わらず感染効率は発現

量に比例していないことから、HBVの共受容体

が存在している可能性が考えられる。１−３週間

の PHH細胞や国立感染研より入手した

HepG2+NTCP細胞の次世代シーケンサーのト

ランスクリプトーム解析から、NTCP以外で発

現量が大きく変化するレクチン様分子をリスト

アップした。今後HepG2+NTCP細胞でレクチ

ン様分子を発現しHBs抗原との結合能の解析

や HBV感染実験を行うと共に、PHH細胞を

siRNA処理し HBV感染への影響を解析し、

HBVの共受容体の発見に繋げたい。 

 

（４）HBs抗原上の糖鎖は HBVの分泌や抗体

からの保護に関与している事が示唆されている。

実際にツニカマイシンなどの糖鎖合成阻害剤を

用いると低濃度でも SVPの分泌が抑制された

が、創薬を考えた場合、毒性や濃度の基準化や

肝臓への DDSなどを考える必要がある。 

本研究により明らかになった糖鎖遺伝子の機能

と siRNAの肝細胞に対する影響を明らかにす

るとともに、DDSの改変などを含め創薬に向け

て検討していく必要がある。 

 

（５）現行のワクチンは、年齢にもよるがほぼ

９０％の接種者で抗体獲得が見られる。しかし

ながら、これまでHBVワクチン行政で常識で

ないことが起きている。例えば、ワクチン接種

者が HBVに感染する事例、感染しているパー

トナーからの感染、ワクチンとは異なる

genotypeのHBV感染などがすでに報告されて

いる。今年の初めにHBVワクチンを全員公費

接種へとの提言がなされたことを考えると、最

も変異が起きやすい S領域のワクチンだけでは

新たなHBVを防げない可能性を考える必要が

あり、新規のワクチン開発を進め将来に備える

意義は高い。また、十分な免疫獲得までに半年

間で３回接種することが推奨されており、新生

児にユニバーサルワクチネーションする場合の

費用が問題になる可能性がある。L-HBs や

M-HBs抗原の免疫では S-HBs抗原の免疫より

抗体価の上昇が早かったことから、免疫回数が

減少されれば公費接種の費用削減に繋がる可能

性がある。 

 

E. 結論 

（１）B型肝炎患者血清より調製されたサブヴ

ァイラルパーティクル（SVP）における L-HBs

の PreS1および PreS2領域、M-HBsの PreS2

領域、S領域における糖鎖付加部位の同定に成

功した。質量分析によるミリストイル化やアセ

チル化も同定し、HBV感染とワクチン開発の基

礎情報を取得した。 

（２）ワクチン接種後に獲得されたヒトのクロ

ーン抗体（富山大）とレクチンを組み合わせる

ことで、ナノグラムオーダーのウイルス粒子を

破壊せず糖鎖構造情報を取得する方法の確立に

成功した。 

（３）HBV感染患者の血清収集を準備し新規解

析方法で測定した結果、HBV DNA量と相関性



 
 

があるレクチンが明らかになり、新規解析法に

より疾患の進行状態を示唆できる可能性がある。 

（４）HBV感染実験においてグリコシダーゼや

レクチンの影響が明らかになり、HBV糖鎖が感

染効率に影響することが示唆された。次世代シ

ーケンサーによるトランスクリプトーム解析か

ら、HBV感染に関与する内在性レクチンの候補

分子をリストアップした 

（５）ヒト肝臓キメラマウス由来培養肝細胞の

糖鎖をレクチンアレイによって解析し、経時

的・感染後の宿主肝細胞の糖鎖プロファイルの

変化を見出した。 

（６）NTCP発現 HuH7細胞を複数株作製し、

感染モデルを構築した。Myr-PreS1 (long) との

結合を確認し、糖鎖及びレクチンの発現を次世

代シーケンサーで解析した。 

（７）糖鎖遺伝子の発現結果を基に siRNAを用

いた糖鎖改変細胞を作製しスクリーニングを行

った結果、８６siRNAターゲットのうち１５糖

鎖遺伝子でHBs抗原の糖鎖が減少し、HBV作

成実験でもHBV DNAを減少させる糖鎖遺伝子

siRNAをターゲット候補とした。 

（８）糖鎖付き PreS1ペプチド及び 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、L-HBsの有用性を

確認した。 

（９）酵母で L−HBs抗原を生産し、菌体内から

の精製法を確立した。市販の酵母由来の L-HBs

抗原に比べて、糖鎖の付加が複数あることが確

認され、糖鎖の抗原への影響を解析するのに有

効と考えられた。 

 

F. 健康危険情報 

 特記すべき情報なし。 

 

G. 研究発表 

1. 論文発表 

 各課題の分担研究報告書へ記載する為、本稿

では割愛する。 

 

2. 学会発表 

1) Narimatsu H. Glycosylation of HBV. 

TASL-Japan Hepatitis B Workshop, April 

19-20, 2014, Taipei 

 

 その他の学会発表は、各課題の分担研究報告

書へ記載する為、本稿では割愛する。 

 

H. 知的財産権の出願・登録状況（予定を含む。） 

1. 特許取得 

 B型肝炎ウイルス分泌阻害剤に関する特許 

    審査請求：1件（特願 2015-084520） 

 

2. 実用新案登録 

 該当事項なし。 

 

3. その他 

 該当事項なし。 

 

 



 
 
 

（班会議資料） 

 

 平成 24 年度より採択された厚生労働科学研究費補助金（B 型肝炎創薬実用化等研究事業）「B 型

肝炎ウイルスにおける糖鎖の機能解析と医用応用技術の実用化へ」を円滑に実行するために、以下の

合同班会議に参加し、班会議を開催した。 

 

○ NTCP関連合同班会議 

 

開催日時： 平成 26年 10月 29日（水） 13：00 ～ 18：00 

場  所： 国立国際医療研究センター 肝炎・免疫研究センター 

出席者（敬称略）：（多数のため当班参加者のみ記載）溝上雅史、是永匡紹（以上、国立国際医療

研究センター）、成松久、佐藤隆、安形清彦（以上、産総研） 

 

○会議内容 

１．開会挨拶（世話人：溝上先生） 

 

２. 各課題の発表と討論 

 ・下遠野班 

 ・脇田班 

 ・田中班 

 ・上田班 

 ・藤田班 

 ・成松班（成松、安形） 

グリコシダーゼのHBV感染への影響、RNA-seqによる内在性レクチンのリストアップ、PreS1

におけるMyr化とグリコシレーション、HepG2+NTCP細胞の作成とMyr-PreS1の結合実験 

 ・小嶋班 

 

３. 総合討論 

 宮村先生：各ステップで成果が出ており、科学的に国民に発信していく必要がある。 

   溝上先生：NTCPを研究する班が多数あるので、効率化を図り戦略的に進める必要がある。 

 

概要：平成 24年度より採択された厚生労働科学研究費補助金（B型肝炎創薬実用化等研究事業）の

中で近年 HBV 受容体として注目されている NTCP を基礎研究と創薬研究に関わる７班が合同班会

議を開催し、お互いの研究課題の理解を進めた。当研究班からは、成松研究代表と安形が発表した。 

 

 



 
 
 

○ 平成 26年度第一回班会議 

 

開催日時： 平成 26年 5月 9日（金） 14:00 ～ 18:00 

場  所： TKP品川カンファレンスセンター「カンファレンスルーム 6E」（京急第 10ビル・6階） 

出席者（敬称略）：溝上雅史、是永匡紹、正木尚彦（PO）（以上、国立国際医療研究センター）、久永

拓郎、大座紀子（厚生労働省）、米田政志、伊藤清顕（愛知医科大学）、尾曲克己

（名古屋市立大学）、田尻和人（富山大病院）、伊藤浩美（福島県立医科大学）、

成松久、安形清彦、梶裕之、久野敦、千葉靖典、佐藤隆、竹原淳一、雄長誠、我

妻孝則（以上、産総研） 

 

○会議内容 

１．研究代表者挨拶（成松） 

 

２．最近のHBV研究の動向（日台HBVワークショップ）（溝上先生） 

 

３. 各課題の進捗状況（説明と討論） 

• HBV上の糖鎖の解析と利用（課題１：久野、梶） 

• 宿主側の糖鎖合成系とターゲット（課題２と４：安形、伊藤先生） 

• 肝細胞への感染に関する候補分子（課題３：佐藤） 

• 新規ワクチンの開発（課題５：千葉） 

 

４. 班会議総括 

 

５. POコメント 

   正木先生（国立国際医療研究センター） 

   久永専門官（厚生労働省） 

 

６. 次回ミ－ティングについて 

 

概要：本研究課題の進捗状況について班員が理解し討論するために第一回班会議を開催した。 

これまで精製 HBs 抗原や肝がん細胞を用いて、レクチンアレイ、プロテオミクス解析、糖鎖

解析、遺伝子発現解析（qRT-PCR, 次世代シーケンサー）を実施してきたが、今年度は国際医

療研究センターで保管している患者由来の血清サンプルの解析すること、NTCPを発現する細

胞と Pre-S1結合実験系（国立感染研から導入）を用い Pre-S1上の糖鎖の結合への影響を解析

すること、siRNAスクリーニング系で得られたHBV分泌阻害の候補遺伝子の解析を進めるこ

と、酵母で糖鎖付き L−HBs 抗原を生産することに加え、抗原の違いによる抗体価の上昇率へ

の影響を解析することなど、本年度の研究方針と計画を確認した。 

 



 
 
 

○ 平成 26年度第二回班会議 

 

開催日時： 平成 26年 9月 11日（木） 15：15 ～ 18：00 

場  所： 東京コンベンションルーム AP品川「F+Gルーム」 

出席者（敬称略）：溝上雅史、是永匡紹、正木尚彦（P.O）（以上、国立国際医療研究センター）、久

永拓郎（厚生労働省・肝炎対策専門官）、米田政志、伊藤清顕（愛知医科大学）、

尾曲克己（名古屋市立大学）、田尻和人（富山大病院）、伊藤浩美（福島県立医科

大学）、成松久、安形清彦、梶裕之、久野敦、栂谷内晶、佐藤隆、竹原淳一、我

妻孝則（以上、産総研） 

 

○会議内容 

１．研究代表者挨拶（成松） 

 

２．最近のHBV研究の動向（溝上先生） 

 

３. 各課題の進捗状況（説明と討論） 

• 宿主側の糖鎖合成系とターゲット（課題２と４：安形、伊藤先生） 

• 肝細胞への感染に関する候補分子（課題３：佐藤） 

• HBV上の糖鎖の解析と利用（課題１：梶、久野） 

• 新規ワクチンの開発（課題５：栂谷内） 

 

４. 班会議総括 

 

５. POコメント 

   正木先生（国立国際医療研究センター） 

   厚生労働省久永専門官 

 

６. 次回ミ－ティングについて 

 

概要：本研究課題の進捗状況について班員が理解し討論するために第二回班会議を開催した。 

前回の班会議からの成果として、HBV 分泌阻害の候補遺伝子の一つの siRNA で顕著に HBV 

DNAを有する HBV粒子を減少させる事を確認、ミリストイル化や糖鎖の HBV結合への影響

を解析するためにHBVと結合する NTCPを発現するHuH7+NTCPクローンを得、国際医療

研究センターで保管している患者由来の血清サンプルの解析の進捗、抗体価を試験するための

糖ペプチドや糖タンパク質の抗原の調製法、および抗体価測定の進捗状況についての報告があ

り、討論を行った。 

 

 



 
 
 

○ 平成 26年度第三回班会議 

 

開催日時： 平成 26年 12月 22日（月） 14：30 ～ 18：30 

場  所： 東京コンベンションルーム AP品川「F+Gルーム」 

出席者（敬称略）：溝上雅史、是永匡紹、正木尚彦（P.O）（以上、国立国際医療研究センター）、大

座紀子（厚生労働省・肝炎対策推進室長補佐）、米田政志、伊藤清顕（愛知医科

大学）、尾曲克己、飯島沙幸（名古屋市立大学）、伊藤浩美（福島県立医科大学）、

安形清彦、梶裕之、千葉靖典、栂谷内晶、舘野浩章、佐藤隆、我妻孝則、竹原淳

一（以上、産総研） 

 

○会議内容 

１．開会挨拶（肝臓グループ統括：溝上先生） 

 

２. 各課題の進捗状況（説明と討論） 

• 肝細胞への感染に関する候補分子（課題３：飯島先生、佐藤） 

• 宿主側の糖鎖合成系とターゲット（課題２と４：安形、伊藤先生） 

• HBV上の糖鎖の解析と利用（課題１：安形、梶） 

• 新規ワクチンの開発（課題５：栂谷内、千葉） 

 

３. 班会議総括 

 

４. POコメント 

   正木先生（国立国際医療研究センター） 

   大座室長補佐（厚生労働省） 

 

５. 次回ミ－ティングについて 

 

概要：本研究課題の進捗状況について班員が理解し討論するために第三回班会議を開催した。 

前回の班会議からの成果として、HBV 感染実験において一種のグリコシダーゼ処理によって

HBV感染が上昇することが示され、HBV上の糖鎖が感染に関与している可能性が示唆された。

阻害活性が見られている幾つかのsiRNAの効果をエンテカビルなどのHBV阻害薬と比較した。

患者サンプルを解析した結果から、感染性HBV（Dane粒子）を測定する技術開発の可能性が

示唆された。ワクチン接種のために最良の HBs 抗原を使用するために、免疫実験を行い抗体

価を測定した結果が報告された。 

 

 

  



 
 
 

○ 平成 26年度第四回班会議 

 

開催日時： 平成 27年 3月 6日（金） 14：30 ～ 18：30 

場  所： 東京コンベンションルーム AP品川「Eルーム」 

出席者（敬称略）：溝上雅史、是永匡紹（以上、国立国際医療研究センター）、大座紀子、横山 雄一

郎（厚生労働省・肝炎対策推進室）、伊藤清顕（愛知医科大学）、尾曲克己、飯島

沙幸（以上、名古屋市立大学）、田尻和人（富山大病院）、伊藤浩美（福島県立医

科大学）、成松久、梶裕之、千葉靖典、久野敦、栂谷内晶、佐藤隆、舘野浩章、

安形清彦、竹原淳一、我妻孝則（以上、産総研） 

 

○会議内容 

１．研究代表者挨拶（成松） 

 

２．最近のHBV研究の動向 

   溝上先生（国立国際医療研究センター） 

   横山先生（厚生労働省） 

 

３. 各課題の進捗状況（説明と討論） 

• HBV上の糖鎖の解析と利用（課題１：久野） 

• 肝細胞への感染に関する候補分子（課題２と３：舘野） 

• 宿主側の糖鎖合成系とターゲット（課題２と４：安形、伊藤先生） 

• 新規ワクチンの開発（課題５：千葉、田尻先生） 

 

４. 班会議総括 

 

５. POコメント 

   大座室長補佐（厚生労働省） 

 

６. 次回ミ－ティングについて 

 

概要：本研究課題の進捗状況について班員が理解するため、および今年度の成果と次年度の計画につ

いて討論するために第四回班会議を開催した。背景肝の異なる患者サンプルを解析した結果か

ら、HBs 抗原の検出において抗体よりレクチンの方が感度よく検出できることが確認された。

産総研で作成されたHuH7+NTCP細胞に合成ペプチド（Myr-PreS1(long)-FAM）が結合する

ことHBVが感染可能なヒトの一次培養肝細胞やHuH7+NTCP細胞と感染不可能なHuH7細

胞の次世代シーケンサーのトランスクリプトーム解析から、肝細胞で発現しているレクチンの

リストアップ、siRNAの効果を確認するためのトランスクリプトーム解析、抗原接種後に得ら

れる抗体の迅速スクリーニング等の結果が報告された。 



 
 

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 

 

Ｂ型肝炎ウイルス(HBV)の糖鎖解析と臨床的応用 
 

研究分担者 溝上 雅史 国立国際医療研究センター 肝炎・免疫研究センター長 

研究協力者 杉山 真也 国立国際医療研究センター 肝炎・免疫研究センター 主任研究員 

 

研究要旨：B型肝炎ウイルス(HBV)における慢性肝炎では、インターフェロン

治療成績も十分とはいえず、核酸アナログ製剤の継続投与においても薬剤耐性

ウイルスの出現が問題になっている。糖鎖はHBVの接着・侵入や粒子形成・

分泌に関わっている可能性が示唆され、その感染過程における糖鎖解析は、HB

ワクチンや抗 HBV薬を効率的に開発する上で重要である。HBVに対する糖鎖

への機能を明らかにし、HBV創薬シーズを作成することが本研究の目的であ

り、近未来に我が国で導入されることが決まった universal vaccinationに広く

応用できる様、安価・安全で陽性率が高いHBワクチン作成のための臨床的な

サポートを行った。更に異なる genotypeでのHBワクチンの有効性や

universal vaccination導入国ではHBs抗体を獲得した症例でも、長期間観察

後ではHBc抗体やHBVDNA陽性者が存在することを踏まえ、最も有効な HB

ワクチン導入法の確立も目指している。 

 

A. 研究目的 

現在日本では、約 150万人のHBV保有者が

いると考えられ、従来型の母子感染に加え水平

感染によっても広がりつつある。B型肝炎にお

いては、インターフェロンによる治療成績が悪

く、持続感染を防ぐための核酸アナログ製剤の

継続投与においても薬剤耐性ウイルスの出現が

問題になっている。従って、逆転写酵素に代わ

る創薬ターゲットが必須であり、有効な薬剤の

開発にはHBVの感染/複製機構をより詳細に理

解する必要がある。糖鎖は HBVの接着・侵入

や粒子形成・分泌に関わっている可能性が示唆

され、HBVの感染過程における糖鎖解析は、抗

HBVワクチンや抗HBV薬を効率的に開発する

上で重要な課題である。 

本研究の目的は、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。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。また、新規「ヒト型 HBs抗原」を大量精

製し、新規ワクチンの開発を目指すことを目標

とする。先進国では、HBVの universal 

vaccinationが進んでいるなかで、我が国では 

様々な努力によって母子感染対策のみのセレク

ティブワクチネーションで HBV感染を費用対

効果の面を含めて、非常に安価に効率良く感染

防止を行った反面、ユニバーサルワクチネーシ

ョンの必要性が今日までなかったとも言える。

但し、感染経路は母子感染のみならず、乳幼児

期からの水平感染・controlが難しい STD、更

に慢性化しやすい genotype Aの増加など HBV

感染様式は多様化し、今後もユニバーサルワク

チネーションについては導入が決定された。ま



 
 

た、母子感染や HBV関連肝移植に用いられる

抗 HBs人免疫グロブリン（HBIG）の有効性は

高いものの、costは 10倍以上ワクチンより高い

うえ、血液から作られる為、未知のウイルスや

プリオンなどの感染は 100%否定できない。 

2008年まで多くの施設で使用されていたの

が、ヒト肝細胞由来の huGK-14 細胞に発現さ

せた HBs 抗原粒子をアルミニウム塩に吸着さ

せた「沈降 B 型肝炎ワクチン『明乳』」であり、

HBs抗原のみならず preS2抗原が含まれている

とされていたが無菌性保証が担保されず自主回

収となり、 また開発中であった preS2を含む

米国の製薬会社のパテントの関係で市販される

に至らず、本邦で使用可能であるワクチンは、

pre-S2は含まない 2種類（ビームゲン、ヘプタ

パックス）の選択しかない。後者は本邦には少

なく genotype Aであり、本邦には適していない。

前者は Genotype Cから作製されており、ワク

チンによる陽性率も若年者では 90%以上である

が、遺伝子組換技術により酵母に産生させたＨ

Ｂｓ抗原をアルミニウム塩に吸着させた沈降ワ

クチンであり、糖鎖が酵母型に置換されており、

完全な感染予防は難しく、更に preS2/S1を含む

ワクチンが作製されれば、更なる感染抑止につ

ながる可能性が高い。また、本邦でも少ないな

がらも、Carman WFらが報告(Lancet 

1990)HBs抗原の escape mutantは存在し、こ

れらの変異部位(抗原認識部位)に糖鎖修飾が関

与する可能性が本研究班の解析からも示唆され

おり、middle S・large S蛋白まで考慮した安価

で安全なワクチン作製は重要である。我々は、

主任研究者と共同で、特に臨床検体の提供や、

抗体作成、HBV専門知識の共有や糖鎖研究によ

り見いだされた成果を、マウスを用いた感染実

験により確認を行う。 

 

 

 

B. 研究方法 

 本年度は、昨年度の引き続き、糖鎖解析に実

験計画のサポートや最新の情報を提供し臨床検

体の集約と総括を行った。 

 

C. 研究結果 

 HBs抗原作成を当センターで精製予定のため、

その機器購入や設置を行った。 

 また、マウスによる感染実験を行う準備を行

い、来年度から施行予定とした。 

 

D. 考察 

 universal vaccinationにて、HBV感染者は更

に減少すると予測される一方で、HBワクチン

のみで、完全に抑止することは不可能であり、

長期観察例の一部では肝炎発症はなくても 

HBc抗体やHBVDNA陽性者が存在することは

忘れてはならない。特に若年者での水平感染率

の増加の有無、ワクチン接種時の合併症・副作

用の詳細な検討も行い、安価・安全で抗体獲得

率が高いHBワクチン作成が必要と思われる。 

 

E. 結論 

 基礎研究班からの要求に応え、HBs抗原に対

する抗体を提供することで、HBV糖鎖解析を進

ませた。また、臨床検体の回収とともに、本研

究所での研究準備体制の整備ともに HBワクチ

ンに伴う諸問題について、基礎研究班に指示し

た。 

 

F. 健康危険情報 

 特記すべき情報なし。 

 

G. 研究発表 
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1) Watashi K, Sluder A, Daito T, Matsunaga S, 

Ryo A, Nagamori S, Iwamoto M, Nakajima S, 

Tsukuda S, Borroto-Esoda K, Sugiyama M, 
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transporter, sodium taurocholate 

cotransporting polypeptide (NTCP). 

Hepatology 59 (5):1726-37, 2014.05 
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2. 学会発表 

 特記すべき情報なし。 

 

 

 



 
 

H. 知的財産権の出願・登録状況（予定を含む。） 

1. 特許取得 

 該当事項なし。 

 

 

 

2. 実用新案登録 

 該当事項なし。 

 

3. その他 

 該当事項なし。 

 

 

 



 
 

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 

 

HBV糖鎖解析と臨床検体収集 
 

研究分担者 是永 匡紹 国立国際医療研究センター 肝炎・免疫研究センター 肝疾患研修室長 

研究協力者 杉山 真也 国立国際医療研究センター 肝炎・免疫研究センター主任研究員 

 

研究要旨：我が国の B型慢性肝炎では、インターフェロン治療成績が悪く、核

酸アナログ(NA)製剤の継続投与においては耐性ウイルス出現が問題になって

おり、肝発癌発生率はこの 20年変化がなく、根本的な治療な見直しが必要で

ある。糖鎖は B型肝炎ウイルス(HBV)の感染・複製過程に関わっている可能性

が報告されており、糖鎖解析を行う事は、抗HBワクチンや抗 HBV薬を効率

的に開発する上で重要であると考えられる。本研究は、HBVの糖鎖の機能を明

らかにし、HBV創薬シーズやワクチン作成することを目的とし、HBV糖鎖解

析に利用可能な HBs抗原抗体価の高い検体、NA投与前、genotype別毎の検

体収集を昨年同様に継続し行い、一部では肝炎増悪に伴い変動する糖鎖関連蛋

白を解析している。 

 

A. 研究目的 

従来型の母子感染に加え水平感染によっても

広がりつつある。B型肝炎(HBV)のインターフ

ェロンによる治療成績は悪く、持続感染を防ぐ

ための核酸アナログ製剤の継続投与は有効も、

中止は難しく医療費かさみため、根本的なウイ

ルス排除は「感染させない」ことである。糖鎖

は HBVの接着・侵入や粒子形成・分泌に関わ

っている可能性が示唆され、HBVの感染過程に

おける糖鎖解析は、抗HBワクチンや抗 HBV

薬を効率的に開発する上で重要な課題である。 

本研究の目的は、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。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

構造を解析し、抗HBVの創薬のターゲットと

することを目標とする。 

 

 

B. 研究方法 

 糖鎖解析より得られて知見をHBV感染者で

確認するため、HBVDNA量別・genotype別・

HBs抗原価別,NA治療経過中の血清を回収し、

基礎研究班に提供した。 

 

C. 研究結果 

 産業技術総合研究所で解析されるレクチンア

レイによるHBV粒子上糖鎖変化の解析の為、

HBs抗原価が高い(10,000 IU以上)、genotype C

症例を抽出し、eAg/eAb陽性別に sampleを選

択していたが、本年度は、HBs抗原が 2000～

4000IUでの抽出効率を上昇させるため様々な

実験工夫を行った。更に再現性を高めるために

同一症例で、NA製剤経過中の糖鎖変化が、検

出できるかどうか確認し解析中である。 

 これまで産業技術総合研究所での一連の解析

を、当施設でも施行できる様に準備を行い、来

年度から本格的に実験を開始する。 



 
 

D. 考察 

 HBVの糖鎖解析を行うための前処理を当セ

ンターで行うことで、解析の smooth化が計ら

れるとともに、ウイルス量や HBs抗原価に左右

されない糖鎖解析が可能となり、ALT変動や発

がんに伴う変動は創薬ターゲットになる可能性

ある。 

 

E. 結論 

 臨床検体提供や実験準備は順調に進んでおり、

一部は解析を開始した。本年度は多くの検体を

当施設で解析を行い、創薬シーズを導き出す。 
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研究要旨：HBV感染における HBV自身に存在する糖鎖の機能を理解するため

に、HBsタンパク質の糖鎖構造情報を、２つの異なるアプローチによって取得

することを計画し、それぞれの分析条件を確立し、実サンプルの分析を行った。

レクチンアレイでは、まず昨年度確立したプロトコルのうち、血清から HBV

粒子のエンリッチの工程をブラッシュアップし、取得物の精製度及び取得デー

タの再現性を向上させた。その後、HBV感染患者血清の取扱機関である国際医

療研究センターへ技術移転し、HBV感染患者 16症例の 24サンプルの血清よ

りそれぞれHBV粒子をエンリッチし、レクチンアレイにより比較糖鎖解析を

行った。その結果、得られたアレイシグナルパターンは大きな傾向は一致して

いるものの、HBs抗原量や DNA量などに応じてシグナルが増減するレクチン

がいくつか確認された。質量分析では、B型肝炎患者プール血清より精製され

た HBsタンパク質の解析から、Pre-S1、Pre-S2、および S領域にそれぞれ１

カ所の N型糖鎖が、また、Pre-S2領域に 1カ所の O型糖鎖の付加が同定され

た。N型糖鎖は二本鎖構造、O型糖鎖はコア 1（T抗原）を主成分としていた。

この他、M型 HBs (Pre-S2)の N末端Metにアセチル化、L型 HBs(Pre-S1)の

N末端 Glyにミリストイル化修飾を検出した。 

 

A. 研究目的 

HBVウィルス粒子エンベロープに局在する

表面抗原分子 HBsは糖タンパク質であり、この

糖鎖付加部位の変異、糖鎖欠失によってパッケ

ージング不全が生じるなど、HBV粒子の形成や

感染、増殖に糖鎖が関連している報告があるが、

その詳細は不明である。B型肝炎治療薬を開発

するにあたり、HBVの糖鎖機能を理解すること

は重要であり、HBsタンパク質の糖鎖構造から、

最終的にはHBVウィルス粒子の糖鎖集合状態

を含めた構造特性を明らかにし、創薬の基盤情

報とすることを目的とする。 

 

 

B. 研究方法 

（１）レクチンマイクロアレイによる HBV粒

子の糖鎖プロファイリング：各患者血清中HBV

ウィルス粒子のエンリッチ、および取得HBV

粒子の糖鎖プロファイリングは、昨年度確立し

た手法に従った。まず、血清中の磁気ビーズへ



 
 
 

非特異的に結合するタンパク質を事前に除去し

た。血清を予め反応バッファー（1%Triton X-100

入り Tris-buffered saline (TBSTx)）で３回洗浄

したストレプトアビジン固定化磁気ビーズ（SA

ビーズ）溶液に加えて溶液調整し、 4 ℃で 30 

分間振盪反応した。反応後、磁石により SAビ

ーズを 1カ所にトラップし、残存溶液を別の 1.5 

mL容チューブに回収した。回収した溶液に、

ビオチン化抗体と SAビーズを加え、4℃で 3時

間振盪しながら抗原体反応を行った。なお、抗

体は田尻らが樹立した抗 HBs抗原抗体

（HB0116）を用いた。反応後、抗原－抗体複合

体と結合した磁気ビーズを磁石で回収し、溶液

を除去後、ビーズを反応バッファー 500μLで 

3 回洗浄した。トラップされたHBV粒子を溶

出するために、0.2 ％ SDSを含む TBS 10μL

を加え、95 ℃で 5 分加熱し、不活性化された

HBV粒子を遊離した。磁気ビーズを磁石で 1カ

所にトラップし、溶出画分溶液を回収した。取

得液中に夾雑する不活性化 HB0116抗体は、新

しい SAビーズと再度反応させることで完全に

除去された。得られた溶液 HBV粒子-IP 産物

（20μL）とした。 

HBV粒子-IP 産物試料を 5μLとり、レクチン

アレイ反応バッファーである 1%Triton X-100

含有 Phosphate-buffered saline (PBSTx)によ

り、60μLに調整した。この溶液をレクチンマイ

クロアレイの各反応槽へ添加し、20℃で 10時間

以上相互作用反応した。反応後、ブロッキング

剤を加え、30分反応させた。60μLの PBSTx

で各反応槽を３回洗浄した後、ブロッキング剤

含有 PBSTx溶液を加え、若干攪拌した後に、検

出用ビオチン化 116抗体を 100 ng加え、20℃

で 1時間反応させた。抗原抗体反応後、60μLの

PBSTxで各反応槽を３回洗浄し、次いで Cy3

標識ストレプトアビジン 200 ng含有 PBSTx溶

液を加え、さらに 30分、20℃で反応した。反応

後、60μLの PBSTxで各反応槽を３回洗浄した

後、レクチンアレイスキャナーGlycoStationTM

によりスキャンを行った。スキャンデータは画

像解析ソフトで数値化され、以後の比較糖鎖解

析に用いられた。 

（２）HBsタンパク質 Pre−S1/Pre-S2領域の糖

ペプチド解析：B型肝炎患者プール血清より精

製したサブバイラルパーティクル（SVP）を変

性剤処理、還元アルキル化することなく、トリ

プシン消化し、限外濾過法で遊離ペプチドを捕

集した。これをアミド 80カラムに通し、糖ペプ

チドと非糖ペプチドに分画した。糖ペプチド画

分は酸性条件下で加熱してシアル酸除去処理し、

LC/MS分析した。この質量値より糖鎖組成を推

定した。非糖ペプチド画分も同様に LC/MS分析

し、Mascot検索により、糖鎖付加以外の翻訳後

修飾の状況を分析した。Pre-S1領域における糖

鎖修飾とミリストイル化の関連を分析するため

に、合成ミリストイル化ペプチドをトリプシン

および V8プロテアーゼ消化し、LC/MSでの検

出を行った。また、Pre-S2領域における O型糖

鎖の状態を分析するために、SVPをトリプシン

処理し、消化物を Jacalinカラムに供し、O型

糖ペプチドを捕集した。これを LC/MS分析し、

構造解析した。 

 なお、上述の（１）（２）に用いた全ての血清

サンプルは、インフォームドコンセントにより

患者から同意の得られたものである。またすべ

てサンプル収集機関および研究実施機関の各倫

理審査委員会で承認されたものを用いている。 

 

C. 研究結果 

（１）HBV患者血清中HBV粒子の比較糖鎖解

析： Genotype C HBV感染患者 15症例（急性

肝炎 2例、慢性肝炎 8例、無症候性キャリア 5

例）の血清（HBsAg: 3000 IU/mL以上、HBV 

DNA: 100コピー以上）より HBV粒子をエンリ

ッチし、レクチンアレイ解析を行った。その結

果、α2,6シアル酸修飾を末端に有する複合型 N



 
 
 

型糖鎖に特徴的なレクチンシグナル（I群：SSA, 

SNA, TJAI, RCA120, DSA, PHAEなど）を得

たと同時に、シアリル T抗原構造 O型糖鎖に特

徴的なシグナル（II群：Jacalin, MPA, ABA）

も得た。II群のシグナルは Genotype C HBVの

Mタンパク質の Pre-S2領域にあるとされる 1

つの O型糖鎖付加に由来すると予想される。実

際、O型糖鎖付加位置が欠損している Genotype 

A HBV感染慢性肝炎患者（1例）血清について

検討した場合、N結合型糖鎖の特徴は Genotype 

Cのそれと同様であったが、O結合型糖鎖に由

来するシグナルは全く得られなかった。つまり、

I群レクチンシグナルと II群レクチンシグナル

の割合を調べると、血清 HBV粒子中のMタン

パク質の割合が間接的に得られると考えた。そ

こで上述の 15例の結果について、I群／II群シ

グナル比を調べたところ、その比は患者ごとに

異なっており、Mタンパク質に特徴的な II群の

割合が DNA量に応じて増減している傾向を示

した。この割合の違いを、レクチンアレイ以外

の手法でも確認するために、取得HBV粒子を

SDS-PAGEし、メンブレントランスファー後に、

I群の SSA及び II群の Jacalinを用いたレクチ

ンブロットを行った。その結果、Jacalinは、お

もにMタンパク質（gp36および gp33）を染色

し、そのバンド強度はレクチンアレイの傾向に

一致していた。 

 また、HBsAg量の下限を調べるために、先述

のGenotype C HBV感染患者のうち 3症例につ

いて、治療開始前、3か月後、12か月後の血清

を用いて同様の実験を行った。結果、HBsAg量

＞2000 IU/mLの場合にHBV粒子に特徴的なレ

クチンシグナルパターンを得ることが確認でき

た。 

（２）HBsタンパク質 Pre−S1/Pre-S2領域の糖

ペプチド解析：ヒト患者血清由来 SVPを変性剤

非存在下、トリプシン、Lys-Cエンドペプチダ

ーゼ、および V8プロテアーゼで消化し、生じ

た消化物を限外濾過して、遊離ペプチド画分を

得た。これをアミド 80カラムに供し、糖ペプチ

ド画分を得、LC/MS法で分析した。以前に同定

した Pre-S1および L-Pre-S2糖ペプチドのコア

ペプチド質量に 2本鎖糖鎖質量を足したシグナ

ルを探索した結果、それに該当するシグナルが

検出され、L-HBsの Pre-S1/S2領域には２本鎖

糖鎖が主成分として結合していることが推定さ

れた。また、アミド８０カラム分離の非糖ペプ

チド画分の分析では、ミリストイル化された N

末端ペプチド（GGWSSKPR）が同定された。

これはオランウータン型ではなく、ヒト型のロ

ングフォームのN末端Glyがミリストイル化さ

れていることを示している。V8プロテアーゼの

みで消化し、ミリストイル化 Gly-2と糖鎖付加

Asn-15の両方を含む糖ペプチドの検出を試み

たが、検出できなかった。非糖鎖付加型のミリ

ストイル化ペプチドも検出されていないので、

これらの修飾の関連は未解決である。合成ミリ

ストイル化ペプチドの分析から、消化位置、ミ

リストイル化ペプチドの溶出位置が決定できた

ので、これを今後の参考に探索を進める。 

同様に調製したトリプシン消化遊離ペプチド画

分を酸処理の後、Jacalinカラムに供し、結合し

た糖ペプチド画分を LC/MS分析した結果、

PreS2領域の既報の位置に T抗原と思われる

（Hex(1)HexNAc(1)）糖鎖が検出された。この

ペプチドが L-HBs、M-HBsのいずれか（ある

いは両方）に由来するのかは不明であった。 

 

D. 考察 

 レクチンアレイと質量分析による糖鎖解析の

結果、ヒト患者血清由来HBsタンパク質には長

さ(LMS)に応じ、1ないし 3箇所の N型糖鎖付

加部位が同定され、L-PreS1、L-PreS2、M-PreS2、

および Sの S領域にはα2,6シアル酸を末端に

有する２本鎖糖鎖が主要であることが判明し、

残るLおよびMのS領域にも同様の糖鎖が付加



 
 
 

しているものと推定される。また PreS2領域に

１カ所の O型糖鎖が存在し、その糖鎖構造はシ

アリル T抗原と予想される。これらの情報を元

に考察すると、新型ワクチンとして準備すべき

抗原はこれらの糖鎖が付加したものであると思

われる。 

 

E. 結論 

 HBs糖鎖付加部位の同定とそれらに結合して

いる糖鎖構造から、今後、ワクチンの抗原とす

る HBsにはシアリル化された２本鎖糖鎖ある

いはシアリル化 T抗原を付加させたものを用意

し、現在使われている糖鎖無しの抗原と抗原性

や産生される抗体の性状などを比較することが

重要と考える。 

 

F. 健康危険情報 

 特記すべき情報なし。 
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研究要旨：B型肝炎ウイルス(HBV)の感染機構は受容体も含めて不明であり、

現在の所HBVの持続感染系は構築されていない。宿主肝細胞側の糖鎖合成系

はそのままHBVの糖鎖修飾を担うこともあり、肝細胞表面の糖鎖関連分子と

共に HBVの感染に深く関与していると考えられる。本研究の目的は、HBVの

感染や複製における糖鎖の役割を明らかにし、B型肝炎の新規治療薬の開発を

目指す事である。そこで本研究では、HBV感染可能細胞である肝細胞と感染出

来ない肝癌細胞株との糖鎖合成系の違いまた細胞表面に発現する内在性レクチ

ンなどの糖鎖関連分子の違いを明らかにすることを第一の課題としている。肝

細胞株をグライコプロテオミクス解析・糖鎖構造解析し、さらに肝細胞株と初

代肝細胞（肝臓）での糖鎖遺伝子発現について qRT-PCRアレイ及び次世代シ

ーケンサを用いて解析した。さらに得られたデータからバイオインフォマティ

クス技術により内在性レクチンの検索などを行った。また、ヒト肝臓化キメラ

マウスの肝細胞における糖鎖プロファイルの変化について解析を行った。ヒト

肝臓キメラマウス由来培養肝細胞の糖鎖をレクチンアレイによって解析し、経

時的・感染後の宿主肝細胞の糖鎖プロファイルの変化を見出した。次世代シー

ケンサによるトランスクリプトーム解析から、HBV感染に関与する内在性レク

チンの候補分子をリストアップした。 

 

A. 研究目的 

糖鎖はインフルエンザウイルスなど様々なウ

イルスの接着・侵入や粒子形成・分泌に関わっ

ている事が示唆されている。現在日本には約

150万人の B型肝炎ウイルス（HBV）保有者が

いると考えられ、従来型の母子感染に加え水平

感染によっても広がりつつある。同様に肝炎を

起こす C型肝炎ウイルスでも糖鎖-レクチンを

介した接着や侵入するシステムが示されている。

ところが、HBVは持続感染系が構築されていな

いこともあり、肝細胞表面上の受容体は不明な

ままである。また、HBV感染における宿主肝細

胞側の糖鎖の役割や感染後の糖鎖合成系の変化

なども研究されていない。HBV上の糖鎖合成は

宿主である肝細胞が担っていることもあり、

HBVの感染過程における宿主側肝細胞の糖鎖



 
 
 

を解析することは、HBVワクチンや抗 HBV薬

を効率的に開発する上でも重要な課題である。 

本研究では、糖鎖遺伝子解析技術・グライコ

プロテオミクス技術・レクチンアレイ技術など

の糖鎖機能解析技術により、HBV感染可能細胞

と非感染可能細胞の糖鎖プロファイリングを行

う（図 1）。 
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B. 研究方法 

 HBV感染機構における肝細胞側の糖鎖の役

割を明らかにするために、 以下の解析を進めて

いる。解析対象の試料としては、各種の肝臓細

胞株を始めに実施し、次いでヒト肝化マウス組

織・細胞（±HBV感染）を対象とした、より詳

細な糖鎖解析を進めていく。 

(1) 解析に必要な試料の準備と調製を行う。特に

同一の試料にて各種解析を平行して行うために、

肝細胞株、初代培養肝細胞なども大量に培養し、

同一ロットによる試料を調製するなどした。 

(2) 産総研保有の糖鎖遺伝子定量システム

（qRT-PCRアレイ）や次世代シーケンサを用い

て、糖鎖遺伝子と、内在性レクチンを含む糖鎖

関連遺伝子に特化して発現解析し、HBV感染に

必要な糖鎖関連分子の発現とHBV感染に伴う

宿主細胞の変化を解明する。今年度は肝細胞株

での糖鎖遺伝子の発現を qPCRアレイにより解

析するとともに、次世代シーケンサによる解析

も行い、この両者の比較を行うなどした。 

(3) 産総研独自のグライコプロテオミクス技術、

糖鎖構造解析技術により糖鎖プロファイリング

を行う。具体的には、質量分析器（MS）による

糖鎖構造解析およびレクチンアレイによる高感

度糖鎖プロファイルを進め、宿主細胞の糖鎖発

現を解析する。また、種々の試料でプロテオー

ム解析とグライコプロテオーム解析を行う。今

年度は肝細胞株の糖鎖構造をMSにより解析し

た。また、同細胞株における（グライコ）プロ

テオーム解析のデータを基にして、糖タンパク

質あるいはレクチン様タンパク質の発現の調査

を実施した。 

(4) HBV感染と宿主肝細胞の糖鎖発現との関連

について解析を行う。ヒト肝臓化キメラマウス

（PXBマウス）より初代培養肝細胞を調製・培

養し、これに患者血清由来のHBVを感染させ、

その前後での糖鎖プロファイルの変化を解析し

た。また同様に、キメラマウス由来肝細胞を経

時的（1 週〜6週まで）に培養し、宿主肝細胞の

経時的な糖鎖糖鎖プロファイルの変化を解析し

た。また、次世代シーケンサによる網羅的な遺

伝子発現解析を行い。糖鎖関連遺伝子の変動に

ついて解析した。 

 

（倫理面への配慮） 

組換え DNA実験および動物実験を行う場合に

は、カルタヘナ条約などの法令・規定を遵守し、

また、産業技術総合研究所ライフサイエンス実

験に関する倫理及び安全管理規程に従って実施

している。 

動物を使用する実験については日本省庁の指針

や法律を遵守する。使用する動物個体数に関し

ては、動物愛護のため、極力最少になるように

努めている。 

ヒト由来試料の提供・使用に関しては、産業技

術総合研究所をはじめ、各機関で倫理審査を受

け、その承認のもとに行っている。また、文部

科学省・厚生労働省・経済産業省「ヒトゲノム・
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遺伝子解析研究に関する倫理指針（平成１６年

文部科学省・厚生労働省・経済産業省告示第１

号）」、遺伝医学関連 10学会より提案された「遺

伝学的検査に関するガイドライン」、厚生労働

省・文部科学省「疫学研究に関する倫理指針」

を遵守して研究を行っている。 

 

C. 研究結果 

 本研究における結果については以下の通りで

ある。今後は詳細な遺伝子解析やヒト肝化マウ

スを使用した様々な条件下での解析を平行して

進めていく予定である。 

(項目 1) 肝臓細胞株、ならびにヒト肝化マウス

組織・細胞を対象とした糖鎖遺伝子の発現解析、

糖タンパク質の（グライコ）プロテオーム解析、

糖鎖構造解析を行うための試料調製を進め、一

部解析を行ってきた。始めに、ヒト肝臓細胞株

であるHuh7細胞と HepG2細胞などの試料を

採取し、実験毎に適した調製を行った。また、

市販のヒト肝臓細胞（初代培養）を培養し、同

様の解析をするための試料調製を行った。 

(項目 2) qRT−PCR（糖鎖遺伝子 qRT-PCRアレ

イシステム）による糖鎖遺伝子発現解析の結果、

肝細胞株 2種（HuH7細胞、HepG2細胞）にお

ける約 190種類の糖鎖遺伝子の発現プロファイ

ルを得た。それらの糖鎖遺伝子群を高発現（約

80遺伝子）と低発現あるいは発現無し（約 100

遺伝子）の 2群に分け、他課題（糖鎖改変の HBV

の増殖・感染能への影響）の解析のための基礎

情報とした。HepG2および HuH7の qRT-PCR

アレイ解析の結果、感染可能である肝細胞と同

様な発現レベルの遺伝子もあれば、異なる遺伝

子もあり、糖鎖構造の結果同様細胞に依る差が

明らかになった。 

また、HepG2および HuH7の RNAとともに、

市販のヒト肝臓由来 RNAあるいは培養したヒ

ト肝臓細胞（初代培養）から抽出された RNA

よりそれぞれ cDNAを合成し、これを用いて次

世代シーケンサによる遺伝子発現解析を行った

（図 2）。 
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糖鎖遺伝子と、内在性レクチンを含む糖鎖関連

遺伝子に特化して発現解析した。糖鎖遺伝子の

発現プロファイルの結果については、図 3に示

した。 

 

図 3 

 

次世代シーケンサから得られる遺伝子発現情報

（例：全体で約 400万 Read、そのうち 240万

Readが約 4.7万個の遺伝子にマップされる）は

非常に膨大なため、そのデータをそのまま使用

するのは非常に困難である。そこで、バイオイ

ンフォマティクス技術により、従来我々が構築

してきた糖鎖遺伝子のデータベース（GGDB）

などのデータを有効利用し、これらデータベー

スとの比較抽出などの作業によって糖鎖遺伝子

のみを抽出・解析を行った。 
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前述のデータとの比較なども行ったが、次世代

シーケンサのデータと糖鎖遺伝子発現定量シス

テム(リアルタイム qRT-PCR)のデータには基本

的に相関性があると思われ、課題 4に向けて抽

出された糖鎖遺伝子プロファイルには問題無い

ことを確認した。また、内在性レクチンについ

ては宿主細胞におけるHBV受容体として機能

している可能性が考えられるため、同様に次世

代シーケンサの遺伝子発現情報から、内在性レ

クチンの発現情報を抽出した。方法は糖鎖遺伝

子の時とほぼ同様に、従来我々が構築してきた

内在性レクチンのデータベースを有効利用し、

これらデータベースとの比較抽出などの作業に

よって内在性のレクチン様ドメインを有するタ

ンパク質（約 240種類）のみを抽出し、解析を

行った。ここから得られた発現情報は課題 3へ

利用された。 

 

(項目 3) 肝臓細胞株 7種類について、膜画分や

可溶性画分を用いたプロテオーム解析とグライ

コプロテオーム解析（IGOT解析）のデータを

保有していたことから、これを用いて内在性レ

クチンの検索を行った。プロテオームのデータ

では、平均して約 2000〜3000種類のタンパク

質、グライコプロテオーム解析では平均して約

600～850種類の糖ペプチドが登録されており、

これを検索した結果、候補レクチン様タンパク

質を見出し、これを他課題（HBV-宿主細胞にお

ける糖鎖の役割）の基礎情報とした。これらの

一部の試料については既に糖鎖遺伝子解析

（qRT-PCR）、および質量分析による糖鎖構造

解析（N-結合型/ O-結合型糖鎖解析）を行った。 

 

[質量分析装置を用いた糖鎖構造解析]  

現在までに実施した、質量分析装置を用いた

HepG2細胞およびHuH7細胞、初代肝細胞、

HBV粒子：SVP (subviral particles)の糖鎖構造

解析については以下の通りである。 

平成 24年度に２種類の細胞株(HepG2と

HuH-7)、平成 25年度に肝細胞(hNHeps)および

HBV SVP試料について質量分析計を用いた N-

結合型および O-結合型糖鎖構造解析を行った。

解析手順は以下の通りである。培養細胞(HepG2、

HuH-7、hNHeps)については、それぞれ細胞ペ

レットから疎水性画分を抽出し、還元アルキル

化・透析・トリプシン消化を、SVP試料につい

ては、還元アルキル化・エタノール沈殿・トリ

プシン消化を行ったのち糖鎖の切り出しを行っ

た。N-結合型糖鎖についてはエンドペプチダー

ゼ Fにより酵素学的に、O-結合型糖鎖について

は還元β脱離により化学的に処理し、N-と O-

結合型糖鎖の遊離を行った。次に、N-ならびに

O-結合型糖鎖は、MALDI測定の際のイオン化

の感度および安定性を向上させるため、完全メ

チル化処理にてすべての水酸基ならびにカルボ

ン酸をメチル化した(ただし、N-結合型糖鎖につ

いては酵素にて切り出された糖鎖を還元し、糖

アルコールにしてから完全メチル化処理を行っ

た)。得られた N-および O-結合型糖鎖の完全メ

チル化体は、MALDI-多段階タンデム型質量分
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子発現の減少）が明らかとなった。 

また、本研究で得られる宿主細胞における糖鎖

遺伝子/糖鎖関連遺伝子の発現解析の結果は、他

課題（課題 1や課題 3：HBV-宿主細胞における

糖鎖の役割、課題 4：糖鎖改変の HBVの増殖・

感染能への影響）研究の基礎知見となると考え

られる。今後、上記の観察された糖鎖変化が機

能的にどのようにHBV感染と関連するのかに

ついて、課題３あるいは課題４と連携して解析

を進めていく予定である。 

 

E. 結論 

 肝臓細胞株における遺伝子解析、糖鎖構造解

析（糖鎖プロファイル解析）、ならびにグライコ

プロテオーム解析データを利用したレセプター

候補探索などを行った。また、感染前後および

経過とともに、宿主細胞の糖鎖構造（糖鎖プロ

ファイル）が変化していることが観察された。

基本的な糖鎖の構造情報、糖鎖関連遺伝子の発

現情報および細胞表面タンパク質の発現情報な

どを得ることが出来た。これらの知見を基に、

統合的にHBV感染の糖鎖合成への影響を捉え

ていきたいと考えている。 

 

F. 健康危険情報 

 特記すべき情報なし。 
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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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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 
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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。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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研究要旨：インターフェロンや核酸アナログ製剤に代わる新たな B型肝炎患者

の治療薬が必要となっている。これまでに幾つかの糖鎖合成阻害剤の HBV阻

害剤としての報告はあるが、本格的な治療薬としては使用されていない。本研

究班では、B型肝炎ウイルス(HBV)の感染や複製における糖鎖の役割を明らか

にし、B型肝炎の新規治療薬の開発を目指す事を目的としている。そこで本研

究課題では、糖鎖遺伝子の機能解析技術を開発・実用化してきた糖鎖生物学者

と肝疾患やHBV作製・感染実験の専門家との協力体制により、HBVの増殖・

分泌に必要な糖鎖合成系・糖鎖関連遺伝子を解析し、HBVに対する創薬ターゲ

ットを探求している。これまでに、HBs抗原上の糖鎖の有無とHBVの増殖・

分泌との関係を解明するために、タグ付きのHBs抗原を構築し肝がん細胞で発

現させる系を開発した。まず糖鎖合成の阻害剤を用い、ウイルス粒子形成・分

泌や感染への糖鎖の影響が現れる事を確認した。肝がん細胞や肝細胞の糖鎖遺

伝子発現の解析を基に作製した siRNAプレートを用いて糖鎖改変細胞を作製

しスクリーニングを行った結果、８６siRNAターゲットのうち約１５糖鎖遺伝

子で HBs抗原の糖鎖が減少した。HBVを産生する肝細胞（HepG2.2.15.7細胞）

を用いたスクリーニングから、HBV粒子の形成・分泌能を抑制する創薬ターゲ

ット候補をリストアップした。二次スクリーニングの結果から最もHBV抑制

活性が認められた siRNAの効果を糖鎖合成阻害剤と比較した結果、AFP分泌

への影響やレクチンブロッテイングへの影響などはほとんど確認されなかっ

た。またHuH7細胞を siRNAで形質転換した後にトランスクリプトーム解析

し、ターゲット遺伝子の発現量の低下とともに主な遺伝子発現の変化情報を得

た。 

 

A. 研究目的 

日本には約 110-140万人の B型肝炎ウイルス

（HBV）保有者がいると考えられ、従来型の母

子感染に加え水平感染によっても広がりつつあ

る。HBV感染患者の約１０％が慢性肝炎や肝硬

変、さらにその内の数％の患者が肝細胞癌を発

症するとされ、長期にわたる治療と経過観測が

必要となっている。現在 HBVの治療法として

インターフェロンが用いられるが、B型肝炎に

おいてはインターフェロンによる治療成績が悪

い場合が多く、特に genotype間での治療効果に

差がある事が報告されている。次に核酸アナロ



 
 
 

グ剤の継続投与が実施されているが、HBV 

DNA中の変異による薬剤耐性ウイルスの出現

が問題になっている。また、日本では HBVワ

クチンはユニバーサルワクチンとして実施され

ておらず、公費接種が広がるまで輸血・移植に

おける感染事故や水平感染を防ぐ事は難しい。

実際にHIVや HCVより微量のウイルス混入で

感染が成立することから、HBVにあっては輸血

による感染事故が未だに報告されている。従っ

て、HBVの感染/複製機構のより詳細な理解を

進め、逆転写酵素に代わる新規の創薬ターゲッ

トを開発する事が重要である。 

ウイルスの形成・分泌において糖鎖が重要で

あることが明らかになりつつあるが、HBVにお

ける糖鎖の機能は未だに不明なままである。実

際に HBs抗原上に糖鎖が付加されている事が

知られているが、糖鎖の無い HBs抗原も存在し

両者が一つの HBV粒子内に含まれている可能

性が高い。しかし伊藤らは、糖鎖付加の阻害は

感染性を有する HBVの粒子形成や分泌を減少

させる事を示唆しており、糖鎖付加を制御する

事によりHBVの放出を阻害する事が考えられ

る。本研究では、HBV作製細胞の糖鎖合成系を

阻害する事により、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

ターゲットを探索する。 

 

B. 研究方法 

 本研究では、HBV感染における糖鎖の機能を

解析し、HBVに対する創薬ターゲット分子を探

索するために、HBs抗原上の糖鎖の有無を解析

する系の開発、糖鎖改変細胞の作製、siRNAラ

イブライーなどを用いてスクリーニングを進め

た。 

(1) 糖鎖合成阻害剤のHBs抗原粒子形成・分泌

への影響解析： 

HBVのエンベロープタンパク質である S-HBs

抗原 cDNA（genotype C、名古屋市立大学より

供与頂いた）を PCRで増幅サブクローニングし、

分泌シグナルとタグを導入し、S-HBs抗原発現

ベクターを構築した。塩基配列を確認した後に、

プラスミド DNAをエンドトキシンフリーで調

製した。 

 HuH7細胞にS-HBs抗原の発現ベクターを導

入し、２４時間後にツニカマイシンなどの糖鎖

合成阻害剤を含む培地と交換した。４８時間後

に培養上清からS-HBs抗原を抗体ビーズで回収

し、SDS-PAGEとウエスタンブロッティングを

行い HBs抗原の発現量と糖鎖の有無を確認し

た。 

 

(2) 糖鎖遺伝子の発現解析とライブラリーの調

整： 

肝細胞の一次培養、HuH7細胞やHepG2細胞

などの肝がん細胞から total RNAを調製し、

cDNAを合成した後に糖鎖遺伝子の発現量を

qRT-PCR解析（糖鎖遺伝子 qPCRアレイシステ

ム）やトランスクリプトーム 解析（次世代シー

ケンサー）を実施した。この結果を基に糖鎖遺

伝子をその発現パターンで 2群（抑制目的と過

剰発現目的）に分け、それぞれ cDNAライブラ

リーと siRNAライブラリーの作成を進めた。

siRNAライブラリーの作製は８６個の糖鎖遺伝

子にそれぞれ３種類の合成 siRNAを用いた。今

年度は特に siRNAによるスクリーニングを行

った。 

 

(3) 二次スクリーニング： 

愛知医科大学においてHBV産生細胞である

HepG2.2.15.7細胞を用いて、HBV分泌抑制効

果のある siRNAのリストアップを行った（伊藤、

米田の分担報告書を参照）。１つの遺伝子につき

３種の siRNAをそれぞれ 12-wellプレートに固

定した。形質転換前にトランスフェクション試

薬と混ぜ、HuH7細胞をトリプシン処理した細

胞を調製し、リバーストランスフェクションを



 
 
 

行った。２４時間後に S-HBs抗原の発現ベクタ

ーを導入し、４８時間後に上述の様に S-HBs抗

原を回収し、ウエスタンブロッティングにより

S-HBs抗原の発現と糖鎖の有無を検出した。 

 

(4) siRNAの糖タンパク質合成への影響： 

siRNA処理の肝細胞への影響を解析するために、

まず糖タンパク質である AFPの発現量を測定

した。コントロールとしてツニカマイシン処理

を施したHuH7細胞と siRNA処理後の HuH7

細胞を用意し、さらにウシ血清不在下で培養し

培養上清を回収した。サンプルは SDS-PAGEで
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（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）」を遵

守している。また各種手続き（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；愛知医科大学：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

知して実施した。 

 

C. 研究結果 

(1)  HBV表面上の糖鎖はHBs抗原への糖鎖修

飾であり、糖鎖合成系の HBs抗原の形成・分泌

への影響を調べるために、これまでに。genotype 

CのリコンビナントS-HBs抗原の高発現系と精

製法を確立した。HuH7細胞に cDNAをトラン

スフェクションし、48時間後に培養上清から抗

体ビーズを用いてリコンビナントS-HBs抗原を

回収した。SDS-PAGEで展開し、抗 FLAG抗

体でウエスタンブロットした結果、糖鎖有無の 2

本のバンド（N型糖鎖有の p28と N型糖鎖無し

の p25）が検出され、N型糖鎖有無の割合はほ

ぼ 1:1に維持されていた。 
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現ベクターを導入２４時間後に糖鎖合成阻害剤

を含む培地と交換し、S-HBs抗原の発現と糖鎖

の付加を確認した。一部の糖鎖合成阻害剤によ

ってS-HBs抗原の分泌が有意に減少する事が確

認されたが、HBV阻害活性が報告されている糖

鎖合成阻害剤の効果は少なかった（図１）。 
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構造に比べ単純であること、

糖鎖が感染効率に関与している可能性、

抗原上の糖鎖が抗体による認識を阻害する可能

性が考えられた。本研究課題から

糖鎖が感染性のある

している可能性が示された。すなわち宿主肝細

胞側の糖鎖合成系は
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分泌にはHBs

である事が明らかになっている。実際に、ツニ

カマイシンな

HBV DNAを含まないウイルス様粒子が放出さ

れるものの感染能を有する

れない。本研究ではツニカマイシンやブレフェ

ルディン Aなどの糖鎖合成阻害剤が有意に

-HBs抗原の発現を抑制する事が示されたが、

ノジリマイシンでは抑制効果が少なかった。

 糖鎖の重要性が確認されたので、糖鎖遺伝子

の siRNAライブラリーにより糖鎖改変細胞を

作成し、HBV

ぼす糖鎖遺伝子をスクリーニングした。既に１

０種以上の糖鎖遺伝子

の糖鎖の発現を抑制する事や

を阻害する事が明らかになった（米田・伊藤の

分担報告書も参照）。

ポトーシスなどは見られず細胞増殖への影響は

観察されていない。

分泌への影響も見られておらず、ツニカマイシ

ンなどの効果と異なるメカニズムによって

本研究では糖鎖から見た

創薬ターゲットを選定することを目的としてい

る。これまでの当研究班の成果から、

の糖鎖構造は HBVを産生する肝細胞上の糖鎖

構造に比べ単純であること、

糖鎖が感染効率に関与している可能性、
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HBV抑制が起きていると考えられる。今後創薬

の可能性を含め、HBV阻害のメカニズムを明ら

かにする必要がある。また今後、生体内肝細胞

の活動に影響を及ぼさない濃度の決定や（感染）

肝細胞だけを選択的に輸送する技術開発が重要

である。 

 

E. 結論 

 これまでHBV感染・複製における糖鎖の役

割は殆ど解析されておらず、当研究班ではHBV

あるいは宿主肝細胞の糖鎖及び糖鎖関連分子を

ターゲットとした創薬の可能性を研究している。 

 本研究課題では、まず幾つかの糖鎖合成阻害

剤が有意にS-HBs抗原の発現を抑制する事を見

出したが、細胞毒性などの問題が大きい。糖鎖

遺伝子の siRNAライブラリーにより糖鎖改変

細胞作製を可能にし、１０種以上の糖鎖遺伝子

siRNAを創薬ターゲット候補としてリストアッ

プする事に成功した。特に細胞増殖への毒性も

見られず、HBs抗原の分泌や HBV DNA量を抑

制する siRNAについて特許出願した。 

 以上のように、HBVの感染過程（粒子形成・

分泌）における糖鎖合成の重要性と糖鎖機能解

析を中心に医用応用のための基盤研究を進めた。

さらに搭載遺伝子をターゲットとした B型肝炎

を治療する新規治療薬の開発へ進める。 
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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。 



 
 

C. 研究結果

（１）酵母による

昨年度までに、

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

抗原の S

れまでワクチンとして

あまりないことから、

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、

種類のHBs

させることに成功した。この培養上清に発現し

た HBs

とから、

ることが確認された。

 昨年度までは、培養上清中から糖鎖付加型の

L-HBs精製を試みていたが、除ききれないタン

パク質の混在があり、また生産量もごく微量で

使いにくいと判断した。そこで今年度は培養し

た酵母菌体からの

培地は 1x

の条件で培養した。培養した菌体から容易に

L-HBsを調製するため、市販の菌体溶解液

（Y-PER Plus, Dialyzable

抽出できるかどうか、またその抽出条件（抽出

バッファー、溶解温度、遠心分離条件）を検討

した。その結果、

を抽出バッファーとし、室温、

うのがよいことが示された。この抽出を行った

後に 12,000 x g

殿物に L

認された（図１）。この沈殿物を

mM EDTA
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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 

（１）今回の結果では、酵母の菌体内から L-HBs

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。 

 

F. 健康危険情報 

 特記すべき情報なし。 
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