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研究成果の概要（和文）：B型肝炎ウイルス（HBV）の感染により発症する慢性B型肝炎は、肝癌や肝硬変のリス
ク因子である。現在の治療薬は核酸アナログとインターフェロンのみであり、ウイルスを排除できないことが問
題である。そこで本研究では、HBV感染の構造メカニズムを明らかにし、治療薬創製の構造基盤を得ることを目
指した。
感染に重要なHBVの外殻タンパク質であるpreS、preS1、preS2の大量調製法を確立し、NMRシグナルの帰属を行う
ことで、HBV受容体であるNTCPとの相互作用解析の準備が整った。NTCPは大腸菌での発現に成功した。

研究成果の概要（英文）：Chronic hepatitis B is a global health problem caused by the hepatitis B 
virus (HBV) infection, which leads to liver cancer and liver cirrhosis. There are two types of drugs
 for the treatment of HBV infection: nucleotide analogue and interferon. However, these drugs can 
hardly eliminate HBV completely from the infected cells. Aim of this study was to obtain structural 
basis for HBV infection useful for the treatment of HBV infection. 
The preS, preS1, and preS2 regions of the surface protein of HBV, which are important for infection,
 were prepared in large quantities for structural analyses. Assignments of NMR signals derived from 
preS, preS1, and preS2 were successfully established, which can be used for residue specific 
analyses of the interaction with NTCP, the HBV receptor specifically expressed in liver. After the 
examination of some expression vectors, E. coli expression of NTCP was achieved.

研究分野： 構造生物学

キーワード： HBV　溶液NMR
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１．研究開始当初の背景 
B 型肝炎ウイルス（HBV）は、B型肝炎を引

き起こす DNA ウイルスである。全世界には 20
億人の HBV 感染患者がいるが、これまでは適
切な in vitro 感染実験系がなかったため、
HBV 感染の分子機構に基づく治療薬開発が困
難であった。近年、肝細胞に特異的に発現し
ている Na+・胆汁酸トランスポーターである
NTCPがHBVの受容体であることが明らかにさ
れ、in vitro感染実験系の構築が可能となっ
た。これまでに、NTCP に作用して HBV の侵入
を阻害する化合物が、HBV 感染の阻害に有効
であることが示されている。したがって、HBV
が NTCP を介して肝細胞へ侵入する構造機構
を明らかにすることは、B 型肝炎の治療薬開
発に有用である。 
肝細胞への感染に重要なHBVの外殻タンパ

ク質 L は、N 末端側にウイルス粒子表面に露
出した preS 領域、C末端側に 4回膜貫通領域
からなる Sドメインを持つ。PreS 領域はさら
に、N 末端側 107 残基の preS1 領域と C 末端
側 55 残基の preS2 領域に分けられ、NTCP と
の結合には、preS1 領域、および preS1 の N
末端がミリストイル化されることが重要で
あると報告されている。これまでに、preS1
単独では特定の立体構造をとっていないと
いう報告があるものの、ミリストイル基が付
加された preS1 の立体構造や NTCP 結合時の
立体構造、外殻タンパク質 L全長の立体構造
は不明である。一方、HBV 受容体である NTCP
についても、7-9 回膜貫通領域を持つ膜タン
パク質であること、ダイマーを形成すること
などが報告されているが、精緻な立体構造は
得られていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、HBV の外殻タンパク質と NTCP

の相互作用様式、および NTCP との結合によ
り引き起こされるHBVの肝細胞侵入機構を原
子分解能で明らかとすることを目指す。得ら
れた情報に基づき、HBV と NTCP の相互作用や
HBV の肝細胞への侵入に重要な相互作用を阻
害する分子を設計することで、B 型肝炎に対
する新たな創薬戦略を構築する。 
 
３．研究の方法 
（1）HBV の外殻タンパク質の調製 
HBV 外殻タンパク質 L および S ドメイン、

preS、preS1、preS2 の各領域について、大腸
菌を用いた大量発現系の確立を試みた。NTCP
との相互作用に重要なpreS1、およびpreS2、
preS 領域については大量調製プロトコルを
確立し、安定同位体標識を行い、NMR シグナ
ルを帰属した。また、肝細胞への感染に重要
な N 末端のミリストイル基を preS1 に in 
vitro で付加する調製手法を確立し、ミリス
トイル化preS1(myr-preS1)のNMR解析を行っ
た。 
（2）NTCP の調製 
大腸菌発現系を用いた NTCP の発現および

精製法の確立を試みた。 
 
４．研究成果 
膜貫通領域を含む HBV の外殻タンパク質 L

全長、S ドメインは、大腸菌での発現を確認
した。感染時にウイルス表面に露出している
preS、preS1、preS2 は大腸菌での大量調製プ
ロトコルを確立し、LB 培地 1 L 培養あたり約
1 mg 以上の収量で得ることに成功した。均一
15N 標識体を調製し、1H-15N HSQC スペクトル
を比較したところ、preS で観測されたシグナ
ルは、preS1 と preS2 のいずれかのシグナル
とよく重なった。PreS は preS1 と preS2 が連
結したものである。いずれも、1H の化学シフ
ト値が狭い分布を示したことから、preS は単
独では特定の立体構造を形成していないこ
とが分かった。そこで、13C, 15N で均一に安定
同位体標識を行った preS1 と preS2 を調製し、
各種三重共鳴測定を行い、主鎖 NMR シグナル
の帰属を完了した。この帰属を preS に移行
することで、preS の帰属を行った。Myr-preS1
は、精製した preS1 とミリストイル CoA を混
合し、ミリストイル基転移酵素を in vitro
にて反応させることで調製した。ミリストイ
ル基転移酵素は大腸菌発現系を用いて調製
した。Myr-preS1 は水溶性が低下していたた
め、界面活性剤である n-ドデシル-β-D-マル
トシド（DDM）に溶解して NMR 解析を行った。
ミリストイル化していない preS1 は DDM を添
加しても 1H-15N HSQCスペクトルにシグナルの
線幅以上の化学シフト変化は観測されなか
った一方で、myr-preS1 は多くのシグナルが、
DDM 存在下の preS1 のスペクトルと異なる化
学シフト値を示した。帰属と照らし合わせる
と、残基番号 79-108 は myr-preS1 と preS1
の化学シフト値がよく一致したが、その他の
領域（残基番号 2-77）のシグナルの大部分は、
myr-preS1 において広幅化または化学シフト
値が変化したために、preS1 と同じ化学シフ
ト値にシグナルが観測されていないことが
分かった。このことは、残基番号 2-77 が DDM
と相互作用していることを示し、myr-preS1
はこの領域を用いて細胞膜に結合すること
が示唆された。以上により、preS1 を中心と
する HBV の外殻タンパク質について、NTCP と
の相互作用解析に向けた準備が整った。 
一方、NTCP は大腸菌での発現に成功したが、

収量と精製純度が十分でない。現在、界面活
性剤の検討による可溶化条件の最適化など
を行い、精製法の確立を進めている。また、
先行報告のある大腸菌由来の無細胞発現系
の確立にも着手しており、問題点の解決に取
り組んでいる。 
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