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研究成果の概要（和文）：B型肝炎ウイルス(HBV)の組織・種特異的感染を理解し新たな予防・治療法を確立する
には、HBVの細胞侵入機構を解明することが必要である。本研究では申請者らが樹立した高効率HBV感染感受性細
胞株を用いて、HBV侵入に必須な宿主因子を同定した。またHBVの標的細胞への吸着後過程の制御機構およびその
抗ウイルス薬同定への有用性を明らかにした。一方、HBVの細胞吸着に重要な分子要件および吸着を標的とした
阻害薬を同定した。これはHBV感染に必要なウイルス-細胞相互作用機構を示すだけではなく、細胞のHBV感受性
決定を決定するメカニズムを提供するものである。

研究成果の概要（英文）：Elucidation of the hepatitis B virus (HBV) cellular entry mechanisms is 
essential for understanding the tissue and species tropism of HBV infection and for developing new 
prevention and treatment against HBV. In this study, using highly HBV susceptible cell culture 
system, we identified a new cellular factor essential for HBV entry. We also revealed the mechanisms
 underlying the post-cell attachment of HBV and its application to drug development. Furthermore, we
 identified a molecular requirement for HBV cellular attachment and inhibitors of HBV attachment. 
This finding provides not only a virus-host interaction required for HBV infection but also a basis 
that determines the infection susceptibility of cells.

研究分野： ウイルス学

キーワード： HBV

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでHBVが侵入受容体NTCPを介して標的細胞表面へ吸着した後にどのように侵入するかはほとんど明らかで
なかったが、本研究によって上皮成長因子受容体(EGFR)がHBV-NTCP複合体の細胞表面からのエンドサイトーシス
に必須であることを明らかにした。またEGFRチロシンキナーゼ阻害薬であるゲフィチニブはHBV感染を抑制する
ことが示された。このことは、HBV侵入が、NTCPを介した吸着およびEGFRを介した内在化と多段階に制御されて
いることを提唱するものであり、またEGFRが新たな抗HBV薬の標的となることも示したものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
B 型肝炎ウイルス(HBV)は従来、効率良い簡便な感染培養細胞株がなかったことから、感染機序
の理解は進んでいなかった。2012 年に HBV の標的細胞への感染にはナトリウムタウロコール
酸共輸送体(NTCP)が侵入受容体として関わっていることが報告され、簡便な感染細胞株の構築
が可能となった。しかしながら HBV 侵入過程において、NTCP 以外のどの分子がどのように
関わっており、HBV 感染を制御しているかは依然ほとんど明らかとなっていない。そのため、
HBV の標的細胞選択機序や感染成立機構の全貌は理解されていない。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では申請者らが樹立した高効率 HBV 感染細胞系を用いて、HBV の細胞侵入に関わる宿
主因子を同定し、侵入の各段階を制御するメカニズムを明らかにする。これによって細胞が有す
るどのような機能を HBV が利用して細胞侵入を可能とするのか、また HBV 侵入の動態制御
に関わるメカニズムを理解する。また細胞の HBV 感受性を決定する機構を洞察し、新たな抗
ウイルス薬開発の標的を見出す。これにより HBV 感染に固有のウイルス-宿主相互作用メカニ
ズムを明らかにする 
 
 
３．研究の方法 
1) HBV 吸着機構の解析および阻害薬の同定.本研究では、申請者らが樹立した HBV 高感受性細
胞株 HepG2-hNTCP-C4 細胞を、主に HBV 感染の評価に用いた。HBV 感染は、HepG2-hNTCP-C4 細胞
に HBV を 6,000-18,000 GEq/cell で 4% PEG8000 存在下で 16時間処理し、洗浄後 12日目の培
地中 HBs 抗原を ELISA で、細胞内 HBc 抗原を免疫蛍光法、細胞内 HBV DNA および cccDNA を real 
time PCR 法で検出することにより評価した。HBV preS1 の NTCP 依存的細胞表面吸着活性は、
TAMRA 標識した preS1 (2-48aa)ペプチド 40 nM を HepG2-hNTCP-C4 細胞に 30 分処理した後、
蛍光顕微鏡観察することにより評価した。NTCP 依存的な胆汁酸取り込み活性は、[3H]標識タウ
ロコ ール酸を用いたトランスポーターアッセイにより評価した。 
in vitro での化合物スクリーニングは、それぞれ NTCP と HBV LHBs エンベロープとの結合を

評価するアルファスクリーン、NTCP と結合する低分子化合物/天然物を同定するケミカルアレイ、
NTCP と結合する特殊環状ペプチドを濃縮する RaPID を用い、それぞれで得られたヒット化合物
を、細胞での HBV 感染実験系で評価した。化合物と標的タンパク質の in vitro での結合は表
面プラズモン共鳴法により調べた。また化合物の活性特異性は、NTCP 依存的侵入としては HBV 
以外に D 型肝炎ウイルスを、NTCP 非依存的侵入をするウイルスとしては C 型肝炎ウイルスな
どを用いて評価した。 
2) HBV 内在化機構の解析および阻害薬の同定. 
 HBV の細胞表面からの侵入動態は、蛍光標識 HBV preS1 ペプチドを細胞に処理し、その局在

を経時的に共焦点顕微鏡観察することにより評価した。これを NTCP あるいは EGFR 抗体と共
検出することにより、局在性の一致を検討した。 
 
 
４．研究成果 
1) HBV 吸着機構の解析および阻害薬の同定 
まず様々な哺乳類の NTCP の系統解析より、 NTCP は遺伝子全体としては負の選択を受けてお
り、その一方で、NTCP 遺伝子内に正の選択を受けている特定の部位を見出した。そこでヒトと
サルの NTCP 配列を比較対象として着目し、正の選択部位の配列をアミノ酸レベルでそれぞれ
相手方のアミノ酸に置換した。その結果、ヒト NTCP の 158 番目のアミノ酸をサル型に置換し
た変異体は HBV 感染受容体能を失い、一方でサル NTC の 158 番目をヒト型アミノ酸に置換した
変異体は HBV 受容体機能を獲得することが示された。またこれは HBV preS1 依存的な吸着能の
喪失/獲得によるものであることが明らかとなった。以上のことより、NTCP の 158 番目アミノ酸
が HBV 吸着に必須であり、これがヒトとサル間の HBV 感染感受性の違いを決定していることを
明らかにした。 
HBV-NTCP 相互作用を阻害する化合物を、アルファスクリーンでスクリーニングした。その結

果、ラパマイシンが HBV-NTCP 相互作用を用量依存的に阻害すること、これはラパマイシンの 
NTCP との直接的な結合によるものを明らかとした。また NTCP と結合する化合物をケミカルア
レイによりスクリーニングし、クマリン誘導体 NPD8716 を見出した。NPD8716 は NTCP 依存的ウ
イルス感染を阻害し、また NTCP 依存的胆汁酸取り込みも阻害することが明らかとなった。さら
に NTCP と結合する特殊環状ペプチドを RaPID 法でスクリーニングし、WD1, WL2, WL4 を同定し



た。これはすでに知られた NTCP 結合環状ペプチドであるシクロスポリンと同等あるいはそれ以
上の抗 HBV 活性を示したが、興味深いことにシクロスポリンとは異なり NTCP 依存的胆汁酸取
り込みは全く阻害しないことが示された。このように NTCP の HBV 受容体機能と胆汁酸トラン
スポーター機能は区別可能であることが示された。 
 

(2) HBV 内在化機構の解析および阻害薬の同定. 
HBV 感染を変化させる化合物のスクリーニングより、EGF を処理することにより HBV 感染が

上昇することを見出した。そこでEGFRに着目し解析したところ、EGFRのノックダウンによって、
NTCP のノックダウンと同程度に HBV 感染が低下すること、またこれは HBV 複製でも吸着でも
なく、HBV の内在化の停止によるものであることが認められた。EGF を処理することにより EGFR 
をエンドサイトーシスさせたところ、これと一緒に NTCP も HBV も内在化すること、また共免疫
沈降により EGFR は NTCP と直接相互作用することが示された。そこで EGFR と相互作用しない 
NTCP 変異体（144 および 148 番目の変異導入体）を見出し、これが HBV 内在化および感染を
ほとんど媒介しないことが判明した。さらに EGFR-NTCP の相互作用を阻害する NTCP(131-150aa)
ペプチド存在下でも HBV 感染がほとんど認められず、さらに EGFR 阻害剤ゲフィチニブの処理
によっても HBV 感染が大きく低下することが認められた。以上全ての結果より、NTCP と EGFR
は相互作用しており、HBV-NTCP 複合体は、EGFR との機能的相互作用により細胞表面から内在化
することが示唆された。この結果は、HBV 侵入は、NTCP 依存的な吸着、EGFR 依存的な内在化と、
少なくとも 2 つの過程で多段階制御されていることを提唱するものである。 
 

 このように本研究では、HBV の細胞吸着および内在化の過程に関与する因子とこれによる制御
メカニズムを明らかにし、またそれぞれの過程の阻害剤を見出した。これらの結果は HBV 感染
および細胞の HBV 感受性決定を理解する上で重要な知見を提供するだけでなく、新たな抗ウイ
ルス薬標的とリード化合物を提供するものである。今後さらなるメカニズムの解析を進めるこ
とによって、HBV による標的細胞選択および感染成立を規定する要因を明らかにできると期待
される。 
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