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研究成果の概要（和文）：B型肝炎ウイルス(HBV)粒子の出芽、放出、細胞間伝播について、HBV粒子のホスホリ
パーゼA2感受性、超遠心後の浮遊密度、電子顕微鏡所見、小胞体や多胞体機能に関わる分子のノックダウン、エ
クソソームの関与を指標に解析し、C型及びD型肝炎ウイルス(HCV及びHDV)とも比較した。HBV感染性粒子の出芽
部位の詳細な同定には至らなかったが、HBVとHCVのエンベロープの性状及びHBVとHDVの脱殻過程の差異を明らか
にし、HBV感染細胞からの感染伝播は、個々のHBV粒子の放出のみならず、HBV粒子やHBVゲノムを包含するエクソ
ソームを介する放出と標的細胞による貪食の経路が関与することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We investigated the possible budding site(s) of the hepatitis B virus (HBV) 
virions as well as their release from the infected cells and the transmission to the uninfected 
target cells by means of their phospholipase A2 susceptibility, virion density, electron microscopic
 observations, knockdown experiments of the molecules involved in the functions of the endoplasmic 
reticulum (ER) and multivesicular body (MVB), and the exosome. We also performed comparative 
analyses between HBV and hepatitis C virus (HCV) as well as HBV and hepatitis D virus (HDV). Our 
results clearly demonstrated that the viral envelope properties differed between HBV and HCV, and 
that the uncoating process of the viral particles differed between HBV and HDV. Our results also 
suggested that the exosome pathway is involved in the release and transmission of HBV infectivity 
from the infected cells to the uninfected target cells. The precise determination of the HBV budding
 site(s) remains to be investigated.

研究分野： ウイルス学

キーワード： B型肝炎ウイルス(HBV)　感染性粒子(Dane粒子)　エンベロープリン脂質　出芽・放出部位　小胞体(ER)
　多胞体(MVB)　エクソソーム　電子顕微鏡
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研究成果の学術的意義や社会的意義
B型肝炎ウイルス(HBV)とC型肝炎ウイルス(HCV)の感染性は、ある種のホスホリパーゼA2により非常に効率よく中
和されるが、中和の機序は、HCVではエンベロープ破壊であるのに対して、HBVでは脱殻阻害であり、両ウイルス
で明らかに異なることを実証した。また、HBVとD型肝炎ウイルス(HDV)は同じエンベロープを有しているが、細
胞内侵入後の脱殻の過程が、両ウイルスで明らかに異なることを実証した。さらに、HBV感染細胞からの感染伝
播に、HBV粒子やHBVゲノムを包含するエクソソームが関与することを実証した。これらの研究成果は、HBVのウ
イルス学的性質を明らかにするうえで重要なものと考えられる。

※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）の感染性粒子（ビリオン；Dane 粒子）の出芽部位については、多
胞体（MVB; multivesicular body）の機能を阻害すると HBV ビリオンの放出が抑制されるという
結果に基づいて MVB からの出芽が報告される一方で、電子顕微鏡解析により小胞体（ER; 
endoplasmic reticulum）や細胞膜（PM; plasma membrane）からの出芽も報告されていた。HBV ビ
リオンの出芽部位を同定することはウイルス学的に重要な研究課題であった。 
 MVB、ER、PM はいずれもリン脂質を主とする脂質二重層から成るが、リン脂質の構成比率
は MVB、ER、PM の間でそれぞれ異なっており、特定のホスホリパーゼに対する感受性の違い
にも反映されている。 
 HBV 感染細胞は、HBV ビリオンのみならず、エンベロープタンパク質（HBs 抗原）のみから
なる小型球状粒子や管状粒子を細胞外に放出している。小型球状粒子や管状粒子は ER から出芽
すると考えられているが、それらは HBV ビリオンよりもはるかに多量に放出されており、HBV
ビリオンの細胞内動態の詳細な解析を困難にする要因になっている。さらに、HBV 感染性の伝
播は、遊離の HBV ビリオンのみならず、エクソソームを介した経路の可能性も示唆されており、
このことも HBV ビリオンの出芽部位の同定を困難にする要因であると考えられた。 
 
２．研究の目的 
 HBV 感染性粒子の出芽部位を調べるとともに、HBV の感染性が他の細胞に伝播する様式につ
いて検討することを目的とした。 
 
３．研究の方法 

(1) 培養液中の遊離の HBV ビリオンや、HBV と同じエンベロープを持つと考えられる D 型肝
炎ウイルス（HDV）及び ER 膜から出芽することが知られている C 型肝炎ウイルス（HCV）並
びに PM から出芽することが知られているインフルエンザウイルス（FLUV）を、それぞれヘビ
毒由来のホスホリパーゼ A2（CM-II-PLA2）で処理し、それらのウイルスの感染性に及ぼす CM-
II-PLA2の影響を調べた。HBV、HDV、HCV、FLUV の感染価（ffu/ml）は、ウイルスを感染させ
た細胞を一定時間培養した後、ウイルス特異的抗体と FITC 標識二次抗体を用いた間接蛍光抗体
法によりウイルス感染細胞数を計測することにより算出した。また、培養細胞（HepG2-NTCP 細
胞、Huh7it-1 細胞）や赤血球の PM に及ぼす CM-II-PLA2 の影響（細胞傷害活性、溶血活性）に
ついても調べた。 

(2) 培養液中の HBV 及び HCV を CM-II-PLA2で処理し、密度勾配超遠心法で解析した。 
(3) CM-II-PLA2で処理した HBV ビリオンを電子顕微鏡ネガティブ染色法で観察した。 
(4)  ER 機能に重要な役割を果たしている SEC24 の各アイソフォームに対する siRNA、及び

MVB 機能に重要な役割を果たしている ATG5 や TSG101 に対する siRNA をそれぞれ、HBV ビ
リオンを恒常的に培養液中に放出している Hep38.2-Tet 細胞にトランスフェクションして、2 及
び 3 日後に、培養液中の HBV の感染価を測定し、細胞外への HBV ビリオンの放出を調べた。 

(5) コレステロール輸送阻害剤かつ MVB 機能阻害剤として報告されている低分子化合物
U18666A（2 及び 5 g/ml）で Hep38.2-Tet 細胞を処理し、2 及び 3 日後に培養液中の HBV の感染
価を測定し、細胞外への HBV ビリオンの放出を調べた。同様に、HCV を感染させた Huh7it-1 細
胞を U18666A で処理し、2 及び 3 日後に培養液中の HCV の感染価を測定し、細胞外への HCV
ビリオンの放出を調べた。 

(6) HBV を感染させた HepG2-NTCP 細胞の培養液からエクソソームを回収し、新たな HepG2-
NTCP 細胞に接種して HBV 感染性を測定した。 
 
４．研究成果 

(1) HBV ビリオンの感染性は CM-II-PLA2 により著しく阻害された（IC50 = 0.25 ng/ml）。同様
に、ER 膜から出芽する HCV ビリオンの感染性も CM-II-PLA2 により著しく阻害された（IC50 = 
0.04 ng/ml）。一方、HBV と同じエンベロープを有する HDV ビリオンの感染性は CM-II-PLA2に
よりほとんど阻害されなかった（IC50 = >100 ng/ml）。また、PM から出芽する FLUV ビリオンの
感染性も CM-II-PLA2 により阻害されなかった（IC50 = >10,000 ng/ml）。さらに、CM-II-PLA2 は
HepG2-NTCP 細胞や Huh7-it 細胞に対して細胞傷害活性をほとんど示さず、ヒト赤血球に対する
溶血活性も示さなかった（IC50 = >10,000 ng/ml）。 

(2) 密度勾配超遠心法により、CM-II-PLA2で処理した HBV ビリオンの密度は、非処理対照に
比べて、少し大きい方にピークが移動した。一方、CM-II-PLA2で処理した HCV ビリオンは密度
勾配超遠心法で全く検出されなくなり、ビリオンが破壊されたものと推測された。 

(3) 電子顕微鏡ネガティブ染色法により、CM-II-PLA2 で処理した HBV ビリオンの形態は、非
処理対照と比べて、明らかな差異は認められなかった。 

(4) Hep38.2-Tet 細胞に SEC24 の各アイソフォームに対する siRNA を個別にトランスフェクシ
ョンして HBV ビリオンの細胞外放出について解析したが、対照 siRNA の場合と比べて、有意の
低下は認められなかった。同様に、Hep38.2-Tet 細胞に ATG5 や TSG101 に対する siRNA を個別



にトランスフェクションして HBV ビリオンの細胞外放出について解析したが、対照 siRNA の場
合と比べて、有意の低下は認められなかった。 

(5) Hep38.2-Tet 細胞を U18666A で処理して HBV ビリオンの細胞外放出について解析したとこ
ろ、非処理対照細胞の場合と比べて、HBV ビリオンの細胞外放出が約 30%抑制された。一方、
HCV 感染細胞を U18666A で処理した場合には、非処理対照細胞の場合に比べて、HCV ビリオ
ンの細胞外放出が 99.8%抑制された。このように、U18666A 処理に対する感受性は HBV と HCV
の間で著しい違いが認められた。 

(6) HBV 感染細胞の培養液中に放出されたエクソソームを HepG2-NTCP 細胞に接種する感染
実験により、HBV がエクソソームを介して感染・伝播することが明らかになった。 

(7) 以上の結果より、HBV ビリオンのエンベロープ脂質二重層は ER 由来のものとは異なる可
能性が示唆された。一方、HBV ビリオンの出芽部位が主に MVB であるとの確証は得られなか
った。それに関連して、HBV の感染伝播には遊離の HBV ビリオンのみならずエクソソームを介
した感染伝播経路も関与していることが明らかになり、このことが HBV ビリオンの主な出芽部
位の同定を困難にしている要因の１つであると推察された。 
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