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研究成果の概要（和文）：B型肝炎ウイルス（HBV）関連肝疾患の新たな予防・治療法を開発するためには、HBV
の感染機構の解明が極めて重要である。これまでに申請者は、HBVの感染受容体である胆汁酸トランスポーター
NTCPの多量体化がHBVの内在化に寄与することを見出した。本研究では、アラニンスキャニングによりNTCPの多
量体化に重要なアミノ酸を同定した。またHBV内在化に必須とされる上皮成長因子受容体（EGFR）とNTCPの相互
作用の下流でNTCP多量体が形成されることを明らかにした。以上のように本研究は、未だ明らかでないHBV侵入
機構を理解する上で有用な知見を提供する。

研究成果の概要（英文）：Elucidation of molecular mechanism for hepatitis B virus (HBV) infection is 
required for developing of new prevention and treatment against HBV-related liver diseases. 
Recently, we reported that oligomerization of bile acid transporter (NTCP), which is an HBV entry 
receptor, plays a critical role in the HBV internalization pathway. In this study, we identified an 
amino acid essential for NTCP oligomerization by alanine scanning mutagenesis. Additionally, we 
revealed that NTCP oligomerization is initiated downstream of the NTCP-EGFR interaction and then 
triggers HBV internalization. This study provides significant insight into the HBV entry mechanisms.

研究分野：ウイルス学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
HBVの細胞内への内在化機構において、NTCPの多量体形成やEGFRとの相互作用が重要であるとこれまで明らかに
なっているが、その2つの機構の関連性は不明であった。本研究により、NTCP-EGFR相互作用の下流でNTCPの多量
体化が起こると明らかになり、HBV感染機構の一端を解明したと同時に、NTCP多量体化およびHBV内在化の過程が
新たな創薬標的となり得ることを示した。

※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）は肝特異的に発現している胆汁酸トランスポーターNTCPに吸着し
た後、細胞内へ侵入・内在化することが知られている。しかしながら、その HBV内在化過程の
詳しいメカニズムについては、未だ全貌が明らかになっていない。申請者はこれまでに NTCPの
多量体化がこの HBV内在化に寄与するという所見を見出した（Fukano K et al. Front Microbiol. 
2019）が、NTCP の多量体化によって HBV内在化が誘導される分子機序など未だ不明な点が多
い。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、未だ多くの謎を残す HBV 侵入過程のメカニズムの解明に迫る。HBV 細胞内侵
入・内在化に重要である NTCPの多量体化および上皮成長因子受容体（EGFR）との相互作用に
着目し、HBV内在化の分子機構を明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
 
1) NTCP多量体化に必要なアミノ酸の同定 
 本研究では当研究室で樹立された HBV感染感受性細胞株 HepG2-hNTCP-C4細胞および NTCP
発現プラスミドをトランスフェクションした HepG2 細胞を用いて HBV 感染の評価を行った。
HBV感染は、HepG2-hNTCP-C4細胞または NTCP発現 HepG2細胞に HBVを 12,000 GEq/cellで
4% PEG8000存在下 16時間処理し、洗浄後 12日目の培養上清中 HBs抗原量を ELISA法により
定量して評価した。 

HBV の宿主細胞への吸着侵入に関わる HBV エンベロープタンパク質の preS1領域 2-48 アミ
ノ酸からなるペプチドに TAMRA標識した蛍光ペプチド（preS1プローブ）を用い、HBVと細胞
の吸着を評価した。 
 NTCP発現 HepG2細胞に preS1プローブを 37ºCで 8時間処理し、内在化した preS1プローブ
の蛍光をコンフォーカル顕微鏡で観察することにより HBV内在化への影響を評価した。 
 
2) NTCPの多量体化と EGFRとの相互作用の関連性の解析 
 NTCP発現 HepG2細胞に preS1プローブを 4ºCで 30分間処理し、細胞を固定した後、Duolink 
PLA（Sigma-Aldrich）をプロトコールに従って行い、得られた蛍光をコンフォーカル顕微鏡で観
察し NTCPの多量体化を評価した。 

HAタグ標識 EGFRとMycタグ標識 NTCPを発現させた 293T細胞溶解液に抗 HA抗体を加え
て 4ºCで 4時間反応させ、Protein G Sepharoseで沈降し、EGFRに相互作用した NTCPをウェス
タンブロット法により検出して評価した。 
 
 
４．研究成果 
 
1) NTCP多量体化に必要なアミノ酸の同定 

NTCP 多量体化に関わる領域から成るペプチドを用いたアラニンスキャニングにより、NTCP
のタンパク質領域 aa 274-276、aa 283-285、aa 289-290 が多量体化に重要であることが示唆され
た。そこでこれらのアミノ酸をそれぞれアラニン置換した変異体を作製し、NTCP多量体形成に
重要なアミノ酸残基の同定を行った。8つの変異体のうち、274番フェニルアラニンのアラニン
置換 NTCP（NTCP-F274A）を発現した HepG2細胞のみ、HBVの感染が抑制された。さらに NTCP-
F274A は、preS1 プローブとの結合に影響しなかった一方で、preS1 プローブの細胞内への内在
化は明らかに低下した。また、NTCP-F274A発現 HepG2細胞における NTCP多量体化を PLAに
より評価したところ、その多量体化は抑制されたため、274番フェニルアラニンは NTCP多量体
化および HBV内在化に重要なアミノ酸残基であることが示唆された。 
 
2) NTCPの多量体化と EGFRとの相互作用の関連性の解析 

HBV-NTCP 複合体の細胞内侵入に重要とされる EGFR と NTCP の相互作用を化合物処理や
NTCPへの変異導入により阻害すると、NTCP多量体化は阻害された。一方で NTCP多量体化阻
害剤 troglitazoneや NTCP-F274Aは NTCP-EGFR相互作用に影響しなかった。以上より、HBV内
在化機構において NTCP 多量体化は EGFR-NTCP 相互作用の下流に位置することが明らかとな
った。 



 
本研究成果は、HBV感染機構解明の一助になるとともに、NTCP多量体化を標的とする HBV
の細胞内侵入阻害が新たな創薬戦略となり得ることを示した。 
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