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研究成果の概要（和文）：　B型肝炎ウイルスが肝細胞へ侵入する際の受容体としてNTCPが同定されたが、必要
な受容体が他にもあると考えられている。我々は、シングルセルRNA-seqを用いて、感染感受性を持つ肝細胞に
特徴的な遺伝子を網羅的に探索しRECK遺伝子に発見した。本研究では、RECKが感染に関連する分子であるかを明
らかとするために、HBVとRECKの結合、RECKとNTCPの局在関係、細胞内への取り込み過程の詳細について解析を
行った。
RECK遺伝子がHBV感染の初期過程に果たす役割としては、HBVとの結合、NTCP遺伝子との結合の有無を確認した。
HBV感染によって、RECK量の変化が生じることを認めた。

研究成果の概要（英文）：NTCP has been identified as a receptor for hepatitis B virus entry into 
hepatocytes. However, NTCP is not the only receptor that regulates the entry process, and it is 
thought that there are other receptors required for infection. We used single-cell RNA-seq to 
conduct a comprehensive search for genes characteristic of infection-susceptible hepatocytes, 
leading to the discovery of the RECK gene. In this study, we analysed the binding between HBV and 
RECK, the localisation relationship between RECK and NTCP, and the details of the cellular uptake 
process along the HBV entry process in order to clarify whether RECK is a relevant molecule for 
infection. The role of the RECK gene in the initial process of HBV infection was confirmed in terms 
of its binding to HBV and its binding to the NTCP gene. It was observed that HBV infection causes 
changes in RECK levels.

研究分野： 感染症学

キーワード： B型肝炎ウイルス　感染　侵入　受容体

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
HBVに対する治療薬の開発はされてきたが、核酸アナログ製剤に留まっている。それ以外の薬剤では十分な効果
が期待できない。新規創薬起点を同定するためには、HBVの感染過程を詳細に理解する必要がある。今回の解析
を通して、HBV感染に必要な分子を明らかと出来れば、その過程を阻害する薬剤を開発することにつながる。ま
た、既報の分子も含めて、マウス肝細胞やマウス個体で発現させることで、マウスでの安価なHBV感染モデルの
確立へつながり、HBVの創薬研究を発展させることができる。

※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）の研究領域では、HBV ゲノムを細胞内へ導入することで HBV 複
製を観察できる実験系はあったが、HBV の侵入過程を観察できる細胞株は存在しなかった。そ
の中で、HBV の感染受容体として、NTCP 遺伝子が同定された（Yan et al. eLife 2012）が、
我々が HBV 感染させた初代培養肝細胞でシングルセル RNA-seq（scRNA-seq）解析したとこ
ろ、各肝細胞の遺伝子発現プロファイルは様々であり、多様な肝細胞の集合体であった。加えて、
NTCP 遺伝子を発現した肝細胞に限ってみても、HBV 感染は NTCP 発現した肝細胞の全てに
は生じていないことを確認した。このことから、scRNA-seq データを使い、NTCP 発現肝細胞
を HBV 配列の有無で２群化して比較したところ、細胞表面の発現する遺伝子として 4 遺伝子を
得た。それらのノックアウト（KO）細胞を作出して HBV 感染を評価した結果、RECK を同定
するに至った。申請者らは、NTCP と RECK をそれぞれ KO、ノックイン（KI）した肝細胞株
（HuH7、HepG2）を作成した。 
 
２．研究の目的 
上記のように、HBV の感染に必要な受容体として、NTCP 遺伝子が同定された。しかしなが

ら、HBV の侵入が観察されるのは、NTCP を発現する肝細胞の中でもその一部であった。一方
で、NTCPを細胞内へ引き込む分子として、EGFRが同定されたが（Iwamoto et al. PNAS 2019）、
HBV と EGFR の結合はなく、NTCP の細胞内移行を説明するものであった。このように、NTCP
の発見はあったものの、未だに HBV の侵入過程には不明な点が多く、HBV 感染に必要とされ
る未同定の分子の存在が示唆されている。 
我々は、初代培養肝細胞へ HBV 感染をさせて、１ウェル中の細胞集団で scRNA-seq 解析を

行い、RECK 遺伝子を感染受容体の有力候補として同定した。本研究では、RECK 遺伝子が HBV
感染に関わる分子であることを確認した。また、そのステップに関わる機能解析を詳細に行うこ
とを目的とした。 
 
３．研究の方法 
「RECK と HBV の結合の評価」 

RECK が感染に関わるか評価するために、RECK を KO した NTCP 発現 HuH7 細胞を作出
した。RECK と HBV の直接的な結合の有無を評価するために、NTCP と RECK をともに KO
した HuH7 細胞と HepG2 細胞を作出した。一方、NTCP を KO し、RECK を発現させた細胞
を用意した。それらに対して、PreS-TAMRA ペプチド（PreS は HBV の外殻の一部で受容体と
結合するとされる。その PreS に蛍光分子の TAMRA を結合した）、もしくは HBV 粒子（細胞
株もしくは患者血液由来）を培地中に添加した。それらの細胞を 4 度で培養して細胞内取り込
みを抑制し、細胞表面に吸着した TAMRA の蛍光強度、または HBVDNA の定量、HBs 抗原、
HBc 抗原の免疫染色を行った。続いて 4 度から 37 度へ温度を移行させ、細胞内への取り込みが
行われるかを上記同様に蛍光観察と定量 PCR 等で確認した。 
「RECK と NTCP の結合と局在関係の評価」 

RECK と NTCP の相互作用と結合状態を評価する。HBV と NTCP が結合すると NTCP の分
子形態が変化するという知見があるため、HBV の有無も条件に加えた。細胞固定後に、RECK
と NTCP のそれぞれに対して、免疫沈降とイムノブロットを行い、直接的な結合を確認した。
NTCP の抗体は、結合能が不安定なものが多いため、FLAG タグを付加した発現系を利用した。
また、RECK と NTCP の位置関係を可視化するために、RECK と NTCP をそれぞれ蛍光化し、
共焦点レーザー顕微鏡で観察した。 
加えて、既報の EGFR と RECK の結合の有無も評価した。EGFR は EGF 存在下で形態が変

化することが、HBV 感染に重要であると報告されているため、EGF 濃度を段階的に変化させた
状態で、かつ HBV の有無もパラメーターとして考慮して、EGFR と RECK の結合と位置関係
を免疫沈降法と蛍光染色で確認した。 
「ヒト由来 RECK と NTCP のマウス細胞での強制発現とその HBV 感染性の評価」 
これまでの知見では、ヒト NTCP を強制発現させたマウス細胞では、HBV の感染が成立しな

かった。一方、HBV ゲノムを強制導入したマウス個体やマウス肝細胞は、HBV が複製すること
から、HBV 侵入に関わるステップ（受容体結合、細胞内取り込み、核内移行等）のいずれかで
必要な機能が障害を受けていると考えられた。 
ヒト由来の NTCP と RECK をマウス細胞株（AML12、FL83B）で強制発現させ（マウス肝

細胞のヒト化）、HBV 感染が成立するか評価した。ヒト EGFR の発現もここに加えた。安定発
現させるために、各遺伝子はレンチウイルスベクターで行い、薬剤耐性遺伝子を利用して、安定
発現株をクローン化した。 
得られた安定発現細胞株に、PreS-TAMRA もしくは HBV 粒子を投与して、細胞への吸着、

細胞内への取り込み、細胞核内移行、ウイルス複製の有無を評価する。細胞吸着は、細胞を 4 度
で培養し、細胞表面の蛍光もしくは定量 PCR による HBVDNA の検出を行った。細胞内への取



り込みの評価は、4 度から 37 度へ細胞を移行させることで細胞内に存在する PreS-TAMRA 蛍
光観察、もしくは免疫染色による細胞内の HBs 抗原の観察、HBVDNA の定量を行った。ウイ
ルス複製は、感染後約 5 日間培養を行い、培養上清中の HBs 抗原量の経時的な変化を ELISA
で確認した。また、HBVDNA を定量 PCR とサザンブロットで評価した。 
 
４．研究成果 
「RECK と HBV の結合の評価」 
 これまでの予備実験では、
RECK をノックアウト（KO）し
た NTCP 発現 HuH7 細胞では、
HBV 感染が成立せず、そこにノ
ックイン（KI）すると HBV の感
染が生じた（図１）。このことか
ら、HBV 感染の初期過程に
RECK が関連していると考えら
たが、その機序は不明であった。 
そこで、RECK と HBV の直接的
な結合の有無を評価するために、
NTCP と RECK を共に KO した
HuH7 細胞や HepG2 細胞を用意
した。そこに RECK を発現させ
た 細 胞 を 用 意 し た 。 PreS-
TAMRA ペプチド（PreS は HBV
の外殻の一部で受容体と結合す
るとされる。その PreS に蛍光分
子の TAMRA を結合した）、もし
くは HBV 粒子（細胞株もしくは
患者血液由来）を培地中に添加し
た。それらの細胞を 4 度で培養し
て細胞内取り込みを抑制し、細胞
表面に吸着した TAMRA の蛍光
強度、または HBVDNA の定量、
HBs 抗原、HBc 抗原の免疫染色
を行った。その結果、RECK 単独
での発現では、PreS-TAMRA ペ
プチドと HBV 粒子の吸着は認め
られなかった。一方、NTCP を復
帰発現させた場合では、既報の
通り PreS-TAMRA ペプチドと
HBV 粒子の結合が認められた。
これらのことから、HBV の結合
は NTCP で起こっており、
RECK では無いことが確認され
た。 
「RECK と NTCP の結合と局在
関係の評価」 
 RECK と NTCP の相互作用と
結合状態の評価をした。HBV と
NTCP が結合すると NTCP の分
子形態が変化するという知見が
あるため、HBV の有無でも検討
した。細胞固定後に、RECK と NTCP のそれぞれに対して、免疫沈降とイムノブロットを行い、
直接的な結合を確認した。NTCP の抗体は、結合能が不安定なものが多いため、FLAG タグを
付加した発現系を利用した。その結果、NTCP と RECK は相互作用を示し、共沈していること
を確認した。HBV の存在下ではその結合する量が増加している傾向を認めた。 
 また、RECK と NTCP の位置関係を可視化するために、RECK と NTCP をそれぞれ蛍光化
し、共焦点レーザー顕微鏡で観察する。本実験においても、HBV 感染の有無も条件に加えて、
RECK と NTCP の位置関係を確認した。加えて、既報の EGFR と RECK の結合の有無も評価
した。その結果、細胞膜状では、NTCP と RECK は共局在していることを確認した。HBV 感染
によって細胞表面上の RECK 量が低下する傾向を示した。EGFR は HBV 感染した場合には増
加する様子を観察した。 

EGFR は EGF 存在下で形態が変化することが、HBV 感染に重要であると報告されているた
め、EGF 濃度を段階的に変化させた状態で、かつ HBV の有無もパラメーターとして考慮して、

図１．RECK 遺伝子の有無による HBV 感染の評価 

A)CRISPR 系を使い RECK をノックアウト（KO）した

NTCP 発現 HuH7.5 細胞を作出した。B)その KO 細胞へ

HBV 感染させたところ感染効率が低下した。C)KO 細胞

へLentivirus vectorでRECK遺伝子を戻したところHBV

感染感受性が回復した。HBVcc: 細胞株で作成した HBV

粒子、HBVse: 患者血清から得た HBV 粒子、PreS: HBV

感染を阻害するペプチド、+: 添加あり、－：添加なし 



EGFR と RECK の結合と位置関係を免疫沈降法と蛍光染色で確認した。その結果、適切な EGF
量において、HBV 感染が増加することを確認した。一方、過剰量の EGF では HBV 感染効率が
低下することを確認した。EGF の適正な量によって調整されると考えられた。 
「ヒト由来 RECK と NTCP のマウス細胞での強制発現とその HBV 感染性の評価」 
 これまでの知見では、ヒト NTCP を強制発現させたマウス細胞では、HBV の感染が成立しな
い。一方で、HBV ゲノムを強制導入したマウス個体やマウス肝細胞は、HBV が複製することか
ら、HBV 侵入に関わるステップ（受容体結合、細胞内取り込み、核内移行等）のいずれかで必
要な機能が障害を受けていると考えられた。現在、ヒト肝臓を免疫不全マウスへ移植する手法で
in vivo の感染実験を行っているが、将来的には正常な免疫機能を有するマウスでの感染実験が
理想であるため、まずはマウス肝細胞株での感染モデルの樹立を目指した。 
 ヒト由来の NTCP と RECK をマウス細胞株（AML12、FL83B）で強制発現させ（マウス肝
細胞のヒト化）、HBV 感染が成立するか評価した。加えて、ヒト EGFR の発現もここに加えた。
安定発現させるために、各遺伝子はレンチウイルスベクターで行い、薬剤耐性遺伝子を利用して、
安定発現株をクローン化した。得られた安定発現細胞株に、PreS-TAMRA もしくは HBV 粒子
を投与して、細胞への吸着、細胞内への取り込み、細胞核内移行、ウイルス複製の有無を評価し
た。細胞吸着は、細胞を 4 度で培養し、細胞表面の蛍光もしくは定量 PCR による HBVDNA の
検出を行った。その結果、PreS-TAMRA ペプチドもしくは HBV 粒子による吸着は認められた
ため、引き続いて、細胞内への取り込みの評価を行った。4 度から 37 度へ細胞を移行させたと
ころ、PreS-TAMRA 蛍光ペプチドもしくは HBV 粒子の細胞内への取り込みは観察できなかっ
た。これらのことから、HBV 粒子の侵入過程において、マウス細胞では必要な因子が不足して
いると考えられた。 
「マウス肝細胞での感染を成立させる因子の探索」 
 遺伝子導入したマウス肝細胞株での HBV 感染が確認できなかったため、今回の検討によっ
て、受容体結合、細胞内取り込み、核内移行のどこで障害が生じていると考えられた。その不足
を補うために、シングルセル RNA-seq 解析データから、HBV 感染した細胞としなかった細胞
の間で比較解析を行い、HBV 感染に必要となるヒト遺伝子を再度選んだ。個別での調査は、時
間を要するため、ある程度の遺伝子をセットとしてまとめてマウス肝細胞へ導入することで感
染性の変化を検討した。この結果は現在解析中である。 
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