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研究成果の概要（和文）： 

 本申請ではHBV pseudotypeの作製に成功し、感染性を指標にした新たなアッセイ系を用いてウ

イルス学上の最大の難問に挑んだ。 

 I)HBV pseudotype （HBV 膜粒子を被った gfp 遺伝子を含むレトロウイルスゲノムを
もつ pseudotype ウイルス；HBV-p）の作製に向けたパッケージング細胞と HBVp 産生系
の確立． 
a)パッケージング細胞の樹立．レトロウイルスゲノム産生ベクター（HyTc-gfp）及びgag-pol
発現ベクター（gp）を培養細胞株へトランスフェクションしgfp及びハイグロマイシン耐性遺伝
子（hygR）をもつレトロウイルスゲノムを産生するパッケージング細胞を樹立した。 
b)パッケージング細胞の活性の検討．a)で作製したパッケージング細胞で VSV-G pseudotype
の作製を試みパッケージング細胞として活性をもつかどうかを検討した-すなわち、本細胞へ
VSV-G 発現ベクターをトランスフェクションし、培養上清中に出現した VSV-G pseudotype を全
く別の培養細胞株への感染性を検討した。 
c) HBV-p 産生能の検討．本パッケージング細胞へ HBV 粒子膜蛋白遺伝子発現ベクターをトラ
ンスフェクションし、分泌されるウイルス粒子を PEG 沈殿法、超遠心法、抗 HBs 抗体を用いた
免疫沈降法などで回収し、粒子内ゲノム（RNA）を抽出する。RT-PCR 法による粒子内ゲノム gfp
を標的とした RT－PCR 法で検討した。 
d)HBV-p 産生効率の検討．GFP 産生を指標にトランスフェクション効率を評価し、トランス
フェクションの最適化を図りつつ、産生量を定量 PCR 法で検討した。 
 II)HBV－p を用いた感染性を指標にした HBV 感染受容体のスクリーニング．レトロウイ
ルス cDNA ライブラリーを HBV-p により、スクリーニングしたが、結果的にはまだ感染受容体の
候補因子は見つかっていない。しかしながら、本実験過程で、肝癌由来培養細胞株に非活性型
の受容体の存在が示唆される結果を得た。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 It is near a half century since hepatitis B virus (HBV) was identified.  An 
iceberg of HBV receptor has not been elucidated, though there are some reports on infection 
systems and on the receptor molecules.  Thus, we still have not reached finding a real 
HBV receptor and there have been no useful and convenient infection system in vitro and 
in vivo for HBV, which makes it impossible for us to understand a precise HBV life cycle 
and HBV involved related diseases.  Here, we designed and tried to generate an HBV 
pseudotype, which had a viral particle containing a retrovirus capsid and a genome inside 
surrounded by HBV membrane proteins.  We proved successful generation of this pseudotype 
by immunoprecipitation with anti-HBVs antibodies and by CsCl density gradient 
ultracentrifugation, followed by RT-PCR targeting a retroviral gene, a GFP gene in this 
case, respectively.  Though our established system is constructed on growth dependent 
integration of retroviral genomes and thus was very hard to observe its infection in a 
primary human hepatocytes culture system, successful generation of the HBV pseudotype 
will make it possible for us to perform a biological assay to clone an HBV receptor based 
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on infectivity and will facilitate its separation and identification.  
 We have not identified an HBV receptor candidate yet.  It has been suggested, however, 
that there could be an attachment factor in ordinary cultured cell lines derived from 
hepatocellular carcinomas. 
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１．研究開始当初の背景 
 B 型肝炎ウイルス（HBV）はその発見から
40 年余経つが未だにその有効な感染系は存
在せず、HBV レセプターはおろか HBV 感染病
態発症（急性肝炎、慢性肝炎、肝がん）機構
の詳細は不明のままである。 
２．研究の目的 
 HBV 感染受容体を分離・同定し、簡便な感
染系の樹立を図ることを目的とする。 
３．研究の方法 
 これまでにない新手法として、HBV 
pseudotype の作製し、生物学的アッセイ法に
よる HBV レセプターの分離・同定を試み、そ
れを利用して感染系の構築し病態発症機構
の解析や治療法開発への応用を目指す。 
４．研究成果 
 HBV pseudotype の作製に成功した。レトロ
ウイルス cDNA ライブラリーを HBV-p により、
スクリーニングしたが、結果的にはまだ感染
受容体の候補因子は見つかっていない。しか
しながら、本実験過程で、肝癌由来培養細胞
株に非活性型の受容体の存在が示唆される
結果を得た。 
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