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研究成果の概要（和文）：HBVエンベロープ蛋白質上の”additional glycosylation”（ここでは追加糖鎖修飾
とする）がHBV再活性化や肝発癌症例において高頻度に認められることが報告された。我々はHBV再活性化症例に
おけるエンベロープ蛋白質の追加糖鎖修飾変異の発現頻度を次世代シーケンサー（NGS）を使用して調査した。
その結果、約17%程度の再活性化症例において追加糖鎖修飾変異を認めた。HBVの追加糖鎖修飾の原因となる遺伝
子変異をin vitro感染モデルに導入し、この変異がHBVの増殖やウイルス蛋白質発現および免疫原性に与える影
響を解析し、本遺伝子変異とHBV再活性化および発癌との関連を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：There have been reported that "additional glycosylation" on the HBV envelope
 protein is frequently observed in cases of HBV reactivation and hepatocellular carcinogenesis. In 
this research project, we have investigated the frequency of occurrence of genomic mutations which 
create additional glycosylation site in envelope proteins in HBV reactivation cases using the 
next-generation sequencer (NGS) in Japan, and found that approximately 17% of HBV reactivation 
cases. We have introduced artificial genomic mutations that create additional glycosylation cite 
into HBV in vitro infectious model, and analyzed the effects of the artificial genomic mutations on 
HBV proliferation, viral protein expression, and immunogenicity to clarify the relationship with HBV
 reactivation and hepatocellular carcinogenesis.

研究分野：肝臓

キーワード： 糖鎖修飾変異

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
HBVの再活性化はHBVキャリアや国民のおよそ20-25%にものぼるHBV既往感染者において免疫抑制や化学療法によ
り発生する可能性があり、一度再活性化が発症すると重症化することが多くその対策は極めて重要である。ま
た、HBVによる発癌はC型肝炎ウイルスによるものと比較して未だ制御には至っていない。本研究において、エン
ベロープ蛋白質追加糖鎖修飾変異のHBV再活性化症例における発現頻度を明らかにした。また、HBV in vitro感
染モデルにおいてHBV再活性化や肝発癌に関連するメカニズムを明らかにした。本研究成果はHBV再活性化や発癌
対策を講じるうえで極めて重要である。

※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 
 免疫抑制や化学療法によるB型肝炎ウイルス（HBV）の再活性化は、HBVキャリア
および既往感染者に発症する。HBV再活性化はいったん発症すると重症化しやすく、
重篤な基礎疾患を有することが多いことから死亡率が高い。日本人におけるHBVキャ
リアの数は人口のおよそ1%（100～130万人）存在し、既往感染者は人口のおよそ20-
25%（2,500-3,000万人）にものぼると推定され、多くの人々がHBV再活性化のリスク
を有しその対策は極めて重要である。また、肝臓癌による死亡者数は年間およそ3万人
にのぼり、その10～20%はHBVが原因であるとされており、この割合はここ30年程度
変化していない。これはC型肝炎ウイルス（HCV）による肝臓癌の割合が治療や感染
対策の改善により低下傾向にあるのと対照的であり、その治療や感染対策が十分では
ないことを反映しているものと考えられる。 
 このようなHBVによる再活性化と肝発癌という極めて重要な二つの病態に対して、
最近HBVのエンベロープ蛋白質内 major hydrophilic loop（MHL）上の ”additional 
glycosylation”（ここでは「追加糖鎖修飾」とする）が関与しているとの報告が相次い
でいる（Yu et al. J Hepatol 2014, Salpini et al. Hepatology 2015, Chen et al. PLoS One 2016. 
Qiao et al. Oncotarget 2017）。 
 
 
２．研究の目的 
 我々は、これまでにHBVのin vitro感染モデルを用いた基礎研究により、エンベロー
プ蛋白質MHL上146番目のN結合型糖鎖がHBVウイルス粒子の分泌に必須であることを
明らかにした。また、エンベロープ蛋白質MHL上の免疫エスケープ変異により低下し
たHBVの分泌は、”additional glycosylation”（追加糖鎖修飾）により回復することを報告
してきた（Ito K et al. J Virol. 2010）。最近になりHBs抗原およびHBs抗体同時発現例
（J Hepatol 2014）、HBV再活性化症例（Hepatology 2015）や発癌症例（Oncotarget 
2017）において血液中のHBVを解析したところ、追加糖鎖修飾が高頻度に認められる
との報告が相次いでいる。そこで、私たちはこれまでの自分達の基礎研究をさらに進
めることにより、追加糖鎖修飾がウイルス学的にどのような現象を引き起こすか、ま
た細胞内にどのような変化をもたらすかを明らかにし、この糖鎖の変化がHBVの再活
性化や発癌にどのように関与しているかを解明しその対策の基礎とした。 
 
３．研究の方法 
  私たちはこれまでに B型肝炎ウイルスの遺伝子変異解析（糖鎖修飾を含む）研究に
関して同意を取得した保存血清を多数収集してきた。また、申請者が代表研究者であっ
た科学研究費助成「B型肝炎における遺伝子型分布の変遷および分子生物学的検討」（基
盤研究 C）において、倫理委員会で承認されたウイルス側の遺伝子変異解析（糖鎖修飾
を含む）の同意を取得した多施設での B型肝炎症例の保存血清を多数収集してきた。そ
の上で HBV 陽性の保存血清の中で再活性化症例や発癌症例を中心に HBV のエンベロ
ープ蛋白質MHL上の追加糖鎖修飾変異の発現頻度を解析した。凍結保存血清を融解し
DNA抽出キットを用いて DNAを採取し、direct sequencingを行った。一部の症例に関
しては次世代シーケンサー（NGS）を用いてマイナークローンに対応した解析を行った。 
  基礎研究として免疫エスケープ変異と追加糖鎖修飾変異をエンベロープ蛋白質
MHL内に挿入し、HBV in vitro感染モデルを使用することにより HBs抗原や HBV DNA
の分泌量および肝細胞内へのウイルス蛋白質の蓄積等の解析を行った。対象とする変異
を私たちの所有する genotype C由来の 1.24倍長の HBV constructに遺伝子操作により挿
入し（遺伝子組み換え実験大臣承認済み）、肝癌由来の Huh7細胞や HepG2細胞を用い
た in vitro感染モデルを用いて分泌される HBV DNAや HBs抗原を測定し、HBV再活
性化のウイルス側の発生機序を解明した。HBV constructに関しては、HBVはエンベロ
ープ領域とポリメラーゼ領域が overlap しているため、ポリメラーゼ領域への変異の影
響を避けるために 1.24倍長の HBV constructに stopコドンを挿入したエンベロープ蛋白
質欠損 replication constructと 0.7倍長のエンベロープ蛋白質発現 constuctを共感染させ
る complimentary assayを用い、変異を 0.7倍長 constructのみに導入することによりエン
ベロープ蛋白質への影響のみを観察した。HBV による肝発癌機構としてこれまで報告
されている HBs抗原の肝細胞内への異常蓄積や小胞体ストレスを解析した。 
 



４．研究成果 
我々はこれまでの研究により HBVエンベロープ蛋白質MHL内 146番目の N結合型
糖鎖が HBVウイルス粒子の分泌に必須であることを明らかにした。また、本研究によ
りエンベロープ蛋白質MHL内の追加糖鎖修飾変異は、免疫エスケープ変異により低下
した HBV の分泌を回復することを確認した。これまでの海外の論文や Hepatitis Virus 
Databaseを用いた検索では、エンベロープ蛋白質上の追加糖鎖修飾変異はこれまでに報
告してきたM133T変異のみではなく、T115N変異や T123N変異そして”NTS”の 3アミ
ノ酸が挿入されるケース等様々な variation が存在することが判明した。NGS を使用し
た解析により、HBV 再活性化症例において追加糖鎖修飾変異をおよそ 17%程度に認め
ることが判明した。 
本研究において、エンベロープ蛋白質の免疫エスケープ変異（T126I、G145R変異など）
により HBs 抗原の免疫原性が変化し、HBs 抗原陰性となることを明らかにした。この
ような免疫エスケープ変異単独では、通常 HBVの分泌量が低下するため臨床上問題と
なることは少ない。しかし、これらの免疫エスケープ変異に追加糖鎖修飾変異（T115N、
T123N、M133T変異等）が加わることによりウイルスの分泌量が回復し、HBs抗原陰性
+HBV DNA のいわゆる潜伏感染が成立し、再活性化の準備状況になるということを明
らかにした。また、我々はデータベースを使用して検索した結果、この追加糖鎖修飾変
異が高率に肝癌症例にも認められることを突き止めた。これまでにも HBVの潜伏感染
が肝癌発生に関連するという報告もあり、この追加糖鎖修飾変異を研究することは潜伏
感染が肝発癌に与える影響の分子メカニズムを解明し得る可能性があると考えられた。
さらに、肝発癌機構としてこれまでに報告されている HBs 抗原の肝細胞内への異常蓄
積や小胞体ストレスを解析したが、本追加糖鎖修飾変異において両者への影響は認めら
れなかった。このため、血管新生や細胞増殖による腫瘍の微小環境への変化が発癌を惹
起する可能性が示唆され、現在研究を継続しているところである。 
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