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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内で複製されるメカニズムを明らかにするため、細胞内で
小胞輸送の分子スイッチとして働くRabファミリータンパク質について検討すると、Rab5BがB型肝炎ウイルスの
放出を大きく制御していることが明らかになった。ウイルスの感染性エンベロープ形成にはLHBsが必要である
が、Rab5BはLHBsの小胞体から多胞体への輸送に関与していることや、HBVのmRNAの転写にも関与していることが
明らかとなった。この成果はさらにB型肝炎の病態形成メカニズムの解明や治療応用につながる可能性が考えら
れた。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the mechanisms of hepatitis B virus (HBV) replication in 
hepatocytes, we analyzed the involvements of Rab protein family that works as molecular switches in 
the vesicle trafficking. As a result of screening, it was revealed that Rab5B regulates the release 
of HBV significantly. Rab5B enhances the transport of LHBs, which is required for the formation of 
infectious envelope, from ER to multivesicular body (MVB). Also, Rab5B regulates the transcription 
of 2.4/2.1 kb mRNA of HBV via hepatocyte nuclear factor 4a. It is considered that the results of 
this study could lead to the elucidation of hepatitis B mechanisms and the possible application for 
the novel antiviral treatments.

研究分野：ウイルス性肝炎

キーワード： HBV　Rab5B
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１．研究開始当初の背景 
 B 型肝炎ウイルス（HBV）感染は全世界に広
がっている感染症であり、約 20 億人が HBV
に暴露されたことがあると推定され、そのう
ち約4億人が慢性感染となっていると考えら
れている。日本では約 150 万人の慢性感染者
がいるとされ、その約 10％が慢性肝炎を発症
し、約 3%が肝硬変や肝癌に進行していると推
定されている。同じく肝硬変や肝癌の原因と
なる C 型肝炎ウイルス（HCV）については近
年の治療法の進歩により、ほとんどの患者で
ウイルス排除が可能となったが、それに比べ
ると B型肝炎の治療は遅れをとっている。近
年のHCVによる肝癌の発生は低下傾向にある
が、HBV による肝癌の発生が低下していない
ことは対策の必要性を示している。HBV の慢
性感染者は核酸アナログ製剤の内服中は HBV
の増殖が抑制されているが、中止すると高率
に肝炎を再燃するため、多くの患者が長期間
の内服を余儀なくされている。C 型肝炎で高
い効果を示したペグインターフェロンもB型
肝炎に対して承認されているものの、満足し
た治療効果が認められるのは一部の患者の
みであり、新たな治療法の確立が急務である。 
 HBV は様々な細胞の機能を利用して細胞に
侵入し、細胞内で複製されて放出されるとい
う生活環を形成するが、その過程には明らか
になっていない部分が多く存在する。この生
活環のメカニズムを詳細に検討することで、
新たな治療ターゲットの解明につながる可
能性が高いと思われる。最近、HBV のレセプ
ターが sodium taurocholate cotransporting 
polypeptide（NTCP）であることが同定され
（Yan et al., eLife 2012）、HBV の細胞内へ
の侵入機構についての研究が多くの研究室
で行われているが、HBV が細胞内へ侵入した
後にどのように輸送されてゲノムを核内に
運ぶか、あるいは翻訳された HBV タンパク質
がどのように輸送されて組み立てられ、そし
てどのように放出されるかという細胞内で
のHBVの輸送経路についてはほとんど明らか
になっていない。 
 申請者はこれまで、B 型肝炎の難治性病態
を明らかにするため、劇症肝炎患者や薬剤耐
性患者の HBVに認められた変異が HBVの複製
に与える影響について、主に培養細胞を用い
て研究を行ってきた。また、2011 年から 2014
年にかけての米国留学中にはHBVと宿主細胞
との関係について研究を行った。その中で、
細胞内の小胞輸送システムの分子スイッチ
として考えられている低分子量GTPaseのRab
タンパク質ファミリーの一つである Rab7 が

HBV 放出を抑制する方向に働いていることを
明らかにした。HBV を発現する細胞において、
HBV は多胞体やオートファゴソーム内に存在
していたが、Rab7 はこれらのオルガネラから
伸びる管状構造を形成させ、これらがライソ
ソームと融合することでHBVを分解する方向
に向かわせていた。しかも、Rab7 は HBV 感染
により有意に活性化されていたことから、
HBV が自身の放出を制御しているという新し
いメカニズムが明らかとなった（Inoue et 
al., J Cell Sci 2015）。 
 Rabタンパク質ファミリーはヒトでは60種
類以上存在することが明らかとなっており、
様々な小胞輸送の場面で異なるRabタンパク
質がスイッチとして働いていると考えられ
ている。一般的に、Rab タンパク質に GTP が
結合するとRabタンパク質のスイッチ領域に
構造変化が生じ、エフェクタータンパク質が
結合できる活性化状態となり、GTP が加水分
解されて GDP となると不活性化状態となる。
この活性の制御はRabタンパク質毎に異なる
グアニンヌクレオチド交換因子 (GEF) およ
び GTPase 活性化タンパク質 (GAP)が行って
いる。HBV と Rab タンパク質ファミリーにつ
いては申請者らの研究の他は、HBV の感染成
立に Rab5 と Rab7 が必要であるという報告が
一つあるのみであり（Macovei et al., J 
Virol 2013）、ほとんど明らかになっていな
い。 
 
２．研究の目的 
 本研究ではHBVの生活環におけるRabタン
パク質ファミリーの役割を網羅的に検討し、
HBV 感染症の新たな治療法開発の基盤となる
研究を行うことを目的とする。 
(1) HBV の複製から放出の過程に必要とされ
る Rab タンパク質を同定し、HBV の生活環中
期から後期の輸送経路を明らかにする。 
(2) HBV の有無による Rab タンパク質の発現
や活性の変化を比較し、そのメカニズムを解
析することで、HBV がどのように Rab タンパ
ク質や関連する輸送経路を利用しているの
かを検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) HBV 恒常発現株である HepG2.2.15 細胞を
用いて、Rab ファミリータンパク質をターゲ
ットとしたsiRNAライブラリーを用いたノッ
クダウンを行い、培養上清中に放出された
HBV DNA と HBs 抗原を測定し、これらが大き
く変化するRabタンパク質をスクリーニング
する。 
(2) ノックダウンにより培養上清へのHBV放



出が大きく変化したRabタンパク質について、
細胞内でのウイルスタンパク質との共局在
を共焦点蛍光顕微鏡を用いて検討し、ノック
ダウンによるウイルスタンパク質の局在の
変化も検討する。 
(3) Rab タンパク質のノックダウン後に培養
上清中に放出された HBV の感染性について、
NTCP 発現 HepG2 を用いて確認する。また、ウ
イルスのエンベロープの有無についてショ
糖密度勾配遠心法によるウイルス浮上密度
を測定して検討する。 
(4) Rab タンパク質のノックダウンによる
HBV 放出の変化のメカニズムについて検討す
るため、細胞内のウイルスのタンパク質、RNA、
DNA 量を測定する。 
 
４．研究成果 
(1) Rab タンパク質をターゲットとした
siRNA のスクリーニングにより、61 の Rab タ
ンパク質の中でRab5Bをノックダウンすると
最も培養上清中の HBV DNA が増加することが
分かった。 
(2) Rab5B のノックダウン後に増加した HBV 
DNA はエンベロープを有した感染性 HBV 由来
であった。 
(3) Rab5B をノックダウンして細胞内のタン
パク質を western blot で検討すると、エン
ベロープタンパク質のうち large HBs (LHBs) 
が著明に増加しており、これをコードする
2.4/2.1 kb mRNA の転写の亢進が一つの機序
となっていると考えられた。その原因として、
Rab5B のノックダウンによる hepatocyte 
nuclear factor (HNF) 4a の転写亢進が考え
られた。 
(4) LHBs は小胞体（ER）から多胞体（MVB）
に輸送されてエンベロープを形成すると考
えられているが、Rab5B をノックダウンする
と LHBs は MVB への輸送が減少して ERへ蓄積
すると考えられた。Rab5B のノックダウンに
よる著明な HBV 放出増加は ER に蓄積した
LHBs によりエンベロープが形成された結果
である可能性が示唆された。 
(5) HBV 発現細胞では Rab5B の mRNA が低下し
ており、HBV 感染により Rab5B 発現が低下し
てHBV放出は増加する方向に働く可能性が考
えられた。 
(6) 本研究の結果から、Rab5B は HBV の複製
を制御する主要なタンパク質であることが
明らかとなった。その発現や活性の変化が B
型肝炎の多様な病態に影響を与える可能性
や、発現や活性の修飾が治療応用に繋がる可
能性があり、今後の検討課題と考えられた。 
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