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研究成果の概要（和文）：近年、B型肝炎ウイルス（HBV）の感染受容体としてNTCPが同定されたが、そのほかの
HBV感染許容能を規定する宿主因子に関して未だ十分な理解がされていない。本研究では、当研究室で樹立され
たHBV感染許容性/非許容性細胞細胞を用いたトランスクリプトーム解析を用いてHBV吸着/侵入/核移行を制御す
る宿主因子を同定し、その感染制御メカニズムを解析した。同定した宿主因子の一つは、NTCPの細胞内発現量に
は影響せず、NTCPの細胞内局在制御を介してHBV侵入過程を制御する宿主因子であることが示唆された。本件を
通じてHBVの細胞侵入の分子メカニズムを理解する上で重要な情報を得た。

研究成果の概要（英文）：Recent identification of NTCP as a receptor for hepatitis B virus (HBV) has 
facilitated the analysis of molecular mechanism of the HBV entry, however, the mechanism has not 
been fully understood. In this study, we aimed to identify host factors that regulate host 
susceptibility to HBV infection and analyze mechanisms. We identified host factors that affected on 
the HBV entry process through a transcriptome analysis of both HBV susceptible and non-susceptible 
cells. Further analysis revealed that one of the identified factors was involved in the HBV 
internalization into the cells through the regulation of NTCP localization in the cytosol without 
affecting NTCP expression. These findings will promote understanding of the mechanism of the HBV 
entry process after the viral attachment of its receptor. 

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
B型肝炎ウイルス研究では、汎用的かつ高効率にHBV感染を許容する感染培養細胞系の改善、およびマウスモデル
などのin vivo評価系の樹立が求められている。近年HBV感染受容体としてNTCPが同定され解析が進んだが、HBV
侵入過程の詳細な制御機構に関しては未だほとんど不明である。今後さらに詳細な解析が必要であるが、本研究
で同定したHBVの細胞内への侵入過程を制御する宿主因子は、HBV感染の動物モデルのあるいは新たな抗HBV薬の
標的となり得るため、新たな薬剤開発に寄与できると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 C 型肝炎ウイルスやインフルエンザウイルスなど、ほとんどのウイルスは感染させるウイル
ス量に比例して感染細胞数は増加する。しかし、B型肝炎ウイルス (HBV) では、HBV 感染受容
体である NTCP を発現させた細胞株では感染細胞の割合は 20%程度に留まり、この細胞株内に感
染許容能を規定する宿主因子が存在すると考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、独自に樹立した HBV 感染/非感染許容性細胞のトランスクリプトーム解析及びウ
イルス学的解析から、感染許容能を規定する宿主因子を同定し、その制御メカニズムを明らか
にすることを目的とした。これにより高効率な感染培養細胞系の樹立、及び in vivo 評価系の
樹立に有益な情報獲得を目指ざした。 
 
３．研究の方法 
(1) HBV 感染初期過程を制御する宿主因子のスクリーニング. 
当研究室で NTCP 過剰発現細胞株を単離する過程で NTCP発現量が同等にも関わらず HBV感
染を許容する He-G2-hNTCP-C4 (C4) 細胞株、及びほとんど感染を許容しない
HepG2-hNTCP-C8 (C8)細胞株を得た。これらの細胞を用いてトランスクリプトームを行い、
HBV 感染許容性で発現が高い２３遺伝子を得た。続いて、これら 23 因子に対する siRNA を
用いた HBV 感染実験により HBV 感染感受性に関与する 4因子を同定した。これらの因子に
関してさらに下記の方法を用いて制御機構の解析を行った。 
 

(2) HBV 吸着への影響解析 
同定した宿主因子が HBV 吸着の制御に関与するか否かを評価するため、siRNA を 72 時間導
入した C4細胞に HBV エンベロープ preS1 領域を蛍光標識したプローブ（preS1-probe）を
処理し、蛍光顕微鏡および共焦点顕微鏡を用いて細胞表面への吸着を評価した。 
 

(3) HBV 侵入への影響解析 
HBV侵入に対する影響を解析するため、siRNA導入したC4細胞にHBVあるいはpreS1-probe
を処理し、細胞内の HBV あるいは preS1-probe の局在を経時的に検出した。また、HBV 侵
入以降から核移行への影響は D型肝炎ウイルス（HDV）を利用して評価した。 
 

(4) HBV 受容体 NTCP への影響解析 
HBV 感染受容体である sodium-taurocholate cotransporting polypeptide (NTCP)の胆汁
酸トランスポーター活性に対する影響は [3H] タウロコール酸の取り込みを測定し評価し
た。また、NTCP の発現に対する影響は NTCP のタンパク質レベル、mRNA レベルへの影響は
それぞれウェスタンブロット法、リアルタイム PCR を用いて評価した。また、NTCP の局在
は免疫蛍光法で観察した。 
 

(5) NTCP との相互作用解析 
NTCP と同定した因子の細胞内相互作用は Proximity ligation assay により評価した。 
 

４．研究成果 
 B 型肝炎ウイルス（HBV）感染許容性/非許容性細胞細胞を用いたトランスクリプトーム解析
の結果、HBV 感染許容性細胞で発現の高い因子を選抜した。siRNA を用いてこれの因子の中から
さらに HBV 吸着/侵入/核移行を制御する宿主因子のスクリーニングし、再現よく HBV 感染を阻
害した因子 1つに着目した。この因子の HBV 吸着過程への影響を preS1-probe を用いて評価し
た標的因子をノックダウンした細胞でHBV吸着過程およびNTCPトランスポーター活性が促進さ
れること示唆された。またこの因子をノックダウンした細胞では HDV の感染も低下することが
示された。続いて NTCP 発現量への影響を解析した結果、この因子をノックダウンした細胞では
細胞内の NTCP タンパク質量および mRNA 量に変化がないが、細胞膜常に局在する NTCP レベルが
増加することが共焦点顕微鏡を用いた観察、ウェスタンブロット法により示された。標的因子
をノックダウンした細胞では、細胞表面の NTCP に吸着した preS1-prober および NTCP の細胞内
へ取り込みが阻害されていたことから、この因子は NTCP の細胞内局在制御を介して HBV 侵入以
降の過程を制御する宿主因子であることが示唆された。 
NTCPは HBVと結合しHBVを細胞内へと取り込むためHBVの吸着/侵入/核移行過程の制御メカ
ニズムを理解する上で重要な因子であるが、NTCP による HBV 侵入を制御するメカニズムはほと
んど明らかとなっていない。今後さらなる解析が必要ではあるが、本研究で得られた因子が
NTCP を制御するメカニズムを解析することで、その一端を明らかにできると期待できる。 
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