
慶應義塾大学・薬学部（芝共立）・講師

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６１２

基盤研究(C)（一般）

2020～2018

B型肝炎ウイルスの肝細胞侵入および増殖機構の構造生物学的解析

Structural analysis of hepatocyte specific entry and replication mechanism of 
hepatitis B virus

６０６４８０２０研究者番号：

横川　真梨子（Yokogawa, Mariko）

研究期間：

１８Ｋ０６６０６

年 月 日現在  ３   ６ １０

円     3,500,000

研究成果の概要（和文）：B型肝炎ウイルス（HBV）がどのようにして肝細胞に特異的に侵入するのか、および
HBVが宿主細胞内においてどのように増殖するのかを立体構造の観点から解明し、HBV治療薬創製の構造基盤を得
ることを目指した。
肝細胞に特異的に発現しているHBV受容体であるNTCPを無細胞合成系にて調製することに成功し、HBVの外殻タン
パク質のpreS1領域との相互作用を検出した。HBVの増殖における外殻膜形成にはキャプシドと外殻タンパク質の
preS領域の相互作用が重要であるが、キャプシドは主にpreS2領域と直接相互作用することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Aim of this study was to obtain structural basis for hepatocyte specific 
entry and replication mechanism of hepatitis B virus (HBV), for the treatment of HBV infection. 
NTCP, an HBV receptor specifically expressed in hepatocyte, was prepared using cell-free protein 
synthesis system and the preS1-binding activity was successfully confirmed. We also exhibited that 
preS2 region of HBV large surface protein is important for binding to capsid, which might be 
important for enveloping of HBV during replication. 

研究分野： 構造生物学

キーワード： B型肝炎ウイルス　タンパク質―タンパク質相互作用　NMR　無細胞合成

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究において、preS1結合活性をもつNTCPの調製に成功した。これまでにHBVのpreS1領域とNTCPの相互作用が
HBVの肝細胞侵入に必須であることが報告されているが、NTCPの立体構造は全く分かっていない。今後、NTCPを
大量に調製しpreS1との相互作用を解析することで、NTCPとpreS1の複合体構造の解明やNTCPとの結合に重要な
preS1領域上の残基の同定が期待できる。また、キャプシドとpreS領域の相互作用には、主にpreS2領域が関与し
ていることが分かった。この相互作用は、HBV阻害剤の新たな作用点となりうる。

※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 
全世界には約 2.4 億人の慢性 B 型肝炎患者が存在する。B 型肝炎ウイルス（HBV）の感染に

よる慢性 B 型肝炎は、肝癌や肝硬変のリスクを高めるため、B 型肝炎の克服は重要な課題であ
る。現在用いられている抗 HBV 薬は核酸アナログとインターフェロンのみであるが、これらの
薬ではウイルスを完全に排除することは困難であるため、既存薬とは異なる作用機序をもつ画
期的治療薬の創製が望まれている。そのためには、HBV の生活環の原子分解能での理解と、そ
の分子機構を標的とした創薬が有用である。 

HBV は、外殻膜の表面抗原タンパク質 L（LHBs）の preS1 領域が、肝細胞特異的に発現し
ている胆汁酸輸送体である NTCP と結合することで、肝細胞に侵入する。肝細胞内では、HBV
を構成するDNAやタンパク質が複製され、LHBsはキャプシドを形成したコアタンパク質（HBc）
と結合して外殻膜を形成し、肝細胞外へ放出される。しかし、HBV の侵入・増殖に必須である
preS1－NTCP あるいは LHBs－HBc の相互作用様式は不明である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、HBV の肝細胞への侵入に重要な LHBs の preS1 領域と NTCP の相互作用、お

よび外殻膜形成に重要な LHBsと HBc の相互作用を原子分解能で明らかにすることを目的とし
た。明らかにした複合体構造や相互作用様式に基づき、これらの相互作用を阻害することによる
新規抗 HBV 薬を創製することを目指した。 
 
３．研究の方法 
（1）preS1－NTCP 相互作用 
①NTCP の調製 
大腸菌発現系を用いた NTCP の発現・精製、大腸菌抽出液またはコムギ胚芽抽出液を用いた無

細胞タンパク質合成系における NTCP の合成・精製または NTCP リポソームの調製を試みた。 
②preS1 と NTCP の相互作用解析 
界面活性剤である n-dodecyl-beta-D-maltoside (DDM)に可溶化して調製した NTCP は、表面プ

ラズモン共鳴（SPR）法により preS1 との相互作用を調べた。リポソームとして調製した NTCP は、
共沈降実験により preS1 との相互作用を調べた。 
 
（2）LHBs－HBc 相互作用 
HBc が会合したキャプシドを調製し、負染色電子顕微鏡観測によりキャプシドの形成を確認し

た。LHBs のうち、preS、preS1、preS2 の各領域とキャプシドとの相互作用を、等温滴定型カロ
リメトリー（ITC）と溶液 NMR 法を用いて解析した。 
 
４．研究成果 
（1）preS1－NTCP 相互作用 
大腸菌発現系にて発現させ、DDM により可溶化精製した NTCP は分解しやすく、高純度で精製

することができなかった。そこで、プロテアーゼが混入する可能性が低い無細胞合成系を試すこ
とにし、大腸菌抽出液を用いた無細胞合成系による合成を行った結果、沈殿画分への NTCP の発
現に成功した。また、無細胞タンパク質合成の反応液に脂質と界面活性剤を添加し、透析しなが
らタンパク質合成を行うことで、NTCP をプロテオリポソームとして合成することにも成功した。
沈殿またはプロテオリポソームとして得た NTCP を DDM で可溶化し、ヒスチジンタグを用いたア
フィニティ精製を行うことにより、高純度の NTCP を調製することに成功した。しかし、DDM で
可溶化した NTCP と preS1 の結合の SPR 解析では、両者の結合を検出することができなかった。
そこで、プロテオリポソーム中のNTCPをそのままpreS1との相互作用解析に用いることにした。
プロテオリポソームとして合成した NTCP は、凝集体として沈殿画分に含まれたため、凍結融解
とソニケーションを行うことで、遠心上清に NTCP リポソームを得た。リポソームと preS1 を混
合して超遠心を行い、沈殿と上清に含まれるタンパク質を SDS-PAGE により検出する共沈降実験
を行った。その結果、NTCP を含まないリポソームと混合しても preS1 は沈殿しなかったが、NTCP
を含むリポソームと混合すると NTCP と preS1 の両者が沈殿画分に存在したことから、preS1 が
リポソーム中の NTCP と結合して沈殿に移行したことが分かった。よって、調製した NTCP リポソ
ームが preS1 結合活性を有することが分かった。現在、ITC や NMR による定量的解析や原子レベ
ルでの解析に向けて、NTCP リポソームの収量増大および濃縮に取り組んでいる。収量増大の一
環として、コムギ胚芽抽出液を用いた無細胞合成系における NTCP リポソームの調製にも取り組
み、プレリミナリーな結果ではあるが、高濃度の NTCP リポソームを調製できることが示唆され
た。 
 
 
 



（2）LHBs－HBc 相互作用 
先行報告に従い HBc を重合させることによりキャプシドを調製し、負染色電子顕微鏡観測を

行うことにより、キャプシドの調製に成功したことを確認した。LHBs の部分ペプチドである preS
（残基番号 2-163）、preS1（残基番号 2－108）または preS2（残基番号 109－163）に対してキャ
プシドを滴定する ITC 実験による相互作用解析を試みたところ、キャプシドの滴定に伴う熱量
変化が観測された。しかし、観測された熱量変化は単純な 1対 1の結合として解析できるものは
なく、ITC 実験のみから何が起こっているのかを解釈することが困難であった。そこで、preS、
preS1、または preS2 を観測対象とする溶液 NMR 実験を行い、キャプシドの添加に伴う NMR シグ
ナルの変化を観測した。その結果、preS はキャプシドの添加により全てが沈殿したが、沈殿に
preS とキャプシドが含まれたことから、両者が結合して沈殿したことが分かった。PreS1、preS2
はともに、キャプシドの添加に伴いシグナル強度が全体的に減少した。この全体的なシグナル強
度減少は、巨大分子であるキャプシドとの結合により分子量が増大したことを示す。PreS1 より
も preS2 の方が強度減少の度合いが大きかったことから、キャプシドは preS 領域のうち、preS1
よりも preS2 とより強く結合することが示唆された。キャプシド添加時の preS1 または preS2 の
各残基のシグナル強度減少度を比較すると、残基ごとに違いがあった。このことは、各ペプチド
が全領域でキャプシドと結合したのではなく、強度減少が小さい領域の運動性が保たれた状態
で複合体を形成したことを示唆している。LHBs 上のキャプシド結合残基の同定に向けて、preS1、
preS2 ペプチドをさらに分割したペプチドを調製した。今後、これらのペプチドを用いてキャプ
シドとの相互作用解析を行うことで、LHBs とキャプシドの相互作用様式を明らかにする。 
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