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研究成果の概要（和文）：平坦かつ広い結合面からなる膜タンパク質間相互作用に介入するための創薬モダリテ
ィとして中分子が有望である。本研究では、B型肝炎ウイルスタンパク質ーヒト肝細胞膜受容体間の相互作用を
ターゲットモデルとし、中分子医薬を構造ベースで創出するための基盤研究を行なった。HBV感染受容体NTCPの
アポ体の構造を世界で初めて解明した。さらに、NTCP-HBVエンベロープpreS1ドメイン複合体構造を決定し、ウ
イルスー宿主結合の高精度可視化にも成功した。以上の知見は、構造情報に基づく中分子モダリティの抗HBV医
薬品開発に新たな道筋を拓く重要な基盤である。

研究成果の概要（英文）：Medium-sized molecules are a promising drug discovery modality for 
intervening in membrane protein-membrane protein interactions that consist of flat and broad binding
 interfaces. In this study, we conducted basic research towards structure-based design of 
medium-sized therapeutic drugs, using the interaction between the hepatitis B virus protein and the 
human hepatocyte membrane receptor as a model target. The apo structure of the hepatitis B virus 
entry receptor NTCP was determined by cryo-electron microscopy single particle analysis. 
Furthermore, the structure of the NTCP-HBV envelope preS1 domain (lipopeptide) complex was 
determined. The virus-host receptor binding was successfully visualized at high resolution. These 
findings are an important foundation that opens new avenues for the development of anti-HBV drugs in
 the medium-sized molecular modality based on structural information.

研究分野：構造生物学

キーワード： 膜タンパク質　創薬ターゲット　クライオ電子顕微鏡単粒子解析　中分子医薬品　抗ウイルス薬　B型肝
炎ウイルス　抗体

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
C型肝炎がほぼ克服された一方で、B型肝炎ウイルス (HBV) の感染を原因としたB型肝炎は依然として公衆衛生上
の主要な問題である。慢性B型肝炎は肝硬変や肝細胞がんを引き起こし、全世界で年間90万人が死亡している。
また、国内では近年 genotype A（欧米型）のHBV感染による急性B型肝炎が大都市部で急速に増加している。簡
便に投与可能なHBV感染抑制薬を開発することにより肝炎罹患の根本原因に歯止めをかけることが強く望まれて
いる。本研究は、HBVと感染受容体NTCP間の高親和性相互作用形成の機序を明らかにし、HBV感染抑制作用のある
中分子医薬開発を大きく前進させるための重要な基盤を構築した。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 がん、高血圧、慢性炎症といった疾病に対する医薬品の開発には大きな社会的要請がある。市
販の医薬品の 50%以上が G タンパク質共役受容体 (GPCR)、膜輸送体、あるいは膜内在性酵素
を作用点としており、膜タンパク質は創薬において重要なターゲットである。膜タンパク質構造
研究は、「構造ベースの創薬（SBDD: Structure-Based Drug Discovery）」戦略に基づいて医薬リー
ド分子（目的とする薬理活性を有する基本構造）を高効率で探索する情報基盤を解明する役割を
担うため、幅広い医学・生物学研究者から強い関心が寄せられている。 
代表者らはこれまで、膜タンパク質に抗体フラグメントを結合させて結晶化を促進するとい

う独自技術を確立し、ヒトアデノシン A2a 受容体 (Nature, 2012)、ヒトアディポネクチン受容体 
(Nature, 2015)、ヒト赤血球膜イオン交換体 Band3 (Science, 2015)、創薬ターゲット膜酵素の細菌
ホモログ Rce1 (Nature, 2013)、ラットフルクトース輸送体 GLUT5 (Nature, 2015)、ヒトアンジオテ
ンシン II 受容体 2 型 (Nature Struc. Mol. Biol., 2018)、病原細菌・多剤排出輸送体 MdfA (Nature 
Commun., 2018)、ヒトプロスタグランジン受容体 EP4 (Nature Chem. Biol., 2019)、ヒトドーパミン
D2 受容体 (Nature Commun., 2020) 等の各種の創薬ターゲット膜タンパク質の X 線結晶構造解
析に成功した。また、「ターゲット膜タンパク質に構造認識抗体を結合させた場合、抗体がクラ
イオ電子顕微鏡単粒子画像の正確かつ効率のよいアライメントを可能にするマーカー(fiducial 
marker)として機能するため、膜タンパク質の構造解析の成功率が飛躍的に向上する」という概
念実証 (POC) を国内外の研究者と協力していち早く広範に実施し、構造認識抗体の有用性を立
証した。こうした申請者ら独自の技術を活用すれば、膜タンパク質に作用する中分子医薬候補化
合物の結合様式が高効率で解明できると期待される。 
 
２．研究の目的 
上記の背景に基づき本研究では、『創薬標的ヒト膜タンパク質の機能や相互作用を人為的に制
御可能な中分子医薬シーズの構造学的検証を迅速に実施できる技術基盤を創出する』ことを目
的とする。申請者らがこれまでに独自に開発した立体構造認識抗体作成技術と X 線結晶解析ま
たはクライオ電子顕微鏡単粒子解析の手法を組み合わせて、膜タンパク質／中分子医薬シーズ
相互作用の構造学的基盤を解明する。 
本研究のモデルターゲットとして、B 型肝炎ウイルス (HBV) の感染受容体であるヒト膜タン

パク質 NTCP を選定した。その理由は、①HBVエンベロープを構成する膜タンパク質 LHBs の
preS1 ドメイン（N末端領域）と肝細胞表面に存在する胆汁酸輸送体（NTCP）が相互作用するこ
とによってウイルスが細胞内に侵入して感染が成立するため、NTCP は抗 HBV治療薬の重要な
創薬の標的になっていること、②preS1 の模倣合成中分子ペプチド Myrcludex B が、HBV の感染
を効果的に阻害することが明らかにされていることから、HBV エンベロープと宿主感染受容体
NTCP間の高親和性相互作用形成の機序を構造学的に解明することで、中分子医薬品の開発に繋
がる基盤を構築することが可能であるためである。 
 
３．研究の方法 

NTCP は分子量が小さい膜タンパク質であり、現在の構造生物学の技術水準ではその精密立体
構造決定は非常に難しい部類に入る。膜タンパク質に対して構造揺らぎがなく結合し、電子顕微
鏡画像の位置・方位を正確にあわせることを
可能とする抗体（代表者らは、標的膜タンパ
ク質に対してこのような結合様式をもつ抗
体を「立体構造認識抗体」と名づけている）
を作製し、それを構造解析ツールとして活用
した（図１）。NTCP 単体、および NTCP と
preS1 の模倣合成中分子ペプチドMyrcludex B
の複合体の近原子分解能の立体構造をクラ
イオ電子顕微鏡単粒子解析により決定した。
複合体構造解析に際しては、N末端を脂質修
飾（N-ミリストイル化）した 48残基からなる
preS1ペプチドを合成した。さらに、電子顕微
鏡単粒子画像のアライメント（位置合わせ）
を正確かつ効率よく進めるためのマーカー
として、NTCP―preS1複合体の立体構造を認
識して結合する抗体 Fab フラグメントを新規
に作製した。界面活性剤の種類や濃度の条件
をさまざまに変化させた NTCP―preS1―Fab
の三者複合体精製試料を作製し、直接電子検
出器 Falcon 4 を搭載した 200kV クライオ電子
顕微鏡 Glacios（京都大学医生物学研究所に設



置）を用いて試料の質評価と最適化を行った。「電子顕微鏡観察用凍結グリッド作製、パイロッ
トスケールでの電子顕微鏡画像データ収集、画像解析計算、３次元マップ再構成」の工程を経て、
得られた結果をフィードバックして改善するサイクルを繰り返し、高分解能構造解析実験用の
試料を準備した。最終的に、直接電子検出器 Gatan K3 を搭載した最先端の 300kV クライオ電子
顕微鏡 Titan Krios（東京大学医学系研究科に設置）を用いて大規模データ収集を行い、画像解析
計算を経て分解能 3Å付近での構造決定に至った。 
 
４．研究成果 
（１）HBV感染受容体 NTCP単体のクライオ電子顕微鏡単粒子構造解析 

HBV感染の成立には、エンベロープタンパク質 LHB s (large hepatitis B virus surface antigen)と、
ヒト肝細胞の侵入受容体であるナトリウム・タウロコール酸共輸送ポリペプチド（NTCP) との
高親和性の結合が必須である。ウイルス学的解析から、LHBs の N末端の脂質修飾（N-ミリスト
イル化）とそれに続く N末端側 47残基のペプチド部分 (myr-preS1) が NTCP との結合において
重要であることがわかっている。また、NTCP 遺伝子領域を対象としたゲノム疫学解析から、
S267F変異の SNPs を両アレルに持つ個体は HBV感染に対して抵抗性となる。これらは、NTCP
が HBV感染制御の面での魅力的な創薬ターゲットであることを示唆している。 
 このような背景のもと、本研究ではクライオ電子顕微鏡を用いて NTCP の精密立体構造を決
定することに世界で初めて成功した。NTCP は肝細胞基底膜を貫通する 9 本のヘリックス束から
なり、これらが 2 つのドメインに分かれていることが明らかになった。一つは 6 本の膜貫通へリ
ックスで構成されるコアドメインで、残りの 3 本の膜貫通へリックスは、パネルドメイン（平ら
な板のような形をしているドメイン）を構成する。コアとパネルの相対位置が反対方向に約 5Å
シフトしている細胞外側に開いた状態のコンフォメーションのスナップショットが得られた。
二つのドメイン間にトンネルのような空間があり、基質（胆汁酸）の輸送経路であると考えられ
た。基質結合部位の近くのコアドメイン内に、二つのナトリウムイオン結合部位があり、いわゆ
る「エレベータ機構」によって細胞外側および細胞内側から交互に NTCP 内部の基質・ナトリウ
ムイオン結合部位へのアクセスが可能な状態が生み出され、共輸送が実現されるものと想定さ
れた。 
 HBV 感染に重要な NTCP 残基を立体構造上でマッピングした。NTCP と myr-preS1 の詳細な
相互作用様式を可視化するには至らなかったが、変異実験および輸送活性解析の結果を総合す
ると、NTCP のトンネルの細胞外側開口部に対して、myr-preS1 と基質の結合が競合するという
結合様式が示唆された。myr-preS1 は NTCP が細胞外側に開いた状態に選択的に結合する。一旦
myr-preS1 が結合すると NTCP の基質輸送のためのコンフォメーション変化がブロックされるた
め、胆汁酸輸送活性は阻害されるものと考えられた（図２；Asami et al., Nature, 2022 および Park 
et al., Nature, 2022）。 

 
（２）NTCP-LHBs相互作用の高解像度可視化 

NTCP と中分子リポペプチド preS1 との間に形成される相互作用は HBV感染制御の観点から
重要な創薬ターゲットであり、高精度可視化が長年待望されていた。このような背景のもと、研
究代表者らは本研究において NTCP-preS1複合体のクライオ電子顕微鏡構造解析に成功した。 

preS1は溶液中では特定の構造をもたない柔軟性に富むペプチド部分から成ると考えられてい
たが、NTCP と結合した状態では N末端側約 20残基部分がコンパクトに折り畳まれて NTCP 内
部の中央キャビティに深く入り込むことが明らかになった。preS1 の N末端に存在するミリスト
イル基（脂質修飾）は NTCP の外側表面の脂質膜にアンカーされることも観察された。 
 構造解析および胆汁酸輸送試験の結果、preS1 は NTCP の胆汁酸輸送経路を構成する中央キャ
ビティを占有することで、胆汁酸の結合および輸送を競合的に阻害することが明らかになった。



NTCP の preS1 結合部位と胆汁酸結合部位の多くは共通していたが、NTCP の細胞外側表面のル
ープ領域や膜貫通ヘリックス TM8b の一部は preS1 との結合に関わるものの、胆汁酸の輸送経路
には重ならないことが示唆された。したがって、これらの限定的な領域に特異的に結合する化合
物を探索することにより、NTCP の胆汁酸輸送機能を維持しつつ、preS1 の結合のみを抑制でき
る次世代抗 HBV 薬の創出につながることが期待される。本研究成果は、構造情報に基づく合理
的な抗ウイルス薬の分子設計に新たな道筋を拓くものである（図３；Asami et al., Nature Structural 
& Molecular Biology, 2024）。以上の知見は、構造情報に基づく中分子モダリティの抗 HBV 医薬
品開発に新たな道筋を拓く重要な基盤である。 
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