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研究成果の概要（和文）：　B型肝炎ウイルス (HBV) が肝細胞に侵入するためには、HBVの外殻膜上の表面抗原
タンパク質LのpreS1領域と肝細胞膜上に存在するHBV受容体であるNTCPの相互作用が必須である。本研究では、
preS1に結合し、HBVの感染を阻害することが報告されているOHBF-CとpreS1の相互作用様式を明らかにし、阻害
メカニズムを解明することを目指した。
　等温滴定型カロリメトリー、NMR、共沈降実験による相互作用解析の結果、OHBF-CとpreS1が互いに複数分子で
結合して凝集し、HBVの感染を阻害することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：　Hepatitis B virus enters hepatocyte via the interaction between preS1 
region of the envelope protein called large surface protein and NTCP: an HBV receptor specifically 
expressed in hepatocyte. OHBF-C is a compound that is reported to bind to preS1 and inhibit the HBV 
infection. In this study, we analyzed the interaction between preS1 and OHBF-C in order to reveal 
the inhibitory mechanism by OHBF-C. 
　Isothermal titration calorimetry, NMR, and co-precipitation assay results suggested that OHBF-C 
and preS1 forms multivalent interaction to aggregate, which lead to the inhibition of the HBV 
infection.

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　等温滴定型カロリメトリー

  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、HBVの外殻膜上の表面抗原タンパク質LのpreS1領域に直接結合し、HBVの感染を阻害する活性
を有することが報告されているOHBF-Cの作用機序に関する知見を得た。本研究において明らかにしたpreS1に直
接結合するOHBF-Cの結合様式は、単独では特定の立体構造を形成しないために立体構造に基づく分子設計が困難
と考えられるpreS1を標的とする高活性な阻害化合物の創製に有用な情報を与える

※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 

B 型肝炎ウイルス（HBV）は、世界に約 2.6 億人の持続感染者を有する病原体である（WHO 
Fact sheet (2015)）。HBV の持続感染は肝癌や肝硬変などの重大な疾患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。しかし、現在の B 型肝炎治療薬は核酸アナログとインタ
ーフェロンのみであり、これらには薬剤耐性ウイルスの出現や重い副作用があるため、作用点の
異なる画期的治療薬の創製が望まれている。そこで、HBV の生活環を原子分解能で理解するこ
とにより、既存薬とは異なる重要ステップを標的とした創薬が可能となると考えた。 
 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 の侵入に必須の preS1－
NTCP の相互作用および外殻膜形成に必須の 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、これらのタンパク質－タンパク質相互作
用を阻害する合成中分子化合物を探索・設計することにより、新規作用機序の抗 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 
大腸菌抽出液を用いた無細胞タンパク質合成系を用いて NTCP リポソームを調製し、preS1 と

の相互作用を共沈降実験により調べた。 
 
（2）preS1－oolonghomobisflavan C (OHBF-C)、preS1－epigallocatechin gallate (EGCG) 相
互作用 
PreS1 と OHBF-C (図 1(A)) および EGCG (図 1(B)) の相互作用を、共沈降実験、等温滴定型カ

ロリメトリー (ITC)、溶液 NMR 法により調べた。 

 
４．研究成果 
（1）PreS1－NTCP 相互作用 
無細胞タンパク質合成系を用いて NTCP 再構成リポソームを調製し、preS1 との相互作用解析

を試みたが、NTCP 再構成リポソームを再現性良く調製することができず、定量的なデータを得
ることができなかった。一方、2022 年に日本の研究グループを含む 3 グループから、クライオ
電子顕微鏡による NTCP の立体構造が学術誌「Nature」にて報告され、さらに、日本のグループ
の研究者からは preS1 との複合体構造も解析できているとの情報も得たため、preS1 と NTCP の
相互作用様式の解明を目指す本研究は断念した。なお、preS1 と NTCP の複合体構造は 2024 年 1
月に学術誌「Nature structural & molecular biology」にてオンラインで論文が公開された。 
 
（2）preS1－OHBF-C、preS1－EGCG 相互作用 
PreS1 と NTCP の相互作用による HBV の肝細胞侵入を阻害する化合物の創製に向けて、preS1 に

結合して HBV の感染を IC50値約 4 µM で阻害することが報告されているカテキン二量体の OHBF-
C について、preS1 との相互作用様式を解明することにより阻害様式を解明し、創薬の構造基盤
を得ることを目指した。また、OHBF-C の部分構造であるが、HBV の感染阻害活性をもたない EGCG
についても、preS1 との相互作用の NMR 解析を行い、OHBF-C の結果と比較した。 

(A) OHBF-C (B) EGCG 

図 1 OHBF-C と EGCG の構造式 
(A) OHBF-C (B) EGCG 2 分子の EGCG を連結する OHBF-C のメチレンを赤で囲んだ。 



① 共沈降実験による相互作用解析 
10 µM の preS1 溶液に 1当量の OHBF-C を添加すると沈殿が生じた。遠心分離した上清と沈殿

中の preS1 と OHBF-C の量を SDS-PAGE と上清の吸光スペクトルから見積もった結果、沈殿に
preS1 と OHBF-C の両者が含まれたことから、preS1 と OHBF-C が直接結合して一部が沈殿したこ
とが分かった。 
 
② ITC による相互作用解析 
PreS1 と OHBF-C の相互作用を定量的に調べるため、ITC 解析を行った。10 µMの preS1 に対し

て 1 mM の OHBF-C を滴定した結果、結合にともなう 2 相性の熱量変化が観測された。Two Sets 
of Sites モデルを用いたフィッティング解析の結果、強い結合のストイキオメトリーは約 1、Kd

は 0.60 ± 0.36 µM、弱い結合のストイキオメトリーは約 8、Kdは 2.9 ± 0.41 µMと算出された。
以上より、1分子の preS1 に対して約 9分子の OHBF-C が結合することが示唆された。 
 
③ NMR による相互作用解析 
PreS1 上の OHBF-C 結合部位を同定するため、NMR 解析を行った。PreS1 は、107 残基からなる

配列中に 18 個の Pro 残基を持つ。OHBF-C の部分構造である EGCG は Pro 残基と相互作用するこ
とが報告されているため、preS1 と OHBF-C の相互作用にも Pro 残基が関与している可能性があ
る。そこで、preS1 と OHBF-C との相互作用解析には Pro 残基を観測対象とするため、1H-13C HSQC
スペクトルを用いた。また、共沈降実験と ITC 実験から、preS1 に対して複数分子の OHBF-C が
結合し、複合体が沈殿することが分かっていたため、preS1を5分割した部分ペプチドを作製し、
各部分ペプチドと OHBF-C の相互作用を解析することにより、preS1 上の OHBF-C 結合部位の絞り
込みを試みた。 
まず、13C, 15N で均一標識した preS1 の部分ペプチドを調製し、NMR により各種 3 重共鳴測定

を行い、1H-13C HSQC シグナルの帰属を行った。続いて、5個の preS1 部分ペプチドそれぞれにつ
いて OHBF-C との相互作用解析を行った結果、いずれも OHBF-C の添加により沈殿を生じたが、
preS1 全長に比べて沈殿形成が抑制された。100 µM の preS1 部分ペプチドに対して 4 当量の
OHBF-C を添加した時点のスペクトル変化を解析した結果、preS1 全 107 残基のうち、全領域に分
散する 30 残基に有意な化学シフト変化が観測された。一方、各部分ペプチドに対する EGCG の添
加では、40 当量の EGCG 添加時に沈殿を形成せずに 4 当量の OHBF-C 添加時と類似した化学シフ
ト変化が観測された。 
 OHBF-C との結合により有意な化学シフト変化が観測された 30 残基のうち、80%に相当する 24
残基は Pro、Phe、Leu、Trp 残基を含む疎水性残基であった。これらの疎水性残基が 2個以上連
続した領域は 9個存在し、ITC 実験により得られたストイキオメトリーと一致したことから、こ
れらの部位が OHBF-C 結合部位である可能性がある。特に Pro 残基はこれらの部位のほとんどに
存在したことから、preS1 配列中の Pro 残基が OHBF-C との直接の相互作用に寄与していること
が示唆された。また、preS1 部分ペプチドは OHBF-C 添加時と EGCG 添加時で類似したスペクトル
変化を示したが、化学シフト変化が観測された濃度の違いから、EGCG よりも OHBF-C の方が preS1
と強く結合することが分かった。また OHBF-C に比べて EGCG では沈殿形成が抑制された。これら
の OHBF-C と EGCG の違いは、OHBF-C の化学構造が EGCG が 2 個連結したものであることに起因す
ると考えられる。PreS1 上に複数の OHBF-C および EGCG 結合部位が存在すること、OHBF-C には 2
個の EGCG が含まれることから、preS1 と OHBF-C は互いに複数部位で相互作用することにより、
1分子同士の相互作用に比べて結合親和性が増大し、分子間での相互作用により高分子量化して
沈殿を形成したことが強く示唆された。ウイルスの外殻膜上の preS1 に対しても、複数分子の
OHBF-C が相互作用して NTCP との結合に重要な領域を覆うことにより、HBV の感染を阻害するメ
カニズムが考えられる。 
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