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研究成果の概要（和文）：B型肝炎ウイルス(HBV)生活環の分子メカニズム、特にこれに関与する宿主細胞性因子
に関して十分な理解がされていない。本研究では申請者らが樹立した高効率HBV複製系、HBV感染高許容性細胞を
用いてHBV感染複製に関与する宿主因子を同定し、かつ制御メカニズムを解析した。我々はnocodazoleがHBV複製
を阻害することから、細胞内微小管がHBV複製の特にcoreタンパク質の多量体化に機能していること、またチュ
ーブリンの翻訳後修飾がこれを制御することを明らかにした。またHBV進入を制御するキナーゼを同定した。こ
れらの知見はHBV感染複製の分子機構を理解する上で重要な情報である。

研究成果の概要（英文）：Molecular mechanisms underlying hepatitis B virus (HBV) life cycle has not 
been fully clarified. In this study, we identified host factors regulating HBV life cycle and 
analyzed its regulation mechanism by using cell models efficiently supporting HBV infection and 
replication. Through the identification of nocodazole that inhibited HBV replication, we revealed 
that cellular microtubules were important for the multimerization of core protein and 
post-translational modification of tubulin regulated HBV replication. We also identified cellular 
kinases that regulated HBV entry process. These findings provide information important for 
understanding the molecular mechanisms of virus-host interaction.

研究分野：ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 
C 型肝炎ウイルスに比べて B 型肝炎ウイル
ス(HBV)の培養細胞系は簡便さおよび効率が
不十分であることから、宿主細胞への侵入、
複製、放出、再感染の持続的生活環の再現に
よるウイルス感染の広がりが高率に見られ
る実験系が不足しており、HBV 生活環の分
子メカニズム、特にこれに関与する宿主細胞
性因子に関して十分な理解がされていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では申請者らの研究グループが樹立
した高効率 HBV複製系、HBV感染高許容性
細胞をそれぞれ用いて HBV 感染複製に関与
する宿主因子を同定し、かつ制御メカニズム
を解明する。特に HBV 侵入過程の解析には
HBV感染許容性細胞株を用い、HBV複製機
構は高効率 HBV 複製細胞株を用いて分子生
物学的解析をおこなう。またこれらの解析を
通して、創薬の標的となり得るウイルス生活
環制御機構の同定を目指す。これによりHBV
感染複製の分子基盤だけでなく、これを利用
した抗 HBV剤開発にも有用な知見を得る。 
 
３．研究の方法 
(1) HBV複製を阻害する化合物の同定. 
申請者らが樹立した高効率 HBV 複製系 

(Hep38.7-Tet 細胞)を用いた化合物スクリー
ニングにより、ウイルス複製を阻害する化合
物として微小管脱重合剤 nocodazoleを得た。
これを解析のプローブとして位置付け、標的
宿主機構の同定とその機序の解析を行った。 
 
(2) Nocodazole標的因子の解析. 
 Nocodazole の既知標的である微小管環境
が HBV 複製を制御するか否かを評価するた
めに、他の微小管脱重合剤の HBV 複製への
効果を評価した。これら阻害剤処理細胞では
有意に HBV複製が低下した。 
 
(3) 微小管によるHBV複製制御機構の解析. 
 微小管環境により制御される HBV 複製機
構を明らかにするために、nocodazole処理細
胞での各 HBV 複製過程の活性 : HBV コア
プロモータの活性 (転写過程)、コアタンパク
質量(タンパク質翻訳過程), 多量体したコア
タンパク質(キャプシド形成過程)、キャプシ
ド内のHBV RNA量 (ヌクレオキャプシド形
成過程)と HBV DNA 量(逆転写過程)を評価
した。微小管脱重合環境ではコアタンパク質
量を減少させることなくキャプシド量が大
きく低下した。 
 
(4) 微小管依存的なキャプシド形成機序の
解析 
 微小管構成宿主因子であるチューブリン
と HBV キャプシドの原料であるコアタンパ
ク質の結合および局在を nocodazole 処理細
胞にて評価した。上記細胞ではチューブリン
とコアタンパク質の相互作用が減少した。 

  
(5) チューブリン翻訳後修飾によるキャプ
シド形成への影響 
 チューブリン翻訳後修飾に影響する化合
物を処理した細胞でのキャプシド形成量を
評価した。アセチル化チューブリン量の増加
に伴いキャプシド量が増加した。 
 
(6) HBV 感染機構を制御する宿主キナーゼ
の同定. 
 上記 1-5 とは別に、申請者らが樹立した
HBV感染高許容性細胞 (HepG2-hNTCP-C4
細胞)を用いた化合物スクリーニングを行い、
HBV 感染を制御する宿主キナーゼを見出し
た。 
 
(7)宿主キナーゼの HBV 感染制御機構の解
析. 
 (6)で得た宿主キナーゼを標的とする阻害
剤処理条件下で、細胞表面への HBV 吸着量
および細胞内への HBV 侵入量を定量し、キ
ナーゼにより制御される HBV 感染過程を明
らかにした。 
 
４．研究成果 
 本研究により微小管が HBV 複製を制御す
る宿主環境であることを明らかにした。
Nocodazole および他の微小管脱重合剤処理
により多量体化したコアタンパク質量が低
下したことより、微小管は効率的なキャプ
シド形成を補助する役割を果たしていると
考えられる。加えて、微小管が脱重合した細
胞環境ではチューブリンと HBV コアタンパ
ク質の相互作用が減少した。これら結果より、
チューブリンとコアタンパク質相互作用の
度合いによりキャプシド形成効率が規定さ
れる可能性が考えられる。 
また、チューブリンのアセチル化を促進す
ることで、HBV キャプシド形成効率が増加
し、結果として HBV 複製効率も有意に増加
することを明らかにした。これら結果は、宿
主細胞性因子チューブリンの翻訳後修飾が
HBV複製に重要であることを示す。 
 申請者はさらに、HBV 感染を制御する宿
主キナーゼを同定した。このキナーゼは HB
感染過程のうち、細胞内侵入を制御すること
を明らかにした。この知見は、これまでほと
んど明らかとなっていない HBV 細胞内侵入
過程の分子機構を解明するのに有用である。 
 さらに本研究では、上記で着目した HBV
キャプシド形成および細胞内侵入過程を阻
害する低分子化合物をそれぞれ得ている。こ
れらは、既存の HBV 治療薬とは異なる作用
動態を有するため、新規抗 HBV 剤開発のリ
ード化合物としても期待される。 
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