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II. 成果の概要（総括研究報告） 
和文 
1) 培養系を用いたスクリーニング系構築 
 まずテトラサイクリン除去により HBV 複製を誘導できる HepAD38 細胞の 1 細胞クローニン

グにより、高効率 HBV 複製細胞株 Hep38.7-Tet 細胞を樹立した。Hep38.7-Tet 細胞は HepAD38
細胞に比較して細胞内 HBV DNA, cccDNA, 培養上清中 HBs 抗原がそれぞれ 3-5 倍程度高いと

いう特徴を持つ。この細胞を用いて、96 well プレートで HBV 複製阻害化合物をスクリーニング

するための高感度、高再現性フォーマットを構築した。またすでに我々の研究室で樹立した HBV
感染高許容性細胞株HepG2-hNTCP-C4細胞を用いたHBV侵入阻害剤スクリーニングの96 well
フォーマットも構築した。これらのスクリーニング系は HBV 創薬研究に大変有用であり、様々

な研究室に技術提供した。 
 
2) HBV 感染阻害剤の同定および作用機序の解析 
2-1)  合成レチノイド 
化合物スクリーニングより、合成レチノイドが HBV 感染許容性を低下させることを見出した。

これは宿主のレチノイン酸受容体の活性を低下させることにより NTCP タンパク質発現を減少

させ、効率的 HBV 感染を阻害することが示唆された。 
2-2)  新規ポリケチド 
同じく化合物スクリーニグより、これまでに知られていない三環系ポリケチド化合物が HBV 感

染を低下させた。これはそれまでに知られていた HBV 侵入阻害剤の中でも最も効果の強い低分

子化合物の一つである。これは HBV エンベロープタンパク質の宿主細胞への吸着を阻害した。 
2-3) 新規マクロサイクリック 
HBV 感染を阻害する新規マクロサイクリックを同定した。これは HBV 複製ではなく HBV 初期

過程を阻害することが示唆された。これは NTCP タンパク質と相互作用するが、興味深いことに

NTCPの本来の機能である胆汁酸取り込み活性は阻害せず、HBV感染のみを選択的に阻害した。 
2-4) リコンビナント NTCP タンパク質を精製し、これに相互作用する化合物を in vitro で同定

した。これらの中から実際に培養系で HBV 感染を阻害する化合物を見出した。このように in 
vitro でハイスループットに HBV 感染阻害剤を同定できることが示された。 
 
3) HCV 複製・粒子形成阻害剤の同定および HCV 増殖制御機構の解析 
3-1) ベンズアミド誘導体 
HCV 粒子産生系を用いて、HCV 粒子形成を低下させるベンズアミド誘導体を同定した。これは

HCV粒子産生の場である脂肪滴および脂質代謝を修飾することでHCV産生を低下させることが

示唆された。またこの化合物の標的の一つである核内因子の活性が脂質代謝および効率良い HCV
粒子産生に必要であることが示された。 
3-2) ジケトピペラジン誘導体 
HCV 複製を阻害するものとしてジケトピペラジン誘導体を同定した。またこの化合物は liver X 
receptor (LXR)の転写活性を阻害する新規アンタゴニストであることが示された。LXR は HCV
複製に必要であり、特に HCV 複製の場である二重膜ベシクルの形成に重要であると考えられた。

同様に二重膜ベシクルがその複製に関与するポリオウイルスに対してもこのジケトピペラジン誘

導体は阻害的効果を有していた。 
3-3) 環状ペプチド 
HCV 複製を強く阻害する環状ペプチドを用いた解析より、宿主細胞内異性化酵素と二本鎖 RNA
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依存性キナーゼ PKR は相互作用しておりこれによりインターフェロン情報伝達が抑制的に制御

されていることが示唆された。環状ペプチドはこの経路を遮断することによりインターフェロン

情報伝達経路を活性化し、HCV 複製を阻害することが示唆された。 
 
英文 
1) Establishment of a screening system for HBV infection inhibitors using cell cultures 
By a single cell cloning of HepAD38 cells, we established a highly HBV permissive cell clone, 
Hep38.7-Tet cells. Hep38.7-Tet cells showed 3-5 fold higher production of HBV DNA, cccDNA, 
and HBs protein. We established a screening system to identify HBV inhibitors with high 
reproduction and sensitivity in a 96 well format. We also established a screening 96 well 
format of an HBV susceptible cells, HepG2-hNTCP-C4 cells, for identifying anti-HBV entry 
inhibitors. These screening systems are useful for the development of new anti-HBV agents. 
 
2) Identification of anti-HBV agents and the mechanistic analysis 
2-1) synthetic retinoids 
We found that a synthetic retinoid reduced the host susceptibility to HBV infection. This 
effect was mediated by the reduction in NTCP expression through inactivation of retinoic acid 
receptor. 
2-2) novel polyketides 
Chemical screening identified a novel tricyclic polyketide that reduced HBV entry with the 
highest activity among small molecules reported so far. This compound interrupted the 
attachment of HBV envelope proteins to host cell surface 
2-3) novel macrocyclics 
We identified novel macrocyclics that inhibited HBV infection. These compounds inhibited 
HBV entry but not HBV replication by directly targeting NTCP. Interestingly, some of these 
compounds specifically inhibited HBV entry without affecting NTCP-mediated bile acid 
uptake. 
2-4) We prepared a recombinant NTCP protein and identified NTCP-binding compounds. 
Among these, we found compounds showing anti-HBV activity in cell culture systems. Thus, 
we developed an in vitro screening system to identify anti-HBV agents. 
 
3) Identification of agents suppressing HCV replication and/or assembly 
3-1) benzamide derivative 
We identified that a benzamide derivative reduced the production of HCV particles. This 
compound reduced the lipid droplet formation and impaired the HCV permissiveness. A 
nuclear hormone receptor, a target of this compound, was found to regulate the lipid droplet 
formation and HCV production. 
3-2) diketopiperazine derivative 
We identified a diketopiperazine derivative that suppressed HCV replication. This compound 
was revealed to act as a novel antagonist of liver X receptor (LXR). LXR was shown to play a 
role in the formation of double membrane vesicles (DMVs) and in the efficient HCV 
replication. This compound also suppressed the replication of another DMV-associated virus, 
poliovirus. 
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3-3) cyclic peptide 
Analyses using an anti-HCV cyclic peptide as a probe revealed that host isomerases 
interacted with double-strand RNA-dependent protein kinase (PKR) and negatively 
regulated interferon signaling. The cyclic peptide activated interferon signaling pathway and 
thus suppressed HCV replication through inhibition of the isomerases. 
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