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I. 基本情報 

事  業  名 ： （日本語）肝炎等克服実用化研究事業（Ｂ型肝炎創薬実用化等研究事業） 

      （英 語）Program on the Innovative Development and the Application of 

New Drugs for Hepatitis B 

研究開発課題名： （日本語）B型肝炎ウイルス感染受容体の分離・同定と感染系の樹立及び感染系 

による病態機構の解析と新規抗 HBV 剤の開発   

      （英 語）Development of anti-HBV drugs by identification of HBV receptor molecules    

                   followed by establishing an HBV infection system 

 

研究開発担当者  （日本語）国立大学法人大阪大学 教授 上田 啓次 

所属 役職 氏名： （英 語）Osaka University Graduate School of Medicine, Professor, Keiji Ueda 

      

実 施 期 間： 平成２８年４月１日 ～ 平成２９年３月３１日 

 

分 担 研 究  （日本語）HBV 感染機構全容の解明と HBV 感染系の構築、HBV 感染モニタリング

システムの開発と抗 HBV 剤探索への応用 

開 発 課 題 名： （英 語）Elucidation of the whole HBV infection cycle by establishment of the 

more efficient HBV infection system and its application for anti-HBV reagent search 

     

研究開発分担者   （日本語）国立大学法人大阪大学大学院医学系研究科 教授 上田 啓次 

所属 役職 氏名： （英 語）Osaka University Graduate School of Medicine, Professor, Keiji Ueda 

分 担 研 究  （日本語）HBV 受容体発現細胞株の樹立と感染初期過程を標的にした抗ウイルス剤探

索 

開 発 課 題 名： （英 語）Establishment of HBV-infectious cell culture system and identification 

of antiviral targeting the early step of HBV infection cycle. 

 

研究開発分担者   （日本語）国立大学法人山梨大学大学院総合研究部 教授 森石 恆司 

所属 役職 氏名： （英 語）University of Yamanashi Professor Kohji Moriishi 

 

分 担 研 究  （日本語）発現・精製した HBV 膜蛋白をプローブとした相互作用因子の網羅的分離に

よる HBV 感染受容体の分離・同定 

開 発 課 題 名： （英 語）Comprehensive Screening of HBV Receptors/Interaction Proteins with 

Recombinant HBV Envelope Particles 
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研究開発分担者   （日本語）国立大学法人大阪大学産業科学研究所 教授 黒田 俊一 

所属 役職 氏名： （英 語）The Institute of Scientific and Industrial Research, Osaka University, 

Professor, Shunichi Kuroda 

 

分 担 研 究  （日本語）細胞表面膜画分を用いた HBV 中和抗体の作製 

開 発 課 題 名： （英 語）Identification of neutralizing antibody against HBV infection. 

     

研究開発分担者   （日本語）国立大学法人大阪大学微生物病研究所 助教 岡本 徹 

所属 役職 氏名： （英 語） Research Institute for Microbial Diseases, Osaka University Assistant 

Professor Toru Okamoto 

 

分 担 研 究  （日本語）HBV エンベロープタンパク質と相互作用する細胞膜表面分子の網羅的探索 

開 発 課 題 名： （英 語）Comprehensive search of the cell surface molecules interacting HBV 

envelope proteins 

 

研究開発分担者   （日本語）国立大学法人金沢大学がん進展制御研究所 准教授 黒木 和之 

所属 役職 氏名： （英 語）Kanazawa University Associate Professor Kazuyuki Kuroki 

 

分 担 研 究  （日本語）正常ヒト肝細胞で発現する miRNA と HBV 感染関連及び HBV 感染による miRNA

発現変動の解析 

開 発 課 題 名： （英 語）Research of miRNA expressed in normal human hepatocyte in its relation 

with HBV infection and research of miRNA expression affected by HBV infection 

     

研究開発分担者   （日本語）国立大学法人島根大学大学院医学研究科 教授 吉山 裕規 

所属 役職 氏名： （英 語） Shimane university Professor Hironori Yoshiyama 

分 担 研 究  （日本語）細胞表面の糖鎖変化と HBV 感染に関する研究 

開 発 課 題 名： （英 語）Involvement of cell surface oligosaccharide in HBV infection 

     

研究開発分担者   （日本語）国立大学法人大阪大学大学院医学系研究科 教授 三善 英知  

所属 役職 氏名： （英 語）Osaka University Graduate School of Medicine, Professor, Eiji Miyoshi 

 

 

分 担 研 究  （日本語）HBV 感染機構に関わる糖鎖構造の解析 

開 発 課 題 名： （英 語）Analysis of role of glycan structures in HBV-infection mechanism 

     

研究開発分担者   （日本語）国立大学法人大阪大学 生物工学国際交流センター 講師 三﨑 亮 

所属 役職 氏名： （英 語）International Center for Biotechnology, Osaka university Lecturer, 

Ryo Misaki 

分 担 研 究  （日本語）HBV 感染による病態発症機構の解析 

開 発 課 題 名： （英 語）Immunological pathogenesis in HBV infection 

     

研究開発分担者   （日本語）国立大学法人大阪大学大学院医学系研究科 教授 竹原徹郎  
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所属 役職 氏名： （英 語） Osaka University Graduate School of Medicine, Professor, Tetsuo 

Takehara 

 

分 担 研 究  （日本語）HBV 感染症における免疫細胞機能の解明と免疫制御法の開発 

開 発 課 題 名： （英 語）Investigation of immune cell functions and establishment of immune 

regulatory therapy against HBV infection 

     

研究開発分担者   （日本語）国立国際医療研究センター肝炎・免疫研究センター センター長 考藤 

達哉 

所属 役職 氏名： （英 語）The Research Center for Hepatitis and Immunology, National Center 

for Global Health and Medicine, Director General, Tatsuya Kanto 

 

分 担 研 究  （日本語）高純度精製 RT を用いた活性測定系の確立および HBV ポリメラーゼを標的とし

た新規薬剤のスクリーニングについて 

開 発 課 題 名： （英 語）Establishment of an in vitro assay system using highly purified HBV RT and high-

throughput screening for anti-HBV polymerase drugs 

     

研究開発分担者   （日本語）国立大学法人大阪大学大学院医学系研究科 助教 大﨑 恵理子 

所属 役職 氏名： （英 語）Osaka University Graduate School of Medicine, Assistant Professor, 

Eriko Ohsaki 
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II. 成果の概要（総括研究報告） 
1. 上田啓次（大阪大学 大学院医学系研究科）：HBV 膜タンパクで付着・侵入のウイルス側リガンドであ

る preS1:2-47aa、preS2:2−55 と相互作用する宿主因子、主にミトコンドリアに局在する幾つかの分子

（HBV—RX１、HBV-mit1, HBV-mit2, HBV-mit3）や heat shock protein (HBV-HSP1, HBV-HSP2)等
を同定した。特に HBV—RX１のノックダウンや機能阻害剤が cccDNA 形成に至るまでの過程で感染を抑

制することが判明した。この事実は、HBV 感染サイクルで機能する宿主因子が治療の標的となり得るこ

とを示している。 
2. 森石恆司（山梨大学 大学院総合研究部）：樹立した NTCP 発現 HepG2 細胞株をもとに、Trypsin EDTA

処理による HBV 高感染性培養細胞感染法を確立した。その系を用いて、抗 HBV 剤探索を行い、胆汁酸取

り込み阻害をもつジギタリス類化合物 Proscillaridin A に非常に高い抗 HBV 活性が認められた（EC50 = 

7.2 nM、SI 値 75.5）。その標的機構を解析したところ接着後の感染初期過程が標的となっていることが

示唆された。更に、DNA ウイルス複製に阻害活性がある CDK 阻害剤 FIT-039 に抗 HBV 活性が認められ、ウ

イルス接着以降の感染初期過程が主に標的になっていると思われた。さらに、FIT-039 は cccDNA 量およ

び抗原量を低下させることも分かった。ヒト肝臓キメラマウスで抗 HBV 活性を検討したところ、エンテ

カビルの抗 HBV 活性を増強した。以上の結果から、高感染性を示す感染培養細胞系が確立され、同定した

新規抗 HBV 化合物から高い抗 HBV 活性を示す新規抗 HBV 化合物展開が期待された。  
3. 黒田俊一（大阪大学 産業科学研究所）：B 型肝炎ウイルス（HBV）L タンパク質からなるバイオナノ

カプセル（BNC）にミリストイル基修飾（Myristoylation）した Myr-BNC が HBV 受容体である NTCP
と結合することを示し、Myr-BNC を用いた網羅的スクリーニングより、NTCP 以外の HBV 受容体候補

２分子を同定することに成功した。また、HBV 受容体アンタゴニスト探索のためのスクリーニング系を

樹立し、ケミカルライブラリーから候補化合物を得た。さらに、HBV 初期感染過程の「脱殻」において

エンドソーム内で機能する膜融合ドメインを Pre-S1 領域内に同定し、新しい抗 HBV 薬の薬剤標的を見

出した。その他に、HBV 感染マウス作出のため、NTCP 及び新規 HBV 受容体候補を共発現するトラン

スジェニックマウスの F1 系統を樹立した。 
4. 岡本 徹（大阪大学 微生物病研究所）：HBV 感染に関与する NTCP 以外の細胞膜蛋白質を同定する

ため、細胞膜画分を超遠心機で分離し、マウスに免疫して、細胞膜を認識するモノクローナル抗体（mAb）
を樹立した。このうち、mAb #8-6 は HBV 感染を抑制した。#8-6 を認識する蛋白質の同定を質量分析を

用いた方法で検討し、候補蛋白質を得た。この候補蛋白質を RNAi で発現を抑制したところ、HBV 感染

の低下が見られたが、その影響は警備であったが、NTCP 以外に HBV 感染に関与する因子の存在が示唆

された。 
5. 黒木和之（金沢大学 ガン進展制御研究所）：HBV 感染関連因子探索のため、HBV の感染成立を迅速・

簡便に検出できるようなマーカー遺伝子（GLuc、NanoLuc、YFP など）を組み込んだ HBV ベクターの持続

的産生系を開発した。また新規に作製した iPSC より HBV in vitro 感染系に適したクローンを選択、し

さらに HBV 感染が効果的に検出できる肝細胞への分化誘導法を開発した。 

6. 吉山裕規（島根大学 大学院医学系研究科）：HBV 感染に伴う microRNA および RNA の発現変化を次世代

シークエンス法で比較した。HepG2-NTCP 細胞に HBV を感染させると、microRNA を含む未報告の遺伝子群

の発現変動と、RNA スプライシングの変化を誘導した。さらに、初代培養肝細胞においても同様な変化を

認めた。 
7. 三善英知（大阪大学 大学院医学系研究科）：肝がん細胞の表面糖鎖と HBV 感染性に因果関係が認め

られるかについてまず検討し、HBV擬似ウイルスBNC(Bionanocapsule)の取込みはHuh6細胞とHB611
細胞（HBV を産生する細胞株）間で劇的な差を認め、HB611 細胞ではコアフコースの量が著明に増加し

ていることが分かった。HB611 細胞をインターフェロン処理すると、HBV の発現が抑制され、それに伴
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いコアフコースの量も減少した。またコアフコースの生合成に関わる糖転移酵素遺伝子 FUT8 をノック

ダウンすると、BNC の取り込みが減少することから、コアフコースが HBV の感染に重要な糖鎖修飾で

あることが推察された。 
 HBV の受容体 NTCP に対する抗体で免疫沈降し、ミオシン 9 の同定に成功した。また、FUT8 のノッ

クダウンだけでなく、コアフコースを特異的に認識する PhoSL レクチンの投与によっても、BNC の取

り込みが抑制された。さらに NTCP 発現 HepG2 細胞感染系で PhoSL レクチンが HBV 感染初期過程を

抑制できることも実証できた。 
8. 三崎 亮（大阪大学 生物工学国際交流センター）：HBV感染系（ HepG2-hNTCP-C4細胞）でST6Gal1
遺伝子の発現量が増加しすること、HBV 感染系（HepG2-hNTCP-C4）でのシアル酸転移酵素阻害剤は

ST6Gal1 遺伝子の発現量は抑制するが HBV 感染は阻害されず、細胞内 rcDNA 量は寧ろ増加することを

示した。このことから、細胞内シアリル化糖鎖の増加は HBV 感染に対する防御機構として機能してお

り、宿主細胞の糖鎖のシアリル化増強が HBV ライフサイクルを抑制する可能性が示唆された。

HBV(BNC)粒子の表面抗原糖鎖構造を改変し、糖鎖を除去した BNC の取込み効率が、酵母型、シアリル

型、アシアロ型糖鎖を持つ BNC と比較して 2 倍以上高いという結果から、HBV 粒子表面の L タンパク

質の糖鎖がトリミングされた場合に宿主細胞への感染効率が増加することが示唆された。 
9. 竹原徹郎（大阪大学 大学院医学系研究科）：B 型慢性肝炎患者における免疫抑制機能を有する末梢血

単核球中の MDSC の頻度は健康人、B 型慢性肝炎患者では有意差は認めなった。しかし、B 型慢性肝炎

患者においては HBV-DNA 量と MDSC の頻度には負の相関を認め、HBV-DNA 複製の増加が MDSC の誘

導を抑制する可能性が示唆された。HBV 発現細胞による NK 細胞の抑制メカニズムの解析では、HBV 発

現細胞では、NK 活性化分子の発現の減少により、NK 細胞の活性化が抑制されている可能性を明らかに

した。 
10. 考藤達哉（国立国際医療研究センター 肝炎・免疫研究センター）：B 型急性肝炎患者では Indoleamine-

2,3-dioxygenase（IDO）（IFN-γで誘導される肝 ISG）は ALT 極期と同時に IDO 活性が亢進し、その後ケ

モカイン、サイトカインの連続的な活性化が HBs 抗原の消失とともに認められた。HBV 初感染の際の

HBV 排除に IDO 活性の亢進と、それに続く自然免疫、獲得免疫の活性化が重要であることが明らかにな

った。肝細胞に誘導される IDO は NK 細胞と DC との共存下で活性増強し、HBV 複製抑制作用を発揮す

ることが明らかになった。肝細胞に IDO を誘導する化合物や生理活性物質は、感染初期に HBV の細胞間

感染伝播を抑制する効果を発揮する可能性が示唆された。 
11. 大崎恵理子（大阪大学 大学院医学系研究科）： HBV ポリメラーゼの RT ドメインを世界で初めて高純度精

製に成功した。この RT を用いて、抗 HBV 剤探索のためのハイスループットアッセイ系の構築し、51,680 化合物

の低分子化合物ライブラリーのスクリーニングを行い，阻害活性を示す約 20 化合物を見出すことに成功した。 
 

1. Ueda, Keiji (Osaka University Graduate School of Medicine) identified HBV-RX1, HBV-mit1, HBV-mit2, HBV-

mit3 as host interacting factors with preS1and some heat shock proteins with preS2. Knockdown and inhibitors 

treatment against HBV-RX1 led to reduced HBV entry and in this case, cccDNA formation was especially interfered. 

Thus, host factors should be targets for the treatment of HBV infection. 

2. Dr. Kohji Moriishi (University of Yamanashi) established the more efficient HBV-infection system based on the 

NTCP-expressing HepG2 cell line and found Proscillaridin A, a digitalis analogue to be highly potent against HBV 

amplification (EC50: 7.2nM, SI: 75.5). The target step should be early steps upt to cccDNA formation. A CDK9 

inhibitor, FIT039 significantly potentiated the antiviral effect of entecavir in human liver-chimeric mice. This study 

provided a novel HBV infection system for drug screening to identify anti-HBV agents. 

3. Dr. Kuroda showed that myristoylated bio-nanocapsule (BNC; recombinant yeast-derived HBV L protein particle) 
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interacted with the HBV receptor, NTCP. Two candidates as non-NTCP were identified as new HBV receptors by the 

Myr-BNC-based comprehensive screening. The screening system using non-NTCP HBV receptors and NTCP was 

established, leading to the identification of new antagonists from chemical libraries. The fusogenic domain within 

HBV pre-S1 region indispensable for HBV uncoating process in endosomes was identified, which could be a novel 

target for anti-HBV drugs. Furthermore, the founders (F1) of transgenic mice coexpressing NTCP and/or non-NTCP 

HBV receptors were generated for the in vivo HBV infection experiments. 

4. Dr. Okamoto immunized cell membrane fractioned by ultracentrifugation into mice to generate monoclonal 

antibodies and identify cell surface proteins involved in the HBV infection. A monoclonal antibody (mAb) #8-6 

showed inhibitory activity against HBV infection. MS analysis revealed the target protein recognized by #8-6. 

Knockdown of target protein reduced HBV infection. Our data suggested that not only NTCP but also another 

molecule involved in HBV infection steps. 

5. Dr. Kuroki developed a sustainable production system of recombinant HBV vectors encoding marker genes (GLuc, 

NanoLuc, YFP etc) that could be quickly and easily detected by HBV infection for comprehensive search of the HBV 

infection related factors. Clones suitable for HBV infection in vitro from newly prepared iPSCs were developed with 

some differentiation methods to hepatocytes that was susceptible for HBV. 

6. Dr. Yoshiyama analyzed expression of microRNA and the other RNA in HBV infection with next generation 

sequencing. On HBV infection, some RNA transcription including microRNA was changed and also some splicing 

variation was found. The same expression profile was observed in HBV infection using primary human hepatocytes 

as well. 

7. Dr. Miyoshi showed that dramatic difference of the BNC entry was observed in HB611 cells and Huh 6 cells, 

although their origin was the same and that core fucose was the most important glycosylation in the BNC entry. The 

knockdown of FUT8, which is involved in the synthesis of core fucose, suppressed the BNC entry. IP with anti-NTCP 

antibody followed by mass spectrometry analysis revealed that myosin 9 played a pivotal role in core-fucose-

regulated BNC entry into HB611 cells. Treatment of PhoSL, which specifically recognizes core fucose, suppressed 

the BNC entry in HB611 cells. PhoSL suppressed HBV entry into HepG2 cells expressing NTCP. Thus, core fucose 

on cell surface is a promising target for HBV therapy. 

8. Dr. Misaki showed that infection of HBV to HepG2 cells expressing human NTCP, HepG2-hNTCP-C4, resulted 

in increase of gene expression of ST6Gal1 and ST3Gal1 catalyzing sialylation of O-glycans.  Treatment of a 

sialyltransferase inhibitor before HBV-infection suppressed the expression of sialyltransferases but not HBV-

infection efficiency and amount of intracellular rcDNA of HBV increased comparing with that in uninfected cells. 

These results suggested that the increase of sialylation of glycans acts as a defense mechanism against the HBV-

infection and the promotion of the sialylation suppresses rotation of the HBV-life cycle.Glycan-modification methods 

has been improved and BNC with single N-acetylglucosamine was the most infectious, suggesting that trimming of 

N-glycans of L protein might facilitate HBV-infection efficiency. 

9. Dr. Takehara showed that the frequencies of MDSC in peripheral blood mononuclear cells of chronic hepatitis B 

patients were as many as those in normal donors. The frequencies of MDSC were negatively correlated with the 

number of HBV DNA in chronic hepatitis B patients, suggesting that replication of HBVDNA might inhibit the 

induction of MDSC. The suppression of activating molecules of NK cells was suggested in HBV producing cells, 

which might be co-related to persistent infection of HBV. 

10. Dr. Kanto revealed that in the acute hepatitis B patients, Indoleamine-2, 3-dioxygenase (IDO), an enzyme that 

catabolizes tryptophan to kynurenine and a probable inhibitor of HBV replication as an IFN inducible gene, was 

enhanced in parallel with the peak of ALT elevation, followed by sequential chemokine and cytokine activation and 
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HBsAg clearance. These results demonstrate that sequential activation of IDO and innate and adaptive immunity 

should be involved in HBsAg clearance. Hepatic IDO was activated in the presence of NK cell and DC, which 

strongly suppressed HBV replication. Therefore, some chemical compounds or biomaterials that potentially induce 

IDO in hepatocytes could be candidates of anti-HBV drugs that suppress the spread of cell-to-cell dissemination of 

HBV. 

11. Dr. Ohsaki succeeded to highly purify the RT domain of HBV polymerase in the world and developed a high-

throughput assay system for finding inhibitors against RT - specific activity. We screened low molecular compound 

libraries of 51,680 compounds and nominated about 20 compounds showing inhibitory activity. 
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平 成 ２ ８ 年 度  委 託 研 究 開 発 成 果 報 告 書 

 

 

I. 基本情報 

事  業  名 ： （日本語）肝炎等克服実用化研究事業（Ｂ型肝炎創薬実用化等研究事業） 

      （英 語）Program on the Innovative Development and the Application of 

New Drugs for Hepatitis B 

研究開発課題名： （日本語）B型肝炎ウイルス感染受容体の分離・同定と感染系の樹立及び感染系 

による病態機構の解析と新規抗 HBV 剤の開発   

      （英 語） 

 

研究開発担当者  （日本語）山梨大学大学院総合研究部 教授 森石恆司 

所属 役職 氏名： （英 語）Kohji Moriishi, Professor, Graduate Faculty of Interdisciplinary 

Research, University of Yamanashi 

      

実 施 期 間： 平成２８年４月１日 ～ 平成２９年３月３１日 

 

分 担 研 究  

開 発 課 題 名：（日本語）HBV 受容体発現細胞株の樹立と感染初期過程を標的にした抗ウイルス剤探索 

（英 語）Establishment of HBV-infectious cell culture system and identification 

of antiviral targeting the early step of HBV infection cycle. 

研究開発分担者   （日本語） 

所属 役職 氏名： （英 語）  

 

II. 成果の概要（総括研究報告） 
森石恆司教授（山梨大学）らは、HBV 感染培養系を確立し、いくつかの抗 HBV 剤を同定した。樹立した

NTCP 発現 HepG2 細胞株をもとに、Trypsin EDTA 処理による HBV 高感染性培養細胞感染法を確立した。そ

の HBV 感染培養細胞系を用いて、抗 HBV 剤探索を行い、新規抗 HBV 化合物を同定を試みた。胆汁酸取り

込み阻害をもつジギタリス類化合物で抗 HBV 活性を検討したところ、Proscillaridin A に非常に高い抗

HBV 活性が認められた（EC50 = 7.2 nM、SI 値 75.5）。その標的機構を解析したところ接着後の感染初期

過程が Proscillaridin A の標的となっていることが示唆された。更に、DNA ウイルス複製に阻害活性が

ある CDK 阻害剤 FIT-039 の抗 HBV 活性を検討したところ、FIT-039 に抗 HBV 活性が認められ、ウイルス接

着以降の感染初期過程が主に標的になっていると思われた。さらに、FIT-039 は cccDNA 量および抗原量

を低下させることも分かった。ヒト肝臓キメラマウスで抗 HBV 活性を in vivo で検討したところ、エン

テカビルの抗 HBV 活性を増強した。以上の結果から、高感染性を示す感染培養細胞系が確立され、同定

した新規抗 HBV 化合物から高い抗 HBV 活性を示す新規抗 HBV 化合物展開が期待された。これらの結果は

新規予防治療法開発に繋がると思われる。 
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Professor Kohji Moriishi (University of Yamanashi) and colleagues established HBV-infectious cell 

culture system and identified several anti-HBV agents. NTCP-expressing HepG2 cell lines were 

established by using suspended cells and employed for screening of digitalis analogues to identify 

anti-HBV agents. Proscillaridin A exhibited an EC50 value of 7.2 nM and an SI value of 75.5 as 

a highest antiviral activity, compared to other compounds used in this study. Furthermore, 

CDK9-inhibitor FIT039, which is known as an antiviral against DNA viruses, exhibited antiviral 

effect on HBV infection and probably targeted early steps of HBV infection. The amount of cccDNA 

was decreased by treatment with FIT-039. Eventually, FIT039 significantly potentiated in vivo 

antiviral effect of entecavir in human liver-chimeric mice. This study provided the novel 

HBV-infectious cell culture system for drug screening to identify anti-HBV agents and demonstrated 

several novel anti-HBV agents, which will contribute to development of effective therapy and 

effective antivirals and to prevention against hepatitis B. 
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