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II. 成果の概要（総括研究報告） 
【和文】 
 本研究の目的は、肝疾患や B 型肝炎ウイルス(HBV)作製・感染実験の専門家と糖鎖機能解析技術を開

発・実用化してきた糖鎖生物学者との協力体制（補完的医工連携体制）により、HBV 感染過程における

糖鎖の役割を明らかにし、B 型肝炎の新規治療薬の開発を目指す事である。本目的のため５つの課題１）

HBV（HBs 抗原）の糖鎖解析、２）HBV 感染可能細胞の糖鎖解析、３）HBV -宿主細胞における糖鎖

の役割、４）糖鎖変異の HBV の増殖・感染能への影響、５）糖鎖修飾を受けた HBs 抗原の大量精製を

実施し、以下の成果を得た。 
1. HBV の糖鎖： HBV 感染者血清中の HBs 抗原を解析し、ワクチン開発の基礎情報となる L-HBs の

PreS1 および PreS2 領域、M-HBs の PreS2 領域、S 領域における修飾、糖鎖付加部位の同定と N-結合

型ならびに O-結合型糖鎖の構造を明らかにした（産総研・福島医）。S, M, L-HBs には、占有率が異なる

割合で N 型糖鎖や O 型糖鎖が結合していた。また、L や M-HBs の N’末端の就職やアミノ酸配列と糖

鎖修飾の関連についても情報を得る事ができた。これらの情報は本来の HBV により近い抗原を作製する

以下の実験のために用いた。 
２. HBV 感染と糖鎖: 一次肝細胞と肝がん細胞株の糖鎖関連遺伝子の発現を次世代シーケンサーでホー

ルトランスクリプトーム解析し、糖鎖関連遺伝子や HBV 受容体候補分子などの発現を比較した。一次肝

細胞については、継時的な変化も解析し、HBV 感染能と糖タンパク質の発現プロファイルを明らかにし

た（名市・産総研）。また、HBV 上の糖鎖と HBs 抗原を認識する抗体を用いて HBV を微量で検出する

系の開発に成功し、感染性のある HBV 粒子（Dane 粒子）とサブバイラルパーティクル（SVP）とを区

別する方法を開発した（産総研・国際医セ）。  
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3. HBV -宿主細胞における糖鎖: NTCP など HBs 抗原を認識する受容体が幾つかクローニングされ、安

定発現株が樹立されているが、感染可能な肝細胞と比較して HBV の感染効率を満足するものは得られて

いない。HBV をグリコシダーゼ処理することによって HBV 感染能が低下することから、糖鎖が HBV
感染時に認識される可能性が示唆された。トランスクリプトーム解析やプロテオーム解析を基に、肝細

胞に発現しているレクチン候補をリストアップした。これらの候補遺伝子の siRNA を用い HBV 感染ス

クリーニングによって、内在性レクチンの cDNA を３個以 HBV 感染抑制の効果が認められた内在性レ

クチンの cDNA を３個以上クローニングした。これらの候補遺伝子 cDNA を NTCP と共発現する HuH7
細胞を作成した（産総研・名市大）。 
4. 糖鎖変異による HBV の増殖阻害： 新規創薬ターゲットを探索するために糖鎖関連遺伝子をスクリー

ニングし、HBV の増殖・分泌に影響する遺伝子を同定した。上記 2.の肝細胞で発現している糖鎖遺伝子

情報を基に HBV 産生細胞を用いた糖鎖遺伝子 siRNA スクリーニングによって、HBs 抗原と HBV DNA
を減少させる糖鎖遺伝子を同定することに成功した。これまでに３種の糖鎖関連遺伝子の siRNA で細胞

増殖に影響せずに HBV 増殖を阻害することが明らかとなった。HBV に感染させたヒト肝キメラマウス

細胞でも、siRNA-X をトランスフェクションし、エンテカビルと同レベルで HBV 分泌を抑制した。ま

た、エンテカビル耐性株を用いても、siRNA の効果が確認できたことから、siRNA-X が HBV 分泌阻害

剤として有効であることが示された（愛知医・産総研、特許申請済み）。 
5. 糖鎖付加型HBs抗原の応用： 現行のワクチン（糖鎖の付加されていないS-HBs抗原）とは異なる新規

ワクチン候補として、糖鎖付加型L-HBs抗原、M-HBs抗原、ペプチド合成法によって作製した糖ペプチ

ドを作製した。各種抗原に対する反応性をS-HBs抗原と比較し、HBs抗原のほぼ全域を認識する血清群

の獲得に成功した。また、L-HBs抗原とS-HBs抗原の免疫により上昇する抗体価や抗体群の違いから、

接種法の改良により少ない回数で広範囲の抗体を獲得する結果が得られる可能性が示された。これらの

抗原が抗体価を上昇させるワクチン（抗原）として有効であることが確認できた。免疫で獲得した血清

にHBV感染阻害の効果を認めたため、この免疫マウスB細胞より特異的抗体のcDNA（重鎖と軽鎖）を取

得した（産総研・富山大）。この抗体をリコンビナントタンパク質として調製し、中和抗体として非常に

有用であることを確認した（産総研・国際医セ）。また、上記HBs抗原をスポットしたアレイを作製し高

感度HBs抗体検出系を開発し、感染者の血清中にPreS1やPreS2に対する抗体を検出することに成功した

（産総研・国際医セ）。 
 以上により、HBV上の糖鎖解析を基にHBVに対する新規ワクチン候補の導出、HBV検出方法の開発、

肝臓細胞のトランスクリプトーム解析から、siRNA スクリーニングを実施し、HBV の感染や増幅に関わ

る遺伝子の同定に成功し、創薬ターゲットの候補を見つけることができた。 
 
【英文】 
  In this program, we established a collaborative team including expertise on hepatic diseases and 
hepatic virus B (HBV) and glycobiologist developing analytical methods for glycan structures and 
function of glycosylations. Our research aimed to reveal roles of glycan in HBV infection and develop 
new drugs against HBV. For this purpose, we tried 5 themes including 1) Glycan structure analyses 
of HBV (HBsAg), 2) Comparative analysis of glycosylation of host cells and HBV, 3) Analysis of 

interaction mechanism between HBV and hepatic host cells, 4) Effect of glycan alteration on HBV 

growth and infection, 5) Large scale preparation of glycosylated HBs antigens.  
1. Glycans on HBV: To develop new HBV vaccines, we analyzed HBsAg purified from patients by 
mass spectrometry and collected information on the modification such as glycosylation. We identified 
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glycosylation sites and structures of N-glycans and O-glycans located in PreS1 in L-HBs, PreS2 in 
M-HBs, and S-HBs. The obtained information was used to generate HBsAgs or HBs-peptides with 
glycans for immunization and antibody production. 
2. Glycans and HBV infection: Whole transcriptome analysis using next-generation sequencing was 
applied to find different expression of glycogenes and candidate receptors for HBV. As primary 
human hepatic cells grew, they changed expression of glycoproteins and lost susceptibility to HBV 
infection. We also succeeded to develop an HBV detection method using recognizing molecules for 
HBsAg and its glycosylation, which can distinguish Dane particles and sub-viral particles (SVP).  
3. Roles of glycans in HBV-host cells interaction: Although NTCP has been found as a candidate as 
an HBV receptor, it has been suggested other receptor molecules to enhance incorporation of HBV 
into hepatic cells. Since glycans and lectins are involved in many pathogen infections for human 
being, glycans on HBV was removed and accessed for ability of infection. Glycosidase treatment 
reduced HBV infection into primary hepatic (PHH) cells, suggesting that glycans on HBV are 
recognized by intrinsic lectin molecule(s) expressed by PHH cells. We made siRNAs for the candidate 
molecules selected from the data of whole transcriptome analysis, and several siRNA could reduce 
HBV infection. 
4. Growth inhibition of HBV by changing glycosylation: We have investigated the effects of various siRNAs 

targeting glycogenes on HBV replication by using an siRNA screening panel. The siRNA screening panel included 

86 siRNA mixtures that could knock down each specific glycogene. Some siRNAs inhibited the secretion of HBV 

in the culture supernatant and reduced the titer of HBV DNA as well as HBsAg levels in the culture supernatant 

without cellular toxicity. This siRNA also worked for mutated HBV resistant to entecavir, indicating its usefulness 

as an inhibitor effective to HBV with mutations.  

5. Application of HBsAg with glycosylation: Current HBV vaccine is produced in yeast and does not contain 

glycans. According to the evidences obtained above “1”, we designed glycosylated HBsAg and glyco-peptides to 

use as antigens. We could prepare serum recognizing all L, M, S-HBsAgs and also found difference of antigenicity 

of each glycoprotein compared to S-HBsAg, indicating that use of different HBsAgs for immunization has a benefit 

to generate effective antiserum against HBV. Importantly, antiserum showed strong inhibition activity for HBV 

infection. We successfully cloned cDNAs of the antibodies and confirmed that the produced recombinant antibodies 

neutralized HBV infection into PHH cells.  
 Taken together, we proposed future vaccine based on the results of glycoproteome of HBsAg, 
developed detection method of HBV using specific molecules for glycan and HBsAg, and found new 
targets inhibiting HBV secretion and infection from the studies of whole transcriptome and 
siRNA-screening. 
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