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研究要旨：B型肝炎ウイルス（広島YE株）の各蛋白質を培養細胞で発現させた。各蛋白質の
インターフェロン・シグナル伝達に対する影響を検討したが、明瞭な特徴を明らかにできな

かった。一方、P蛋白質（特に逆転写ドメイン）が全般的に蛋白質合成を抑制することを見

いだした。また、いくつかのHBV蛋白質が単独発現で細胞から放出されることを見いだし、

ウイルス粒子形成機構の解明に通じる成果を得た。 

 
A. 研究目的 

Ｂ型肝炎の治療戦略を検討するために、

ウイルス蛋白質をプラスミドから発現する

系を構築し、各蛋白質の性状を解析した。 

インターフェロン（IFN）はウイルスに特
異的に作用するサイトカインであり、ウイ
ルスに対する自然免疫に重要な働きをして
いる。医薬品としてウイルス治療にも用い
られているが、Ｂ型肝炎ウイルス（HBV）に
対しては、Ｃ型肝炎ウイルスのようにウイ
ルスの排除に通じるような効果は得られて
いない。この理由を明らかにするために、
HBV蛋白質が、IFNシグナル伝達を阻害する
かどうか検討することを第一の目的とする。 
HBV では、core 蛋白質からなるヌクレオ
カプシドが、主として HBs (S)  および
pre-S1-S2-S を含むエンベロープを獲得し
て成熟粒子が産生される。一方で、ヌクレ
オカプシドをもたない中空粒子が多数産生
される。これらのウイルス粒子形成の機構
を詳細に解明し、成熟粒子の合成を抑制す
る手段を見つけるべく、ウイルス様粒子の
産生系を構築し、ウイルス粒子形成におけ
るウイルス蛋白質間相互作用と出芽機構に
ついて研究を行うことを第二の目的とした。 

B. 研究方法 

HBV広島YE株（Accession# AB206816 ）の

ゲノムcDNAから各蛋白質を発現するプラス

ミドを構築した。これを培養細胞に導入し、

各蛋白質の発現をウェスタンブロット、蛍

光抗体法で確認した。 

レポーターアッセイは、プラスミドを293T

細胞（T抗原発現ヒト腎臓上皮由来細胞）に

導入して行った。HBV蛋白質発現プラスミド

の他に、IFN-βプロモーターあるいはIRF3

プロモーター下に蛍ルシフェラーゼ遺伝子

をもつレポータープラスミドを細胞に導入

し、誘導剤としてセンダイウイルスCantell

株を感染させた。あるいはレポータープラ

スミドとして、IFN stimulation responsive 

element (ISRE) の下流に蛍ルシフェラー

ゼ遺伝子をもつプラスミドを用い、精製ヒ

トIFN-βあるいはCantell株で刺激した。海

椎茸ルシフェラーゼ発現プラスミドを内部

対照として用いた。 

ウイルス蛋白質出芽の検討は、肝炎ウイル



ス蛋白質発現プラスミドを293T細胞に導入

し、24時間後に上清と細胞をそれぞれ分取

して行った。上清は超遠心後の沈殿を回収

し、細胞は溶解し、それぞれウェスタンブ

ロット法でウイルス蛋白質を解析した。 

 

C. 研究結果  

HBV広島YE株の蛋白質を発現させた。蛋白

質は、HBs (S), Pre-S2-S, Pre-S1-S2-S, 

core, pre-core-core, HBe, X-HA（HAタグ

付加）, P-FLAG（FLAGタグ付加）であり、

これらの発現をそれぞれの特異抗体あるい

は分子タグに対する抗体で確認した。蛍光

抗体法でも蛋白質発現と細胞内局在を確認

した。 

センダイウイルスCantell株を感染させ

ると細胞内センサー分子RIG-Iが活性化さ

れ、IFN-βが誘導される。HBV蛋白質の中に、

この経路を部分的に抑制するものが見つか

った。特にP蛋白質は強い抑制能があった。

分泌されたIFN-βは自己ならびに周辺の細

胞のIFN-α/β受容体に結合して、Jak/STAT

系のシグナル伝達を介して、ISRE下流の抗

ウイルス蛋白質、IRF7等の合成を誘導する。

HBV蛋白質はこれも部分的に抑制したが、P

蛋白質の強い抑制作用が際立っていた。 

試験中に、対照の海椎茸ルシフェラーゼ

の活性もP蛋白質で強く抑制され、P蛋白質

はIFNシグナル伝達を特異的に阻害するの

ではなく、蛋白質合成を全般的に抑制する

ことが示唆された。この抑制について、転

写プロモーターを変えても起こること、

mRNAは大きく減少していないことから、転

写ではなく、翻訳が全般的に抑えられてい

ると考えられた。Ｐ蛋白質をさらにドメイ

ン毎に分けて発現するプラスミドを構築し

て検討したところ、逆転写酵素（RT）ドメ

インに強力な蛋白質合成抑制作用があるこ

とを見いだした。 

HBV蛋白質を293T細胞で単独で発現する

と、HBs (S), Pre-S2-S, Pre-S1-S2-S, core, 

pre-core-core, HBeは培養上清に放出され

た。core蛋白質はＣ端側に特徴的な塩基性

アミノ酸、特にアルギニンのクラスターを

もっている。これを欠損した"short core" 

蛋白質は培養上清には検出できず、core蛋

白質の放出には、Ｃ端側の塩基性アミノ酸

が必要であると考えられた。塩基性アミノ

酸クラスターは複数あり、これをＣ端側か

ら順次削っていったところ、端から少なく

とも２つのクラスターが細胞からの放出に

重要であると考えられた。 

 

D. 考察 

HBV蛋白質によるIFNシグナル伝達阻害実

験では、P蛋白質以外には明瞭な結果を得る

ことが出来なかった。P蛋白質は予想外に蛋

白質合成全般を抑制し、特に翻訳を阻害す

ると推定された。P蛋白質によるアポトーシ

ス誘導などの細胞傷害性について検討が必

要である。 

HBV蛋白質はそれぞれを発現させたとこ

ろ、多種類の蛋白質が培養上清に放出され

た。超遠心による沈殿に回収されているの

で、いずれも何らかの構造物として培養上

清に存在していると考えられる。HBsはシグ

ナル配列をもっているので、分泌経路で細

胞表面まで運ばれ、そこからウイルス粒子

様の構造をとって出芽して放出されている

と推測される。pre-core-coreにもＮ端に疎



水性アミノ酸のシグナル配列として働く部

分があり、分泌経路を介して放出されてい

る考えられる。この場合には、細胞内と放

出された蛋白質ではサイズが大きく異なり、

放出にあたってプロセシングを受け、HBe

様の蛋白質に変化したものと考えられる。 

 HBeについては、前半の疎水性配列によっ

て分泌経路を介した放出が考えれる一方で、

coreは疎水性配列を欠き、分布経路に依存

しないで細胞から放出されると考えられる。

この場合には、coreのＣ末端側の塩基性ア

ミノ酸クラスターが必須であった。この機

構は不明である。 

 今後は、それぞれの放出経路、関与する

宿主機能などの性質を解明し、複数のHBV

蛋白質を組み合わせることで実際のHBV粒

子に近いウイルス様粒子を作製することで、

HBV粒子形成の詳細を解明する予定である。 

 

E. 結論 

HBV広島YE株の蛋白質発現系を作製した。

HBV 蛋白質の IFN シグナル伝達に対する影

響は不明であったが、P 蛋白質（特に逆転

写ドメイン）が全般的に蛋白質合成を抑制

することを見いだした。また、いくつかの

HBV 蛋白質が単独発現で細胞から放出され

ることを見いだした。各蛋白質の放出につ

いて、その性状と分子機構について検討す

る必要がある。 
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