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研究成果の概要（和文）：B型肝炎ウイルス（HBV）の複製中間体であるpregenomic (pg)RNAがスプライシングを
受けることは知られていたが、その意義は長く不明であった。本研究ではスプライシングを受けたpgRNAから新
規のタンパク質「HBc-delC:HBcのC末端システインが欠損したもの」が翻訳されることを見出した。さらにその
HBc-delCはHBVヌクレオカプシドに含まれており、ウイルスの感染性に重要であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The splicing of hepatitis B virus (HBV) pregenomic (pg)RNA is common event 
in HBV life cycle. However, the functional role of pgRNA splicing remains a critical unanswered 
question. In this study, we found that HBc lacking its C-terminal Cys (HBc-delC) is translated from 
the major type of the spliced RNA (Sp1) and that HBc-delC is involved in HBV nucleocapsid. 
Futhermore, it is hihgly likely that co-existence of two types of HBc proteins produced from 
unspliced pgRNA and from spliced pgRNA (Sp1) is important for HBV infectivity. 

研究分野：ウイルス学

キーワード： B型肝炎ウイルス　スプライシング　ヌクレオカプシド

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
スプライシングを受けたHBV pgRNAから、これまでに知られていなかったウイルスタンパク質が作られているこ
とが明らかとなった。さらに、この新規タンパク質がウイルス粒子に含まれており、さらには感染性に関わって
いることを示唆する結果が得られた。この結果はこれまで考えられていたB型肝炎ウイルスの構造に関する理解
を覆す可能性があることを示している。またHBV pgRNAのスプライシングを標的とした新たな治療法の開発が可
能となることが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（１）B型肝炎ウイルス（HBV）の複製過程において、その複製中間体プレゲノムRNA（pgRNA）
の一部がスプライシングを受けることはよく知られている。また臨床研究において、その
pgRNAスプライシング比率は肝炎や発がんといった病態と正に相関することが知られている。
しかしながら複製中間体 pgRNA スプライシングの HBV 複製や病原性発現における役割は全
くと言ってよいほど不明なままであった。 
 
（２）HBVpgRNAスプライシングは全ての HBV遺伝子型において保存されており、HBV複
製あるいは病態発現に関与していることが強く推定され、新たな治療標的となりうることが期
待されるが、pgRNAスプライシングの HBV複製における意義が不明では、「より抗ウイルス
効果を発揮するためには pgRNAスプライシング効率を亢進・抑制どちらに制御するべきか？」
が分からない。その方向性を見極めるためにも、本研究によって pgRNA スプライシングが
HBV複製や病態発現にどのように関わっているかを明らかにすることが重要と考えられた。 
 
２．研究の目的 
 pgRNAのスプライシング及び spliced pgRNA産物が、HBVの遺伝子発現・複製、粒子
形成にどのように関与するのかを明らかにするために、スプライシング部位への変異体な
どを用いて解析を行った。これらが明らかにされることにより HBV の生活環を制御する
分子機構の理解が進むだけでなく、B型肝炎治療薬の新たな標的基盤創出が期待される。 
 
３．研究の方法 
（１）HBV ゲノム 1.24 倍長（野生型およびスプライシング欠損株）を持ったプラスミドを一過
性に培養細胞に導入する系において、上清の HBe、HBs 抗原を CLIA 法で、上清の HBs 及び細胞
の HBs、HBc 抗原をウェスタンブロットで、また細胞の HBs、HBc 抗原を免疫染色で検出した。
上清に放出されたウイルス粒子の測定方法としては、ポリエチレングリコ―ル沈殿後 DNase 耐
性 HBV ゲノム量を測定した。 
 
（２）HBc タンパク質の多量体化を評価するために、ウイルス複製細胞可溶化液に銅イオンを
添加することで HBc 分子間の結合を促進させたのち非還元 SDS-PAGE、ウェスタンブロットによ
り HBc 多量体形成能を評価した。また、native agarose 電気泳動、ウェスタンブロットを用い
てヌクレオカプシド形成を評価した 
 
（３）スプライシング欠損株の感染性を評価するためには、レポーターとしてルシフェラーゼ
遺伝子を搭載した HBV ゲノムを内包した HBV 粒子を感染させる系を用いた。このウイルス粒子
産生のために、レポーター搭載 HBV ゲノムと共に、構造タンパク質供給用としてパッケージン
グシグナルを欠損した HBV ゲノム（野生型あるいはスプライシング欠損株）を共発現させるト
ランスパッケージシステムを用いた。 
 
４．研究成果 
（１）HBV 複製における spliced pgRNA の存在意義について 
野生型 HBV と比較してスプライシング欠損変異体を導入した細胞における HBc タンパク質発現
が低かった。このことからスプライシングを受けた pgRNA は HBc タンパク質の産生あるいは安
定化に関与していることが示唆された。spliced pgRNA の配列からは「C末端のシステインが欠
損した HBc タンパク質：HBc-delC」が翻訳されることが予想されたので、SH 基修飾剤をもちい
た SDS-PAGE、ウェスタンブロットを行ったところ、HBV 複製細胞において HBc だけでなく、
HBc-delC（新規タンパク質）が HBc タンパク質と同程度発現していることが明らかとなった。 
 
（２）HBc-delC のカプシド形成における役割 
HBc タンパク質はウイルス粒子のカプシド（殻）を構成するとされていることから、HBc-delC
もカプシド形成に関与していることが考えられた。そこでまずは、細胞可溶化液に銅イオンを
添加することによる酸化刺激で HBc 多量体形成を評価したところ、HBc および HBc-delC 両者の
存在が多量体形成に重要であることが明らかとなった。また HBc-delC のみが存在している条件
では 2量体までしか形成されなかった。しかしながらウイルスゲノム導入細胞の上清における
DNase 耐性 HBV ゲノム DNA 量（カプシドに内包された HBV DNA に相当すると考えられる）を評
価した実験では、スプライシング欠損変異型においても野生型と同等のゲノム DNA が検出され
た。このことから pgRNA スプライシング（HBc-delC の存在）は HBV ウイルス粒子形成に関して
量的には大きな影響はない可能性が示唆された。 
 
（３）HBc-delC の存在が HBV 粒子感染性におよぼす影響について 
トランスパッケージングシステムによって作成したレポーター搭載ウイルス（野生型およびス
プライシング変異型）の感染実験において、野生型に比べスプライシング欠損ウイルスは 50％
程度感染性が低いことが明らかとなった。接種した HBV DNA 量は同じであることから、両ウイ
ルス（野生型と変異型）は質的に異なっていると考えられた。解析に用いたレポーター搭載ゲ



ノムには違いがないことから、感染性の違いは粒子の構成成分（特にカプシド）の違いに起因
すると考えられ、ウイルス粒子の細胞への接着からレポーター遺伝子発現に至るまでの間のス
テップに影響していると考えられる。 
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