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研究成果の概要（和文）：B型肝炎ウイルス（HBV）ゲノムを可視化する目的で、PreS蛋白領域をCre遺伝子の前半部分
（α-Cre）または後半部分（β-Cre）に置き換えたHBVゲノムを作製した。分断Creのサイズは本来のCreの半分であり
、両者を同時発現するとCre活性を生ずる。この分断Creを、HBVのPol遺伝子のフレームを温存しながらゲノムサイズを
あまり大きくせずに置換した。作製されたHBVゲノムは分断Creを発現し、他方の分断Creをゲノムの外から供給するとC
re活性を示し、GFPの発現をオンにした。ここで開発されたHBVゲノムは抗HBV薬剤の蛍光スクリーニングに道を開くと
考えられる。

研究成果の概要（英文）：We constructed genomes of hepatitis B virus (HBV), in which PreS region were 
replaced by split Cre’s (α-Cre andβ-Cre for first and latter halves, respectively), while overlapping 
Pol frame is maintained. Simultaneous expression of both the split Cre’s resulted in the Cre activity. 
The replacement does not exceed the genome size that can be replicated. The HBV genome described here 
expressed split Cre and, when the other split Cre was supplied from outside the genome, functional Cre 
activity was observed and turn on the GFP expression present outside. Because the replication of HBV 
genomes constructed here have not sufficiently been examined within the term of this study, further 
experiments are needed to confirm replication of these genomes quantitatively. Moreover, more information 
could be available if adenovirus vector systems are used instead of transfection. When they are 
confirmed, these HBV genomes must be useful for fluorescent screening of ant-HBV medicine.

研究分野： ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 
(1) HBV の保因者は世界人口の２−３％を
占め、慢性肝炎・肝硬変・肝癌の主要原因
である。しかしその治療薬剤においては、
現在用いられているインターフェロン、逆
転写酵素阻害剤リバビリンの効果は不十分
であり、薬剤耐性ウイルスの出現も問題で
あるため、早急な有効薬剤のスクリーニン
グが必要である。もし複製した HBV ゲノ
ムに GFP 等の蛍光蛋白を発現させること
ができれば、この蛍光を可視化・定量する
ことにより複製した HBV ゲノム量を定量
することができ、そのゲノム複製を阻止す
る薬剤を可視化でスクリーニングする道が
開かれると考えられる。 
(2) HBV に GFP 等の蛍光蛋白をスクリー
ニングに使えるレベルで発現させることは、
HBV ゲノムの特異な構造のため世界でも
例がない。その理由は(i) HBV ゲノムはそ
の全ての塩基配列がウイルス蛋白のコード
領域としてオーバーラップしており、外来
DNA を挿入した地点で必ずウイルス蛋白
が断裂するため、組み込める場所がない。
また(ii) HBV の２本鎖環状 DNA ゲノムは
わずか 3.2kb であらゆるウイルスの中で最
も短く、しかもゲノム複製は C（core）蛋
白の殻の中で行われる。この殻に許される
サイズは約 3.5kb で、もし外来配列を入れ
ることができたとしても約 0.2kb である。
しかし GFP 遺伝子は 0.8kb、Cre 遺伝子は
1.2kb あり全くのサイズオーバーとなるた
め組み込むことができない。 
 
２．研究の目的 
上記(i)および(ii)を以下の方法で解決し、
HBV ゲノム複製を可視化する方法を開発
するのが第１の目的である。厳密なサイズ
制限については、GFP 遺伝子よりサイズが
短いα-Cre 遺伝子 (0.5kb) およびβ-Cre 
遺伝子 (0.４kb)を用いることで解決する
（文献１）。α-Cre は HBV ゲノム外の
-Cre と会合すれば Cre 活性を与え、ゲノ
ム外の GFP 発現を強力に ON にすること
ができる。またα-Cre を組み込むのではな
くP遺伝子のスペーサードメインとフレー
ムオーバーラップさせるという方法で両蛋
白の発現を同一塩基配列上で共存させるこ
とで、HBV ゲノム複製が可能なサイズに
収めることが可能であると考えられる。更
にHBVゲノムの外に存在するGFPは強力
な CAG プロモーターで発現させるため、
HBV のプロモーターより高い発現が見込
める。またα-Cre およびβ-Cre の役割を逆
転させることも可能であるため、どちらを
ＨＢＶゲノムに組み込むべきかを明らかに
するのが第２の目的である。 

 
３．研究の方法 
(1) PreS 領域はエンベロープの構成領域で
あり、PreS 蛋白は感染に必須ではあるがゲ
ノム複製には不要である。そこで PreS 領
域をα-Cre またはβ-Cre のアミノ酸配列
に置換し、同時にオーバーラップする Pol
遺伝子のフレームを温存するように設計し
た DNA を全合成し、上記領域と置換した。  
 

 

 
 
 
 
 
 
 

この構築ではα -Cre またはβ -Cre は
HBV本来のPreSプロモーターにより発現
する（図 1）。 
(2) CMV プロモーターから HBV プレゲノ
ムを高発現するプラズミドを HuH 細胞へ
トランスフェクションし、１~３日後に
GFP の蛍光を顕微鏡で検出した。また定量
には蛍光測定装置（Fluoroskan Ascent FL, 
Labsystems）を用いた。また他方の分断
Cre を強力なEF1αプロモーター下に過剰
に発現するプラズミドを作製した。また分
断Creの会合により生ずるCre活性を検出
するには、stuffer DNA が除去される結果、
強力なCAGプロモーター下にGFPの発現
がオンになるプラズミド pCALNLGFP を
共トランスフェクションすることにより行
った。 
 
４．研究成果 
 (1) Pol フレームを温存したα-Cre および
β-Cre 遺伝子の設計は簡単ではなかった。
通常のCre遺伝子発現フレームに併走する
フレームには約 10 個程度の終止コドンが
存在し、そのすべてを Cre のアミノ酸を温
存しながら他のアミノ酸にかえる一方で、
α-Cre およびβ-Cre 遺伝子のコドンをヒ
ト型化し、しかもオーバーラップする Pol
のアミノ酸はなるべく蛋白の構造に影響を
与えないよう、プラスまたはマイナスチャ
ージのあるアミノ酸や、構造を変える可能
性のある Pro、また疎水性・親水性アミノ
酸のバランス、および将来の Southern 解
析に便利になるような制限酵素配列を考え、
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多くの可能な案から選りすぐった配列をも
つ DNA を設計した。 
(2) 作製したα-Cre およびβ-Cre 発現
plasmid で あ る pxEFaCre お よ び
pxEFbCreN の同時発現により、実際にこ
の２つの蛋白の自己会合によりCre活性が
生じ、pCALNLGFP モニタープラズミド
から GFP が発現するかをまず検討した。
293 細胞へこれらの plasmid を共トランス
フェクションしたところ、α-Cre およびβ
-Cre単独では3日目でも全く蛍光が見られ
ず、α-Cre およびβ-Cre を同時トランスフ
ェクションした細胞ではわずか 1 日目で蛍
光が見られ、このアッセイでは本来の Cre
の約 1/30 の活性が得られた。GFP を発現
する CAG プロモーターは強力であり、こ
の蛍光レベルは 十分に高い。 
(3) α-Cre およびβ-Cre 遺伝子を HBV ゲ
ノムの PreS 領域と置換した HBV ゲノム
を持つプラズミド pCM-HBaCre および
pCM-HBbCreN を作製した。この場合分断
Cre はEF1αプロモーター等のプロモータ
ーに比して非常に弱い PreS プロモータ
ーから発現することになるが、他方の分断
Cre はEF1αプロモーターから過剰に発現
されるため、その発現量はゲノム量を定量
的に反映することが期待される。 
 
 
 

 
 

  
 

 

 
                 
                 図 2b 

この preS1 プロモーター＋αCre、過剰量
のβ-Cre、モニタープラズミドを HuH 細
胞へ共トランスフェクションすると、
preS1 プロモーターによる蛍光が検出され、
（図２a、パネル 6 と７；図 2b）。PreS1
プロモーターからβ-Cre を発現した方が
α-Creの場合より2倍以上の蛍光が観察さ
れた。この場合は本来の PreS1 からの発現
結果を見ているのに対し、CMV プロモー
ターから HBV プレゲノムを発現する実験
では PreS１プロモーターの上流から強力
な CMV プロモーターが転写されるため、
PreS1 プロモーターの活性が阻害されるこ
とが考えられる（図 2a、パネル 8 と 9；図
２b）。実際に PreS1 のプロモーターの発現
は抑制され蛍光が減少するが、β-Cre の蛍
光がα-Cre より高いことが確認された。以
上の結果から、この蛍光を発する HBV ゲ
ノムを用いた実験ではβ-Cre をゲノムに
組み込む方が効率が高いことが示唆された。 
(4) 上の結果から PreS1 プロモーター下に
分断 Cre を発現させる実験では、トランス
フェクション実験において蛍光を検出でき
ることが結論された。しかし、複製した
HBV ゲノムから発現誘導される蛍光を検
出するには、鋳型として用いた HBV ゲノ
ムからの発現を除去する必要がある。本実
験では１~３日目の蛍光を計測しているが、
複製したHBVゲノム量は10日以上に渡っ
て増加するのに対し、鋳型として導入した
DNA は細胞内のでの崩壊や細胞のまきか
えによる希釈のため除去されると考えられ
る。この長期にわたる実験は本研究では行
われておらず今後の課題である。また我々
はアデノウイルスベクターで大量のプレゲ
ノムを産生する系を開発しているが、同様
の鋳型の除去を観察している。このアデノ
ウイルスベクターを用いた実験系は有望で
あり、本研究を基盤とした今後の研究が期
待される。 
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