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大腸菌発現系及 び無細胞発現系を用 い た ウ ッ ドチ ャ ッ ク

肝炎ウイ ル ス X 遺伝子産物 の 発現

金沢大学が ん研 究所生物物理部門 く主 任 こ 原田 文 夫教授プ

児 玉 八

く昭和6 3 年2 月 3 日受付1

ヒ ト B 型肝 炎 ウ イ ル ス くb e p a titi s B v i r u s ， H B V l を は じ め と す る へ パ ド ナ ウ イ ル ス 科

くh e p a d n a v i rid a el ゲ ノ ム に は， 共通 して 4 つ の o p e n r e a di n g f r a m e s くO R F sl が 存在す る．
その 中で X －

O R F は
，
その 遺伝子 産物 の機能及び局在 がば と ん ど解明 され て い な い

く
一

未知の 蛋 白
，，

で ある ． H B V 感染

に ひ き つ づ く肝炎，肝硬変
，
肝細胞癌 と い っ た病理 学的変化 に お ける H B V の 役割の 分子 生物学的 レ ベ ル で

の 解明 に は ， H B V ゲ ノ ム の 塩基配列及 び蛋白の情報 と機能の 解析が 一 つ の 有 効な 方向 で あ る． 中で も X

遺伝子 産物は， い く つ か の 証拠か ら， 重 要な機能 を有 し てい る こ と が示 唆さ れ て い る ． 今回， X 遺伝子 産

物の 機能解析の ため の 基礎的研究と して
，
へ パ ド ナ ウイ ル ス 群に 属 し， 最 も発癌性 の 高 い ウ ッ ド チ ャ ッ ク

肝炎 ウイ ル ス くw o o d ch u c k h e p a titi s v i r u s ， W H V l の X 遺伝子 産物 を， i n viir o ％現 系 に お い て産生さ

せ る こ と に 成功 した．
W H V の X － O R F を大腸菌発 現 ベ ク タ ー

p K K 2 2 3
－3 の t a c プ ロ モ ー タ

ー

及 び S h i n e

D al g a r n o くS ．D ．1 配列の下流 に 順方向に 挿入 した プ ラ ス ミ ド p K X l O を大腸菌内に 導入 し， マ キ シ セ ル 法

に よ り発現さ せ た． S D S － P A G E に より
，
プ ラ ス ミ ド由来の 1 7 K d

，
1 1 K d の 2 種の 蛋白 を同定し た．

フ レ ー

ム シ フ ト変異及 び欠損変異 を導入 した プ ラス ミ ドの 発現蛋白の 解析か ら， 1 7 K d は X 遺伝子 産物， 1 1 K d は

C 抗原 N 末端部分由来蛋白で あ る こ と を 明 らか に し た． 生成 した
3 5
S － メ チ オ ニ ン 標識 X 蛋白 を 用 い ，

W H V 感染 ウ ッ ドチ ャ ッ ク血 清の 免疫化学的検索 を行 っ た と こ ろ， 何例 か で 抗 X 抗体 を検出した ． 非感染

群 で は抗 X 抗体 を鞄め なか っ た ． また X 蛋白の発現効率の向上 と操作 の 簡便化 の た めに ，
S P 6 R N A ポ リ

メ ラ ー ゼ
，
ウサ ギ網状赤血球 ライ セ ー トを用 い た よ乃 びよ如 転写一朝訳系に よ り， 無細胞的に X 蛋白の産生

を行 っ た と こ ろ， 高収率で X 蛋白が 得ら れた ． 生成 X 蛋白を用 い 血清の免疫学的検索を行 っ た と こ ろ， 大

腸 菌系に 比 べ ， よ り高感度な結果 を得た ．

K e y w o rd s W o o d ch u c k h e p a titis vir u s ， X p r o t ei n ， e X p r e S Si o n v e ct o r ，

i m m u n o p r e cip it a ti o n

ヒ ト B 型肝炎 ウイ ル ス くh e p a titi s B v i ru S ， H B V l

は
， 主 と して血 液 を介し て 感染 し， 肝炎 を発症 させ る

D N A ウイ ル ス で あ る．
H B V 感染 と し て ヒ ト肝細胞痛

く肝癌うの あい だ に ， 密接 な因果関係が あ る こ と は疫学

的に 明 らか とな っ て い る り． しか し ヒ ト肝癌の 発生機

序に お い て， H B V が 実際 に い か な る役割 を担 っ て い

る か に つ い て はほ とん ど不明で あ る
．

H B V を は じめ， ウ ッ ドチ ャ ッ ク
2I 37

， 地リ ス 4I ， 北京

ア ヒ ル
5つ
な ど か ら それ ぞれ 肝炎 ウイ ル ス が 分離さ れ て

お り， こ れ らは へ パ ド ナ ウイ ル ス 科 くh e p a d n a v i ri d a e

う と して 分類 され てい る． これ らの ウイ ル ス 粒子中に

は
，
3 2 0 0 塩基 対前後の 不 完全 二 重鎖 D N A 一 分子 が存

在 す る．

へ パ ドナ ウイ ル ス D N A 上 に は それ ぞ れ の ウ

イ ル ス に 共 通 し て 4 つ の o p e n r e a d i n g f r a m e s

くO R F sう が 存在 してお り， 長さ， 相対的位置， 構造な

どは よ く保存さ れ て い る．
こ れ らの O R F は各々S ．

P ．

A b b r e vi ati o n s ニ b p ， b a s e p air s i D H B V ， d u c k h e p a titi s B vi r u s ニ G S H V ， g r O u n d s q u ir r el

h e p a titis vi r u s 三 H B V ， h e p a titis B v ir u s 三王g G ，i m m u n o gl o b uli n G 三 k b p ， k il o b a s e p ai r s i O R F ，

O P e n r e a di n g fr a m e ニS D S － P A G E
，
S O di u m d o d e c y ls uf at e

－

p Oly a c r yl a m id e g el el e ct r o p h o r e sis 三

S V 4 0
，
Si m i a n vir u s 40 i W H V ， W O O d ch u c k h e p atitis vi r u s ．



ウ ッ ドチ ャ ッ ク 肝炎ウイ ル ス X 遺伝子産物 の 発現

X 領域と よ ばれ て い る
6ン
．

S 領域 に は 3 つ の 翻訳 開始 A T G コ ド ン が あ り， こ

の う ち最後の A T G コ ドン か ら は じま り， 約 22 0 ア ミ

ノ 酸残基 の ウイ ル ス 粒 子表面抗原 くS 抗原I を コ ー

ド

する の が S 遺伝子 で あ る．
C 領域 は， ウイ ル ス 粒子 内

部に 存在す る コ ア抗 原を コ
ー

ドし て い る
．
P 領域 は ゲ

ノ ム の 約 3ノ4 の長さ をも ち， S
，
X
，
C の 各領域と解読

枠をずら して重複 して い る．
こ の 領域の コ ー

ドす る ア

ミ ノ酸配列の 比 較 か ら 逆転写酵素と考 えら れ て い る ．

X 領域 は， 約 14 0 ア ミ ノ 酸残基 の 蛋白を コ ー

ド して

い る ． 最近に な っ て H B V キ ャ リヤ ー

の 肝細胞お よ び

血清中 で ， X 遺伝子 産物産生の 履歴 が同定 さ れ て い

る
7 刷
が
，
そ の 機能等 に つ い ては ほ と ん どわ か っ て い な

い
．

筆者 ら は先に ， へ パ ドナ ウイ ル ス 科の な か の 各々 の

ウイ ル ス ゲ ノ ム の X 領域 の塩基及 び ア ミ ノ 酸配列 を

比較し， H B V 亜 型 相互 と， リ ス肝炎 ウイ ル ス け ッ ド

チ ャ ッ ク肝炎 ウイ ル ス ， W O O d ch u c k h e p a titi s v i r u s ，

W H V i と 地 リ ス 肝 炎 ウ イ ル ス ， g r O u n d s q u i r r el

h e p a titi s v i r u s ， G S H V l 間で は X 蛋 白の 変異速度 に

若干の 遠い が ある こ と を見出し た
3I

． こ れ は
， 他の 3 つ

の O R F に はみ ら れ な い 特性で あ る ．
へ パ ド ナ ウイ ル

ス科内の 各ウイ ル ス は， 発癌性 をは じめ と した病理 学

的性質 に 大き な違 い が み られ る
．

へ パ ドナ ウイ ル ス は

が ん遺伝子 を も っ て い ない た め， 発が ん が ウイ ル ス ゲ

ノ ム 中の 4 つ の 領域 の D N A 又 は 蛋 白の構造の差異 に

起因す る と考 え るの は有理 で あ る． 中で も機能未知 の

X 蛋白に は特に 興味が も た れ， その 基本的性質の 記載

や機能の 同定 は焦眉の 課題 で あ る．

筆者は ， H B V の 良好な モ デル と され る W H V の X

領域 を， 大腸菌発 現 ベ ク タ ー に 導入 し， 正己 ひ徳和 で非

融合型 くn o n －f u s e dl で f u ll l e n g th の X 遺伝子 産物 の

産 生 に 成功し た．
生成 した

35
S－メ チ オ ニ ン 標識 X 蛋白

を用 い て ウ ッ ドチ ャ ッ ク血清内の 抗 X 抗体の 存在 を

免疫化学的に 検索 した と こ ろ， W E V マ ー カ ー

陽性 の

血 清の 約半数で 抗 X 抗体 を検出 し， 陰性血清 で は検出

さ れ な か っ た ． また ， X 蛋白の 産生 効率の 向上 と操作

の 簡便化の た め， S P 6 依存性発 現 ベ ク タ ー 内 に X 領域

を導入 し， S P 6 ポ リ メ ラ
ー

ゼ
，
ウサ ギ網状赤血球ライ

セ ー

トを用 い て ， 無細胞 くc ell f r e el 的に X 蛋白を塵

生さ せ た．

材料お よ び方法

I ． プ ラ ス ミ ド
，
バ クテ リ ア 種， 酵素 類お よ び試薬

大腸菌の ラク ト ー ス オペ ロ ン の
一 部 を大腸菌 トリ プ

トフ ァ ン オ ペ ロ ン の 一 部で 置換 し た ねC オ ペ ロ ン引 を

持つ 大腸 菌発現 ベ ク タ
ー

， p K K 2 2 3
－ 3 くP h a r m a ci a 社 ，

2 4 7

米国うを， W H V の X 遺伝子 の大腸菌内で の発現に ，

また ， バ ク テ リオ フ ァ
ー

ジS P 6 の
，
S P 6 R N A ポ リメ

ラ
ー

ゼ に 厳 密 に 特異的 な S P 6 プ ロ モ ー

タ
ー

を も つ 発

現 ベ ク タ ー

p S P 6 5 くA m e r sh a m 社， 英 国l を X 遺伝 子

の無細胞的な轟現に それ ぞ れ用い た． p W H 81 は， 先 に

筆者 らが 全塩 基配列を決定し たク ロ ー ン W H V 2
3
増 ，

p B R 3 2 5 の E c o R I 部位に 挿入 した プラ ス ミ ド で
，
X

領域 を含む D N A 断片 を切 り出し て発現 プラ ス ミ ド を

作製 す る の に 用 い た． プ ラ ス ミ ド は す べ て 大腸菌

C 600 r－m
一

種 に て 調製 した．

用 い た 大 腸菌 は， C 60 0 r．m
－

くF
－

，
ま如 －1

，
ねぴB 6

，

h l C Y ．， tO n A 21 ， S84 ，E 抽 入．l ， J M l O 5 くム h l砂 r v ， ih i，

S t r A
，
e n d A

，
Sb c B 1 5 ， h s d R 4 ， F

，

i m D 3 6
， P r o A B ， h l C

I
Q
，
Z A M 1 5l ， N 1 7 －9 くW 36 2 3

，
わ少

q

，
S M

R

，
柁 C A 9。，

u u r A I ， S G 1 2 0 3 6 くC 60 0
，
l o n V E b t

，
S u l A

，
V

th r－
，
l e u．1 の 4 種で ある． 制限酵素 B a m H I ， E c o RI ，

H i n d III
，
N h e I

，
P st I

，
P v u I

，
P v u II

，
S al I

，
X b a

I お よび T 4 D N A リ ガ
ー ゼ は宝酒造か ら， 制限酵素

A l u I
，
N c o I

，
S m a I は和光純薬か ら， 制限酵素

S p h I は B o e h ri n g e r M a n n h ei m 社 く西独l か ら それ

ぞれ 購入 し た． p M S G プ ラ ス ミ ド は P h a r m a ci a 社 ，

L －
3 5
S － メ チ オ ニ ン くン10 00 Ci J

I
m m olつ， a ．

3 2P ． U T P

くD 8 0 0 C il m m oll は ， A m e r sh a r n 社 から， P r o t ei n A

S e p h a r o s e は ， P h a r m a ci a 社か ら購入 した．

H ．
バ クテ リア の 生 育， マ キ シ セ ル の 調製お よ び標

識蛋 白の 発 現

大腸菌発現 プ ラ ス ミ ド p K X l O く図 い を大腸菌，

N 1 7 － 9 種 に 導入 後， M 9 C 培養液 10 m l く1 1 中に リ ン

酸 ニ ナ ト リ ウム 6 g ， リ ン 酸 一 カ リ ウム 3 g ， 塩化 ナ ト

リウ ム 0 ■ 5 g ， 塩化ア ン モ ニ ウム 1 g ， 硫酸 マ グ ネ シ ウ

ム 2 m m ol
， 塩化カ ル シ ウム 0 ． 1 m m ol

，
グル コ

ー

ス 2

g ， C a S a m i n o a cid s ， D if c o 社 ， 2 g を含む1 に 懸濁 し，

3 7
0

C に て振 と う 培養 した
．
3 5 kl e tt u nit に ま で 生育

後， 菌液 を 5 m l ず つ ガ ラ ス シ ャ ー

レ に 分取 し紫外線

く20 声W ノc m
2

うを 2 分間照射 した ． 照射後， 菌液 を さら

に 37
0

C に て
一 晩振とう 培養 を続け た後， 遠心 し， 沈澱

さ せ た 菌 体 を M 9 ＋ 培 養 液 亡M 9 C 培 養 液 か ら

C a S a m i n o a cid s を除い た もの1 2 m l に 再懸濁 し， 3 7
0

C

で 1 時間培養 し
，
含硫アミ ノ 酸 を枯渇させ た．

ひ き続

き 10 メイC i の
3 5
S － メ チオ ニ ン を培養液に 添加

，
1 時間後

遠心 に よ り菌体 を回収 し， 水冷 1ノ2 M 9 溶液に て 3 回洗

浄 し た ． S D S － P A G E に 使 用 す る 場合 は ， L a e m m li

S a m pl e b u ff e r
l Ol に 懸濁 し， －

2 0
O

C で 保存 した． 免疫沈

澱 に 使用 す る場合 は， 直ち に 溶薗液 を調製 した ．

HI ． 溶菌デ夜の 調 製

一 部を除 き K a y らの 方法
別 に 従っ て 行 っ た

． 回収 し

た
3 5
S － メ チ オ ニ ン標 識 マ キ シ セ ル を エ ツ ベ ン ド ル フ



2 48

チ ュ ー ブ に 移し， 25 ％ス ク ロ ー

ス を含む 50 m M T ri s －

C l p H 8 － 0 緩衝液0 ． 4 5 m l に 懸濁 し た後， 1 0 m gJ m l リ

ゾチ ー ム を含む同緩衝液 50 ノ上1 を添加 し， 水 中で 5 分

間放置 した ． 更 に 0 ． 2 m M E D T A p H 8 ．0 を 0 ． 1 m l 添

加， 氷 中で 5 分間放置後， 25 0 m M p － メ チル ス ル フ ォ

ニ ル フ ロ リ ド くP M S F1 2 ． 4 JLl ， 1 m gl m l L e u p e pti n 6

j Ll ， 1 m g J
I

m l A n ti p ai n 6 J Ll を添加 し5 分間水冷 し，

菌体 内の プ ロ テ ア ー

ゼ活性 を 阻害 し た． 最後 に 1y si s

b u ff e r く50 m M T ri s ． C l p H 8 ． O i 2 5 m M E D T A ニ

0 ． 2 ％T ri t o n X ．1 0 01 0 ．5 m l を添加，3 0 分水冷後，4 ，0 00

a

P l

P K K 2 2 3
－3

P 2

玉

g に て 5 分間遠心 して 上清 を得， もう
一

度遠心 して上

清か ら沈毅 を完全に 除い た．

IV ． 免疫沈澱 法

一

部 を除き S c h w y z e r の 方法
1 い に 従 っ て 行 っ た ． 標

識 蛋 白 を 含 む 大腸菌溶菌液 1 m l ． も し く はIy si s

b u ff e r O ．2 m l を加え た ウ サ ギ網状赤血球 ライ セ ー ト

1 0 メ1 に ， 血清 1 0 月1 を加 え， 3 7
0

C で 3 0 分
，
そ の 後4

0

C

で 一 晩放置 し
，
抗原

一

抗体複合体 を形 成さ せ た． 反 応

液 に あ ら か じ め1y si s b u ff e r で 平衡 化さ せ て お い た

P r o t ei n A S e p h a r o s e O ．5 m l を加 え
，
室温 に て 2 時間

丁．． r l 亡こr二っ n ．う にニニ

門

P K K 22 3
－

3
5

．

－ T GE三重頭A T T A A T C G G C T C 値杢頭亘頭T G T G G A AT

TG T G A G C G G A T A A C A A T T T C A C A C 転直弘A C A 94 虹 技
－

3
．

S D X O FPF

p
K X 6 5

し
c A C AC 匝頭A A C A Gく二匠蛋仁

．
享亘－

3
．

郎Xl O 5
一

－ C AC A C区 政 A C A G A A T T C 匹ヨ更喧．－ 3
－

F i g － 1 － C o n s t r u c ti o n o f E c oli e x p r e s si o n pl a s m id s ．

くal O u tli n e o f th e m aj o r st e p s i n c o n s t ru Cti o n o f E c oli e x p r e s si o n pl a s m i d ， p K X 6

a n d p K X l O ． くbl D N A s e q u e n c e s f r o m i a c p r o m o t e r t o t r a n sl a ti o n i n iti a ti o n c o d o n

O f X O R F ． E
，
E c o R I 三 S m ， S m a I i B ， B a m H I ニ S ， S al I 三 P ， P st I i H ， H i n d III ニ

N
，
N c o I i Pl ， P v u I三 P 2 ， P v u II r e st ri c ti o n e n z y m e sit e s ．
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振とう し ，複合体を 吸 着さ せ た．
ビ ー ズを RI P A b u ff e r

く5 O m M T ri s
．

C l p H 7 ． 5 ニ1 5 0 m M N a C l i O ． 1 ％

S D S 三 1 ％ T ri t o n X ． 10 0 i O ■ 5 ％N a－d e o x y c h ol a t e こ

1 m M P M S F 1 3 m l で 3 回洗浄後， 遠心 に よ り ビ ー

ズ

を回収 し， L a e m mi i s a m pl e b u ff e r く62 ． 5 m M T ri s

C l p H 6 － 8 こ 2 ％S D S こ 5 ％2 － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル ニ

10 ％グ リセ ロ ー ル こ 0 ． 1 ％プ ロ ム フ ェ ノ ー ル ブ ル ー

1 2

m l を加え
，
室温で 30 分振とう し， 吸 着蛋白 を溶離 し

た． 遠心 に よ り 上清 を得
，
5 0 ％ くw ノv H l リ ク ロ ル 酢酸

0 ．2 n ll を加 え， 4
0

C で 一 晩保存 し
，
蛋白 を沈澱さ せ た．

1 0
，
0 0 0 g で 1 0 分間遠心 し て沈 澱 を得， ア セ ト ン で 洗

浄し た． 乾燥 乳 L a e m m li s a m pl e b u ff e r 5 0 JL1 8 こ溶

解させ た ． 使用 ま で－20
Q

C に て 保存 した．

V ． S D S ． P A G 立 と フ ル オ ロ グ ラフ イ
一

棟識 蛋白 を含 む溶液 を加 え た L a e m m li s a m pl e

b u ff e r 2 0 JLl を ， 9 5
O

C で 5 分間加熱 した ．
こ れ を 15 ％

S D S － ポ リ アク リ ル ア ミ ドス ラ ブゲ ル に の せ
，
室温， 1 5 0

V で
，
4 へ 6 時間泳動し た． 泳動 後， ク マ ジブ リ リ ア

ン トブ ル
ー に よ り蛋白 を染色後， E N

3
H A N C E くN e w

E n gl a n d N u cl e a r 社 ， 米 国l に よ り フ ル オ ロ グ ラ

フ イ
ー

を行 っ た
工21

．
ゲル を乾燥後， 増感 ス ク リ ー

ン 共存

下
，－80

0

C に て．．．．．．
一

週間， X 線 フ イ ル ム くK o d a k 社， 米

国う に 感光さ せ た．

V l ． オ乃 びめり 翻訳お よ び 玩 乙融和 転写 反応

S P 6 プ ロ モ
ー

タ
ー

を含む 発現 プ ラ ス ミ ド 20 ノノg を ，

挿入 X 遺伝 子 の 下 流 1 ケ所 を認識 す る 制限酵素 に て

開裂 し， フ ェ ノ ー ル ーク ロ ロ ホ ル ム 抽出
，
エ タ ノ ー ル

沈澱後乾燥し
，
20 JJl の T 2 5E l くp H 7 ． 51 緩衝液 に溶解

し
， 鋳型 くテ ン プ レ ー り と した

．

鋳型 D N A I JL g を ， S P 6 ポ リ メ ラ
ー

ゼ くA m a r sh a m

裾 1 0 U
，
10 m M T ri s ． Cl p H 7 ．5 ， 1 0 m M M g Cl 2 ， 1 0

m M s p e r m idi n e ， 5 0 m M N a C l ， A T P ， G T P
，
C T P

，

U T P 各 1 m M ， ヒ ト胎盤 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼイ ン ヒ ビ

タ ー くA m e r sh a m 社1 3 0 U ， 1 0 m M ジチ オ ス レイ ト ー

ル を含む反応液 50 ノ上1 と， 4 0
0

C で 2 時間保温 した． 反

応後， フ ェ ノ ー ル ーC工A A くク ロ ロ ホ ル ム ニ イ ソ ア ミ

ル アル コ
ー ル ニ 2 4 こ 1 くV ノVう1 に て 1 回 ずつ 抽出， エ タ

ノ ー ル 沈澱 ， 乾燥後 ジ エ チ ル ピ ロ カ ー ボネ
ー

トで処理

した蒸留水 20 ノノH こ溶解 し， 使用 ま で－20
0

C で保存 し

た． なお
， 転写産物量 を定量す る場合 は

，
反応系に

3 2
P －

U T P く1 0 p C il を添 加 して反 応さ せ た． 反 応後， R N A

リナ チ ュ レイ テ ィ ン グゲ ル に て電気泳動 し， 乾燥後 X

線フ イ ル ム に 感光さ せ 現像衡 デ ン シ トメ ー

タ
ー

く島

津社 CS － 9 0 0 型うに よ り定量 した
．
才乃 即才知 翻訳反応 は，

非標識 X － m R N A I J L g を ， ウサ ギ網状赤血球 ライ セ ー

ト2ロメ1 ，
35
S － メ チ オ ニ ン 10 声C i を 含 む 反応液 40 声1

と
，
3 0

O

C で 1 時間保温 させ て行 っ た ．
S D S － P A G E に 用

い る場合は
，
L a e m m li s a m pl e b u ff e r 添加 に よ り反応

停止 した． 免疫沈澱 に 用 い る場合は， 水冷 して 反応停

止後， 使用 まで －

2 0
0

C で保存 した．
なお

， 無細胞 X 発

現 系の 対照群 と して ， W H V C 遺伝子 を p S P 6 5 に 挿入

した発現 プ ラ ス ミ ド p S P C を用 い た
1 引

．

成 績

王 ． 大腸菌発現プ ラ ス ミ ド p E X 6 ， p K X l O の 構成

W H V の X 遺伝 子 を大腸菌内で発現 さ せ る た め の

発現 プラ ス ミ ド p E X 6 ， P K X l O は ， 大腸菌由来の 加

プ ロ モ ー

タ ー を持つ 発現 ベ ク タ ー b K E．
22 3 －3 の ポ リ リ

ンカ ー 部位 内に
，
W H V 2 の X 領域 141 ア ミ ノ 酸残 基

全て を コ ー

ドする D N A 断片 を挿入 す る こ と によ り構

成 し た． 加 プ ロ モ
ー

タ ー は
， 大腸菌 の 坤 プ ロ モ

ー

タ ー の － 3 5 配列と ぉc U V 5 プロ モ ー タ ー の － 1 0 配列

を融合さ せ た ハ イ ブ リ ッ ド ． プ ロ モ ー

タ
ー

で
， 強 い 転

写活性を有 す る． これ まで の H B V の X 遺伝子 の大腸

菌内で の 発現系は
，
S V 4 0 V P 2 蛋白刀， 大腸菌P － ガラ

ク ト シ ダ ー ゼ蛋 白8 佃 ， 大腸菌ア ン ス ラ ニ ル 酸 シ ン タ ー

ゼ蛋 白1 5 切 N 末端部分 と X 蛋白との融合蛋白の 産生

系であり， 翻訳開始 A T G コ ド ン は X 蛋白の もの を用

い て お らず， X 蛋白の N 末端 か ら 9 ノ
ー 2 2 残基 を 欠い

た もの で あ る
．
しか し， 筆者の 系で は

，
翻訳開始 コ ド

ン は W H V X 遺伝子 の第 1 位の A T G コ ド ン を使 用

する こ と に な り， 融合 して い な い くn o n －f u s e d l ， f ul 1 －

1 e n gth の X 蛋白が産生され る と考え られ た．

図1 に p K X 6 ， p K X l O の 作製手順 を示 す． p W H 81

を N c o I で部分消化 し， X 遺伝子 の N 末端の N c o I

部分か ら p B R 3 2 5 の ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル

トラ ン ス フ エ ラ
ー

ゼ くC m El 遺伝子 の N c o 工部位 まで

1 ． 9 k b p の D N A 断片 を切 り 出 し た後
，
基 質存在下

K l e n o w f r a g m e n t に よ り r e p a i r し ， H in d III に て 消

化， X 遺伝子 全て を含 む668 b p の D N A 断片を得た ．

これ と は別 に ， 発現 ベ ク タ ー

p K K 2 2 3
－ 3 を E c o R I 消化

し た後
，
これ を2 つ に 分け， 一 方 はヌ ク レ ア ー

ゼ S ． 処

軍軋 他 方 は 基質存在下 Kl e n o w f r a g m e n t に よ り

r e p ai r し た ． 両者 を H i n d III 消化 し
，
こ れ に 先 の

W H V 6 6 8 b p 断片 を T 4 リ ガ ー

ゼ に よ り挿入， 閉環し

た．

ベ ク タ
ー

の n u cl e a s e S ． 処理 又 は r e p ai r 処理 に よ

り
，
ベ ク タ ー 内S h i n e － D al g a rn 0 配列 くA G G Al か ら X

遺伝子 の A T G コ ド ン ま で の 間が ，6 b p と 10 b p の 二 種

類 の プ ラ ス ミ ド p K X 6 ， p K X l O が そ れ ぞ れ作製 さ れ

た
．
な お

， 転写終結は ，挿入 配列下流の r r乃 B T I T 2 タ ー

ミネ
ー

タ
ー 川 に よ り行われ る．

工王 ．
マ キ シ セ ル 法 に よ る W E Y X 遺伝子 産物 の 発

現

発現 プ ラ ス ミ ド p K X 6 ， p K X l O を大腸菌J M l O 5 に



2 5 0

導入 した． 加 オペ ロ ン は，J M l O 5 の よ う な わc i
Q 宿主

内で は抑制 くr e p r e s sl され て お り， I P T G くi s o p r o p yl －

P － D －thi o g al a c t o sid e ト添加に よ り脱抑制 くd e r e p r e s sl

され る
91

． p K X 6 ， p K X lO 形質転換J M l O 5 を ， I P T G 存

在下
， 非存在下 で

3 5
S ． メ チオ ニ ン に より パ ル ス 標識 を

行 っ たが ， X 遺伝子挿入 に起 因す ると 考え られ る バ ン

ド は認め られ なか っ た く結果示 さずI ． 外来性遺伝子 を

大腸菌内で発現 させ る と
，
内在性 プ ロ テ ア ー ゼ活性に

よ り分解さ れ， 見か け上 の 発現量が低下す る こ とが観

察 され てお り1 7I
， 形質転換J M l O5 内で ， X 遺伝子 産物

特異的な バ ン ドが 認め られ な い こ との 原因と して ，
こ

の 可能性が考え られ た．

プ ロ テ ア
ー ゼ 欠損 くわ 灯さ 株で あ る大腸菌S G 1 2 0 3 6

に
， p K X 6 ， p K X l O を導少 し， パ ル ス 標識後， 生成蛋

白をJ M l O 5 の 結果と比較 し た が， X 遺伝子 産物特異

的な バ ン ド は認め られ な か っ た く結果示 さ ずン．
この こ

と か ら
，
内在性プ ロ テア ー ゼ 活性に よ る分解 の 可能性

は否定さ れ た．

次 に ， マ キ シ セ ル 法
1 鋸に よ る 発現 を試 み た ．

柁 C A
，

u v r A の宿主 N 17 －9 に ， p K X 6 ， p K X lO を導入 し， 常

法に 従 っ て 35S － メ チ オ ニ ン に よる標識 を行い ， 発現蛋

白 をS D S － P A G E に よ り解析 した く図2 1 ． p K X l O の

場合， 3 つ の バ ン ドが 同定 され た ． こ の う ちも っ と も

大き い 27 K d の バ ン ド は， 夙 ラ ク タ マ
ー

ゼ くろ由I に よ

るも の で
， p B R 3 2 8 の ゐ血 遺伝子 産物 の バ ン ド と

一

致

す る． 1 7 K d の バ ン ドは， X 遺伝子産物 の分子量 が その

ア ミ ノ酸配列 か ら 15 ，1 9 5 と推測 さ れ る こ と か ら， X

蛋白 に よ る も の と考 え られ る． ま た， 1 1 E d の バ ン ド

は
，
C 遺伝子 の N 末端 由来の蛋白で あ ろう と推測さ れ

る． 発現 ベ ク タ ー

p K K 22 3
－ 3 で は， ゐ肋 蛋白の 27 K d の

バ ン ドの み で ある こ と か ら， p E X l O の 付加的な 2 本の

バ ン ドは
， 新た に 挿入 W E V 配列 由来で あ る こ とも こ

の 裏付け とな る． p K X 6 の 場合， 1 7 K d の バ ン ド は認め

ら れ ず， こ の こ と か ら， S hi n e ． D al g a rn 0 配 列 か ら

A T G コ ドン ま で の 間が， 6b p で は短か す ぎ，1 0 b p が適

当であ る こ とが明 らか と な っ た ．

nI
． p K X l O 由来変異プ ラ ス ミ ド の 作 製と 発現 蛋 白

の 解析

plくX l O に よ り産生さ れ た 17 K d ， 1 1 K d の 2 つ 蛋 白

が X 蛋 白及 び C 抗原 N 末端部分由来蛋白で あ る こ と

を 確認 す る た め に ， p K X l O 内 の W H V 断片 内 に フ

レ ー ム シ フ ト変異及 び 欠損変異 を導入 し， 産生 蛋白の

変化を解析 した．

まず
， p K X l O の N c o 工部位 を開裂 し， 基質存在下

Kl e n o w f r a g m e n t に よ り r e p ai r した後 ，
T ． リ ガ

ー ゼ

に より閉環 し， フ レ ー ム シ フ ト
． プ ラス ミ ド p E X l O

． N

を作製 した く図 3う．
X 遺伝子 は， 1 5 0 3 位 の A T G コ ド

玉

ン か ら翻訳 が開始さ れ， 19 2 6 位の T A A コ ド ン によ り

翻訳 が終結 する ．
しか し

，
1 7 41 位の N c o 工部位 に ＋ 1

の フ レ
ー ム シ フ ト を導入 す る と

，
1 8 0 2 位 に 祈 らた に

T A A コ ド ン が 出現 し て こ こ で翻訳が 停止 する ． その

た め
，
産 生さ れ る蛋白は約 30 ％短く な り， また ， メ チ

オ ニ ン コ ド ン も 4 か ら 1 へ と減少 す るた め ， 放射性標

識畳 も大幅 に 減少 す る こ と が 予 想 さ れ る． p K X l O
－ N

マ キ シ セ ル 法 に よ り蛋 白発現後， S D S － P A G E で 解析

し たと こ ろ く図 4 フ， 予 想通 り 17 K d の バ ン ドが 消失し

た
．

次 に ， p K X l O の H i n d III部位 を開裂 し， r e p a ir 後

閉環 し p E．
X lO － H を制作 した く図3 う． こ の プ ラ ス ミ ド

は
， p K X l O に 比 べ Hi n d III部位が ＋ 1 の フ レ ー ム シ

フ トを起 こ して い る の で
， p E X ル N と同様 な機構で ，

C 遺伝子 と ベ ク タ ー との 結合部位の フ レ ー ム の ずれ に

よ り
，
1 1 K d の バ ン ドが 消失 する はず で あ る． 図4 に 見

られ る よう に ， 予想通り 11 K d の バ ン ドが 消失し
，
よ り

低分子 域 に 新た に バ ン ドが 生成 した． なお ， こ の レ
ー

F i g ． 2 ． S D S － P A G E o f e x p r e s si o n pl a s m id
－ C O d e d

p r o t e i n s i n m a x i
－ C ell s ． T w e n ty JLl o f c ell l y s a t e

a r e a p pli ed t o e a c h l a n e a n d el e c t r o ph o r e s e d i n

1 5 ％ くw ノvJ S D S －

p Ol y a c r yl a m i d e g el ． A s s h o w n

i n l a n e
LE

p K X l O
，，

，
t W O b a n d s w e r e d e t e c t e d d u e t o

th e i n s e rti o n o f th e W H V D N A f r a g m e n t ． T h e

n u m b e r s くK dJ o n t h e l e ft i n d i c a t e th e p o si ti o n of

Si z e m a r k e r p r o t ei n s ．
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ン で
，
17 K d バ ン ド が p K X l O の も の に も 比 べ や や ブ

ロ
ー ド に な っ て い る が， こ の 理 由は 不明 で ある

．
さ ら

に
， P K X lO を B a m H I ， N c o I で 開環 し， r e p ai r 後閉

環して p K X lO ． B N を作製し た く図3 1 ． こ の プ ラス ミ

ドは， 加 プ ロ モ
ー タ ー 領域全 て を 欠損 して い るた め，

も し17 K d と 11 K d の 蛋 白が W H V 断片 を 含 む 同
d

の m R N A か ら， ポ リ シ ス ト ロ ニ ッ ク な機構 で 産 生さ

れ て い る な らば ，
こ の p K X l O

－ B N で は
， 両者と も に 消

失す るは ず で ある． 図4 に 示 す通り
，
予 想通 り の 結果

が得 られ た．

以 上 の 結果か ら
，
1 7 K d の バ ン ドは X 遺伝子 産 物，

11 K d は C 抗原 N 末端由来蛋白で あ り
，
両者は 同 一

の

m R N A か ら ポ リ シ ス ト ロ ニ ッ ク な機構 に よ り産生さ

れ る こ と が 明 らか と な っ た ．

I V ． 標識 X 蛋 白 を用 い た血 清中抗 X 抗体 の 検索

W 王i V が ウ ッ ドチ ャ ッ ク に 感染後， 実際 に X 蛋白が

産生 して い る と すれ ば， 血 清中に 抗 X 抗体 が検出さ れ

る可能性が ある ．
マ キ シセ ル 法 に よ り標識 X 蛋 白を産

生後， 大腸菌 を溶菌 し， W H s 抗原 陽性， W H s 抗体 陽

性ま た は， 正常の ウ ッ ド チ ャ ッ ク 血 清を加 え免疫沈澱

し， P r o t ei n A S e p h a r o s e を用 い て 抗原抗体複合体 を

回収 した ．
なお

， 対 照群と し て p K K 2 23 －3 形質転換大

P K X l O

B a m H l

p寓
PK Xl O

－ N
B

P K X l O
． H

P K Xl O
． B N

＋ d N T P 畠

Lig a s e

N c o l
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腸菌ラ イ セ ー ト を用 い た場合， 特異的な蛋白の 沈澱 は

認 め ら れ な か っ た く結果 示 さ ずう． W H s 抗 原 又 は

W H s 抗体陽性 の 血 清の う ち5 例で
，
抗 X 抗体 と の 複

合体形成 に よ り X 蛋 白が 回収さ れ， 1 7 K d の 位置 に バ

ン ドが検出さ
．
れ た く図5 レ ー ン 2

，
3
，
4 1 ． 同時 に ，

W H c 抗体に よ り 回収 され た と 考え られ る 11 K d の バ

ン ド も 6 例 で認 め られ た
．
大 腸菌 ラ イ セ ー

トで は，

2 7 K d
，
1 7 K d

，
1 1 K d な ど多数の バ ン ドが検出 さ れ る

く図5 レ ー ン 1 うが
，
血清と の 免疫沈澱に より 回収 され

る の は 17 K d
，
1 1 K d の み で あ り

，
しか も両者の 回収量

比 が血 清 に よ り異な る こ と か ら， この 免疫沈澱 は特異

的な もの で あ る と考 えられ る
．
また

，
H B e 抗原陽性，

H B s 抗原 陽性， 及 び正常の ヒ ト血清を用 い て ， 同様 な

免疫沈澱 反 応 を行っ た く図5 ン． そ の 結果， H B 血 清

マ ー カ ー 陽性 の もの で， 3 例 中2 例 に 於て 17 K d の バ

ン ドが検出さ れ， 正 常血 清で は何れ も17 E．d の
バ ン ド

を認め なか っ た ． こ の こ とは， X 蛋白 と C 蛋白に は，

W H V と H B V の 間で 各々共通抗原性がある こ と を示

唆す る．

次に ， W B V 関連血 清 マ ー

カ ー の 発現と抗 X 抗体の

検出結果 の 関係 を表 1 に まと めた．
こ の う ち上 か ら 5

例 は， 剖検 に よ り肝細胞癌 を認 めた個体のも の で あ る ．

H i n d lll

H i n d 111

Kl e n o w f r a g m e n t

＋ d N T P s

T 4 Lig a s e 1
B a m H I N c o l

lくJe

Tご措声望
m e n t

T 4 Lig a s e

f r a g m e n t

PlくX l O
■11 P K Xl O

－ B N

十1 F r a m e 訃ift H

D el e t i o n

十1 F r 訂 m e S hift

Fi g ． 3 ． C o n s t r u cti o n o f f r a m e
－ Sh ift e d pl a s m id s ， p K X l O

－ N a n d p K X lO
－ H

，
a n d d el eti o n

pl a s m i d ， p K X l O
－ B N ． T h e s t a rti n g m a t e ri a l w a s pl a s m id p K X l O ． T h e f r a m e

－

s h if t e d－Sit e s a r e i n d i c at e d a s th e v e rti c al thi ck
－1i n e s ．
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－

X P r o d u d

一 丁r u n c a t e d

C Pr o d u 亡t

F i g ． 4 ． S D S
－ P A G E of p r o t ei n s p r o d u c e d i n m a x i

．

C ell s h a r b o ri n g f r a m e
－ S h ift e d o r d el e ti o n

Pl a s m id s ． S a m pl e s w e r e el e ct r o ph o r e s e d a s Fi g ．

2 ． 1 7 K d o r l l K d b a n d w a s di s a p p e a r e d b y th e

f r a m e － S hifti n g a t th e N c o I o r t h e H i n d III sit e ，

r e s p e c ti v el y ． F r o m th i s r e s ul t ． 1 7 k d a n d l l k d

p r o t ei n s w e r e d ed u c e d t o X p r o t ei n a n d t r u n c a t e d

C p r o t ei n ， r e S p e C ti v el y ．

玉

S 抗原陽性 の もの で は 8 例 中4 例， S 抗体陽性の も の

で は2 例 中 1 例 に 於て X 抗体を検出 した．
こ の 中で

，

肝細胞癌 を発症 し た 個体 に つ い て は 5 例 中4 例で 抗

X 抗体 を検出 した． また ， C 抗体 と X 抗体の 関連性に

つ い て は
，
C 抗体 陽性 5 例 中4 例 で X 抗体 を

，
逆に X

抗体陽性 5 例 中4 例で C 抗体を検出 した．

一 九 W H V

関連 マ ー

カ
ー 全 て陰性 の も の で は ， 全例で抗 X 抗体は

検出さ れ な か っ た ． W H V 関連 マ ー カ ー 陽性 の 血 清

が
，
W H V 感染後の 関連抗原抗体系の 変動過程の ， ど

の 位 置に あ るの か が不明 なの で ， これ 以 上 の 詳細な解

析 は で き な い が ， 以 上 の 結果 か ら X 遺 伝 子 産 物 が

W H V 感染 ウ ッ ドチ ェ ッ ク に 於て
，
産生さ れ て い る こ

と が明 らか に な っ た
．

大腸菌 X 蛋白産生系は こ の よ う に ， ウ ッ ドチ ャ ッ ク

血清の 免疫化学的検索 を可能に し たが
，
X 蛋白の 蛋白

化学軌 酵素化学的な性質を解明 す るに は
，
さ らに 高

収率で よ り X 一

特 異的な産生系が必要 とな る ． そ こ で

次 に ， S P 6 一宮乃 ワオ如 転写系． ウ サ ギ網状赤血球 ライ セ ー

ト才乃 びf 如 翻訳系 を用 い た X 蛋白の 産 生 を試み た．

V ． S P 6 依存性発 現 プラ ス ミ ドの 構成

X 遺伝 子 を無細胞蛋白発現系に よ り産生 さ せ る た

め の発 現 プ ラ ス ミ ド p S P X － 1
， p S P X

－2 は
，
S P 6 プ ロ

モ ー

タ
ー

を も つ 発 現 ベ ク タ ー

p S P 6 5 の ポ リ リ ン カ
ー

部位に W H V 2 の X 領域全て を含 むす る D N A 断片を

挿入 す る こ と に よ り構成 し た． S P 6 R N A ポリ メ ラ
ー

l a b el ed m a x i － C e11 1 y s a t e s ． T w e n t y JL l o f s a m pl e w a s a p pli ed t o e a c h l a n e a n d

el e c t r o ph o r e s e d in 1 5 ％ くw J v I S D S －

p Ol y a c r yl a m id e g el ． T h e p o siti o n o f X p r o t ei n

a n d t r u n c a t e d C p r o t ei n a r e i n di c a t e d o n th e l ef t ．
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ゼは
，
S P 6 プ ロ モ ー タ ー

を選択的 に 認識 し て転写 を行

う
．
S P 6 プ ロ モ

ー タ ー 下流 に X 領域を挿入 する こ と に

よ り， S P 6 R N A ポ リ メ ラ
ー ゼ を用 い て 単 一

な X －

m R N A を 高収率 で得
，
こ れ を ウ サ ギ網状赤血球 ライ

セ ー ト無細胞蛋白合成系 を用 い て 漸 訳させ る こ と に よ

り， X 蛋白が 産生され る と考 えら れ た．

図6 に p S P X －1
， pS P X

．2 の 作製手順 を示 す．
ま ず，

W H V 2 D N A を ， N c o I 部分消化， H i n d IIIf肖化 し
，

X 領域全 て を含 む 668 b p 断片を 得， こ れ を r e p ai r し

た ．
こ れ と は別に ， W H V 2 D N A を A l u I 消化 し X 領

域を含 む508 b p 断片 を得 た．
これ ら 2 つ の 断片 を各 々

S m a I 消 化 p M S G プ ラ ス ミ ド に 挿 入 し， M M T V

L T R プ ロ モ ー タ ー に 対 し X 領域 が順方向に 挿入 さ れ

て い るク ロ
ー ン を選択し た． これ を N h e I ． S al I に て

消化， X 領域 を含む断片を 回収後， 予 め X b a I ． S al

I 消化 して お い た pS P 6 5 に T ． リ ガ ー ゼ に よ り挿 入，

閉環 した ．
こ れ に よ り， S P 6 プ ロ モ ー タ ー 下流 に X 領

域 が 順方向 に 挿入 さ れ た発 現 プ ラ ス ミ ド p S P X ．1
，

p S P X
－2 を各々 得た ．

V I ， 無細胞 X 蛋 白発 現系の 反応条件の 検討

p S P X
－1 を用 い i n ui tr o k 写系及び翻訳系の 反応条

T a b l e l ． D et e c ti o n of a n ti － X a n tib o d y i n s e r a

f r o m w o o d c h u c k s

W o o d c h u c k s A g s A b c A b x A b

N o ． 5 ＋

N o ． 11 ＋

N o ． 1 3 十

W 4 7 ＋

W C － H C C － P l 十

A－5－99 ＋

C W 5 6 9 ＋

A － 4 －7 3 ＋

J 3 3

J 3 4

N o ． 2 1

J 2 2

W C － L a r

W C－A

一

一

間
一

一

寸

十

一

一

一

一

W C－F

P2

S A g ， S A b ， a n d c A b w e r e d et e c t e d b y H B s A g
－

R I A
，
H B s A b － R I A a n d m a xトc ell l y s a t e i m m u n o

－

p r e c ipit a ti o n m eth o d ， r e S p e C ti v e ly ． D e te c ti o n m e
－

th o d o f x A b w a s r e f e r r ed t o
く一

M a t e ri al s a n d M e 一

th o d s
，，

． N o ． 5
，
N o ． 1 1

，
N o ． 1 3

，
W 4 7 a n d W C － H C C －

P I W e r e i n di v id u al s c a r r yl n g h e p a t o c ell u l a r c a r ci
－

n o m a ． ＋
， p O Siti v e i 士 ， p S e u d o p o siti v e ニ ー， n e g －

a ti v e ．

件を検討 した く図 71 ． pS P X －1 を H i n d IIIf肖化 に よ り

開環 し， 鋳型 と した．

3 2
P － U T P を標識基質と し

，
反 応

の 基質濃度依存性 を調べ た と こ ろ く図7 － al ， 0 ．5 m M

が 至適 と な り， X － R N A の み の 単 一

の m R N A の 産生

が 認め られ た．
5
，
－ C a P 構造の 有無 は転写に 影響 を与 え

な か っ た ．

つ ぎ に 翻 訳反 応 の 経時変化 を み た と こ ろ く図7 －b

I ， 反 応開始後少な く と も 75 分間は， 反応 は時間に比

例 して進行 し， 5
，
一

C a p 構造の 有無は翻訳反応に 対 して

も 影響 を与え な か っ た ． よ っ て， 以 後は m R N A に 5
，
－

c a p 構造 を入 れ な い こ と と した．

ウサ ギ網状赤血球ライ セ ー

ト翻訳系 で は
，
蛋白の 産

生効率 は K
＋

，
M g
2 ＋

及 び m R N A 濃度 に 大きく依存 し

てい る こ と が知 られ てい る．
こ の系で はライ セ ー ト濃

度が 40 ％ くvノvう 以上 で な けれ ば効率良い 翻訳が得 ら

れ な い こと を考慮 し て
，
三 者の濃度依存性を検討 した

と こ ろ く図 7 － C
，
d
，
elE K ＋コニ 85 m M ，E M g

2＋

コニ 1 ．5 m M
，

E X －

m R N Aコニ 0 ． 0 1 7 p gJ
l
m l が至 過渡度で あ る こ と が

明ら か と な っ た ． 至適条件に お い て産生され た X 蛋白

は， S D S ， P A G E で 事実上 単 一

の バ ン ド を与え た く図

8 I ． こ の 系で の 3 5S ．メ チ オ ニ ン の X 蛋白 へ の と り こ

Fi g ． 6 ． O u tli n e o f th e m aj o r st e p s i n th e c o n st r u c －

ti o n o f S P 6－di r e c t e d e x p r e s si o n pl a s m id ， p S P X
－1

a n d p S P X
－ 2 ． T h e a ct u al s t a rti n g m a t e ri a l o f

W H V 2 i s p W H 81 ， W hi ch i s i n di c a t e d i n Fi g ． 1 ．

F u rth e r d e t ail s a r e i n
L L

R e s ult s
，，

． H
，
H i n d III i

A
，
A l u I 三 N ， N c o I ニ E ， E c o R I i S p ， S ph I a n d P ．

P v u H ．



25 4

み量は， 大腸菌産生系 に比 べ 標識基質当り ニ ケタ 以上

上昇 した．
こ の ように

， 無細胞 X 蛋白発現系 に よ り
，

予 想通 り高収率で選択的 な X 蛋白の 産生が可能 と な

り， X 蛋 白のさ らに 詳細な解析が可能 とな っ た ． な お ，

pS P X
－2 でも 同様 な結果が得 られ た ．

Wl ． 無細胞発現系 に よ り産 生 さ れ た標識 X 蛋 白 を

用 い た血 清中抗 X 抗体 の 検出

無細胞発現系産生 35S － メ チ オ ニ ン 標識 X 蛋 白 を用

い て
，大腸菌産生系の標識蛋白と同様 な方法 に て ， ウ ッ

ド チ ャ ック 血 清中 の抗 X 抗体 の 検出 を試 み た く図

9 l ． なお
， 対照群と して W H V － C 遺伝子 を p S P 65 に

a
T R A N S C R I P T I O N

4

2

く
Z
旺

X

0 1 2 3

N T P くm M l

K
J 0 0
亡m M コ

玉

挿入 し， 無細胞発現系に よ り産生 さ せ た C 抗原 を用 い

た反 応も 同時に 行 っ た
．

無細胞発 現系産生 X 蛋 白 を用 い た場合， 大腸菌産生

X 蛋 白 を用 い た 場合 に 比 べ く図 5 レ
ー

ン 2
， 3 と 図

9ン， よ り 少量の 標識化合物 の 使用 に よ り
，
はる か に 明

瞭な バ ン ド を与 えた． W H V 非感染血清で は
，
X 蛋白

の バ ン ド は検出さ れ な か っ た く結果示 さ ずJ ． な お
， 図

9 の 全て の レ ー

ン で
，
ク マ ジブ リ リ ア ン トブ ル ー

で染

色さ れ るI g G の H 鎖 と L 鎖 に 一 致す る領域 に ， 2 つ

の バ ン ドが 認め ら れ るが ， こ れ は非特異的な沈 澱に よ

る も の で ある
．

b T R A N S L A T 1 0 N

L A T 1 0 N

M 露m M つ
4

F i g ． 7 ． E ff e ct o f c o n c e n tr a ti o n o f r e a cti o n c o m p o n e n ts o n i n vi tr o tr a n s c ri pti o n a n d

i n vi t n tr a n sl a ti o n ．

くal E ff e c t of c o n c e n t r a ti o n of n u cl e o ti d e t ri p h o s p h a te s o n i n vi tY V t r a n S C ri pti o n ．

T h e r e s ult s w e r e pl o tt e d a g ai n st N T P s c o n c e n t r ati o n s ． V e rti c a l a x i s i s i n di c a t e d
i n a n a r bit r a r y s c a l e ． 0 ， in th e a b s e n c e o f c a p pi n g a n al o g u e ニ ． ，i n th e p r e s e n c e o f
C a p pi n g a n al o g u e ． くbI T i m e c o u r s e o f i n ui tr o t r a n sl a ti o n ． V e rti c al a x i s i s
i n d i c a t ed in o p ti m a l s c al e － O a n d ． a r e s a m e t o くal ． くc H el E ff e c t o f c o n c e n t r a ti o n
O f K 十

，
M g
2 ＋

，
a n d X －

m R N A o n i n vit 和 t r a n Sl a ti o n ． P r o d u c ti o n o f X －

m R N A o r X
p r o t ei n d u ri n g t r a n s c ri p ti o n o r t r a n sl a ti o n w e r e m e a s u r e d b y a d e n sit o m e t e r a ft e r
r a d i o a u t o g r a p h y ．
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こ の よう に
，
検出感度の 向上 に 伴 っ て

，
血清 中の 抗

X 抗体 レ ベ ル の 定量 的な比較も可能と考え られ る．

考 察

H B V が ヒ ト に 感染後， 急性肝炎， 慢性肝炎， 肝硬変

を発症 させ ， さ ら に は肝細胞癌の 発症 と密接な関連性

を有し て い る こ とは ， 疫学的に 明ら か と な っ て い る り．

しか し なが ら， H B V の 感染が 肝癌の発症 に 於て 第
一

義的役割 を持つ の か そ れ と も副次的役割 しか 持 っ て い

な い か は， 分子 生 物学的 レ ベ ル に お い て は何ら明 らか

に さ れ て い な い ． H B V は こ れ まで の 研究か らが ん 遺

伝子 を持 っ て い な い こ とが 明 ら か と な っ て お り6I
，
が

ん遺伝子 の 宿主 D N A へ の 挿入 に よ る発癌 の可能性は

明確 に 否定さ れ る． それ ゆえ
，
H B V と肝癌発生 の 関連

性を解明す る に は， それ以 外の機構 を へ た発癌 の可能

性 を検討す る必 要が あり ， その 端緒 と な るの は
，
H B V

ウイ ル ス ゲ ノ ム の 塩基配列お よ び コ ー

ドさ れ る遺伝子

産物の も つ 基本的性質の 記載 で あ る と考 える．

H B V の 共通の 祖先か ら進化 した 同族の ウイ ル ス 群

岬 嘲

粥 妙 ヨ鰹

敬二鳶十て

2 5 －
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2 5 5

くヘ パ ドナ ウイ ル スJ が存在 してお り
， 群内の ウイ ル ス

は宿主 を異 に す る の に 加え， 病理学的性質に も 顕著 な

差異 を有 す る こ と が知られ て い る
．

へ パ ドナ ウイ ル ス

に 属 す る甲B V ， W H V ， G S H V ， D H B V くd u c k

h e p a ti ti s B vi r u sl のな か で は， W H V は H B V よ り

も強い 発癌性 を有 し
2I 1 9I
， 宿主 ウ ッ ドチ ャ ック は， 感染

後 2 へ 3 年 で 肝硬変 を経ずに 肝癌を発症 する こ と が知

られ て い る
．

一 方 ， G S H V は
，
W H V と極め て 近縁 の

ウイ ル ス で あ るに も かか わ らず， 弱 い発癌性 を有する

に す ぎな い 4 榊 1 ． 筆者 らは先 に ， ヘ パ ドナ ウイ ル ス 4 種

9 ク ロ ー ン の 塩基配列， ア ミ ノ 酸配列を定量的に 比較

し
，
ウイ ル ス に コ ー

ドさ れ る 4 つ の遺伝子 の進化速度

が各々 異 な り
，
X 遺伝子 の 進化速度が最 も速い こ と を

明 らか に した 封． また
，
X 遺伝子 の進化速度が ， H B V

亜 型間と リ ス 肝炎ウイ ル ス くW H V
，
G S H V l 間で異 な

る傾向がある こ と を見 い だ した引． X 遺伝子 は非常 に

速 い進化速度 を持ち なが ら も
，
O R F の ゲ ノ ム 上 で の 相

対的位置， 分子 量， 蛋白の 一 次構造の基本的特性 な ど

はよ く保存 され て お り， こ の こ とは X 遺伝子 が ウイ ル

ス の 感染， 複製あ る い は肝疾患の発症過程の中で何ら

か の 重要 な性質 を保持 して い る こ との反 映で あ ろう と

考 えた．
こ う した こ と か ら， H B V と肝発癌の関連性 を

解明す る上 で ，
こ の

l 上

兼知 の遺伝子
，，

の性質の解明 は

重要である と考 えられ る． 筆者ら は
，
その た め の 第

一

段階と して， X 遺伝子 産生 の わz び才加 で の発現系 の 開

発 を試み た． 出発 D N A は， 先述のよ う な理 由の た め と

卜肝癌と H B V の関連を調 べ る有力な系と され る ウ ッ

Fi g ． 9 ． D e t e c ti o n o f an ti － X a n tib o d y b y i m m u n o
－

p r e ci pit a ti o n u si n g
35
S －

m e th i o n i n e l a b el ed X

p r o t ei n s y n th e si z ed b y th e c ell
．f r e e e x p r e s si o n

S y S t e m ．

F u rt h e r d et ail s a r e i n
E L

M a t e ri al s a n d M e th o d s
，，

．



2 56

ドチ ャ ック ． W li V 系か ら W H V D N A を用 い た ．

大腸菌発現 プラ ス ミ ドは， 発現 ベ ク タ ー 内の ねC プ

ロ モ ー

タ
ー

の 直下流 に W H V X 遺伝子 本来の翻訳開

始 A T G コ ド ン が くる よう に 構築 し， n O n －f u s e d の f u ll

l e n gth の X 遺伝子 産 生を発現させ る よう に した．
こ れ

ま で報告され た X 蛋白産生系は， ほ とん どが 大腸菌蛋

白な どと の融合蛋白 くfu s e d p r o t ei n l で あ り， X 蛋 白

の N 末端部分 を欠 き， そ の 代 わ り に 大腸菌ガーガ ラ ク

ト シ ダ ー ゼ現川I
， ア ン ス ラ ニ ル 酸 シ ン タ ー

ゼ
1 幻
，
0 乃ゆF

蛋白
2 u あ る い は S V 4 0 V P 2 蛋白71な どの N 末端 を有

し てい る．
こ の よう に 蛋白の N 末端部分 を別の 蛋白 で

置換 した場合， 蛋白内の 各領域 を持つ 抗原的性質 は保

持 され る と して も ， 蛋白が， r 分子J と し て保持 して い

る性質が変化 して しまう可能性が考え られ る ．
これ は

特 に
．く

未知 の蛋 白
，，

の性質 の 記載に お い て は特に 注意

す べ き と 考え られ る．
しか し， n O n

－f u s e d で f u ll l e n gth

の 蛋白の場合， こ の 危険性 は回避さ れ る．

X 蛋白産生は まず Jd C i Q 宿主 を 用 い
，
I P T G 添加 に

より脱抑制 くd e r e p r e s sl させ る こ と に よ り行 っ た が，

十分な産生 は得 られ な か っ た
．
K a y ら もI a c Z

－ H B x

融合蛋白の産生 を同様な系で行 っ て い るが 8I
，
l a m b d a

CI 遺伝 子 の 系で 報告 され て い る よう な高 レ ベ ル の 発

現
2 21 に は成功 して い な い ． こ の 原因 と して は， i う X 遺

伝子 と大腸菌の コ ド ン 使用頻度分布 が大幅 に 違うた め

有効な翻訳が で き な い， iり 産生 され た X 蛋白が 大腸

菌の内在性 プ ロ テ ア ー ゼ活性 に よ る 分解 され て しまう

こ とが 考え られ る ．
X 遺伝子 と大腸菌 コ ド ン 使用 頻度

分布 くO g a s a w a r a 私信ンの比較 を行 っ た と こ ろ， X

伝 子 内 に頻 繁 に 出現す る ア ミ ノ酸 コ ド ン の使用 頻度

が
，
大腸菌 で は低 い な どの 結果が得 られ た が ， 現在の

と こ ろ定量的比較 を行う指療を持っ て い ない た め， こ

の 可能性は肯定も否定もで きな か っ た ． 後者に つ い て

は， わ乃
一

変異株 を用 い て X 蛋白を産生 させ た が， 発現

量が増加 し なか っ たの で否定さ れ た． C hi s a k a ら
1 引 は

，

ム 坤 8 H 株 で H B x の N 末 端 9 ア ミ ノ 酸 を 大腸 菌

叛成 蛋白の N 末端で置換 した 融合蛋白 を用 い て お り

こ れ ら の 差異が筆者 らの 結果と の適 い の 原因とな っ て

い る こ とが 考え られ る．

宿主を 相 承．． 狛ル A 株と し，
マ キ シ セ ル 法 を用 い た

と こ ろ X 蛋白 の産生が確認 さ れ た． こ の 方法 は
，
コ

ピ
ー

数 の多い プ ラ ス ミ ド に コ ー ド され る蛋白の産生に

有効である．
マ キ シ セ ル 法 に よ り雇生 され た標識 X 蛋

白 を用 い て， ウ ッ ドチ ャ ッ クお よ び ヒ ト血清中の抗 X

抗体の 検索 を行 っ た と こ ろ， 両者 で抗 X 抗体が検出さ

れ た． H B V と W H V で は
，
X 蛋 白の 配列が かな り逮

う に も かか わ らず， こ の よ うな交叉 反応性が み とめ ら

れ る こ とは
， 各々 の X 蛋白の抗原的性質に 有意な類似

玉

性 が あ る こ と を 示 唆 す る． 筆 者ら は先 に ， W H V と

H B V の X 蛋 白 の ア ミ ノ 酸 配列 お よ び ハ イ ド ロ パ

シ ー
． プ ロ ッ ト を比 較 し， 両 者共 ， 蛋 白中央部と N 末

端部分 に 強い 疎水性の 領域 を認 め る な ど， い く つ か の

構造の 類似性を見 い だ した が く結果示 さ ず1
，
こ の こ と

とも
一 致す る． ウ ッ ド チ ャ ッ ク で の 抗 X 抗体検索の 結

果 を， 他の 血 清中 W H V マ ー

カ ー と比 較す る と， S 抗

原陽性 で は 8 例 中4 例 で ， S 抗体陽性2 例 中1 例で
，
ま

た 担癌個体 く全例 S 抗 原陽性J で は 5 例中 4 例 に お い

て
，
X 抗原産生 の 履歴 を認 めた ． W H V 感染後 の血清

マ
ー カ ー 遷 移の ど の段階で採血 し た の か が 不 明の た

め
， 詳細 な検討が でき な い が

，
M o ri a rt y ら

7，
，
K a y ら

81
，

M e y e r s ら
1 4Jが

，
H B V に 感 染 し た ヒ ト 血 相中 の抗

H B x 抗体 を検索 した 結果と 比 較す る と， 全体 と し て

の X 抗体陽性血清率 は， ウ ッ ドチ ャ ッ ク の ほ うが 高い

債 を示 した．
また

， 担癌個体 の陽性率 は， M o ri a r ty ら

の 肝細胞癌患者の 値 く72 ． 7 ％1 と よ く似た値 で あ っ た ．

こ の こ と は
， 肝炎 ウイ ル ス 感染者が肝癌ま で移行する

率が ウ ッ ド チ ャ ッ ク の ほう が と 卜よ り高い こ とと
， 何

らか の 関連性が あ る可能性 を示唆す る．
ま た

， 担癌個

体ま た は患者 で の 陽性率が よ く似た 傭を示 す こ と は
，

発癌過程 で の X 蛋白 の 寄与が 二 つ の ウ イ ル ス で似 て

い る こ と の 反映 な の か も しれ な い
． し か しな が ら，

M o ri a r t y らが X 蛋 白の
一 部に 対応す る合成 ペ プ チ ド

に 対 して調製 し た抗血 清 を用 い て， H B V 感染 患者血

清か ら検出した 28 K d の 蛋白は
， 他の研究者 に よ っ て

は 全く検出され な い な ど， 批判的な 見解 も存在する た

め
，
さ ら に 検討を進 め る必要がある ．

他の H B マ ー カ ー

と H B x との 関連 は
， 抗 X 抗体と

抗 H B e 3 抗体 に緩 やか な相関があり他の マ ー カ ー

とは

あま り相関が な い と い う 報告
1 け や

，
X 抗体 の 発現は C

抗体 の発現 と相関して い る と い う報告2 3Iな ど相反 する

報告が あり
，
現在 の と こ ろ 一 致 した 見解 は な い ． 筆者

ら の結果で は，C 抗体 と X 抗体 の 発現 は相互 に 80 ％の

確率で 重 複が認 め られ ， 後 者と の 類似性 を示 した．

マ キ シ セ ル 法 に よ り産生 した X 蛋白 に よ り以 上 の

よう に い く つ か の興味あ る知見が得ら れ た が
，
そ の 産

生量 は X 蛋白の 蛋白化学的 ． 酵素化学的性質の解析の

た め に は 少な す ぎ， また紫外線照射量 の ズ レ に よ り宿

主 蛋白の産生量 の上 昇が み られ る時が あ り， 操作が 煩

雑 な どの 欠点が あ っ た ． 本研究の 後半 で検討 した S P 6 －

ウサ ギ網状赤血球 ライ セ ー

ト系 を用 い た わ7 び才わで 産 生

系 は， こ れ ら の 欠点の 多く を克服 した．
こ れ ま で ， 大

腸菌産生 X 蛋白で行 っ た 免疫学的解析 を g乃 び才わり 産

生蛋白で 反復 し， より 高感度 で良好な結果 を得て い る．

最近 ，
X 蛋白 の細胞内局在や蛋白と し ての機能 に 関

す る知見が得 られ つ つ あ り1 引叫
，
また X 遺伝子 とが ん



ウ ッ ドチ ャ ッ ク肝炎ウイ ル ス X 遺伝子 産物の発現

遺伝子 の 機能関連性 を示 唆 す る 報告 もで は じめ て い

る． 今後， X 遺伝子 産生の 蛋白と しての 基本的性質の

記載は， よ り 重要 に なる と思わ れ， 玩H 減れ 産生系 を

用 い た X 蛋 白の 研 究は こ の 面 で 有効性 を発揮 す る と

思 わ れ る．

結 論

W E V の X 遺伝子 を， 玩J 扉 和 産生系 に よ り発現さ

せ
，
生成 し た X 蛋白 を用 い て 免疫学的方法 に よ り ，

W 王1 V 感染 ウ ッ ド チ ャ ッ ク血 清中 に 抗 X 抗 体 を検出

し
，
以 下の 結論 を得た ．

1 ， W H V の X 遺 伝子 全 て を含 む D N A 断片 を 大

腸菌発現 ベ ク タ ー

p K K 22 3
－3 に 挿入 し， 発現 プラ ス ミ

ド p K X l O を作製 した．

2 ． p E X l O に コ
ー

ド され る蛋白 を マ キ シ セ ル 法 に

よ り発現さ せ ， 挿入 D N A 断片特異的な 17 K d
，
1 1 K d

の 二 種の 蛋白 を同定 した
．
フ レ ー ム シ フ ト変異， 欠損

変異 を p K X l O 内に 導入 す る こ と に よ り1 7K d は X 蛋

白， 1 1 K d は C 抗原 N 末端部分由来の 融合蛋白で あ る

こ と を明ら か に した
．

3 ． 生成 し た 3 5S － メ チ オ ニ ン 標識 X 蛋 白 を 含む マ

キシ セ ル 溶 出液 を用 い た免疲沈澱 に よ り
，
W H V 感染

ウ ッ ドチ ャ ッ ク 血清 よ り抗 X 抗体 を検出 した．

4 了X 蛋白発現効率の 向上 と操作 の簡便化 の た め，

S P 6 一 依存性発現 プ ラ ス ミ ド pS P X － 1 及 び p S P X －2 を

作製 した．

5 ■ p S P X－1 を S P 6 R N A ポ リメ ラ
ー ゼで 転写後，

ウサ ギ網状赤血球 ライ セ ー

トに よ り無細胞的 に都訳さ

せ
，
X 蛋 白を高収率 で し か も簡便 に 産生させ た． 産生

した X 蛋白 に よ り ， 抗 X 抗体 を大腸菌産生系 に 比 べ

高感度 で 検出 した． pS P X
－2 で も 同様 な結果 を得た．
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