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ヒ トB 型肝炎ウイ ル ス 及 びウ ッ ドチ ャ ッ ク肝炎ウイ ル ス の

P r e C － C 及 び C 遺伝子 の H e L a 細胞 に お け る発現

金沢 大学内科学第 一 講座 く主任 こ服部 信鍬 酎

下 田 敦
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ヘ パ ド ナ ウイ ル ス の プ レ コ ア含有 C 遺伝子 くP r e C － Cl は
，

2 種の ポ リ ペ ブタイ ドす なわ ち P r e C － C

と C と を コ
ー

ドし
，

こ れ ら は ウイ ル ス の 生活環 に お い て 異な っ た 役割 を持っ て い ると考 えられ る
． 今 臥

著者 は個別に こ の 2 つ の ペ ブ タイ ドが 安定 に発 現す る動物培養細胞系を作製した ．
ウ ッ ドチ ャ ッ ク肝炎ウ

イ ル ス くW H V 2I お よ び ，
ヒ ト B 型肝炎 ウイ ル ス くH B V a d rl ゲ ノ ム の P r e C － C また は C 遺伝子 を ， B k o

gP t 選択可能な発現 ベ ク タ ー

p M S G の マ ウ ス乳癌 ウイ ル ス くM M T VI L T R の 下流の ポ リリ ン カ
ー

部位 に

挿入 した
．
こ れ らの プラ ス ミ ド D N A をリ ン較カ ル シ ウム との 共沈澱 法に よ り

，
H e L a 細胞に トラ ン ス フ ェ

ク 卜した ． G P T 耐性株数は単位 D N A 量当り 同程度で あり
，
その 出現頻度は P r e C 含有の 有無に 関係な く ，

ま た W H V
，
H B V の 別 に 関係 なく ほ ぼ

一

定で あ っ て
， P r e C － C や C の 発現が

，
H e L a 細胞に 対 して 細胞障

害 を与 える こ と を示 す に 至 ら な か っ た ． D N A と R N A は グア ニ ジ ン ．

イ ソ チ オ シ ア ネイ ト法を用 い て抽 出

し分 析 した ． W H V P r e C － C 6 楓 W H V C 5 株－ H B V P r e C ． C 3 株，
H B V C 5 株 に つ い て D N A の 組

み込 み 様式をサ ザ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ に よ り検討 し
， 導入 した プ ラ ス ミ ド D N A の タ ン デ ム な組み込 み が認

め られ た ． j
－

ザ ン ブ ロ
ツ テ ィ ン グに よ り比 較検討 した と こ ろ

，
P r e C － C 及 び C の 各ク ロ

ー ン ごと に 発現量

に 大 きな羞が 認め られ た
．

また
，
デ キ サメ サ ゾン 添カロに よ り全 m R N A 量 は約 10 倍の 増加を示 した ． H B V

P r e C － C を持 つ ク ロ
ー ン に お い て， S l マ ッ ピ ン グ を行 な っ たと こ ろ

， 転写は M M T V L T R の プ ロ モ ー タ ー

を用 い て行わ れ て い る こ とが 確認さ れ た ． 免疫組織学的染色法 に よ り
，

コ ア蛋白の存在を確認 した ． 1 次

抗体 と して マ ウ ス抗 H B c I g G ，
2 次抗体と して ビ オ チ ン 化抗 マ ウス I g G を用 い さ ら に

，
アル カ リ フ ォ ス

フ ァ タ ー ゼ基質 に よ り赤色 に 発色させ た ． H B V P r e C － C 遺伝子 が 組み込 まれ た細胞株 で は
，

コ ア 蛋白が細

胞質 に び漫性に 存在 する傾 向が 認め ら れ ，

一 方， H B V C 遺伝子 が組 み込 まれ た細胞株 では
，

コ ア蛋 白は

核 に 存在する 傾向が認め られ た ． 同様 な傾向が W H V D N A 含有株 で も認めら れ た ．

K e y w o r d s h e p a d n a vir u s
，
H B V

，
W H V

，
C O r e a n tig e n

，
e a n ti g e n

血 中 H B e 抗原 は ヒ ト B 型肝 炎の 感染性 の マ ー カ ー

ある い は B 型慢性肝炎の 活動性 の マ
ー カ ー

と 言わ れ
，

ヒ ト B 型肝炎ウイ ル ス くh e p a titi s B v i r u s
，
H B V l 産

生状態 を知 る有力な 手が か り で あ る
り

． こ の 可溶性蛋

白 は コ ア粒 子 中に も 証明 さ れ
，
H B c 抗原の 蛋白分解処

理 に よ っ て出現 す る こ と が解明さ れ た
2 I

．
これ に よ り

H B V 構成蛋白に 関 す る抗原抗体系は S 抗原抗体系及

び C －

e 抗原抗体系と し て系統 だ っ た 理解が 可能と な っ

た ．
S 遺伝子 と同様 に C 蛋白遺伝子 に も P r e C 配列が

存 在 す る こ と が D N A 配 列 か ら 読 み 取れ
， さ ら に

P r e C －C 蛋 白の 確認が最近行 なわ れる と とも に
，
P r e C －

C と C が 異 な っ た 挙動 を示 す こ とが 示 唆さ れ た
封

．

H B V 産生時に お ける H B c 及 び H B e 抗原 の 生成機構

と局在と 分泌機構 の 解明は肝炎の 病像 を理解す る 上 か

らも重 要な課題 で あ り ，
P r e C の 機能解明が急が れ た ．

今回
，

著者は P r e C － C と C の 発現系を動物細胞系で 構

A b b r e vi ati o n s こ F a
－
3 2 Pコ d C T P

，
d e o x y c y tidi n e 5

，
－F a

．
3 2 Pj t rip h o s p h a t e ニ H B V

，
h e p atiti s B

Vir u s ニ L T R
，
l o n g t e r m i n al r e p e at ニ M M T V

，
m u ri n e m a m m a r y t u m o r vi r u s ニ P B S

， p h o s －

p h a t e －b uff e r e d s ali n e ニ S D S
，

S Od iu m l a u r yl s u lf at e i S V 4 0
，

Si m i a n vi r u s 4 0 i W H V
，

W O O d －

Ch u c k h e p a titi s vi r u s ．
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成 し
，

その 発現 の 調節 を可能と した の で報告す る ．

材料 お よ び方法

工
． 使用 菌株 およ び プ ラ ス ミ ド

1 ． 使用 菌株

大腸菌 H Bl O l 株 を プ ラ ス ミ ド の 形 質転換宿 主 と し

て用 い
， 各種形質転換株 よ り

，
プ ラ ス ミ ド の 調製 を行

な っ た
．

2 ． プラ ス ミ ド

p M S G は 図1 に 示 す よう に M M T V の L T R
， S V 4 0

の 初期 ス プ ライ ス 領域
，
同ポ リ ア デ ニ レ ー シ ョ ン 領域，

同初 期プ ロ モ ー タ ー 領J乳 お よ び 大腸 菌 g p t 遺伝子 を

含ん で い る ． M M T V の L T R 内 に ホ ル モ ン 受 容体 が

あ り ， グ ル コ コ ル チ コ イ ドに よ り M M T V の L T R の

下流の遺伝子発現が 誘導され る ．

H ． 試 薬 類

特 に 会社名の 記載の な い 各種制限酵素は宝酒造株式

会社の 製品 を， ア ガ ロ
ー ス は宝酒造株 式会社 の 製品 を，

低 融 点 ア ガ ロ ー ス は F M C コ
ー

ポ レ
ー シ ョ ン くU ．S ．

A ．コ の シ ー プラ ー ク アガ ロ ー ス を用 い た ．

ニ
ッ ク トラ

ン ス レ ー シ ョ ン キ ッ トは ベ ー リ ン ガ ー ． マ ン ハ イ ム 山

之 内株式会社，
マ ル チ プ ライ ム D N A ラ ベ リ ン グ シ ス

テ ム くコ ー ド R P N ．1 6 0 11 お よ び E a
－
3 2
Pコd C T P くン

W H V

P r e C
－

C

C

S p h l R s a l

F o k l R s a t

P B R 3 2 2

0 ri

田

3 0 00 C iノm m o り は い ず れ も ア マ シ ャ ム ー ジ ャ パ ン株式

会社か ら購入 した ． こ れ以 外の 試薬で特 に 会社名の 記

載の な い も の は い ず れ も和光純薬株式会社の 製品を用

い た
．

H L プ ラ ス ミ ド D N A の 調 整及 び形 質転換

1 ． プ ラ ス ミ ド D N A の 調整

プ ラ ス ミ ド D N A は 大 腸 菌 H B l O l 株 か ら

Bi r n b oi m ． D ol y の 方法
4 1 に 従 っ て抽出し た ．

2 ． 形 質転換

プ ラ ス ミ ド D N A 及 び組み 換 え体 D N A は塩 化カ ル

シ ウム 法別 に 従 っ て 大腸菌 H Bl O l 株 に 導入 した ．

I V ． 培養細胞及 び発現誘導

H e L a 細胞 は非働化 く56
0

C
，

3 0 分1 10 ％牛胎児血清

くB O C K N E K ラ ボ ラ トリ
ー

ズ
，

カ ナダ1 含有イ ー グ ル

M E M 培地 く日水製薬株式会社うで 培養 した ． こ の 培地

に は， さ ら に し グ ル タ ミ ン く最終濃度こ0 ． 0 3 ％1 ， 7 ％

炭酸水素ナ トリ ウ ム く最終濃度ニ 0 ． 15 ％H 大塚 製薬株

式会社う， 硫酸カ ナ マ イ シ ン く最終濃度i O ． 0 5 m gノm lさ

く山之 内製薬株式会社う を添加 し た ．

M M T V L T R に よ る発現 誘導の 条件は
，

ト ラ ン ス

フ ェ ク ト後 24 時間 で デ キ サ メ サ ゾ ン くSI G M A ケ ミ

カ ル カ ン パ ニ ー

，
U ．S ． A ．J I JJ M 添加後 16 時間以上 処

理 した
即

．

H B V

R s eり R s a l

A J u I R s a l

ニニ
ー

ー

ニニー

ー

ー了二

Fig ． 1
．

P l a s m i d D N A c o n st ru C ti o n ．

P r e C － C o r C r e gi o n f r a g m e n t o f c l o n e d W H V 2 0 r H B V a d r

W a S i n s e r t e d i n t o th e p ol yli n k e r si t e d o w n st r e a m t o M M T V

L T R o f p M S G pl a s m i d h a vi n g E c o gi Jt g e n e a S th e s e l e c ti v e

m a r k e r ．



P r e C － C 及 び C 遺伝－1
1
u
－
j H e L a 細胞に お ける 発現

V ． 組 み 換 え D N A の 作成 及 び培養細胞 へ の 導入

1 ． 組み 換 え D N A の 作成

1 う p M S G ベ ク タ ー

発現 ベ ク タ ー

P M S G の M M T V L T R 下 流の ポ リリ

ン カ ー 部位 を制限酵素 S m a 工 で 消化 し
，

フ ェ ノ ー

ル ．

ク ロ ロ ホ ル ム 抽出，
エ タ ノ ー ル 沈澱後 CI P 処理 く仔牛

小腸 由来 ア ル カ リ 性 フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 0 ． 25 U J D N A

声g ，
3 アC 2 時間H ベ

ー

リ ン ガ
ー

． マ ン ハ イ ム
， 西 ドイ

ツI L た
． 非活性化 は 25 m M E D T A

， 0 ． 5 ％S D S
，
6 5

O

C

l 時間で行な い
，

フ ェ ノ ー ル ． ク ロ ロ ホ ル ム に よる 有

機溶媒抽出 をさ ら に 3 回繰 り返 し た
．

2 j ウ ッ ド チ ャ ッ ク 肝 炎 ウ イ ル ス くw o o d c h u c k

h e p a titi s vi r u s
，
W H V I P r e C ． C の 作成

W fl V 2 ゲ ノ ム を縦列配列 くt a n d e m l に 持 つ プ ラ ス

ミ ド p S V N W よ り制限 酵素 E c o R I を用 い て 3 ． 3 k b p

の D N A 断片を単離し た ． さ ら に こ れ よ り 図1 左に 示

す よ う に
，

プ レ コ ア含有 C 遺伝 子 く193 1－25 84 J を 含

む D N A 断片を単離す る ため に S ph I
，
R s a I を用 い

て二 重消化 し，
S p h I く19 12 トR s a I く25 951 か ら成 る

P r e C － C 断片を得た
．

T 4 D N A ポ リ メ ラ ー ゼの 3
，
一 5

，

ユ キ ソ ヌ ク レ ア
ー

ゼ 活性 を利用 し て
，

S p h I く1 91 2 I

の 付 着 末 端 を 平 滑 化 し 発 現 ベ ク タ ー

p M S G の

M M T V L T R 下流 の S m a I 部位 に 順方向に 挿入 し
，

W H V P r e C － C を作成 し た．

3 う W H V C の 作成

同 様 に 3 ． 3 k b p の E c o R I 断 片 よ り C 遺 伝 子

惚121 －258 4う を 含 む D N A 断片 を 単 離 す る た め に

F o k I 消化 し
，
20 0 b p の F o k I 断片 く200 6 －220 61 を

4 ％ ポ リア ク リル ア ミ ド ゲル に て 分離回収 した ．
こ の

F o k l 断片 く20 0 6 －22 0 6う を C王P 処 理 し た う え で
，

H i n d III 消 化 し 1 8 4 b p の F o k I く20 0 6トH i n d III

く21 9 01 断片 を得た ． ま た
一 方 3 ． 3 k b p の E c o R I 断片

を H i n d III t R s a I を 用 い て 二 重 消 化 し 405 b p の

H i n d III く21 9 0l － R s a I く25 951 断片 を 分離回 収し た ．

こ れ ら の 二 つ の 断 片を T 4 D N A リ ガ ー ゼ を用 い て

H i n d III 末端 で 結合さ せ た ．
こ の 時 R s a I 末端 で の 再

結合 を防ぐ た めに
， 再度制限酵素 R s a 工 で消化し た ．

CI P 処理 し た F o k I く20 06 1 末端 を T 4 ポ リヌ ク レ オ

チ ド キナ ー ゼで 再び燐酸化 し，
K l e n o w フ ラ グ メ ン ト

に て F o k 工 の 付着 末 端 を 平 滑 化 し
， 発 現 ベ ク タ

ー

p M S G の M M T V L T R 下流の S r n a I 部位 に 順方向

に 挿入 し
，

W H V C を作成 した ．

4 1 H B V P r e C － C の 作成

H B V a d r ゲ ノ ム を持 つ プ ラ ス ミ ド p B H B 4 よ り 制

限酵 素 B a m H I を用 い て 3 ．2 k b p の D N A 断片 を単

離 した ． さら に これ よ り図1 右に 示 す よう に
，

プ レ コ

ア 含有 C 遺伝子 く169 6 －23 2 41 を含む D N A 断片を単

18 1

離す る ため に R s a 工 を用し 1 て消化し
，

R s a I く1 6 4 2 ト

R s a I く23 7 7j か ら成る P r e C ． C 断片を得た
．

こ れ を発

現 ベ ク タ ー

p M S G の M M T V L T R 下 流の S m a I 部

位に 順 方向に 挿入 し ，
H B V P r e C ．C を作成 した ．

5 1 l－I B V C の 作成 ．

同 様 に 3 ■ 2 k b p の B a m H I 断 片 よ り C 遺 伝 子

く1 77 3
－

23 2 4ンを含む D N A 断片 を単離する た め に
，
4 1

で得た R s a I く16 4 2 トR s a I 仁23 7 71 断片を Al u I で

部分消化し
，
6 30 b p の A l u I く1 7 47l － R s a I く23 7 71

断片 を 4 ％ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル に て 分離 回収 し

た ． こ の 断片を発 現 ベ ク タ ー

p M S G の M M T V L T R

下流の S m a I 部位に 順方向に挿入 し ，
II B V C を作成

した
．

6 I 培養細胞 へ の 導入

こ れ らの プ ラ ス ミ ド D N A を燐酸カ ル シ ウ ム と の 共

沈澱法7I
に よ り 10 へ 3 0 ％ コ ン プ ル エ ン トの E e L a 細胞

に トラ ン ス フ ェ ク ト した
．

プラ ス ミ ド D N A 量は 直径

1 0 c m デイ シ ュ 当り 10 ノ上g と し た
．
2 4 か ら 4 8 時間後

H A T 培 地8J
に て G P T 選 択 を か け

， 約 3 週 間 後 に

G P T 耐性 トラ ン ス フ ォ
ー

マ ン トを単離した ． H A T 培

地は
， 前述の 10 ％牛胎児血清含有 M E M 培地 に 50 X

H A T 溶液 くFl o w ラ ボラ トリ ー ズ
， 英国1 ， ア ミ ノ プ チ

リ ン く2 声gノm lう，
ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 く25 声gノm り

くSI G M A ケ ミ カ ル カ ン パ ニ ー

， U ．S ．A ．J
，
グリ シ ン く10

jL gl m ll 及 びキ サ ン テ ン く250 FL gl m l
， p H l O ． 51 を加

え て 作 製 し た
．

そ の ほ か に 培 養 細 胞 株 と し て
，

W H 2 5 7 G E l O 91
， P L C I P R F1 5

1 01
，

H e p
－ G 2 川

， H u H － 7
1 2 I

を用 い た
．

V l
． サ ザ ン及 びノ ー ザ ン ． ハ イプ リダ イゼ イ シ ョ ン

R N A 及 び D N A は ， グ ア ニ ジ ン ．イ ソ テオ シ ア ネイ

ト法1 31
を用 い て同時に 抽出し た．

1 ． サ ザ ン ． ハ イ プリ ダイ ゼイ シ ョ ン

サ ザ ン ． ハ イ プリ ダイ ゼイ シ ョ ン 川
は

， 培養細胞 より

抽出し た場合 は
，

10 ノJ g の D N A 試料 を，
プ ラ ス ミ ド

D N A の 場合は， 約 0 ■ 5 へ 1 ，O JL g を
，
0 ．5 FL gノm l の エ チ

ジウ ム ． ブ ロ マ イ ド を含 む 1 ． 0 ％ア ガ ロ
ー

ス の 水平 ゲ

ル に の せ 電気泳動 に て分画し た
． 泳動結果を撮影 後

，

ア ル カ リ処 理 く1 ． 5 M 塩化ナ トリ ウ ム
，

0 ．5 M 水酸化

ナ トリ ウムうを 30 分行な い 次い で 中和処 理 く1 ． 5 M 塩

化 ナ トリ ウム
， 0 ．5 M T ri s

－ H C l p H 7 ． 2
， 1 m M エ チ

レ ン ジア ミ ン 四酢酸ニ ナ トリ ウムうを30 分行 な い
， 毛

細管現象に よ りナイ ロ ン膜 H y b o n d － N け マ シ ャム ．

ジ ャ パ ン株式会社1 に プ ロ ッ ト し
，
D N A の 吸着面 を下

に し て 5 分間紫外線照 射し た ．
プ レ ハ イ プリ ダイ ゼ ー

シ ョ ン は
，

プ レ ハ イ プ リ グイ ゼ ー シ ョ ン 溶液 川 ， 9 M

塩化 ナ トリ ウ ム
，9 0 m M ク エ ン酸三 ナ トリ ウム

，0 ． 1 ％

牛血 清ア ル ブ ミ ン く生化学 工 業株式会社う
，
0 ． 1 ％フ イ



1 8 2 下

コ
ー ル くSI G M A ケ ミ カ ル カ ン パ ニ ー

， U ．S ． A ．l
，
0 ．1 ％

ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン くSI G M A ケ ミ カ ル カ ン パ

ニ ー

， U ．S ． A ．コ， 0 ． 5 ％ ドデ シ ル 硫酸 ナ トリ ウ ム く半井

化 学薬品株式 会社1 ， 10 0 JL gl m l 変 性 サ ケ精 子 D N A

くSI G M A ケミ． か レカ ン パ ニ ー

， U ．S ．A ．1 中で 65
0

C
，

1

時間以上 行 な っ た ． プ レ ハ イ プ リ グイ ゼ ー シ ョ ン 溶液

を除去後，
ブ ロ

ー

プ D N A を含 む新 た な プ レ ハ イ プ リ

グイ ゼ ー シ ョ ン 溶液 を加え， 6 5
0

C で ハ イ プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ン を 16 時 間 以 上 行 な っ た ．
H yb o n d － N フ ィ ル

タ
ー

の 洗浄 は， 洗浄溶液 く0 ． 3 M 塩 化ナ トリ ウム
， 30

m M ク エ ン 酸三 ナ トリ ウ ム
，

0 ．1 ％ ドデ シ ル 硫酸 ナ ト

リ ウム1 に より， 6 5
9

C ， 3 0 分処理 を 2 回繰 り返 した
．

フ ィ ル タ
ー

は
，

－

8 0
O

C で X 線 フ イ ル ム X － O m a t A R

くK o d a k
，
U ．S ， A ．l に 密着させ

， 増感 ス ク リ ー ン を使 い

オ ー トラ ジオ グラ フ イ
ー

を 1 へ 2 日間行 な っ た
．

療識 プ ロ ー ブ の調整 は
， E Lr

－
3 2
Pコd C T P くン30 0 0 C iJ

I

m m oり を標識基質 と して ニ ッ ク． ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン

法
151 く比活性 1 ル

3 X l O
8

c p m ljL g D N A l あ る い は マ

ル チ プ ライ ム D N A ラ ベ リ ン グ シ ス テ ム 岬 く比 活性

1 ． 8 X lO
9

c p m J JL g D N A l に て行 な っ た ．

ハ イ プリ ダイ

ゼ ー シ ョ ン 液中の プ ロ
ー

ブの 濃度は
， 前者で は 10 n gノ

m l
， 後者で は2 ． 5 n gl m l と した ． D N A の変性 に は 500

W 電子 レ ン ジで 5 分を要 した ．

2 ． ノ ー

ザ ン ． ハ イ プ リ ダイ ゼ イ シ ョ ン

ノ ー ザ ン ー ノ 1 イ ブ リダイ ゼイ ン ョ ン 川 は
，
培養細胞 よ

り抽出 した 10 声g の R N A 試料を， 変性ゲ ル シ ス テ ム

を用 い て 行な っ た ． R N A 溶液 に は 50 ％ホ ル ム ア ミ ド，

6 ％ホ ル ム アル デ ヒ ド， 2 0 m M 3 ． N － モ ル ホ リ ノ ブ ロ バ

ン ス ル ホ ン 酸 くM O P Sl ， 5 m M 酢 酸 ナ ト リ ウ ム

p H 7 ． 0 及び 1 m M エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢酸 ニ ナ ト リ

ウム を加 え， 65
0

C で 5 分間加熱 した後， 水中 で 急冷 し

た
．

R N A は
，

6 ％ホ ル ム アル デ ヒ ド
，

20 m M 3 － N － モ

ル ホリ ノ プ ロ バ ン ス ル ホ ン 酸 くM O P Sl ， 5 m M 酢酸 ナ

ト リウ ム p H 7 ． 0 及 び 1 m M エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢酸

ニ ナ トリ ウム を含 む 1 ． 2 ％ア ガ ロ
ー

ス の 水平 ゲ ル に の

せ 電気泳動に て分画 した
． 泳動結果 は エ チ ジウ ム ． ブ

ロ マ イ ド0 ． 2 5 声 gノm l
，
0 ．0 7 ％月－ メ ル カ プ ト エ タ ノ ー

ル 含有水溶液に て 12 時間染色後撮影 し た
．
R N A は毛

細 管 現 象 に よ り ニ ト ロ セ ル ロ
ー ス 膜 B A 8 5

くS ch l ei ch e r 8 z S c h u ell
， 西 ドイ ツl に プ ロ ッ トした 後

，

8 0
0

C ， 2 時間処理 に て 固定 した ．
プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ

ー

シ ョ ン は
，

プ レ ハ イ プ リグイ ゼ ー シ ョ ン 溶液 く50 ％ホ

ル ム アミ ド
，
0 ．7 5 M 塩化 ナ ト リ ウム

，
7 5 m M ク エ ン 酸

三 ナ トリ ウ ム
，
0 ． 1 ％牛血清ア ル ブ ミ ン

，
0 ．1 ％フ ィ コ ー

ル
，
0 ．1 ％ポリ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン

，
5 0 m M 燐酸 ナ ト リ ウ

ム p H 6 ． 5
，
25 0 JL g J

，

m l 変性サ ケ精子 D N A 中で 42
0

C ，

2 時間行な っ た ．
プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 溶液を

除去後，
プ ロ

ー

ブ D N A を含む ハ イ プ リダイ ゼ ー シ ョ

ン溶 液 ほ0 ％ ホ ル ム ア ミ ド
，

0 ． 7 5 M 塩化 ナ ト リウ ム
，

75 m M ク エ ン 酸三 ナ トリ ウ ム
， 0 ．0 2 ％牛血 清ア ル ブ ミ

ン
， 0 － 0 2 ％フ ィ コ ー ル

，
0 ． 0 2 ％ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ドン

，

2 0 m M 燐酸 ナ ト リ ウム p H 6 ． 5
，

10 ％デ キ ス ト ラ ン 硫

酸ナ トリ ウ ム
，
1 0 0 JL g J

I
m l 変性 サ ケ精子 D N A を加 え

，

4 2
0

C で ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を16 時 間以上 行な っ

た ．

ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー の 洗浄 は
， 洗浄溶液

く0 ．3 M 塩化 ナ ト リウ ム
， 3 0 m M ク エ ン 酸三 ナ ト リ ウ

ム
，

0 ． 1 ％ド デ シ ル 硫酸 ナ ト リ ウムうに よ り
，

4 2
D

C
，

3 0

分処理 を 2 回繰 り返 した
．

フ ィ ル タ ー は
，

－

8 0
0

C で X

線 フイ ル ム X － O m a t A R くK o d a k
，
U ．S ．A ．1 に 密着さ

せ
， 増感 ス ク リ

ー ン を使 い オ
ー

トラ ジ オ グラ フ イ
ー

を

2
ノ

ー 3 日間行な っ た
．

標識 プ ロ
ー

ブの 調整 は
， 仁a －

3 2
Pj d C T P くン300 0 Cil

m m oり を標識基質と して
，

ニ ッ ク ． トラ ン ス レ ー シ ョ

ン法 く比活性 1 旬

3 X l O
8

c p m l p g D N A l ある い は マ

ル チ プ ラ イ ム D N A ラ ベ リ ン グ シ ス テ ム く比 活 性

1 ．8 X l O
9

c p m l JL g D N A いこ て行な っ た
．

ハ イ プ リ ダイ

ゼ ー シ ョ ン 液中の プ ロ
ー

ブの 濃度は
， 前者で は 10 n gノ

m l 後者で は 2 ． 5 n gノm l と した ．

V n ． S l マ ッ ピン グ

プ ラ ス ミ ド D N A H B V P r e C－C を H i n d III消化 し，

有機溶媒抽出，
エ タ ノ ー ル 沈 毅 した 後，

さ ら に B gl 工工

消化 し
，
0 ． 8 ％低融点ア ガ ロ ー ス を使用 して 1 667 b p の

バ ン ドを 分画 し
，
透析膜 チ ュ

ー

ブ く三 光純薬株式会社1

を用 い て D N A を回収 した ．
こ の 16 6 7 b p の H i n d III －

B gl I王断 片 を C工P 処 理 く仔 牛 小 腸 由 来 ア ル カ リ 性

．7 オ ス フ ァ タ
ー

ゼ 0 ． 2 U I D N A JL g 3 7
0

C 3 0 分1 し， 非

活性化は 1 0 m M E D T A
，
6 5

0

C 5 分 で行 な い
，
フ ェ ノ ー

ル ． ク ロ ロ ホ ル ム に よ る有機溶媒抽出を さ ら に 3 回繰

り返 した
． 次に

， E y
－
3 2
PコA T P くン40 0 0 Ciノm m o11 及

び T 4 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド キ ナ
ー ゼ を 用 い て 5

，

末端 を

ラ ベ ル し た後， C l a 工消化 し，
4 ％ポ リア ク リ ル ア ミ ド

で 分画 し
，
C l a I － B gl Il 断片13 4 0 b p の B gl II 5

，

末端

を ラ ベ ル し た も の を プ ロ
ー

ブ D N A と し て 回 収 した

く図 4ン． 回収 は透析膜 チ ュ
ー ブ を使用 し

，
エ タ ノ ー ル

沈澱時に ハ イ プ リ グイ ゼ ー シ ョ ン す べ き R N A
，

H B V

P r e C － C 2 を 10 0 JL g 加 え た ．

ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン

に は 0 ． 6 m l の ミ ク ロ ス ピ ッ ツ く三 光純薬株 式会社ンを

使用 した ．

ハ イ プ リダ イ ゼ ー シ ョ ン溶液 く80 ％ ホ ル ム

ア ミ ド
，
0 ． 4 M 塩化ナ トリ ウ ム

，
4 0 m M ピベ ラ ジ ン ー N

，

N
，

－ ビ ス 2 － エ タ ン ス ル ホ ン 酸 p H 6 ． 4
，

1 m M エ チ レ ン

ジ ア ミ ン 四酢 酸ニ ナ ト リ ウム ク エ ン 酸三 ナ ト リ ウムう

中で 80
0

C 5 分加 熱し
，

その 後52
0

C で 1 6 時間以上 処理

し
，
3 7

O

C ま で 自然冷却 した ．
こ れ に Sl 緩衝液 く30 m M

酢酸ナ ト リ ウム
， p H 4 ． 6

，
0 ． 3 M 塩化ナ ト リ ウ ム

，
3



P r e C－C 及 び C 遺伝子 の H e L a 細胞に お ける発現

m M 硫酸亜鉛，
1 0 JL gノm l 牛胸腺変性 D N A 及 び Sl ヌ

ク レ ア
ー

ゼ 10 0 単位 を加 え
，
3 7

0

C 2 時間処理 した ．
こ

れ を エ タ ノ ー ル 沈澱 後 5 ％ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル

は M 尿素含有うに の せ
，
1 0 0 0 V 4 時間電気泳 動 した

．

Ylu ． 免疫組織染色法

H e L a 細胞 は 1 2 穴ガ ラ ス 板 くポ ク ス イ ． ブラ ウ ン 株

式会社1 上 で培養 した ．
P B S を用 い 室温で 10 分 間2 回

洗浄後，
3 ．5 ％ホ ル ム ア ミ ド く室温，

20 分間フで 固定 し

た ． そ の 後 P B S く室温で 10 分間2 回う洗浄し
，

ブ ロ ッ

キ ン グ血 清含有 P B S －S で 3 7
D

C ， 3 0 分 間処理 後1 次抗

体 と し て 100 倍 P B S －S 希釈の マ ウ ス抗 ヒ ト C 抗原体

くミ ド リ十字1 刷
を用 い

，
3 7

0

C
，

1 時間処理 した ． P B S －

S で 室温， 3 0 分間洗 浄 し， 2 次抗体と して ビオ テ ン 化

抗 マ ウ ス 工g G 抗体 くフ ナ コ シ 薬品株式 会社う を 用 い

18 3

3 7
O

C
，

1 時間反 応さ せ
，
P B S －S で 室温，

1 0 分間洗浄後，

ア ピ ジ ン D王1 け ナ コ シ薬品株式会社う 及 び ビオ チ ン

化 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ H くフ ナ コ シ 薬 品株 式会

裾 混合物と 37
0

C
，

1 時間反 応させ
， P B S － S で室温，

1 0 分 間洗浄後，
ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 基 質 く0 ． 1

M T ri s
－ H C l p H 8 ． 2 に 執 掛 に よ り赤色に 発色 させ た．

成 績

I ． G P T 耐 性ト ラ ン ス フ ォ
ー

マ ン ト

H e L a 細胞に W II V P r e C － C
，
W H V C

，
H B V P r e C －

C
，

H B V C を ト ラ ン ス フ ェ ク ト後 H A T 培 地 に て

G P T 選択 を か け
， 約 3 週間後 に G P T 耐性 ト ラ ン ス

フ ォ
ー

マ ン トを単離 した
． そ れ らの G P T 耐性株 の 出

現頻度 は P r e C 含有 の 有無に 関係な く， ま た W H V
，

Fi g ■ 2 ． S o u th e r n bl o tti n g i n cl o n e s h a vi n g P r e C － C o r C ． F r o m i s ol a t e d cl o n e s
，
D N A a n d R N A w e r e

p u rifi e d b y th e g u a n id i n e i s o t hi o c y a n a t e m e th o d a n d a rl al y z e d ． Cl o n e s w ith W H V P r e C － C ニ W H V

P r e C － C 5 ， W H V P r e C － C 6
，
W H V P r e C － C A ニ Cl o n e s wi th W H V C こ W H V C 2

，
W H V C 3

，
W H V C 5 こ a

Cl o n e wi th H B V P r e C － C こ H B V P r e C － C 2 芸 Cl o n e s w ith H B V C 二 H B V C l
，
H B V C 3

，
H B V C 4

，
H B V

C 5
，
H B V C A ． S i z e m a r k e r s ， W 76 H a n d C l O 3 H

，
a r e H i n d III － d i g e s t ed pl a s m id D N A s w hi c h w e r e

u s e d f o r t r a n sf e c ti o n
，

a n d p M S G 6 i s G P T ＋ cl o n e D N A h a v i n g p M S G v e c t o r ．



1 8 4

H B V の 別 に 関 係 な く ほ ぼ
一 定 で

，
直 径 10 c m デ イ

シ ュ く10 月g D N Aう 当 り 約 100 コ ロ ニ ー

で あ っ た ．

W H V P r e C － C
，
W H V C

，
H B V P r e C － C

，
H B V C の 各

ク ロ
ー ン を それ ぞれ 6 株 くN o ． 1

，
2

，
5

，
6

，
7

，
Aう，

5 株 くN o ． 1
，
2

，
3

，
5

， 6う， 3 株 くN o ． 1
，
2

，
3 1

，

5 株 くN o ． 1
，

3
，

4
，

5 ， Aう分離 し以下 の 実験 に使

用 した ． その ほ か に 培養細胞株と して
，

W H 25 7 G E l O
，

P L C J
I
p R F 15 ，

H e p
－ G 2

，
H u H －7 を用 い た が検討 した 条

件下で は G P T 耐性株 は得 られ な か っ た
．

H ． サ ザン プ ロ ッ テ ィ ン グ

得 ら れ た G P T 耐 性 株 を 単 離 継 代 培 養 し W H V

P r e C － C 6 株
，

W H V C 5 株，
H B V P r e C － C 3 株，

H B V

C 5 株 に つ い て，
D N A の 組 み込 み様式 をサ ザ ン ブ ロ ツ

テ ィ ン グ に よ り 検討 し た く図 2 I ．
R N A 及 び D N A

は ， グ ア ニ ジ ン ． イ ソ テ オ シ ア ネイ ト法 を用 い て 同時

に 抽出 し た ． 抽 出 し た D N A l O JL g を制 限酵素 H i n d

H I で 消化 し
，

トラ ン ス フ ェ ク 卜し た D N A を ブ ロ
ー プ

と して サ ザ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グを行 い
，
G P T 耐性株中の

D N A の 組 み 込 み 様式 を検 討し た ． W 7 6 H 及 び CI CI3 H

はサ イ ズ マ ー カ
ー

で
，

ト ラ ン ス フ ェ ク ト した プ ラ ス ミ

ド D N A の H i n d III 消化 を示 す
． p M S G 6 は発 現 ベ ク

タ ー の み に よ る G P T 耐性 株 D N A の H i n d III 消化 で

あ る ． W H V 群の 1 ． 6 k b p と 5 ．O k b p ，
H B V 群の 3 ． 3

k b p と 5 ．O k b p の バ ン ド は
， 導 入 し た プ ラ ス ミ ド

D N A の H i n d III 断片 と同 一 サ イ ズ で あ り ， 縦列組 み

込 み くt a n d e m l が 示唆さ れ た
．

それ 以外 の バ ン ドは宿

主 D N A と の 連結部位及 び リ ア レ ン ジメ ン トに よ る も

の と推測 され た
．

ま た
，

コ ピ ー 数 に も差 を認 め た．

王王I
．

ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ

C 遺 伝子 発 現 の デ キ サ メ サ ゾ ン 添加効 果 の 有無 を

ノ ー ザ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グに よ り比 較検討 した ． 図3 の

右 に 示 す よう に
，
デキ サ メ サ ゾ ン 1 声M 添加 24 時間後

の 全 m R N A 量 は， 約 10 倍 の 増加 を 示 し
，

M M T V

L T R プ ロ モ ー タ ー か らの 転写が示 唆され た ． 図 3 左 は

Fi g ． 3 ． N o r th e rn b l o tti n g i n cl o n e s h a vi n g P r e C － C o r C ． E x p r e s si o n of P r e C － C o r C r e gi o n d e t e c t e d

b y N o r th e r n bl o tti n g v a ri e d c o n si d e r a bl y a m o n g th e s e cl o n e s ． N I H W 2 i s si z e m a rk e r an d p o siti v e

C O n t r O l ． I n th e ri gh t c ol um n S
，

m R N A s w e r e p r e p a r e d fr o m c e11 s g r o w n i n th e p r e s e n c e の ＋l o r i n

th e a b s e n c e くD l o f l J L M d e x am et h a s o n e f o r 24 h r b e f o r e h a r v e sti n g
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M M T V L T R

Fi g ．
4

． N u cl e a s e p r o t e c ti o n m a p p in g o f th e 5
，

t e r m i n u s o f M M T V t r a n s c ri pt s ．

T h e l ．3 k b C l a I－B gl II r e s t ri cti o n f r a g m e n t w a s

5
，

e n d Al a b el ed a s i n d i c a t ed b y th e s t a r a n d

a n n e al e d w i th R N A くH B V P r e C － C l ． T h e h y b ri d

W a S di g e st e d w ith S l n u cl e a s e ． P r o b e p r o t e c te d

f r o m di g e sti o n w a s vi s u ali z ed くi n di c a t e d b y th e

a r r o w J b y a u t o r a di o g r a p h y af t e r el e c t r o ph o r e si s

O n d e n a t u ri n g 5 ％ s e q u e n ci n g g el s ．
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単離株の デ キ サ メ サ ゾン 添加後 の ノ ー ザ ン ブ ロ ツ ティ

ン グで
， 株 ごと に P r e C － C 及 び C の 発 現 量に 差が 認め

ら れ た
．

IV ． S l マ ッ ピ ン グ

M M T V L T R の プ ロ モ ー

タ
ー

よ りの 転写 を確 認す

る た め に
，

C l a I － B gl II 断片 134 0 ベ ー ス の B el －II 5
，

末端 を ラ ベ ル し た も の を プ ロ ー ブ D N A と し て Sl

マ ッ ピン グ を行 な っ た く図 4う． 米印は プ ロ
ー ブ D N A

を示 す ． 矢印 で示 され る 495 士 5 ベ ー ス の 断片は
，
S l ヌ

ク レ ア
ー

ゼ で消化 され 得な い サ イ ズで ある
．

M M T V

L T R プ ロ モ ー

タ
ー に よ る 翻訳開 始部位 は133 2 b p の

L T R 領域中の 119 6 b p 部位 に あ る
1 9J

．
こ れ よ り 導

入 した H B V P r e C － C 遺伝子 の m R N A に 関する Sl

マ ッ ピ ン グの 予測計算値は 491 ベ
ー ス で あり 実験値 と

符合す る
．

こ れ よ り発現は M M T V L T R の プ ロ モ ー

タ
ー

を用 い て 行な われ て い る こ と が確認さ れ た ．

V
． 免疫組織学的染色法

こ れ ら の 単離細胞株 を用い て免疫組織学的染色 法に

よ り コ ア 蛋白存在を確認 した ． 1 次抗体 と して 100 倍

希釈の マ ウス 抗 ヒ ト C 抗原抗体 を用 い
， 2 次抗体 と し

て
，

ア ピ ジン ． ビオ ナ ン 複合体 を用 い
，

ア ル カ リ フ オ

ス フ ァ タ ー ゼ 基 質 に よ り赤 色 に 発 色さ せ た く図 5
，

6 1
．

図5 左 下 の P M S G 6 は
，
発現 ベ ク タ ー の み で あり 赤

色発色を認 めな い
． 川－r－－■方， 図5 上 段の 左右 は， と も に

赤色発色 を認 め
，

左上 の P r e C 含有株 で は細胞 質の 発

色傾向が認 め られ た ． W 王i V 群 で も同様に
，
図 6 左上

の P r e C 含有株 で は細胞質の 発色傾向が 強く
，

ま た図

6 右上 の P r e C 非含有株 で は， 核の 発 色傾 向が 認め ら

れ た
．

考 察

血中の H B e 抗原は H B c 抗原 くべ プ タイ ド P 19 1 の

C 末端部 分か ら 34 偶の ア ミ ノ 酸が 切 り取 ら れ た 基 本

ペ プ タイ ド P 15 ．5 か ら成 り
201

，
H B V 産生 状 態で は 肝

細胞か ら血 中 へ H B e 抗原 が放出さ れ ， H B V 肝 炎の 消

長 と病状の特異的 マ
ー カ ー

と して知 ら れ て い る
． また

e 抗原陽性の慢性肝炎患者 の 肝組織中で の C 抗 原の 局

在 を抗 H B c 抗体 結合螢光抗体法で 調 べ ると
，

非活動

性 で は核 に 局在 す る傾 向が み られ ， 活動性 で は高率 に

細胞質及び 細胞膜 に 局在す る傾 向が み ら れ る
2 り

．
これ

らの 事実 は H B c 抗原 と H B e 抗原 と は関連 し て い る

Fi g ． 5 ． I m m u n o h i st o c h e m i c al st ai n i n g of H e L a c ell s w ith H B V P r e C － C r e gi o n りり，

H B V C r e gi o n くIIJ ，
O r p M S G く王IIl ． E x i s t e n c e a n d l o c ali z a ti o n o f c o r e

－

r el a t ed

p r o t ei n w a s e x a mi n e d i m m u n o h i s t o c h e m i c all y b y u si n g m o u s e a n ti － H B c I g G a s th e

fi r s t a n tib o d y ，
b i o ti n yl a t e d a n ti ．

m o u s e I g G a s th e s e c o n d
，
a n d th e a v id i n c o nj u g a t ed

al k ali n e ph o s p h a t a s e a s th e th i rd ． C e11 s h a v in g H B V P r e C － C r e gi o n w e r e st a i n ed

p o siti v e i n th e c yt o pl a s m i c r e g l O n
，

W h e r e a s th e n u cl e a r r e g l O n W a S St ai n e d i n c ell s

h a rb o ri n g H B V C r e gi o n ． T h e o ri gi n al c ol o r i s li gh t r e d ．



P r e C ． C 及 び C 遺伝子 の H eI J a 細胞 に お け る 発現

事 を 示 す と 同時 に
，

H B V 産 生時に
J

ぉ け る H B c 及 び

H B e 抗原の 生 成機 構と 局在 と分泌 機構 の 解明 は 肝炎

の 病像 を理 解 する 上 か ら も重 要な 課 題 で あ り
，

P r e C

の 機能解 明 が急が れ た
．

本研 究 で は
，

へ パ ドナ ウ イ ル ス ゲ ノ ム に 共 通 し て

P r e C－C 遺伝子 か ら 2 種 の ポ リ ペ プ チ ド が発現 す る こ

と に 着 目 し ， 個別に 2 つ の ペ プ チ ドが 発 現 する 培養細

胞系を検討し た
． 導入 し た外来遺伝子 の 発現が 細胞障

害性 で ある 可能性 を考慮 して
， 本研究 で は デ キサ メ サ

ゾ ン 添 加効 果 に よ る 発現 の 調 節 が 可 能 な M M T V

L T R の プ ロ モ ー タ ー に よる 発現 ベ ク タ ー を用 い た
． 成

績 に 示 し た よ う に H e L a 細 胞 で P r e C － C 及 び C の 安

定な発 現 系 を確立 し
，

こ の 系 で 転写 は M M T V L T R

プ ロ モ ー タ ー か ら 開始さ れ る こ と が Sl マ ッ ピ ン グ に

よ り示 され ， デ キサ メ サ ゾン 添加 に よ る転写促進効果

が 示 され た
． 得られ た G P T 耐性株 を単離継代培養 し

，

ノ
ー ザ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グに より比 較検討 した と こ ろ

，

P r e C － C 及び C の 各 ク ロ
ー ン ごと に 発現量 に 大き な 差

が 認 め られ た
．

い づ れ の ク ロ
ー ン で も D N A の 組み 込

み 様式 は縦列 くt a n d e m l な組み込 み で あ り
，
発現 童 の

差 異 は縦列組み込 み の コ ピ ー 数と は相関 して い な か っ

た
．

，
また m R N A の サイ ズ の 違い も認 め られ な か っ た

．

1 8 7

これ ら の 事実 は発現 量 の 差異 が む しろ組み 込 ま れ た宿

主 の 染色体領域の 転写活性状態 に 依存 して い る 可能性

が ある と 思 われ る ．

本研究の H e L a 系の G P T 選 択プ ロ ト コ
ー ル は デ キ

サ メ サ ゾ ン 非 添 加状 態 で ク ロ ー ン 選 択 を行 な い
，

P r e C ．C と C の 挿 入 プ ラ ス ミ ド と p M S G と の D N A

当り の G P T 耐性 ク ロ ー ン 単離数に 差異 が な く ， 各 ク

ロ
ー ンの デ キサ メ サ ゾ ン添加後の 細胞の 増殖や 形態に

違 い が認め ら れ な か っ た
．

これ ら の 結果は P r e C － C や

C の 発現 が
，

H e L a 細胞 に対 して 細胞障害 を与 える こ

と を示 す に 至 ら な か っ た ． H e L a 細胞以外 に 培養細 胞

株 と して 肝細 胞 由来の W H 2 5 7 G E l O
，

P L C I P R F J
1
5

，

H e p
－ G 2

，
H u H p7 を用 い て P r e C － C や C の ベ ク タ ー の

導入 と安定発現系の 単離を試み たが
， 検討した 条件下

で は G P T 耐性株は得 られ なか っ た
．

こ れ は検討 した

細胞培養条件 で の 肝細胞系の 増殖が 悪 く G P T 選択が

十分 に か か ら なか っ た可能性が あ り
，
G P T 遺伝子 を選

択と して の 利用 に は限界が ある と思 わ れ
， 今後他の 選

択マ
ー カ ー の 検討が必 要 で あ る

． 肝細胞系培養細胞 で

P r e CT C と C の 発現 が細胞 に t o x i c で あ る か 否 か ばさ

ら に 検討 を要する 点と思 わ れ る ．

C 蛋白の N 端か らの ア ミ ノ 酸配列が 2 番目の A T G

F i g ． 6 ． I m m u n o h i st o ch e m i c a l st ai n i n g o f H e L a c ell s w ith W H V P r e C ．C r e gi o n t I l ，

W H V C r e gi o n りり，
O r p M S G tIIIJ ． E x i st e n c e a n d l o c ali z a ti o n of c o r e

．

r el a t e d

P r O t ei n w a s e x a m i n e d i m m u n oh i s t o c h e mi c all y b y u si n g m o u s e a n ti－H B c I g G a s

m e n ti o n e d i n F i g ． 5 ．
T h e s a m e t e n d e n ci e s a s F i g ． 5 w e r e o b s e rv e d i n c ell s wi th

W H V D N A f r a g m e n t ． T h e e x t e n t o f s t ai n l n g W a S W e a k e r th a n th o s e w i th H B V
，

S in c e m o u s e a n ti q H B c I g G w a s u s ed a s th e fi r s t a n tib o d y ．
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か ら予 想され る配列と
一 致 して い る こ とも あり

，
P r e C

の リ ー ダ ー 配列の 意義 は明ら か で な か っ た ． しか し へ

パ ド ナ ウ イ ル ス ゲ ノ ム で 常 に P r e C ． C 構造 は 保存 さ

れ
， ア ミ ノ 酸配列の 共通性が あり，

か つ 膜通 過 シ グ ナ

ル 配列が見 い だ さ れ る こ と に よ り P r e C 部分 に つ い て

の関心が高 ま っ た
．

O u ら
31
は P r e C － C 蛋白の 確認 と共

に
， P r e C ． C 蛋 白が 膜通過後 に 開裂 さ れ e 抗原 が 放出

され る こ と を示 し， P r e C － C と C が 異 な っ た 挙動 を と

る こ と を示 唆 した ． 彼 らの 系は S V 4 0 由来の ベ ク タ ー

を 利用 し晴乳動物細胞 と し て非肝 細胞 系の C O S 7 ま

た は C H O を用 い たも の で あ り
，

導入 した 外来遺伝子

の発現調節は不可能で ある
． 本研究 の P r e C － C と C 発

現 に 関す る 分別 的な局在 を示 唆す る成績 は
，

O u らの

t r a n si e n t 発現 系の結果 と良く 符合 して い る
．

こ れ らの

結果 は P r e C － C と C が 異な っ た生物的意義を持 ちう る

こ と を強く示 唆 して い る
．
し か し

， 原核細胞2 21及 び晴乳

動物細胞
2 31 で の コ ア蛋白の 発現 に は

，
C 遺伝子 の み が

関与 して い れ ば よ く
，

P r e C 領域 は必 要で な い こ と が

明ら か に さ れ
，
P r e C の 意義に つ い て ア ヒ ル くd u c k 川千

綿胞 へ の 実験的感染系で ウイ ル ス 増殖 に 必須 で な い こ

と が最近示 され て い る2 41
．
P r e C 領域の 意義に つ い て e

抗原 の 役割 と個体 で の 感染系成立 と免疫応答過程の 検

討 な ど今後解明す べ き点が残 され て い る
．

ウイ ル ス ゲノ ム の D N A 情報の 効率 的な利用形 態と

して
，

遺伝子 が重複 して翻訳 の 段階で フ レ ー ム をずら

す 場 合 と ， 1 つ の 連 続 し た o p e n r e a di n g f r a m e

くO R Fコ の 数カ所の 開始 コ ド ン か ら各々 の 蛋白が 形成

され る場合が知 ら れて い る
．

へ パ ドナ ウイ ル ス の ゲ ノ

ム は両者を共 に と っ て い るが
，
P r e S ． S と S 及 び P r e C －

C と C で は後者で ある ． 1 つ の O R F か ら複数 の 蛋白

が翻訳さ れ る例 で は
， 最初の A T G の 近 傍の D N A 配

列 が K o z a k らの 見い だ した翻訳開 始共通配列22I
と ず

れ て い る
． 事実 H B V や W H V の P r e C － C の 最初の 配

列 で 低い 翻訳開始効率が予想さ れ る ． こ の様 な機構 の

た め
，

P r e C － C 発現 系で P r e C － C と C が 共に 生成 さ れ

て い る可能性が高 く，
こ の 点の 確 認は生 成 され た 蛋白

種の 同定が 今後 の課題と して 残さ れ た ．

結 論

1 ■
へ パ ド ナ ウイ ル ス の C 蛋 白の 発現 と機 能 を解

析 す る 目 的 で
，

P r e C － C ま た は C 遺 伝 子 の 発 現 が

M M T V L T R の プ ロ モ ー

タ
ー

の 支配 を受 け る プ ラ ス

ミ ド を作製 し
，

H e L a 細胞 に 導入 し
，
W H V の P r e C ． C

又 は C 遺伝 子 の D N A が
， 安 定 に組 み 込 ま れ た G P T

耐性株を 6 帆 H B V の P r eじ C 又 は C 遺伝子 が
， 安定

に組 み込 まれ た G P T 耐性株 を 6 株得 て
，

それ ら の 細

胞株 中で の コ ア遺伝子 の発現を確認 した ．

田

2 ． 免疫組織学 的染色法に よ り
，

C 蛋白 の 存在が 確

認さ れ ， C 遺伝子 が組 み 込 ま れ た細胞株で は
，

コ ア蛋 白

は核 に 局在す る 傾 向が 見 られ ， P r e C － C 遺伝 子 が 組み

込 ま れ た細胞株 で は細胞質 に び漫性 に 存在す る傾向が

認め られ た ．
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