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緒 言 

 

B 型肝炎ウイルス（HBV）は、肝細胞に侵入し、肝炎を引き起こすDNA ウイルスである。全世界には約 3 億 5 千

万人のHBV感染患者が存在するが、確実な治療法は確立されておらず、新たな作用点を持つ画期的治療薬の創製が望

まれている。そのためには、HBV の生活環を明らかにすることが有用である。近年、肝細胞に特異的に発現している

Na＋・胆汁酸トランスポーター（NTCP）がHBVの受容体であることが明らかになった［1］。さらに、NTCPに作用

してHBVの結合を阻害する化合物は、現在、HBV阻害薬として開発が進められている［2］。したがって、NTCPと

HBVの相互作用は、HBV阻害薬創製の標的として有望である。また、HBV粒子は、ゲノムDNAを内包したヌクレ

オキャプシドが外殻膜に覆われた構造をもち、外殻膜の形成・増殖には外殻タンパク質とキャプシドの相互作用が重要

であることが知られている［3］。よって、外殻タンパク質とキャプシドの相互作用も抗HBV薬の標的として有望であ

る。そこで本研究は、HBVの外殻タンパク質とNTCPあるいはHBVの外殻タンパク質とキャプシドの相互作用様式

を明らかにすることで、HBVの感染・増殖機構の構造基盤を得ることを目的とした。 
HBV の外殻タンパク質、キャプシドを構成するコアタンパク質を大量に調製し、溶液NMR 法による相互作用解析

を行い、外殻タンパク質上のコアタンパク質結合領域を同定した。NTCPは大腸菌での発現をウェスタンブロットで確

認することに成功し、現在、精製法の確立を進めている。 
 

方 法 

 
1．各種タンパク質の調製 

HBVの外殻タンパク質のうち、N末端から残基番号163までのpreS領域およびpreSのN末端側107残基のpreS1、
C末端側55残基のpreS2領域の3種類について、それぞれ大腸菌で発現させ、単一バンドとして精製した。また、N
末端のグリシン残基がミリストイル基で修飾されたミリストイル化preS1（myr-preS1）は、精製したpreS1に対して、

精製したN末端ミリストイル基転移酵素を作用させる in vitroミリストイル化反応により調製した。 
コアタンパク質は、キャプシド形成能をなくした変異体を大腸菌で発現させ、単一バンドとして精製した。 
NTCPは大腸菌での発現検討を行い、抗Hisタグ抗体を用いたウェスタンブロット法により発現・精製を確認した。 

2．溶液NMR法による解析 
15Nで安定同位体標識を行ったpreS, preS1, preS2の 1H-15N HSQC測定を行い、NMRスペクトルを比較した。13C, 

15N で安定同位体標識を行った preS1 と preS2 について、それぞれ三重共鳴測定により主鎖連鎖帰属を行った。

Myr-preS1 の 1H-15N HSQC スペクトルを preS1 と比較し、界面活性剤ミセルとの相互作用領域を調べた。コアタン

パク質添加に伴うpreS, preS1, preS2の 1H-15N HSQCスペクトルの変化を観測し、preS中のコアタンパク質の相互

作用領域を同定した。 
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結果および考察 

 

1．単独状態のpreS，preS1，preS2の 1H-15N HSQC測定 
PreSはN末端側にpreS1、C末端側にpreS2の配列を有する。PreS のNMRスペクトルは、preS1およびpreS2

のNMRスペクトルの両者とよく重なり、いずれも主鎖アミドプロトンのシグナルが1H方向に約7.6 ppmから8.5 ppm
の間に存在する狭い分布を示した（図1）。よって、preS、preS1、preS2はいずれも単独状態で特定の立体構造を形成

していないことが分かった。13C，15N標識preS1とpreS2の三重共鳴測定を行うことで、主鎖NMRシグナルの帰属

を確立した。 
 

 

 

図1．preS，preS1，preS2の 1H-15N HSQCスペクトル 
PreSの 1H-15N HSQCスペクトルを黒、preS1をシアン、preS2をマゼンタで重ね合わせた。

横軸が 1Hの化学シフト値、縦軸が 15Nの化学シフト値を示し、シグナルはそれぞれ、配列中

の各アミノ酸残基のアミドプロトンを示す。 
 
2．preS領域とコアタンパク質の相互作用  

15N標識preS1へのコアタンパク質添加では、1H-15N HSQCスペクトルに変化がほとんど観測されなかった（図2a）。
一方で、15N標識preS2にコアタンパク質を添加すると、一部のシグナルに広幅化による顕著な強度減少が観測された

（図2b）。このことは、コアタンパク質がpreS2と結合したことを示す。顕著な変化が観測されたシグナルは、残基番

号110～130のpreS2領域であり、この領域とコアタンパク質の相互作用がHBVの外殻膜形成による増殖に寄与して

いる可能性がある。 
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図2．PreS1およびpreS2とコアタンパク質の相互作用解析 
a）15N標識preS1単独を黒、5等量のコアタンパク質を添加した条件を緑で重ね合わせた 1H-15N HSQCスペクトル。 
b）15N標識preS2単独を黒、5等量のコアタンパク質を添加した条件を緑で重ね合わせた 1H-15N HSQCスペクトル。 
コアタンパク質の添加により消えたシグナルを赤、顕著に強度が減少したシグナルを黄色でラベルを付した。 

 
3．myr–preS1と界面活性剤ミセルの相互作用 

PreS1は水溶性が高いが、myr-preS1は水溶性が低下しており、界面活性剤であるn -ドデシル-β-D-マルトシド（DDM）

により溶解した。PreS1はDDMを添加しても 1H-15N HSQCスペクトルにシグナルの線幅以上の化学シフト変化は観

測されなかったが、myr-preS1 のDDM 中におけるNMR シグナルの多くは、同じ測定条件のpreS1 のスペクトルと

異なる化学シフト値を示した。帰属と照らし合わせると、残基番号79～108はmyr-preS1とpreS1の化学シフト値が

よく一致したが、その他の領域（残基番号2～77）のシグナルの大部分は、myr-preS1において広幅化または化学シフ

ト値が変化したために、preS1 と同じ化学シフト値にシグナルが観測されなかった（図 3）。このことは、残基番号 2
～77がDDMと相互作用していることを示し、myr-preS1はこの領域を用いて細胞膜に結合することが示唆された（図

4）。 
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図3．DDM存在下におけるpreS1とmyr–preS1の 1H-15N HSQCスペクトル 
15N標識preS1を黒、15N標識myr-preS1を赤で重ね合わせた。Myr-preS1において、同じ化学シフト値にシグナルが

観測されなかったpreS1のシグナルに残基名のラベルを付した。 
 

 

 
 

図4．Myr–preS1と膜の相互作用 
a）Myr-preS1とDDMミセルの相互作用モデル、b）Myr-preS1と脂質膜の相互作用モデル 

 
4．大腸菌発現系を用いたNTCPの大量調製 

NTCP はヒスチジンタグ（His タグ）融合体として発現させ、抗 His タグ抗体を用いたウェスタンブロット（WB）
により、目的タンパク質の発現を確認した。界面活性剤である DDM により可溶化した上清の Ni2＋アフィニティ精製

フラクションのSDS-PAGEを行ったところ、目的タンパク質がレジンに結合し、イミダゾールで溶出したことがWB
により分かったが、CBB 染色から夾雑タンパク質を多く含むことも分かった。His タグアフィニティ精製における精
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製度を改善するため、Co2＋アフィニティカラムに変更したところ、夾雑タンパク質の量は減ったものの、依然として抗

Hisタグ抗体では検出されない複数のバンドが存在し、NTCPのバンドをCBB染色で明瞭に観測することはできなか

った。現在、精製法を検討するとともに、先行報告において発現実績のある大腸菌由来の無細胞発現系［4］を用いた

発現・精製に取り組んでいる。 
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