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論文内容の要旨

(目的)

B型肝炎ウイノレス CH B V) は重大な病原ウイ lレスでありながら ヒ卜とチンパンジーの肝臓にしか

感染せず，組織培養系でも増殖しないために，ウイ Jレス研究及びワクチン開発を進めるうえで多くの困

難があった。乙乙に遺伝子操作技術を導入し，ウイノレス DNAのクローニングを行い，乙のDNAを用いて

ワクチンとなる表面抗原 CHBsAg) を酵母で生産する系の開発を行った。

(方法ならびに成績)

HBVのゲノムは 3， 200 塩基対からなる環状DNA分子である。ヒト血清より分離濃縮したHBV CDane 

粒子)からDNAを調製し，これをまず A ファージベクターを用いてクローニングした。次いでプラスミ

ドpBR322 ，乙再クローニングし，以後の実験に供した。

HBVゲノム全DNAの制限酵素地図及び塩基配列の解析により HBsAg遺伝子を同定した。次にこのHBs

Ag遺伝子領域を切り出して，大腸菌ー酵母シャト jレベクターに挿入し，その形質発現が酵母の抑制性

酸性ホスファターゼ(店舗)プロモーターの制御のもとで起乙るようデザインしたプラスミドの構築を

行った。こ乙で出発材料としたシャトルベクターpAT77は大腸菌の遺伝子としてpBR 322 ，酵母の遺伝

子としてarsl， 2μOri， leu 2 それにAPase遺伝子から成る。 APaseフ。ロモーターの働きにより産生され

る HBsAg蛋白が雑種ではなく純粋蛋白となるよう予めエキソヌクレアーゼBAL31を作用させて， APase 

蛋白コード領域を全部取り除いた後，代りにその一番目のアミノ酸のあった位置から丁度HBsAgの一番

目のアミノ酸が読み始められるよう HBsAg遺伝子を挿入したプラスミド~pAH 203 とpAH 301 を作成したO

pAH 203 は 3.2 kbのゲノム全体が， pAH 301 は1.3 kbの断片が挿入されたものである。
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APaseフ。ロモーターは強い転写活性をもつのに加え，その活性が培地中の無機リン酸濃度により明確

に制御されるという特徴を有する。

pAH 203 あるいはpAH 301 で形質転換された酵母はリン酸濃度の完全な支配を受けて，大量のHBs

Agを産生蓄積・している乙とがラジオイムノアッセイで確認され，その量は細胞当り 50万分子に達した。

電子顕微鏡観察の結果乙のHBsAg蛋白はヒト血清中の小型球形粒子とほぼ同様な直径20-22 run の粒子

を形成していた。さらに乙の蛋白をモノレモットに接種したと乙ろ強い免疫原性を示した。乙のことはワ

クチンを考えるうえで非常に重要である。

(総括)

(1) ヒト血清中のHBV (Dane粒子)よりゲノム全DNAをクローニングし，乙れを用いて表面抗原遺伝子

を酵母の中で発現させるためのプラスミドを作成した。

(2) 発現プラスミドで形質転換された酵母はAPaseプロモーターの完全な制御下で，細胞当り約50万分

子のHBsAg蛋白を産生蓄積した。

(3) 酵母の産生したHBsAg蛋白はヒト血清中の小型球形粒子とほぼ同形同大の粒子を形成していた。つ

まりこの蛋白はHBV感染細胞内に限らず乙のような粒子に会合するペプチドとしての特』性を持つものと

考えられる。

(4) このHBsAgはモノレモットに対して強い免疫原性を有していた。この蛋白が粒子を形成しているため

と思われるが，乙の粒子をそのままワクチンとして用い得るならば，乙れは非常に有利な特徴である。

(5) 乙乙で作製したAPaseフ。ロモーターによる形質発現用ベクターは， HBsAg遺伝子以外にも種々の遺

伝子に応用可能である。

論文の審査結果の要旨

B型肝炎ウイノレス (HBV) は重大な病原ウイルスでありながら，宿主域が極めて狭く，さらに組織培

養系でも増殖しないために，研究を進めるうえで多くの困難があった。本研究は，遺伝子操作技術を用

いて，ウイルスゲノムのクローニングを行い， HBV研究の新たな突破口を聞くとともに，ワクチンとな

る表面抗原の生産を可能にしたものである。特に宿主として，酵母菌を用い表面抗原遺伝子の発現系を

開発し，その大量生産に導く道を拓いた意義は大きい。

本研究は、学位授与に十分値するものと考える。
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