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論文内容の要旨

ウイルス性肝炎はA型肝炎.B型肝炎，非A非B型肝炎の 3 種類に分けられるO このうち B型肝炎は

症状が重篤なこと，患者数が多いこと，感染をした者のかなりの数がウイルスのキャリアとなり，感染

源となることなどの理由で. 3 種のなかでもっとも重要なものとみなされているo ウイルス性疾患には

有効な治療法がないことが多く，ウイルス性疾患に対する対策としてワクチンによる予防が重要である。

著者はB型肝炎予防のためのワクチンの開発という観点から，まず最初にB型肝炎ウイルス (HBV)

キャリアの血液を原材料に用いるワクチンの製造法を確立した。しかし，肝炎対策が進めば近い将来に

は原材料不足になることが予想される。また，不特定多数のヒト血液に含まれる未知の因子による汚染

の危慎が考えられる。

そこで，これら血衆由来B型肝炎ワクチンに伴う問題点を一挙に解決する手段として，血衆由来B型

肝炎ワクチンの開発に号|き続き，遺伝子組換え技術により酵母で発現した HBs 抗原を原材料とするワ

クチンを開発するための基礎的検討を行い，酵母由来B型肝炎ワクチンが第二世代のワクチンとして有

用であることを明らかにした。

1981年にWHOから B型肝炎ワクチン基準が提示され，わが国においても原料血. HBs 抗原の精製

法と不活化法などの製法及び純度試験，チンパンジー接種試験，或いは力価試験などの試験法の基準化

が進められた。著者はこのような情勢を考慮して. WHO基準及び日本の基準に適合するワクチンの製

法について. HBVキャリア血液のうち，感染性のHBVの含まれる量の少ないHBe 抗体陽性血衆を

原材料とするワクチンの製法及び液状の沈降ワクチン製剤に加えて，乾燥ワクチン製剤とする方法を確

立した。
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精製 HBs 抗原粒子はホルマリン不活化処理前後とも小型球形粒子であり， HBV粒子(直径42nm)

は認められず，粒子の平均直径は不活化前20. 9 (17 """'30)nm，不活化後20. 4 (16"""'30)nmであった。

精製 HBs 抗原の純度は SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動 CSDS-PAGE) 及びウエスタ

ンプロット法により分析したところ，不純物としてアルブミンが 3%含まれており，純度は97% と判定

した。 B型肝炎ワクチンはモルモットに接種することにより HBs 抗体の産生が認められた。また，生

物学的製剤基準に準じた試験ならびにチンパンジー接種試験において，異常のないことが確認され， ヒ

トへの適用が可能と判断された。

つぎに，感染性のHBVを多く含む HBe 抗原陽性血衆を原材料としたときの安全性を， ワクチン精

製工程中のHBV DNAの挙動を追跡することによって検討した結果，原材料中に存在する HBV は

最終精製品では 5 X 10- 9 に減少することが証明された。このことより ， HBe 抗原陽性血紫をワクチン

原材料として安全性の高いB型肝炎ワクチンの製造が可能であると判断された。

血衆由来B型肝炎ワクチンは感染防御能のある HBs 抗体を産生し，効果的である。しかし， ワクチ

ンの使用を世界的規模のものとするには原材料に制約を受けているO そこで，第二世代のワクチンとし

て，遺伝子組換え技術により酵母で発現した HBs 抗原を原材料とするワクチンの開発を試みた。

Sαcchαromyces cerevisiαe の培養により産生した HBs 抗原は，ガラスビーズとともにホモジナイズ

することにより破砕し抽出した。抽出された HBs 抗原はコロイド珪酸塩により澄明化したのち，疎水

性クロマトグラフィー及び超遠心分離により精製した。

酵母由来 HBs 抗原の純度測定法として， SDS-PAGE法ならびに抗酵母抗体を用いた ELISA

法による酵母成分の定量法について検討した。 SDS-PAGEで銀染色されたバンドとウエスタンプ

ロット法で検出されたノてンドは一致しており， SDS-PAGEで検出されたバンドは HBs 抗原ポリ

ペプチドであることが確認された。なお，高分子側のバンドはダイマーに相当するものと判断され，デ

ンシトメトリーにより，純度は99%以上と判定された。酵母由来 HBs 抗原中の酵母成分の検出は

ELISAの競合法で行った。この反応には，酵母成分に対して幅広く反応することを確認した抗酵母

抗体を用いた。本法は 1 ......, 10ng の範囲において直線性が良いことから， この範囲において酵母由来

HBs 抗原中の酵母成分を定量した結果， Lowry 法で測定した総蛋白に対する酵母成分の割合は0.22%

であった。

酵母由来 HBs 抗原は糖鎖のない 1 本のポリペプチドから成り，そのアミノ酸組成は HBs 抗原遺伝子

の塩基配列より求めた理論値とほぼ一致した。 N末端及びC末端のアミノ酸配列についての分析結果は，

組み込んだ HBs 抗原遺伝子に相当するアミノ酸配列に一致した。電子顕微鏡観察では均一な球形粒子

として観察され，平均粒子径は21. 8nm であり，直径・形状ともに血祭由来 HBs 抗原とほぼ同じであっ

た。その他の物理化学的性質は血祭由来 HBs 抗原と殆ど同じであった。酵母由来B型肝炎ワクチンの

抗体産生力価は血衆由来B型肝炎ワクチンより有意に高く，チンパンジーの感染防御試験において，異

なるサプタイプ Cadr 又は ayw) のHBVに対して感染防御能を有することが証明された。また，酵母

由来B型肝炎ワクチンの有効性をヒトにおいて検討した結果， HBs 抗体陽転率及び幾何平均 HBs 抗体

価のいずれにおいても血衆由来B型肝炎ワクチンより優れた成績を示した。
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以上より第一世代の血紫由来B型肝炎ワクチンの開発につづ、いて，遺伝子組換え法により酵母で発現

した HBs 抗原を原材料とするワクチンを開発するとともに，酵母由来B型肝炎ワクチンの第二世代の

ワクチンとしての優秀性を明らかとした。

論文の審査結果の要旨

本論文はB型肝炎のワクチンとして実際に用いられる HBs 抗原の調整法と純度，安全性などに検討

を加えたもので，原料としてヒトの HBe 抗体陽性血衆， HBe抗原陽性のいずれの血衆を用いたときも

最終産物の HBs 抗原には感染性のウイルス粒子は存在しないことをチンパンジー接種試験及びDNA

ハイブリッドで確認した。また第二世代のワクチンとして遺伝子組換え法により酵母において99%以上

の純度の HBs 抗原の大量調整に成功し，そのウイルスに対する防御能が血衆由来の HBs に優るとも劣

らぬことを明らかにしたもので薬学博士の学位を授与するに値するものである。
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