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論文内容の要旨

(目的)

B型肝炎ウィルス (HBV) genome には 4 つの open reading frame (S-gene , C-gene, P-gene，お

よび X-gene) が存在しており，各々 HBsAg， HBcAg , DNA polymerase および X-Ag (X protein) 

をコードしている o B型肝疾患における X-Ag 発現動態およびその機能については未だ明らかではない

が， HBVを含む各種 hepadna virus にも X-gene が保存されており， HBVの複製もしくは生存に重

要な機能を有すると考えられているo 1988年に in vitro の系で X-gene がHBVの enhancer 領域を trans­

acting に活性化することが報告され， X-gene と HB ウィルス増殖との関連が示唆されている。そこで

本研究は， B型肝疾患に於ける X-Ag および anti-X の発現動態を明らかにし， X-Ag の m VIVO での機

能を明らかにすることを目的とした。

(対象と方法)

(1) 対象は， HBsAg 陽性症例129例(急性肝炎 4 ，無症候性キャリアー 12，慢性肝炎63，肝硬変24，肝

癌26) と anti-HBs 陽性症例14例， HBV marker 陰性症例13例の計156例である。

(2) 使用した X-Ag は， HBV genome X-gene open reading frame の BamHI から Bglll までの領域を

含むplasmid (pOCT -X) を大腸菌に transfect させて発現させたもので， X-gene 全体の約94% の

アミノ酸を含む分子量約17-kD の蛋白である (TrpE-X)。さらに同蛋白を家兎に免疫し抗血清を得た。

(3) 肝組織中 X-Ag の検出:前述の rabbit anti-X (1 : 500 dilution) を一次抗体とした間接免疫組織

化学法を用いた。二次抗体以降は， F 1 TCを用いた蛍光抗体法とペルオキシダーゼとアビジンービ

オチンコンプレックスを組み合わせた酵素抗体法を使用した。検体は，腹腔鏡下肝生検もしくは手術

ワinべ
u

q
ペ
U



時の肝生検組織をザンボニ固定液で固定後，クライオスタットで10μm の切片を作成したものを用

し、 fこO

(4) 血中 anti-X 検出:前述の TrpE-X を15%SDS ポリアクリルアミドゲ、ルで電気泳動しニトロセル

ロース膜に electroblot ting 後，検体血清を同ニトロセルロース膜と反応させ，抗ヒト IgG ペルオキ

シダーゼ標識抗体を用いて血清中 anti-TrpE-X (anti-X) の有無を検討した。

(5) 肝組織中 HBcAg の検出: mouse anti-HBc monoclonal antibody を使用し， X-Ag の検出(3) と同様

の方法を用いた。

(結果)

1. 肝組織中 X-Ag 発現と血中 anti-X 出現および他のウィルスマーカーとの関連を検討すると，肝組

織中に X-Ag が発現しているときは，血中の anti-X は見られず， anti-X 出現と共に X-Ag の発現

は抑えられる傾向が見られた。しかしながら，他のウィルスマーカーとの明らかな関連は指摘でき

なかった。

2. 肝組織中 X-Ag の発現率を慢性肝炎，肝硬変別および HBeAg/anti-HBe 別に見てみると，慢性肝

炎では， e 抗原陽性期 (17/23 : 74%) の方が e 抗体陽性期 (4/10 : 40%) に比べ高率であった。

しかし，肝硬変ではむしろ e 抗原陽性期に比べ (0/4 : 0 %) e 抗体陽性期 (5/6 : 83%) に

高率に発現が見られた。

3. 血中 anti-X 出現頻度を疾患別に見てみると，急性肝炎や healthy carrier 等の感染の比較的早期に

は anti-X は出現せず，慢性肝炎以降の比較的晩期の感染期に見られた。 HBe 抗原抗体系とは有

意の相関は見られなかったが，慢性肝炎では， e 抗原陽性期(10/32 : 31%) よりも e 抗体陽性期

(11/19 : 58%) の方が anti-X 出現率が高くなる傾向が見られた。

4. 肝組織中 X-Ag 発現と HBcAg 発現との関連を検討してみると，慢性肝炎においては， X-Ag 陽性

例での HBcAg 出現率(14/16 : 88%) は， X-Ag 陰性例のそれ (1/10 : 10%) に比し有意に高

率であり (p<O.Ol)， X-Ag 発現と HBcAg 発現とに有意の関連を認めた。

5. 連続切片による X-Ag および HBcAg の分布の検討では，両者はほぼ同様の分布を示した。

6. 肝癌合併慢性肝炎の 2 例では，両者とも癌部での X-Ag 発現は見られず癌周囲の非癌部に発現が見

られた。

(総括)

anti-X が X-Ag 発現を抑制する事や， anti-X 出現が感染の比較的後期に多いことより， HBV X-Ag 

はB型肝疾患の比較的早期に出現していると考えられ，実際慢性肝炎での X-Ag 発現ではその傾向が認

められた。さらに X-Ag は，ウィルス増殖の指標と考えられる HBcAg と有意の相関関係が認められた

事より， X-Ag と HBV増殖との関連が示唆された。しかし anti-e 陽性期の肝硬変に X-Ag 発現が見ら

れたことは， ヒト遺伝子に組み込まれたHBV DNAからの X-Ag 発現も考慮する必要があると考え

られた。また 2 例の肝癌周囲部に X-Ag 発現が見られ，癌部には見られなかったことより， X-Ag は癌

増殖よりむしろ発癌との関連が示唆された。
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論文の審査結果の要旨

本研究は.B型肝疾患における HB ウィルス X遺伝子の発現および血中X抗体出現動態を，間接酵素

抗体法とウエスタンプロット法を用いて解析したものである o X蛋白は，ウィルス増殖の良い指標で、あ

る HBc 抗原と密接な関連を持って発現しており，感染の後期には血中X抗体の出現とともに X蛋白の

発現が抑制されることを明らかにした。本研究は.B型肝疾患における X蛋白発現動態とその抗体の出

現やウィルス増殖との関連を初めて解析したものであり. B型慢性肝疾患における X遺伝子の役割を検

討する上で，新たな知見をもたらすとともに.B型肝炎慢性化機序の解明に資するところがきわめて大

きく，学位に値すると考えるO
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