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論文内容の要旨

【目的】

B型肝炎ウイルス (HBV) は，不完全2本鎖からなる DNA ウイルスで主に 4種類の蛋白(表面抗原，核抗原，ポリメ

ラーゼ， X蛋白)をコードしている。これらの蛋白は 4つのプローモーター (SP1P， SP2P, CP, XP) により発現が制

御されている。今回， X蛋白の各プロモーターに対する活性の違いや HBVゲノム配列の X蛋白の活性における関与及

びウイルスの複製に対する影響を調べた。

【方法ならびに成績】

1) 変異X遺伝子のトランス活性化

X遺伝子のトランス活性化を調べる際の陰性対象として変異した X遺伝子が用いられる。その変異の影響を調べ

るために， HBVゲノムのX遺伝子の 8， 118, 130，番目のアミノ酸部位をそれぞれ終止コドンに変異させた。また，

X遺伝子ORF 内の 3つの ATGをそれぞれ終止コドンに変異させた X遺伝子発現プラスミドを構築した。それらの

プラスミドを C プロモーターの下流にクロラムフェニコールアセチルトランスフエラーゼ (CAT) 遺伝子を結合さ

せたプラスミドと HepG2細胞に共に導入させ，その CAT活性を測定した。その結果，内在する ATGからのX蛋白

がトランス活性化能を保持している事が示された。よって，陰性対象として ORF 内のすべての ATGを終止コドンに

変異させたプラスミド (pRSVXml)を用いる事とした。

2) HBV プロモーターに対する。 X蛋白のトランス活性化能

HBVゲノム上の 4つのプロモーターの下流に CAT遺伝子を挿入した。また，そのプロモーターと CAT遺伝子を

単離したプラスミドを構築した。これらの CAT遺伝子を含むプラスミドをレポーターとしたロまた， X遺伝子を発

現させるプラスミド (pRSVX) を構築した。 pRSVX もしくはpRSVXml と各レポーターを肝癌細胞株である HepG2

に共に導入させた。その細胞の CAT活性を測定し， pRSVXml に対する pRSVXの CAT活性の比を求めた。その結

果，プロモーターの単離に関わりなく 2-3倍の値が得られた。
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3) HBV複製における mRNA と HBV関連抗原産生に対する X蛋白の影響

X遺伝子の 8， 118, 130番目のアミノ酸部位をそれぞれ終止コドンに変異させた 2個の HBV ゲノムを縦列させ，

ウイルスを複製できるプラスミド (M1 ， M2, M3) を構築した。コントロールとして変異のないプラスミド (W) も

構築した。これらのプラスミドを HepG2 に導入しその培養上清の表面抗原 (HBs) と核抗原 (HBe) を測定した結

果， M2 と M3 の抗原はWに比べて低い値を示したがM1 は W と同等の値を示した。 M2 もしくは M3 を pRSVX と

共に導入すると，その抗原量はWのレベルに回復した。 W と M2の HBV mRNAの量を比較すると M2 の mRNAの

量はWに対して，全ての分子種で数分のーに低下していた。

【総括】

X蛋白はその遺伝子の変異実験により C末端領域にトランス活性化能が担われていることが示唆された。 X蛋白はす

べてのHBVフ。ロモーターを活性化する能力を有しており，その程度はフ。ロモーターの単離と無関係であった。よって，

X蛋白の作用点は各々のプロモーター近傍にあると推測される。 X蛋白は HBVの複製には不可欠ではないが，その複

製を増強させる効果を有していた。よって， X蛋白は HBV の複製に正の制御をおこなっていると推測された。

論文審査の結果の要旨

B型肝炎ウイルス (HBV) にコードされている X蛋白はプロモーター活性化能を有している事が示されているが，

HBVの複製における X蛋白の役割は未だ不明確である。今回，そのHBVの複製における X蛋白の役割をプロモーター

活性化という観点から研究を行った。 X蛋白の発現プラスミドと HBVの各々のプロモーターの活性を測定するレポー

タープラスミドを肝癌細胞株に導入し， X蛋白のトランス活性化能を調べると，数倍に活性化しているのが確認できた。

また， X遺伝子に変異を導入した複製可能なHBV DNAの培養細胞におけるウイルス産生量は，ワイルドタイプのHBV

に比べて数分のーに減少した。これらのデーターより X蛋白はHBVの複製に正の制御をしている事が示された。以上

の論文内容は学位の授与に値すると考えられる。
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