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論文内容の要旨

【目的】

B型肝炎ウイルスエンハンサ- II (HBV EnII) は肝細胞特異的に働くシス領域であり、 HBV ゲノム内の 4 ケ所の

プロモーター (CP、 8PI、 8PII、 XP) の転写に関与している。 8PI、 8PII からは HBs 抗原の鋳型となる 2 .4/2.lkb

RNA が、 XP からはX蛋白の鋳型となる 0.8kb RNA が転写される o CP からは 2 種類の3.5kb RNA (プレコア RNA、

プレゲノム RNA) が転写される。プレコア RNA からは HBe 抗原が産生され、またそれより約30塩基短いプレゲノ

ム RNA からはコア蛋白およびポリメラーゼ蛋白が産生される。この RNA は逆転写によるゲノム DNA の鋳型にも

なることからウイルス複製に重要な RNA と考えられ、これら RNA の産生にEnII活'性が強く関与している。また

EnII 領域には HNF 1 、 HNF 3 、 HNF 4 、 8P 1 、 FTF、 C/EBP などの転写因子が結合して転写を活性化すると

されているが、他方未知なる転写因子の関与も示唆されている。そこでEnIIの活性に重要となる領域について検討し、

結合する転写因子の同定、解析を試みた。

【方法】

EnII の複数の deletion mutant を組み込んだルシフエラーゼ発現ベクターを作成し、肝癌細胞株 HepG2 に導入後

ルシフエラーゼ活性を測定して、 EnII 活性の責任領域を決定した。また転写活性化に重-要な領域について、 HepG 2 

の核蛋白を用いてゲルシフトアッセイを行った。次に酵母 one-hybrid 法を用いて、ヒト肝組織の cDNA ライブラリー

からこの領域に結合する因子の同定を試みた。得られた因子を in vitro translation 法にて合成し、 EnII 領域との結

合についてゲルシフトアッセイにて検討した。さらに、その因子の強発現ベクターを用いてルシフエラーゼアッセイ

を行い、 EnII に対する作用について検討した。 HBV 遺伝子発現に対する影響をみるため、因子の発現ベクターと

HBV の発現ベクターを HuH 7 に導入し、 HBe 抗原、 HBs 抗原、 3.5kb RNA、 2 .4/2.1kb RNA の発現を測定した D

3.5kb RNA のうちプレコア RNA、プレゲノム RNA についてはプライマーエクステンション法にて解析した。

【成績】

EnII 領域のうち 1640-1771を組み込んだものではルシフエラーゼ活性は15.8倍に上昇し、 1640 -1659を欠失させる

と、 4.57倍と約3.5分の l に活性は低下した。従って、十分な活性を示すには 1640 -1659の配列が必要であると考え

られた。次に、この領域を含む1640-1663をプロープとして、 HepG 2 の核蛋白でゲ‘ルシフトアッセイを行った所、

特異的なノインドの形成を認めた。 1640 -1663 を bait とした酵母 one-hybrid 法では、 3 種の転写因子、 HLF
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(hepatic leukemia factor) 、 FTF (fetoprotein transcription factor) 、 E4BP4 が同定された。すべての転写因子

はゲルシフトアッセイで1640-1663と特異的な結合を示した。レポーターアッセイでは1640-1663の領域の存在によ

り、 HLF、 FTF では転写が活性化され、一方E4BP4 では転写は抑制された。 HBV 遺伝子の発現に関しては、 FTF

は HBe 抗原、 HBs 抗原をともに増加させたが、 HLF は HBe 抗原のみを増加させた。 E4 BP 4 はどちらにも影響を

与えなかった。さらに RNA の発現レベルを見ると、 HBe 抗原の鋳型となる 3.5kb RNA、 HBs 抗原の鋳型となる 2 .4

/2.1kb RNA はともに各抗原の発現と同様の傾向を認めた。プレコア RNA、プレゲノム RNA の検討では、 HLF を

導入した場合、プレゲノム RNA の発現の上昇の程度がプレコア RNA に比し強かった。

【総括】

EnII には種々の転写因子が結合し、その総和として活性が示されるものと考えられ、 HBV 増殖の肝親和性の l つ

は肝細胞内で発現するこれら転写因子のプロフィールによって規定されているものと考えられた。 HBV 1640 -1663 

の配列はこうしたEnIIの転写活性の制御に関わる領域の 1 つで‘あり、この領域に結合する転写因子として HLF、 FT

F、 E4BP4 が同定された。 HBV の転写に関し、 FTF は3.5kb RNA、 2 .4/2.1kb RNA をともに上昇させることか

ら、 1640-1663の領域は FTF と結合することによってエンハンサーとして作用し、一方 HLF は3.5kb RNA のみを

上昇させることから、この領域は HLF と結合すると CP 特異的に働くコア上流調節領域として作用すると考えられ

た。さらに、 HLF の CP に対する作用はプレゲノム RNA 産生に特に強く働くことより、ウイルス複製に重要な因子

であると考えられた。

論文審査の結果の要旨

B型肝炎ウイルスは肝細胞特異的に増殖し、急性および慢性肝炎、さらには肝細胞癌の発生に密接に関与するウイ

ルスである。この肝細胞への特異性は、 1 つにはエンハンサー E の活性によるものと考えられているが、この活性化

機構およびそれに関与する転写因子に関しては十分な解析がなされていない。

本論文では、エンハンサ -ll 内の転写活性化に重要となる領域を新たに同定し、既知の転写因子との相互作用につ

いて詳細な解析を行った。さらに、その領域に結合する 3 種類の転写因子 HLF、 FTF、 E4BP4 を同定した。これ

らの因子がエンハンサ -ll の転写活性化能を制御し、ならびにB型肝炎ウイルスの増殖についても強い影響を及ぼす

ものであることを明らかにした。本研究で得られた知見は、 B型肝炎ウイルスの増殖機構を解明するものであり、ま

た転写因子を調節することにより、ウイルス増殖を制御する可能性を示唆するものであるo

従って、本論文は学位に値するものと認める。
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