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序論

I. はじめに

日型肝炎ウイルス (HB V) がいかにして肝綴を引き起こすかという疑問に対

して、過去十年以上にわたり諸家の精力的な検討がなされてきたが、その l'干~frJ:

のメカエズムは明らかでない。 H 日Vそのも のが肝発筏に直後的に関与している

のかについても不明である。その理由の 一 つは HsVのoncogenic property (距1¥

1裏腹性〉 を 7 '1 セイするのに好都合なシステムが無か った ことにあると恩われる。

H B Vのー泣伝子である X溢伝子(図 1、以下 H s x遺伝子)は、 H sVゲノム

がクローン化された(1 )後も 、 実際に蛋白として発現されるかどうかも不明な

遺伝子であった。 筆者は、この Hs x 遺伝子を当初か ら一 貫して研究し、蛋白と

しての同定を行い、 この蛋自の目干発A;における役割につい て 検討 し て き た 。 本 論

文ではこの H B x 遺伝子を中心に、 日型肝炎ウイルス慢性感殺症における肝発1お

について論じる。

I 1. H s V感染と肝路

H s Vはヒ ト に お けるウイルス発箔の候補として長年にわたり 言及されてきて

いるが、癌ウイルスとしての可能性は、おもに疫学的事実によって示唆されてい

る。 これまでに指摘されている H B Vと肝絡の関係は以下のごとくである。一つ

は、 HsVキャリアの地理的分布と肝細胞悠の分布が一 致 していることである。

すなわち、 HsVキャリ了の多い東アジア、熱帯 77リカでは肝細胞絡が多発す

る。二 つめは H s V牛ャリアの前向き調査で、対照 lζ 比べて日干癌の発生率がはる

かに凄iく、その相対危険度が 2.17倍にも及んだこと(2 )である。

三 番めとしては HB V関連肝銘での、 HB Vゲノムの宿 主 遺 伝 子 へ の 組 み 込 み

が挙げられる。 19 8 ]年に忌初に報告されて以来(3 )、この組み込まれたウ

イルスゲノムとその近傍の宿主遺伝子が精力的に調べられた(4、 5)。 その結

果、

I )ほとんどの H B V関連肝絡でこの組み込みが認められ た ζ と。 また慢性肝炎

あるいは急性肝炎においても H s Vの組み込み が認められ、このワイルスの宿主
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DNAへの組み込みは感染の比較的早期に起こるらしいこと。

2 )総み込まれた HsV- DNAの断繍 (宿主j童伝子との接点)の一方は、 cohe

sive endと呼ばれる部分に存在することが多いこと。

3 )組み込まれた H 日 V - DNAを中心として宿主遺伝子を巻き込んだ遺伝子の

再編成が高頻度に起こっていること、などが明らかとなった。 しかし、宿主への

組み込み場所には 一定の規則性は無〈 、 また特異的な逓伝子の再編成も認、めら れ

ず、特 定の細胞遺伝子が影響を受けるといった所見も得られなか った。 一 例報告

としては、 retinoic acid receptor (6) とcyc1in ( 7 )という細胞地殖に関

速した細胞遺伝子の近傍への組み込みがあるが、あくまでもー例報告であり瞥湿

性を持つものではあり得なかった。このようにして、細 胞筋遺伝子の活性化や絡

抑制遺伝子の不活性化といったレトロウイルスのごとき符入変異によるウイルス

発癌のメカニズムでは説明不能であることが次第に明らかとなった。

「組み込み 」 の解析がポジテイブな事実をもたらさなかったことを受けて、 11

s V は単に非特異的にH干発悠に関与しているだけなのではないかという考え万が、

受け入れられ始めた。すなわち、 H s Vは肝炎を引き起こ すことにより肝細胞の

域死をもたらし、その結果、犠死→炎症反応→肝細胞再生のサイクノレを繰り返

すうちに、宿主遺伝子の変史ュをきた し、地鎚の良い細胞が出現し選択され緑終的

に 悪性化するという説である(8 )。この税においては、 H s Vは肝炎を起こす

ことにより間俊的に、 「非特異的に 」肝発絡に関わ っていることになる。しかし、

H s V 自身が)j干発癌に直接的に 関わ っているという可能性はまだ捨て去ることは

で きないと思われる。

1 11. HsVゲ ノムの構造と H s x 遺伝子

H s Vウイルス松子は直径約 42 n mの隊状精進をしている。 その遺伝子は、

約 3. 2 k bの二本鎖 D NAからなるが、 一 部はプラス鎖が欠けて 一 本鎖とな っ

ている(図 1)。このゲノム上には 4つの遺伝子が存在し、それぞれ、 S遺伝子、

C 遺伝子、 P遺伝子、 H 日x遺伝子と呼ばれている。

S 遺伝子はウイルスの表面蛋白をコ ー ドしているが、実際には pr e S 1、 p

r e S 2、 Sの 3つの パ ートにわかれ、 1 a r g e S蛋白、 m i d d I e S 

蛋白、 m a j 0 r S蛋白の 3倍類の蛋白をコードする。
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C遺伝子はコ 7i量伝子とプレコア遺伝子部分からなり、ウイルスの呈 7 レオカ

プシド玉置白と eVL 僚という分泌型の蛋自の二つを作る。これらの蛋白をめぐる話

題は現在のトピ， 7のひとつであるが、本論とははずれるので省く。

P 遺伝子はポリメラーゼ(逆転写酵素〉蛋白をコードしている。ただし、現在

まで、この 一部が DNA結合蛋白をコードすることなどがわか っているが、蛋 白

そのもの(組み替え蛋白など〉に逆転写務紫活性は実富Eされていない。

最後に残った HB x遺伝子は、最近まで働きの不明であ った蛋白である。この

H B x 遺伝子が、{也の遺伝子の発現を!iu加させるトランス活性化作用 (transactI

vatIng function) を保持することが、 j 9 8 7年頃より知 られ始めた。我々は、

この HB x遺伝子のトランス活性化作用が細胞の悠造伝子を活性化して縮化をも

たらす可能性を考慮し 、 H B x 遺伝子を導入してトランス ジ z ニ γ クマウスを作

製 し た。 この H B x遺伝子トランスジェニック 7 ウスでは、肝炎を伴うことなし

』乙 8割以上のぼる高率に肝臨書蓄が発生し、 H B x遺伝子があたかも絡遺伝子の ご

とく働くことが明らかとなった。すなわち我々の γ ステムは、 HB Vのー 遺伝下

である HB x 遺伝子の産物が生体内において肝絡を惹起すること、 言葉を変える

と、 H B V自身が直般的 i己目干発痛に関与していることを初めて示していた。本論

文ではまず、 第一部において H日 x遺伝子蛋自の培養細胞での発現とヒト感染時

の抗 j-lB x蛋白抗体の存在について述べ、第二 部では H B x逃伝子を導入したト

ランスゾぷニッ 7マウスによる肝発箔モデルの作製を 、そし て第三部ではこのト

ランスグェニック 7 ウスにおける肝発癌のメカニズムについての分析について述

べる。
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第一部

B型肝炎ウイルス Hs x遺伝子の C0 S - 1細胞における発現

および B型肝炎患者血中での抗 H B x蛋白抗体の検出

Characlerlzation of hepall lls s vlrus I gene 

ーー--Invltro lranslatlon of mRNA from COS-l cclls 

lransfectcd with the x gene 

(この第一 部は VirOlogy 163:233-235.1988に発表された)

。。



~約

B型肝炎ウイルス (HBV) - DNAの H B x遺伝子の生物学的役創を明 らか

にするため、 HBV- DNAのStu1/8glll 断片を pS V 2 ベクターに ~lí 入して発

現ベクタ -pSV2HBxを作製した。 トランス 7ェクトした C0 Sー l細胞中

には HB x遺伝子産物は悶定されなか ったが、この細胞の mRNAの in v i l ro侮1

訳産物を、l-JB x遺伝子オープンリーデイングフレームのカルボキ シル末端に対

応する合成ペプチド lこ対して作製した抗体で免疫沈降したところ 17 k Dの蛋白

が同定された。 68人の Hs Vキ十リ 7からのm消を調べたところ、 2人がこの

i n v i t ro鯛訳産物と反応する抗体を含んでいた。こ れらの事実は、 1-1s x i盆伝子

は H B V感染のいずれかの時期 l己実際に発現される遺伝子であることを示してい

る。
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はじめに

B型肝炎ウイルス(H 日v) には適 当な活安細胞系での i曽殖システムが無いに

もかかわらず、分子生物学的にずローン化された HBV-DNAの分析によ って

こ の ウイルスの構造につ い て 多 く の 情 報 が も た ら さ れ てきている(I -5 )。し

かし、?イナス鎖に存在する 4つのオープンリーデイングフレーム (0R r)の

うち 15 4 7 ミ/酸からなるポリペプタイドをコードしうる H s x遺伝子につい

てはほとんど何もわかっていない。極々の HB Vサ プタイプや、他のヘパドナウ

イルス (hepadnavi ruses) のクローン (6 )聞でこの治伝子がよく保存されてい

ることは、 1-1s Vのライフサイクルにおいてこの oR Fが重要な役割を演じてい

ることを示唆している。

最近になり、 1-1B x j宣伝子遺伝子の一部が大腸菌の β-galactosidase遺伝子に

結合され、パクテリアのシステムでうまく発現されている。 この融合蛋自に対す

る抗体が、 H B s抗原陽 性 の 肝 炎 患 者 の 血 清 中 に 検 出 された(7 - 9 )。さらに、

H B x遺伝子蛋白に対する抗体は、 ground squirrel hepalitis B virus (G S 

1-]日v) の自然感染のl採にも陽性となることが 示されている (1 0 )。孜々は、

1-1 B x登白を 完全な形で真核細胞で発現させることを試みた。

-10 -



方法

酵素、アイソトープ、 DN A組み替え操作

DNA制限醇索、各筏 修 飾 酵 素 、 は New England Biolab、 Bclhesda Resear 

ch Laboraloryから購入した。 7 イソト プは New England Nuclear、Amersha

mから 購入した。基本的な D N A級み替え煉作は、文献(1 1) に従 った。

truij包、 DNAトランスフェクション

C 0 Sー l細胞は、 凍結保存されたものを使用の度に解凍して使用した。培養

は、 Dulbecco's minimal essnlial medium(DMEM) + 10%ウシ1]台児 lrn消

で成舎のごとく行なった。

DNAトランスフェクションは燐酸カルシウム法にて行なった (1 l)。

D N Aプロット

低分子 DN Aの州l出は 11i r tの方法にて行なった。 DNAは1.0耳の 71/ロースゲ

ルで分 離 し 、 次 に ニ トロセルロース脱に転写し、通常の方法でニッデトランスレ

ション法(Amersham) でラベルした DNAプロープでハイブリダイゼーションを行

った。ハイブリダイゼ-:/ョンは 50%アォ Jレムアミド /'3X SSC/5X Denhardl熔

I宙150mM HEPES(pH7.0)存在下で 42'C‘201時間行い， 3XSSC，42・Cで 10分間2 回 wash

Ingの後， 3X SSC、68・Cで 10分 2回、最後に O.1 X S 旬、 68・Cで 5分間 2回 washingを

行った。

ノーザン (RNA)ブロ y ト、 S 1 <' "ピング

総 RNAをGulTC法にて抽出した。概略 を述べると、デイ y シ"， 1ζconfluenlな培養

細胞を 3000回転で遠心し、セルペレ y トとし 9mlの (4MGu ITC/l % sarcosinel 

5m~IEDTA/ J% 2ME) 溶液 中 で ホ モ ジ z ナイズし、 4mlの (5.7M CsCI /' 5mM EDTA) 液

に重層し、 8eckmann 55'1ロ ー ターで 35，000回転、 20I時間違心した。生じたヰレ y

トを 400μlのddH.OIζ 議解し、 エ f ノ-Jレ沈澱した。 15μEのRNAをO.9 %の 71/ロー

ス/ フォルム 7 Jレデヒドゲノレで分画し、ニトロセルロース股に i転写後， 'pでラベル

した単鎖 DNAプロープでハイブリダイゼーショ Y を 行 っ た(1 1 )。ハイブリダイ
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ゼ-~〆 ョンは (50% formamide/ 3XSSC/5XDenhard l' s/50mMHEPES)容在下で 45・C，

20時間のあと、サザン法と同憾に washingを行い露出した。

S17ッピ Y グは DNAプロープと 100ugの RNAをhybridizalion buffer中で 31時間 hy

bridizalion後、 $1 nuclease (100U/m1)で消化した。 消 化 さ れ た サ ン プ ル は 中 性

71fロース中で泳動後転写し、 HBV-DNAをピ ロー プとして hybridizalionを行な っ

た。

i n vilro lranslalion 

100μ Eの総 RNAを.， sー メ チ オ ニ ン を 用 い て rabbit retioculocyte lysal 

e (Amersham) 中で翻訳させた。翻訳産物は抗 日 B x抗体で免疫沈降し、 12 % S 

D S - P A G E中で電気泳.l)}Jし、乾燥後オートラデイオグラブィーを行な った。
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結果および考察

プラスミド lJSV2 H Bxの構築(図 1) 

1-1 B Vの HB x遺伝子の全体を元々の形で発現させるにあたって、我々は、 H

B X 遺伝子の全体を Simian virus 40  (S V 40) 早期遺伝子プロモーターの制

御のもとに、 発現ベヲタ ー に 導 入 し た 。 す な わ ち 、 プ ラ スミド pSV2βglobinを B

g 111とSlulで消化し、 β-globini遺伝子全体と SV40 Pvul卜 Hi nd 1 11断片の 3

終末の 19bpを取り除いた。 4217bpの線状 oN A は次に、 pllBVadr4 ( 4 )から準

備された Slu1-sgl1IHsV-DNA断片と結合された。この 870bpの HBV- DNA断片

は、 H B x遺伝子 oR 1"のみならず、プロモーター(1 2 )と polyA付加シグナル

( 1 3 )を含んでいる。

H B x 遺伝子 R N Aの発現

組み替えプラスミド pSV2HBxは燐酸カルシウム法によって subconfluenlな C0 S 

l細胞(I 4 )にトランスフェク卜され た。 トランスフェクトされたプラスミ

ドpSV2HBxの増殖はトランス 7 ェヲト後 72 11寺聞にわたり蓄積した 7 才一ム 1-0

NA箆の治力[iによって示された(図 2)。総 R N Aはトランスフェクト 4 8時間

後に 1111i:I:¥され、 po1 y A (+) R N Aがオリゴ dTセルロースカラムによって濃縮

された。ノーザンプロ y ト分析により 、 2種類の RN ̂ が検出された。大部分の

転写産物は大きさ1.6 k bでマイナーな成分は1.0 k bであ った。そ れぞれの転写産物

の転写開始点を知るため、 S 1 )(クレアーゼ-::{.")ピングを行なった(図 3) 0 pS 

V2HBxから切り出された 663bpのPvuIl/Aval断片がポリ A(+)RNAとハイプリダイ

ズされた。 D N A/ R N Aduplexは S .1 ヌクレアー ゼ (100単位 ImL、 Boehringer

-Mannhei閥、 West Germany)) で消化された。 S I消化から保護された ONA断

片は、中性アガロースゲルで泳動され、ニトロセルロースフィルクーに転写され、

HsV-DNA全体をプロ ー プとしてハイプリダイゼーションを行なった。 663bpの ON

A断片 1C:加え、 440bp付近に幅広いパンドが検出された〈図 3 日、 1a ne 1 )。しか

しながら、長時間の露 出の後でもより小さなパンドは検出できなかった (dala n 

ol shown)。このように pSVHBxを導入された C0 S - I細胞での 1-1B V転写産物

は、 SV 4 0プロ モーター に対応する SV 4 0配列 の中から開始されていた。
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H s V転写産物の 3'終末 も問機にして pSV2HBxの2140Aval/EcoRI断片を用いて

決定された。中性アガロ ース ゲルで検出されたメジャ ーな バンドは、およそ 1300

bpの長さであったく図 3 s， lane2)。この結果は、メジャ ー な 転 写 産 物 は 、 S

V 4 0の smaII T抗原 ス プ ラ イス シグナルとポり A付加 シグナ Jレを使用してプロ

セシン グ を 受 け た こ とを示している。 500bp付近 の短いパ ンド は HB V断片 中のポ

リA付加シグナル (TATAAA) で転写の止ま ったスプライスされない転写産

物と考 えられた。この配列はコンセンサスな転写終結のシ グ ナ ル で あ る A A T A 

AAや ATTAAA (15) とは同 ー でないが、 H 日V ー D N Aはこ の配列を転

写 終結の νグナ ルとして利用することが示さ れてい る(1 3 ) 。 こ の シ グ ナ ル の

効 率が惑かったことは Sa j loらの以前の所見に合致している(1 6) 0 850bpにあ

るかす か な パ ン ド は SV 4 0のス プラ イ ゾング サイトで切れ た ア ー チ フ ァ デ ト と

考ーえられた。

抗l-!日 x蛋白抗体の作製

翻訳産物を免疫学 的に検出するために、我々は推定上の H s x 遺伝子建物におl

する 抗体 を作製した。 H s x蛋 白 の 親 水 性 部 分 か ら 5つの オリゴペプチド(H s 

x 遺伝子 領域 のア ミノ 酸番号で、① 10-17(pl0)、② 24-31(p20，③ 69-82(p6g)，@ 

115-128(plI5)，⑤ 139-154 (pI54)) を合成した。

これらのペプチドのなかでは、 p139をdipalmitine acidに抱合させて免疫させ

た時に高いタイターの抗体 が 誘 発 さ れ た (EI A法で 1:10000)。 この抗体は pJ39と特

異的に結合し、 1也の部分のペプチドとは反応しなかった。 p139抗体の特異性はつ

ヱスタ ンプロッロにても確認された。陽性コントロールと し て は 、 大 勝 菌 で 発 現

させた成長ホ Jレモン - H s x融合蛋白を用いた。 この融合'a(白とそれに対する特

異 抗体は J.Obijeski (Genenlech. CA)より供与された。抗 pJ39抗体は Hs x融合蛋

白と、その特異抗体が結合するように結合し、イムノプロッ テ イ ン グ で 17kdのパ

ンドを示した。

H B x遺伝子遺伝子産物の同定

pSV2HBxでトランスフェクトした C0 S - 1細胞抽出物中を、 PI39抗体を飼い て

免疫沈降法を行なったが、 J 7 K Dの特異的反応物を問定できなか ったため、無
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細胞翻訳系を用いて pl39抗体反応産物を検索することにした。 C0 S - 1細胞に、

pSV2HBxまたは pSV2β-globinをトランスフェクトし 48時間後に RNAを摘出した。

R N Aはウサギ reti cu 1 ocyteの無細胞潮訳系にて in v i l roで絢訳した。 pSV2l1Bx

をトランスフェク卜した細胞から得られた RNAの献訳産物中に、 p139抗体と免

疫沈降する 17kdのポリペプチドが検出された(図 4)。 この 17kdポリペプチドは

免疫前血清では枕l燥されなかったし、また p$V2一βg1 ob i nをトランスフェクトし

た細胞中には検出されなかった。 in v i t ro翻訳産物は p139ペプチドで政収した p

139抗体では免疫仇降されなかった。これに対して、 p24で吸収した p139抗体は反

応性を保持していた。このように in v i t ro捌訳系において HsVmRNAが機能

的であったことから、 pSV2/COS-ly ステムで x蛋白の発現が見られなかったのは、

効率的な翻訳のための宿主細胞因子が不足していたためと考えられる。 あるいは、

我々の発現遺伝子中の H s x i畠伝子 oR Fの上流に坤ーパーラップする配列が 11

s x 遺伝子の翻訳を阻害したのかも知れない。1-1日 x遺伝子 oR Fの AU Gを S

V 4 0プロモ ー ターに結合した新しいコンストラヲトによる発現実験が現f.E1並行

中である。最近、 SiddiQuiらはアデノウイルスメジャープロモーターと (-(s x j童

伝子の AUGを隣綾させたプラスミドを用いて、 C0 S細胞中で日日 x遺伝子を

発現させている(1 8)。

ヒト患者.00i青中における抗日 s x抗体の検出

続いて、 肝純胞箔患者を含む 6 8人の H s Vキャリアの血清と in v i l ro翻訳蛋

白との反応性を検討した(図 5) 0 2つの血清、 一つは原発性肝がん患者からの、

そしてもう一つは H s e抗体陽性の慢性 B型肝炎患者からの 血清が 17 k Dの蛋

白と反応した。残りの 6 6人の H B V牛ャリア、急性 B型肝炎(5人)、肝がん

以外の箔(4人)そして健康人からの血清は全てこのアッセイでは陰性を示した。

H s x 虚伝子産物に x'Jする抗体が 6 8人の患者のうちわずか Z人でだけ|弱性であ

った理由は明らかでない。 しかしながら、上に示した慢性日型肝炎の .患者は抗 H

B x抗体は 4年間にわたって検出されていることから、この患者においては H B 

X 遺伝子産物は続けて産生されていると推測される。

H s x遺伝子蛋白の機能はまだ知られていない。多くの肝細胞悠の例で Hs V 

-DNAはこの Hs x 遺伝子の部分で宿主細胞 DNAへ組み込まれていることが

5
 

1
 



示されている(1 9、 2 0 )。組み込みの場所で H s x i島伝子の oR rが完全な

形で保存されていることは希である。このことは、l-IB x 遺伝子は組み込みの j/iJ

程において重姿な役割を泉たすが、魁筋化された状態を維持するためには必婆な

いのかも知れない。 H 日x透伝子産物が近傍の細胞遺伝 子を活性化するかも知れ

ないという可能性は非常に興味深い。もしそうだとすると、 Hs x遺伝子の発耳1

li常時起こっているわけではないであろう。ヒト患者の rUl消で抗 H s x蛋白抗体

の陽性率が低いのは、 [-[s x j童伝子が一 過性に発現されるためか、ごく微量にし

か発現されないためかも知れない。
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図 2

Replication of the plasmid p$V2Hsx in COS-j cells. Supernatants were 

colleclet by Hirt's method at 7，24，48 and 72 hours after transrection a 

nd detected by Southern blotting， I :form I DNA， II :form II DNA 
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第二郎

B型肝炎ウイルス H B x j宣伝子はトラ Y スジェエ y クマウスで Jj干筏を誘発する

HBx gene of hepatitis B virus induces liver cancer in lransgenic ~lÌ c e 

〈この第二部は Nature 351 :317-321. 1991に発表された)
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~約

日干癒発生における B型肝炎ウイノレスの役割は明らかでない。 緑近 J-JB x巡 (iチ

がウイルスの調節遺伝子として同定されたことから、 Hs xがトランス活性化遺

伝子として細胞遺伝子の発現を変化させ肝細胞絡の発生へ至るという形で、 B型

肝炎ウイルスが直後が]に ll'fj~ の発生に関わっている可能性が示唆される 。 J-J s x 

遺伝子の全体をそれ自身の制御領滋のもとにマウスの受精卵に導入することによ

って、この可 tigj生を翻ベた。この ウイルス遺伝子をも っ 7 ウスには、肝臓に特製

的にi並行性の組織学的変化が生じたが、それらは変異肝細胞の多巣的な集まりに

始まり、良性のアデノーマ、そして怒性の 11干細胞癌へと進行していった。 オスの

7 ワスはメスに比べかなり早期に肝腫携を生じた。 H B x 遺伝子の発現に続き、

肝銘の発生に 1主任を果たす分子現象を知るためにこのトラ J スジェニ ッタマウス

モデルは最適である。
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はじめに

B型肝炎ウイルス (H B V) と肝細胞癌とのあいだには疫学的に非常・に強い閲

iil!が示されているが(1 - 3 )、このウイルスが肝臓の感性脳悠発生に直銭的に

関与している乙とを示す実験的なデータは極めて少ない(4、 5) 0 ~際多くの

研究は、 慢性肝炎の特徴である、持続的な肝細胞境死と再生から起こる二次郎]な

遺伝子の変化が必要であるとするもの(6、 7)、 H B V 遺伝子の組み込み場所

における H B Vの制御領f或による細胞遺伝子の活性化(8ー 10) な どを指摘し

ている。肝発1認の別なメカニズムとしてウイルス t監伝子産物の l直後的な関与が考

えられる。少なくとも成主主細胞の系においては、 1也のウイルスの遺伝子を活性化

する転写制御因子として働くウイルスのトランス 77チベーターであるトIs x抗

原を、1-1B Vがコードしていることが最近になり明らかにされたことを考えると、

この考えは特に魅力的である (12-14)。 ウイノレスのトランス 7 クチベータ

ーは宿主の生合成装置を ii!jじて働くことから、それらの遺伝子は感染細胞の細胞

遺伝子の発現や分化機憾に|壕筈を与えるはずである (15-20)。我々 は、 ト

ランスジェニックマウスにおいて HB x jy伝子のみで肝発銘に至るか否かを検討

した。
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方法

酵素、 7 ウス、アイソトープ、 oN A制1み替え機作

D NA制限酵素、各程修飾E草案、は New England Biolab、BeLhesda Resear 

ch Laboraloryから購入した。アイソトープは Ne. England Nuclear、 Amersha

mから購入した。 2正本的な DNA組み替え操作は、文献(2 1 )に従った。

トラ Y スジェニ ックマウスの作製

トランスジェニ y クマウス作製の 典型的な 実験例では、約 30匹 のメス CD-lマ

ウスを妊馬血清(P M S )と ヒト HCG投与により過排卵させ、 C D -I Flオ

スマウスと交配させた。翠朝、ー卵期の受精卵を卵管より O.lmMの EDTAを含む改変

srinslerメヂウムにて流出させた。 cumulus細胞は、 hyalllronidase(300unils/ml) 

により取り除いた。次に卵を洗い、破片や酵素を洗い流した。さらに卵への注入

のために 、重炭酸を Z4mMの HEPES buffer (pU 7.4)に変更し、 cylocalasin s 

(5μg/ml)を11日えた srinSlerメヂウム中に入れ， depress.ion sl ide へ移動させた。

メヂウム上には pHの変化を避けるため、 γ リコンオイルを蛮庖古せた。続いて、

卵を外径約 30μmの先の丸い保持用ピペットにより軽い陰圧をかけ動かないように

し、 micrometerに務いだ 100μlのハミルトンシリンジを使い、注入ピペットの先

をゆっくりと卵に射し、 2μg/m1の DNA溶液、約 Zplを注入した。注入ピベ y ト

はDNAサンプル以外の部分はシリコンオイルで満たされた。注入後、卵を洗い cyl 

ocalasin B をきれいに穏とした後、偽妊娠させた CD-j7 ウスの卵管へ戻した。

旦主ム且E

50-100mgのマウス尻尾から DNAを揃出しトランスジェニックマウスのスタリーニ

ングを行った。尻尾をカミソリで小片とし ，1m1の buffer(1% SDS/50mM Tris/5 

mM EOTA/150mM NaCl) 中で 55・c、 2時間proleinase Kにて消化した。ついで、

7ェノー ノレ クロロフォルムで 3回拍出後エクノール沈澱し回収したo DNAは制限

酵素で消化し O.8 %のアガロースゲルで分離した。 ~I乙ニトロセルロース膜に転写

し、通常の方法でランダムプライム法 (Pharmacia) でラベルした ONAプロープで

ハイプリダイゼーションを行った。ハイプリダイゼーがヨンは 40%フォルムアミ
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ド/4X SSC/5X Denha rd l溶液150mM HEPES(pH7.0)存在下で 42・C.20 [時間 行 い，

3XSSC，42・Cで10分間 2回Washingの後， 3XSSC、68・Cで I0分 2回、段後に O.lXSSC.

68・Cで 5分間 2回washingを行った。

ノーザン(RNA)プロ ッ ト法

総 RNAをGuanidini um i sOlhiocyanate-ces i um chlor ide訟にて抽出した。 慨

略を述べ る と 、 組 織 、 約 200mgを9mlの (4mM GulTC/l % sarcosine/5 mM EDTA / 

1 % 2ME)溶液中でホモジェナイズし、 4mlの (5.7M CsCI/5 mMEDTA)波に重層

し、 Beckmann 55T口ータ で35，000回転、 20時間違心したo 生じたペレ y 卜を 4

OOulのddlJ，Oに溶解し、エタノール沈殺した。 15μEの11NAある い は ポ リ ^iき択をし

た RN AをO.9 %のアガロース / フォルムアルデヒドゲルで分画し、ニトロセルロ

ース膜 lこ転写後 112pでラベノレした単鎖DNAプロープでハイプリダイゼー ション を行

った。ハ イプリダイゼーション 1<t (50% 7ォノレム 7 )レデヒド/3XSSC/5X Denhard 

1/50mM IIEPES)存在下で 45・C，20時間のあと、サザン法と|司織に washingを行い露

出した。

組織学的検索

組織は .3. 7 %の PBS-buffered formaldehyde(pH7..)で固定した。固定した組織

は切片とし、通常の方法で HE染色した。また、組織の免疫柴色は、 Vectorslain

EI i le (Veclor) を用いて行な った。
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結果

トランスジェニッタマウスの作製

H B x トランスジェニ νクマウスは、日 BVサブタイ プadrの 707nlから 1856nl

までの 1151bp(21) をoutbredの CD - 1 <'ウスのー卵 JUlの胎児にマイヲロイン

ジェク シ ョ ン し て 得 た (15-20)。この断片は、 H B x 遺伝子の全蛋白コー

ド領域 (mpI246-1710) だけでなく、エ Y ハンサー (mp945-1106;ref. 22)、主

要な RNA開始点 (mp118 4守 1203，1214を 含む、 ref. 2 3 )とポリ A付加シグナル

(mp1788守 ref白 2 1 )を含んでいる。生後 2- 3迎齢の 7 ウスの尾 DNAのサザン

プロッテイングの結果、 9匹のトランスジェニック 7 ウスが得られた。 8 1匹中

9匹 (1 1 %)が陽性であ っ た が こ れ は 我 々 の 通 常 作 製 するトランスゾェエ γ ク

マウスに比べてやや低めであった。導入遺伝子を lコピ 以上持ち、 F 1 Il!;代の

マウスの』干に予怨されたサイズの 1-1B x遺伝子 mRNAを持 つもの 3系 統 (C 1 

l， E l， H 9 )を》壁t尺し、 ラインイじした。

トランスジェニックマウスにおける1-1B x 遺伝子の発現

トランスジェニ yク7 ウスの各臓器における H B x 遺伝子の発現を Norlhern

b 1 0 tで分析した。比較的高レベルの O. 8 k bの転写産物 (2 4 )の発現が肝、

腎、精巣で認められた(図 1A)。他の 2系統のラインに おいても同憾の結果が

得られた。肝と腎で発現が認められたことは、 1-IBVの感鈍した個体での HB V 

-DNAの検出の結果と一致している (25)0 Hbx蛋白がトランス ジェニッ

クマウスの肝 臓で発現していることは、 HB x抗原に対するウサギポリクローナ

ル抗体(2 6 )で免疫沈降を行い確認した。分子量 17000の予想されたサイズの H

日x蛋白(2 6 )が抗体 で特異的に検出された(図 1B)。

トランスジェニックマウスにおける組織所見と肝発癌

4カ月齢における』干の組織学的検索によ って、 3系統のトランス ジェニ y ヂマ

ウスの全てにおいて変異肝細胞が多巣状に存在することが見いだされた〈図 2a )ω 

だ が 、その正常な兄弟マウスに はこの変異は認められなか った。これらの変異巣

は 、わずかしか染色され な い 、 頼 粒 状 の 細 胞 質 を 持 つ 細 胞 から成り立っていたが、

細胞増殖の増加の所見は光顕上認、められなかった。これらの細胞質に periodic

acid Schiff(PAS)染色で検出される glycogenが蓄積してい た こ と は 、 こ れ ら が 前
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筏状態であることに迎合している(図 2b;ref27)。これらの変異巣に存

在する肝細胞は、免疫染色で比較的高レベルの Hs x遺伝子を示しており(図 2

C， c1)、同じサブセ y トの肝細胞で組織学的変化と導入遺伝子の発現が一致 し

ていた。 約 8から 10カ月餓でトランスジ£ニックマウスの』干に庇!ltI結節が出現

し始めた。 これらの結節はしばしば好上高益性の細胞から成り、隣侵する正常 11干実

質を圧排しながら地殖しており(図 3 a， b)、肝 7デノーマの全ての性質を保

持して いた(2 8 )。変異細胞巣における細胞と問機に 、 これらの結節をつくる

細胞は比較的高度の Hs x蛋自の発現を示し、かつ多くのグリコーゲンを含んで

いた(図 3 b )。 しかし、変異細胞巣と異なり、 7デノーマには αーフェトプロ

テインが検出された (data not shown)。すべてのアデ/-?が好協法性だ った

わけではない。明細胞からなる 7デノーマも認められた(2 9 )。時に、明細 j泡

は好瀦基性制11胞からなる腹筋結節の中から起こっていた(図 3c )。 これらのl血

痕細胞は H s x蛋白を発現し続けており(図 3 e)、そしてグリコーゲン(図 a

d )や直一フェトプロテイン(図 3 f )の発現も続いていた。 属殺後、肝に 1、

2個のアデ/- ?が発見された 7 ウスでは、印消 alanine aminotransferase値は

継続して正常範囲であった。この事実は肝細胞隙筈がこれらの良性の肝病変とは

関わっていないことを示唆している(7 )。

C 1 1系統のオスマウスの多くは l 1カ月から 15カ月齢の聞に死亡した。剖

検において、それらのマウスは肉眼的に視認できる肝服悠をもっていた。これら

の』盟諸高の多くは、 明細胞型の肝細胞癌(3 0、 3 1 )と診断された。病変の程度

は、全ての肝禁に及ぶものから、一葉全体におよぶ良性のアデノ-?の一部にで

きた巣状の感性領域(図 3g) までさまざまであった。明細胞型の絡を構成する

細胞の核はしばしば 2骸化していた。アデノーマ細胞と同織にこれらは 1-1s x蛋

白(図 3 i )と α- 7:r: トプロテインを発現し続けていた。良性細胞と異なり、

悠細胞はもはやグリコ ー ゲンを含んではいなかった(図 3 h )。このように、見

かけ上の形態学的進展は、主主化学的な変化を伴っていた。一部のマウスでは転移

も認められた。重要なことであるが、対照のオス CD - 1 ?ウスはおよそ 24カ

月の寿命をもち、 1 0 %以下が肝腫鎮の徴候を示し、そしてそれらのうち明細胞

型のものは全く認められない。

トランスジェニ y クマウスにおける肝発癌の性差
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C 1 I トランスジェエッヲ 7 ウス系統における肝細胞絡の浸透度はオスで約 9

o %、メスで 60 %であった(TableI )。この観察はヒトにおける復学的事実、

すなわち1-1s Vに慢性的に感後した男性は女性に比べ肝絡になりや すいという事

実(2 )と合致している。 しかし、もしこのマウスで肝絡が発生する時期を考慮

にいれると、多くのオスは 11か ら I5カ月齢の聞に死亡し、メスでは 17から

2 Iカ月齢の間に死亡した(図 4)。正常な CD - 1 <'ウスの寿命が 2 1か ら 2

4カ月であることを考えると、もし寿命がもう少し長かったとしたら、メスでも

オスと同様の頻度で肝絡が発生したのかもしれない。その場合には、性差は単に

いっ癌ができるかということに由来するだけで、両性ーは同様に発がんしやすいと

いうことになる。

トランスジェニ ックマ ウスにおける疾患の表現型を検討する場合、組み込み場

所によるア ーチ アァヲトを除外する必姿がある。そしてこのことは複数の 7 ァウ

ンダーマウスからの系統を検討することで否定できる。 3系統のマウス全てにお

いて肝癌が選択的に発生した。 C 1 Iと H9 トラ J スジェニックマウス系統の比

較では、オス、メスともに』干絡の発生賄度に有意な途いは認められなかった。皆

と精巣における H s x 遺伝子の発現にもかかわらず、これらの組織においては何

等の組織学的変化もみとめられなか った。
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考察

我々とは異なった Hs V 遺伝子を導入したトランスジェニッタ 7 ウスが、ウイ

ルスの全体を導入したものも含めて、これまでに分析されているが (32-36)、

このウイルスが肝発銘に直後的な役割を果たすという証拠はほとんど得られてい

ない。これらの DN Aコンストラタトには J-Is x遺伝子を含んでいるが、 H s x 

遺伝子の発現は検出されていない (33-37)0 H sxii伝子がヒトの αーア

ンチ トリプ νン遺伝子のプロ モーターの制御下に導入されたマウスでは、』干銘は

発生しなかった (37)0 H sx 遺伝子の発現は生後 4週以内に消えてしまった

ため、日干組織中のi韮行性のlIill筋性変化は生ヒ得ょうがなかったと考えられる。

我々の観察は、 H s x 遺伝子の発現のみによって進行性に形態学的な、そして

おそらく生化学的な変化を引き起こし、 最終的に悪性の肝j笥に?Eるのであろうこ

とを示している。興味深いことは、 H s x玄白が全ての肝細胞で発現されること

なく、ある特定の肝細胞サプセ y ト、おそらくある特異的な分化段階の肝細胞に

限定して発現されたため、 1干全体のぴ慢性の病変ではなく多巣性の病変を生じた

ことである。

結論として、我々の所見は H s Vが肝発絡に直接的に関与していることを示し

ており、そして慢性肝炎(肝細胞峻死と再生の繰り返し)がヒトにおける IJ干発銘

の原因と して、 唯一絶対的な条件であるという考 えに対 して反証するものである。

また、ここに記載したトランスジェニック 7 ウスは、肝に進行性の変化をもたら

す H s x遺伝子の発現後、 発絡に到るまでの分子現象を明らかにするためのモデ

んとしても役立つと思われる。
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第三部

H 日x遺伝子トランスグェニ yク 7 ウスにおける肝発路のメカ ニズム

MoJecuJar pathogenesis of hepatocellular carcinoma 

in transgenic mice carrying bepatilis B virus HBx gene 

〈本論文は現在投稿中である〕
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要約

B裂肝炎ウイルスの1-1B x遺伝子を導入したトランスジェニ yヲマウスで高率

に肝癌が発生し、1-1B Vが箇援的に肝発績に関わ っていることが明らかとなった。

このトランスジヱニ y クマウスにおける目干発悠のメカニズムを、 トランスジェニ

ッタ 7 ウスの一系統で検討した。 H B x遺伝子の転写産物の検討から、 1干発痛に

はある値レベル以上の H B x遺伝子の発現が必要であること、発現レベルと』干f出

発生の時期との聞には密接な関連のあることが l珂らかとなった。出生後の 7 ウス

肝組織を経時的に観察すると、 2ヶ月歯脅から PA S 染色陽性の空胞をもっ変異肝

細胞が中心静脈周囲に巣状に出現したが、 J 0ヶ月齢までそ の組織所見 1<1:不変で

あり、増殖性の変化は認められなかった。 12ヶ月飴過ぎから大きな微をもっ呉

型性細胞慨が出現し、 1 4 ヶ月齢頃か ら肝服務が発生した。』干絡組織中の DNA

の検討では、導入された HB x i宣伝子を巻き込んだ宿主遺伝子の再編成は1忍めら

れず、このトランスジェニ y クマウスにおける肝発癒には遺伝子の再編成は不必

姿と考えられた。 myc、H-ras、N-myc、 fos癌遺伝子の発現レベルは、正常肝と』干

銘中で差は認められず、肝 j活発生前においてもこれらの買富士宣伝子の発現iil噌加は

見られなかった。 HB x 遺伝子の発現している腫痕発生前の中心静脈静脈周囲の

変異細胞巣の肝細胞では、正常肝では決して見られないことであるが、核での D

N A合成が充進していた。また FA C S による核の DNA含震の検討では、正常

マウス』干で見られる 2n、旬、 8nのピークの減高と aneuploidの小さなピーずの出現

が 4ヶ月齢から腫鰐発生前まで認められた。これらの結果から、 H B x遺伝子は

肝細胞に働いて培殖のよい肝細胞の小さい 7ローンを作り、そこへさらに二 次的

な変化が起こる乙とで H B x遺伝子による生体内での肝発癌は達成されると考え

られた。
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はじめに

B型肝炎ウイルス (H B V)慢性感自転疲と』干紛胞銘との問には強い|喝i座制iのあ

る こ と が以前より指摘されてきた(1 )が、その発絡のメカニズムは全く不明で

あった。日日 Vの遺伝子が肝銘細胞の遺伝子中に組み込まれていること(2 )が

発見されて以来、 結1み込まれた H B V周辺の宿主治伝子が精力的に検討された。

しかし、 その結果 HBV-DNAのまHみ込みの起こり方は全くランダムであるこ

とが判明し(3 ， 4 )、 特定の細胞遺伝子の近傍に組み込まれることによるレトロ

ウイルス類似の機序による肝発箔の可能性は否定的であった(5 )。最近我々は、

H B Vのー遺伝子であるトランス活性化透伝子 1-1B xが、 トランスジェニ ックマ

ウスにおいて肝悠を引き起こ し、 H s Vが直後的に月干発癌 l乙関わっていることを

初めて明らかにした(6 )。本論文ではこの H B xトランスジェニ '1 11マウスに

おける肝発癌の機序について、作製した 3系統の トランスジェニ y クマウスのう

ちの一つである ト19系統の オス7 ウスについて、微市IHな組織学的検索、遺伝子発

現、 D N A合成などの点から検討し 、 メカニズムの解明を試みた。 H 自 X逃伝子

は7 ウス』干において DNA合成 を高め、 肝発癌の初期の段階に働いていると考え

られた。
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方自主

修飾醇索、 7 ウス、アイソトープ、 DNA組み替え録作

D N A制限 mf.索、各様修飾防索、は New England Blolab、Belhesda Resear 

ch Laboratory カA ら U~ 入した。アイソトープは Ne. England Nuclear、Amersha

mから賦入した。基本的な DNA組み替え燥作は、文献(7 )に従った。 また、釘;

遺伝子プロ ープ myc、 H-ras、 N-mycはOncogene Sciencef:l:から附入したo fos遺伝

子は遺伝子パンクより供与を受けた。

トランスゾェ ニ γ クマウス の作製

トランスジェニックマウスの作製については文献(6 . 8 )に記載の j湿 りである。

3系統の H 8 x 遺伝子導入トランスジェニックマウス(C 1 1， E j、 H 9 )が

確立された (6 )が、本検討は主に H9系統のオスマウスに つ いて行な った。

D N Aプロット

50-100mgの 7 ウス尻尾から DNAを抽出しトランスジェニ γ クマウスのスクリーニ

ングを行った。 尻 尾 を カ ミ ソリで小片とし.1 m 1の buffer(1% SDS/50mM Tr i s/5 

mM EDTA/150mM NaCI) 中で 55'C、 2時間proteinase Kにて消化した。つ いで、

フェノ ル/ クロロフォルム で 3回抽出後エタ/-)レ i沈澱し回収した。 DNAは制限

醇索で消化し O.8%のアガロ ー スゲルで分離した。次にニトロセルロース般に転写

し、通常の方法でランダムプライム法 (Pharmacia) でラベルした DNAプロープで

ハ イブリダイゼーションを行 った。ハ イプリダイゼー ションは 40% フォルムアミ

ド/'4X SSC/5X Denhardt溶 液/50mM HEPES(pH7.0)存 在 下 で 42'C、20時間行い s

3):SSC.42・Cで 10分間 2回 washingの後， 3XSSC.68・Cで 1 0分 2回、最後に O.lXSSC、

68・Cで 5分間 2回 was'hingを行 った。

ノーザン (RNA)プロ y ト法

総 RNAを Guanidinium isolhiocyanate-cesium chloride法 にて州出した。 統

略を述べると、組織、約 200mgを 9mlの (4MGuITC/l% sarcosine/5mM EDTA/'I%β 
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ME) 熔j夜中でホモジェナイズし、1mlの (5.7M CsCl/ 5mM EDTA) 液に重隠し、 se

ckmann 55Tローターで 35.000回転、 20時間違心した。生じたベレ y トを 400μlの

ddH，Oに溶解し、エタノ-)レ沈澱した。 15μgの RNAあるいはポリ A選択をした R N 

AをO.9 %のアガロース / フォルム 7ルデヒドゲルで分画し、ニトロセルロース股

に転写後 '2Pでラベルした単鎖 DNAプロープでハイプリダイゼーションを行 った

( 7 )。ハイブリダイゼーションは (50% formaldehyde/ 3X SSC/5X Denhardl/5 

OmM HEPES) 存在下で 45・C.20時間のあと、サザン法と同織に washingを行い総出し

た。

組織学的検索

組織は .3.7%の PBS-buffered formaldehyde(pH7.4)で固定した。 固定した組織

は切片とし、 通常の方法で HE染色した。また、組織の免疫染色は、 Veclastain

El i le (Veclor) を用いて A B C法にて行なった。抗 H B x抗体は既報 (9 )のも

のを、 用いたo myc、Tasに対する抗体は Oncogene Scicnce社より附入した。

D N A含量の分析

肝細胞の DN A含量は、 CycleTEST (secton Dickinson) を用いて検討した。

マウス肝組織をハサミで細切後、 O.3 m 1のsample bufferlこ浮遊させ、 2 1 Gの針

をつけた注射線を用いて 5- 1 0回出し入れする。 およそ 2.5 x I 0・/ mlとして、。

2mlの検体に 1.8m 1のsolution A (trypsin熔液)を加え、室潟で j 0分間 incuba

t eする。 さらに 1.5 m 1の solution B (trypsin inhibi tor， RNase) をIJllえ 1 0分

間、1.5 m 1の solution C (propidium iodlde) を加えて 1 0分間 incubateする。

propidium iodideに決色された核を FACScan(Becton Dikinson) にて解析した。

B r d Uの取り込み解析

7 ウス肝細胞における DN A合成は cell proliferation kit (Amersham) 1;: 

て測定した。 マウス肝細胞 を スライス後、 Dulbecco's modified eagle media 

内で 60分間ラベルし、 P B S緩衝 10 %ホノレムアルデヒドで 16時間固定した。

通常のパラフインプロックを作製し、特異抗体を用いて染色した。対照としては、

向性、 I百]jj齢の 7 ウスを用いた。
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結果

肝内 H s x遺伝子の発現レベルと日干発絡との関述

このトランスジェニッヂマウスにおいては、サザンプロ ッ トで計算した組み込

まれた導入遺伝子のコピーナンパーと、ノーザンブロ y トで算定した肝臓での H

s x遺伝子の発現レベルとの間にほぼ相関関係が存在した (dala not shown)。

本研究では 3系統のトランスジェニック 7 ウスが検討されたが、それぞれの系統

で導入選伝子についてホモ (homo2ygote) とヘテロ (heteroZygOle) が存在するの

で、発現レベルについては都合 6系統の トランスジェニッデマウスが存在するこ

とになる。 これらの 6系統における肝筋発生率を見ると、 Eまも H s x逃伝子 のff

I見の低い E1系統のヘテロでは 24ヶ月で肝結は全く認められず、そのほぼ 2f音

の発現レベルをもっ E Iホモでは約 60 %で肝痛が発生した(表 I)。 他の 4系

統、すなわち H s X発現の高度な H 9ヘテロ、 H 9ホモ、 C 1 1ヘテロ C 1 I 

ホモではいずれも 24ク月間に約 90 %で肝箔が発生した。 すなわち、 IJ干悠発生

にはある最低限のレベル以上の H B x遺伝子の発現が必要である こ と が 明 らかと

な った。 さらに興味あることに、そ の発1径の時期は E 1系統ホモでほぼ 24ヶ月

と寿命いっぱいであったのに比べ H 9系統では 15 - 2 0 ヶ月、より発現の高い

C 1 Jでは 12 - 1 6ク月であったo H B x 遺伝子発現のレベルと肝銘発生時期

との聞には逆相関が存在していた。

1干における経時的な組織変化

H B x i古伝子を導入したトランスジェ ニ ックマウスのうち H9ラインのオスで

は、 1 4 ヶ月を過ぎた時点から肝癌を発生したが、肝銘発生前に JHには特徴ある

組織学的変化が生じている。 およそ 2 ヶ月紛から』干の中心静脈のまわりに、 細胞

質に HE染 色では染まらず白く妓けて見える穎松状の空胞化をもっ肝細胞の集団

が出現した。 この~胞は P A S染色陽性 であり、 glycogenが蓄積していると考え

られた。 これらの肝細胞は過形成や腿筋性の形態は全く示さなか った。 このよう

な肝細胞の変化 (allered hepatocytes) は 7 ウス』干のいずれの領域における中

心静脈周囲でも認められた。しかしながら、門脈周闘の肝細胞ではこのような変

化は全く認められず、正常の形態を示していた。空胞化をもっ肝細胞は、抗ト[s 
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x抗体による殊色で H s x遺伝子を比較的高度に発現していることが示された

(文献 6、図 1) 0 H 9系統のオスマウスで、この 2ヶ月から 14ヶ月までのオ

スマウスでの肝組織を l順次、細かに観察してゆくと、この"変異細胞巣 (a1 Lered 

hepa tocYl es) ..は 4、 6、 8、 1 0 ヶ月の各オスマウスにお いても、細胞質に

空胞化 をもっ JJ干細胞として存在し、全く変化が無く、上智鑓f生の変化も見 られず、

また肝細胞峻死、炎症反応も認められなかった(図 2)。ょうやく 12 ヶ月齢闘

になると骸と、細胞質の大きい異型性細胞と考えられる肝細胞の集団が出現した

(図 3)。最後に J3 - 1 4ヶ月齢か らアデノ ーマ、 JJ干細胞銘なとの肝胆綴 が出

現した。 l盗11¥1は J3 -1 4 ヶ月齢では比較的小さく、 7 ウスを死にいた らしめる

程度ではなかった。より月齢が進むと肝腫j事は次第に大きくなり、死にいたる 7

ワスも多数出現した。このように H s x 遺伝子の発現の結果起こったと考えられ

る変異肝細胞 (altered hepalocytes) は 2 ヶ月齢から約 10ヶ月間にわたって

は不変で、その後に異形成 (dysplasia)、mn悠 (neoplasia) を形成するに至 った。

』干銘組織における導入遺伝子の再編成の有無

ヒト目干1:1:での級み込み HsV-DNAの検索で、宿主遺伝子を巻き込んだ遺伝

子の再編成が高率に起こっていることが報告されている(3 )。また、実験系に

おいても HsV-DNAはrecombinogenicであるとする報告もある(1 0 )。し

かし、これらの事実が肝発癌に関与しているか否かは全く明らかではなし、。 我々

のトランスジェ ニックマウスにおいて導入遺伝子を中心とした再編成が起こ って

いるかどうかをサザン法で検討した。 C 1 1. E 1、 H9の 3系統それぞれの 7

ウスについて検討した。代表例を図 4 に示す。 トランスジェユックマウスの尾、

1干非癌部、肝悠部からそれぞれ DNAを1111出して Hs x 遺伝子をプロープとして

サザン法を行なった。制限酵素 Bg111あるいは BamHIによる f肉化で unit lengthの

1. 2 k bの断片と宿主遺伝子への組み込み断織が見られたが、正常細胞と肝銘細胞の

聞でそのバターンには全く変化が認められなかった。

トランスジェニ y クマウス』干における癌遺伝子の発現

H s x遺伝子がトランス活性化遺伝子であることから、I-ls x遺伝子が細胞筋

遺伝子を活性化して発癌に関与している可能性を調べるため、 7伊lの肝癌につい
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てマウス悠遺伝子 myc，H-ras， N-myc， fosの発現をノーザ Y 訟で検索した。正常 CD 

- 1 7 ウスの肝、 トランスジェニ ックマウ ス肝非筋部、 トラ ンスジ ι ニックマウ

ス肝から摘出された RN A について検討したが、 mycの約 2.4 k bの転写産物、lI-ra

sの約l.2 k bの転写産物のレベル{己差は認め られ なか った(図 5A、 日。 ト myc、「

osについては dala not shown)。

次に肝1苗発生前の悠遺伝子の関与について細胞レベルで検討するため、 myc、 r

as ~置自に対する抗体を用いて組織染色を行な っ た o 4、 7、 1 0か月 i紛のオスマ

ウス肝について検討したが、染色される細胞は散見されたが、コントロールと 差

は見られなかった。ト1s x遺伝子の発現している空胞をもっ変異肝細胞はこれら

の抗体によって染色されず(図 6)、肝j芭発生育ijにおけるこれらの癌遺伝子の関

与は否定的であった。

変異肝細胞における DNA合成の冗進

トランス活性化遺伝子である 日 日x遺伝子が肝細胞の DN A合成 に及ぼす影響

を知るため、 トランスジェニ ックマウス肝を s r d Uでラ ベ ルして DNA合成を

検討した。 4. 7. 1 0ヶ月のオスマウスについて向性、同月齢のコントロール

マウスとともに同時にラベルし、抗体による検出を行なった。 7 ヶ月齢のマウス

での結果を図 7に示す。中 心静脈のまわりの さE胞性変化をもっ肝細胞の核ににお

いて特異的に抗 日 rd U抗体による染色が認められ、 D N Aの合成が冗進してい

ことが示された(図 7A、日)。一次抗体無しでは染色は見られず〈図 7C)、

また同齢、向性の CDー 17 ウスにおいては中心静脈周囲の肝細胞を 含めて全く

肝細胞核への s r d Uの取り込みは認められなかった(図 7D)。

トランスジェ ニ y クマウス肝ーでの DN A ploidyの検討

上Is x j宣伝子発現の結果、 DNA合成の充進した変異肝細胞が出現したが、こ

れらの肝細胞における DN A ploidyを知るため、』干細胞核を propidium iodid 

eで染色して FA C Sにより検討した。正常マウス肝では diploidの核に加え、 le 

lraploid、oClap!oidの核が存在することが知 られて いる(図 8A、 7ヶ月齢オス

マウス) 0 H s x遺伝子をもっトランスジェエ y ヲマウスにおいては、 2ヶ月齢

では正常 マウス肝とほとんど変化がないが 〈図 8 s)、 4 ヶ月齢になると 2 n 
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4 n、 8nのピークの減高が見られ始める(図 8C)。さらに、小さな aneuploi

dのピークが出現していた。 7ヶ月においても同僚の傾向が見られた。すなわち、

diploid. teraploid. octaploid ピークの減高と小さい aneuploidピークの出現であ

るが、 aneuploidのピークの大きさは 4カ月餅の 7 ウス肝と同僚であり、進行性と

は言い難かった。 I5カ月齢の 7 ウスから採取された肝1誌では 2n I乙加え aneupl

oidの大きなピークが認められ、日干痛がモノクローナルであることを示していた。
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考察

我々のトランスジェニッヂマウスマウスでの H B x 遺伝子の発現を検討すると

興味深いことが明らかとなった。一つは低レベル過ぎる HB x遺伝子の発現では

肝癌が生じないこと、二つ目は発現レベルと肝癌発生の時期との悶に逆相関側係

があった ことである。最初の事実は、たとえば J-J8 Vの全長を入れたトランスジ

zニァクマウス (1 1) では H B x 遺伝子が肝でほとんど発現しておらず、 H干絡

も生じないという事実をよく説明している。あるレベル以上の H B x遺伝子発現

をもっマウスでは肝癒が高!原皮に起こるが、その中でも発現 レベルが高いほどよ

り阜く発癌するという事実は、一定レベル以上の HB x蛋白をもっ肝細胞がより

多数存在するために、後に述べるごとく二次的、三次的ヒ y トを受ける細胞がi曽

え、癌化の確率がJ脅すのであると考えられる。

既報のごとく(6 )、我々のトランスジェニック 7 ウスでは中心静脈周囲の肝

細胞に HE染色で染まりの惑い瀬粒状の笠JI1!lが生じ、それと同じサプセ γ トの肝

細胞では H 8 x蛋白が比較的高度に発現していた(我々はこれを変異肝細胞、 a1 

lered hepatocytesと呼んでいる)。生後、経時的に肝組織を観察すると、この

変興肝細胞では necrOSlS、neopJaslic changeなどの組織学的な変化は 10カ月

にわたり認められなかった。このように形態上は増鑓性の変化を示していない変

異肝細胞に DN A合成の冗進、 DN A pJoidyの変化が見られたことは興味深い。

DNA合成の著'!!1な増加、核内 DNA量の増加が認められるにもかかわらず組織

上は細胞の増殖が見られないという所見は充分に解釈するのは難し い。だが問機

な所見が non-toxicなlow doseのcarclnogenの投与でも見られること (J2 )、ま

た筋遺伝子を導入したトランスジェニックマウスでの発癌前に aneupJoidの細胞の

出現することが報告されており(1 3 )、我々の観察した a1tered hepatoCYles 

が首ljJ斑状態である ことを支持している。 HB x ~産自は肝細胞の D N A合成を刺激

するが、通常引き続いて起こる mi 1 os i sはプロックするのかもしれない。 carcino

genである lioacelamide(TAA) の少量投与でも同織の事実が観察されているのは

興 味深い(1 4)。細胞周期の観点からみると、 G0/ G ，)明から S朔への進行は

促進するがM期への進行はプロ 1 '7することになる(1 5 )。 トランス活性化蛋

白である H 8 x蛋白の細胞周期調節遺伝子への作用が関与している可能性も考え
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られる。 なお、組織学的には apoplosisを示す所見は認め られなか った。

さて、 H B x蛋白によって DNA合成能の高ま った変異肝細胞は 一 種の前ijJDj細

胞として存在していると考えられるが、一方この変異肝細胞の状態が長j切にわた

り続いたという事実は、生体内においてはそれだけでは街化が起こり得ず、発筋

のためには二次郎]なヒ yトが必要であることを示唆している。 HB x遺伝子は肝

細胞に作用して増殖のよい肝細胞とし、あと 一 息で筏化に到る ii守絡状態を つ くり

出すが、 街化のためには細胞癌遺伝子や銘抑制遺伝子などの増殖制御遺伝子の変

化、 免 疫 機構からの逸脱、血管造成(1 6、 1 7 )などのファクターによる 二次

的、三次的なヒットが必要であると考えられる。そしてこのような生体内におけ

る多段階発悠は、 myc、や rasなどの絡遺伝子を導入した他のトランスジェニ y ク

マウスでも共通に認められ、かっ考えられていることであり(I 8， 1 9)、実際

ヒトにおける日型肝炎ウイルス感脅さから発筋までの長い incubation periodも税

明しうるものである。

ヒト』干癌での組み込まれた HBV- DNAの解析の結果では宿主治伝子を巻 き

込んだ再編成が認められ(3、 4)、 この遺伝子の碍編成が 1I干発提言に関与してい

ることが准測されていたが、 I-fB x遺伝子トランスジェニッタマウスにおける肝

発絡においては、こ の遺伝子再編成は不安であると思われた。また H NV- DN

A自身が recombinogenicであるとする報告もあるが (10 )、今回の我々の解析

の結果、他の トランスジェニ y クマウスの報告(1 1、 20、 2l )を見る|寝り、

IIBV-VNAが肝細胞に組み込まれた後肝癌が発生しても gene rearrangement は起こ

り やすくならず(6、 2 0 )、 また H B Vー oN Aの組み込みが存在するだけで

は何等の組織変化も存在 しな い(1 1、 2 1 )。すなわち 、 integraledH B V 

D NAの存在→遺伝子符編成→発悠というプロセスはトランスジェニ y ク7 ウス

による検討を見る限り否定 的で ある。

』干』重1寓あるいは発筋前の肝組織での癌遺伝子の検索の結果、癒遺伝子の発現

増加は認められなかった。 しかし、今回検討された癒遺伝子はごく 一 部であり、

今後他の銘遺伝子や増殖因子やその受容体の発現も検討する必婆がある。

H B Vによる肝炎あるいは肝癌の動物モデルを目的として、我々の作製した H

B x遺伝子 トラ ンスジェエックマウ ス (6 )のほかに、これまでにいくつかのト

ランスクェニ yクマウスが作製されている。 HB s抗原を作るマウス (20，2 1)、



H B Vと思われる粒子を作るマウス (1 I )などが報告されているが、 H 日V搬

粒子を作るマウスおよび分泌型の H 日 s抗原を作るマウスでは、肝炎や』干j凶1良な

どの 組 織学的な変化は生じてこなかった(3. 2 I ) 0 )瑛結合型の largeHB s抗

原 を大量に産製 す る マ ウ スでのみ肝絡の発生が報告されている(2 0 )。

Chisariら(2 0 )は、 HB Vゲノムのうち S遺伝子と Xj童伝子を含む Bg1 1 I-B 

g111 断片をアルブミン遺伝子 の 制 御 領 域 の も と に 導 入 し て ト ランスジェニ y クマ

ウスを作製した。彼らの 7 ワスでは large，major 、smaI1の 3懐類の S抗原張自の

うちの、小胞体 (endoplasmic reliculum)の艇に結合する large Sl1i:原蛋白がIJ干

細胞内に蓄積し 、 その蓄積により肝細胞綾死を引き起こし、約一年半を経過した

後にH'f1-2llが発生した。しかし発生した肝癌にはもはや S泣伝子は全く発現してい

なかった。す なわち彼らのマウスのシステムにおける肝発 1認においては、繰り返

す肝細胞域死とそれに続く目干再生が11干 発 筋 の 原 因 で あ る と され(2 0 )、トl日 V

遺伝子産物自体は直後的 ltは肝発絡に関与していない。 largeHs s抗原が11干細胞

に蓄積するという現象はヒトでの H s V感 染 症 で は 明 ら か で ないため、このマウ

スでの発f誌のメカニズムがヒトでの H B V による肝発痛のモデルであるとはいい

難い函があるが、肝細胞 j裳死の持続が』干癌の発生へ続くという意味では興味深い。

なお Chi s a r i iるの 7 ウスでは HB x遺伝子はほとんど発現しておらず、彼らのマ

ワスで X遺伝子の作用を確認することは不可能である。

H B x遺伝子をヒトの αー17ンチトリプシン遺伝子の告11御領様の も と に 導 入 し

たトランスジェニッヲマウスも報告されているが、 1干勉は発生しなかった(2 2 )。

彼らの 7 ウスで肝銘が発生しなかった原因は、ひとえに H B x遺伝子の発現が 2

適齢以降級弱し、 2カ月齢で は ほ と ん ど 検 出 さ れ な か っ た (2 2 )ためと恩われ

る。 こ の ような見地からみて、我々のトランスジェニ y ク 7 ウスで肝絡の誘発に

成功したのは、 H B Vそれ自身のiTiJ1卸鎖峻を用いたというコンストラヲトの選択

にあると恩われる。

本トランスゾェニック 7 ウスで HB x遺伝子が11干の中心静脈周囲の肝細胞に高

度に発現した理由は l凋らかでない。肝臓における肝細胞は全て が一 線なのではな

く、門脈領域、中心静脈そしてその中間帯の肝細胞ではそれぞれ合成する蛋白、

機能 、 酸 素濃度などに違いのあることが知られている(2 3 )。これらに関する

詳細はいまだ明らかでないことが多いが、~なったゾーンに存在する肝細胞には
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分化度、機能、 j曽勉因子に対する感受性にも迩いが存在すると考えられる。この

意味において、我々の選択したコンストラヲトが中心静脈周囲の肝細胞で H B x 

遺伝子の高い発現を許したことは、 我々のトランスジェニッタ 7 ウスで肝銘の続

発に成功した政由のーっと恩われる。

以上述べたごとく、 IーIB x逃伝子は肝細胞を発筋準備状態とし、 多段階発筏の

初期の一段階を但っていると考えられる。 HB x 遺伝子による地殖の充進が HB

X 蛋白の直接作用であるのか、 {也の増殖因子遺伝子を活性化するのか、 あるいは

発癌のための二次的、 三次的なヒ y トは何であるのかなどはこれから明らかにし

ていかなくてはならない。
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Tab1e 1 

HBx gene expression and hepatic tumors in問 1etransgenic mlce 

mouse line re1 ati ve expression 1 eve1s“ hepatic tumors' ageC 

of HBx gene 

hetero' 
Cll 19/21 (9U)'剖 13.3士2.2'引homo. 13 
-ーー-ーーーーーーーーーーーーーー ー・ーー ーーーーーー 一一一 一一一一一一一 ーー ーーーーーー--ー ーーーー ーー一 一一一一一一一一一 一一ー，ー ーー ーーー一・ーーーーーーー一 一一一 一一一一

hetero 
一一一一一ーーー一一 ーーー -ーー--

H9 
homo 

25/29 (86X)' 16.6土3白 5' 

戸ーーーーー ーーー一一ーーーーーー ー・---_ーーーー一一一一 一一一一一一 一一一一一ーーーーー ー---ーー可.-ー一一一 一一一一一一一一一一一ー一一ーーーーーー--ーーー ーーー一 一一一←一一 一

hetero 
E1 

homo 

a:arbitrary units 
b: incidence in 24 months 

2. 5 

。/6(OX) 

8/12 (67~) 

c:age(mo・)of mice at the development of hepatic tumors(mean土SD)
d白heterozygote
e:homozygote 

f:calculated heterozygote and homozygote together 

-5"3 -

一一一 一一一一ーーーーーーーーーー一一

23. 5土1.5



f i g. t 

Jmmunoslaining 01 lransgenic mouse H9 Jiver with anti-ilBx anl ibody 

Cytoplasm oi allered hepalocytes with vacuolations around central vein 

was granularly stained with anli-HHx Ab. Counter-stained wi th hematoxyli 
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F i g， 2 

Time course of hislological changes in HBx transgenic mouse 1 iver(line H 

9)， Foci of altered hepatoCYIS in central area did nol progress hislOl 

ogically with age from 2 to 10 mQ， (HE siaining， xlOO)， Numbers in lhe p 

anels indicate mOUse age in monlhs 
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F i g. 3 

Histological findings in 12 mo. mouse I iver. Lefl:12 mo， normal CD-l mou 

se. Righl:12 mo. lransgenic mouse;foci of dyspJaslic Jiver cells with la 

rge nuclei appeared about 12 mo， (compare with normal mouse) 
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C11 H9 E1 

123  1 2 345  6 1 2 3 

e 

• 

• 
8amHI 8gl11 匂11 8gll1 

P i g. 1 

Soulhern blolting of DNA from HCC developed in Hsx lransgenic mice 

No gene rearrangement involving inlegrated HBV-DNA was observed in HCC. 

Fifteen microgra悶sof DNA from tail(lane J or 4)， non-cancerous liver(la 

ne 2 or 5) and HCC(lane 3 or 6) of lransgenic mice were digesled wi th re 

slriction enzymes and hybridized with HBx gene probe. 
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1 2 3 123  

4・・【

4・E

myc H-ras 

Fig 5 

Northern blol analysis of oncogenes. lIyr(panel A) and H-rHバpanel s) in 

HCC tissues(17mo. H9 male). No incresed levels of myc or H-ras oncogen 

e expression were observed. 

lane 1 :normal CD-l mouse liver. lane 2:non-cancerous liver of transgeni 

c mouse. lane 3・IICCdeveloped i n lransgen ic mouse. 
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P i g. 6 

[mmunostaining of liver tissue from lransgenic mouse before lumor develo 

pmenl(7 mo. male). No difference vras observed in IlJ'c(upper panels) or 

H-r.， oncogene expression(lower panels). Lefl side panels show normal C 

。
し匂w
 

"
島a

 

白

um川
噌

as
 

ρu 

.
h
H
 t

 
f
 。

F
 e

 
v
 

l
 

l
 

ρUu "
 

s
 

u
 

内リ
u"
 

m川l
 

nu 

-59 -



eo 
ρ
 

l
 

ν
J
 

c
 

nυ t
 

"a 
nν. 

ρ
 

h
 

.AAU 
ρUv 
噂r

 

ρ
 t

 

舎
@n

 

i
 

cd岨"
 

e
 

aしU》
』

Hl
 

n
 

vd 
@a 

A
A
 

M
仰n

U
 

，『AO
 

nu 
D
 

l
 

l
 

司

al
 

u
 

m川i
 

l
 

e

、。v 

Liver tissues frorn lransgenic mouse or nornrnaJ CD-I mOUSe were labeled 

wi th brorno deoxy-urldine(BrdU) and ana!yzed. Stirnulated DNA synthesis 

was observed in hepalocytes around centra! veins in transgenlc mouse in 

contrast to no Incorporat.ion of srdU into norrnaJ CD=J rnouse I iver of Ih 

e sarne age. 
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DNA conlenl analysis od transgenic mouse liver 
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rmally seen in mouse 1 iver(panel A) were decreased， and small aneuploid 

peaks(arrow heads) appeared before tumor developmenl in lransgenic mouse 

1 iver al 4-10 mo 

D:H9 mouse(7 A:normal CD-I(7 mo.)， 8:H9 mouse(2 mo.)， C:H9 mouse(4 mo.)， 
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HBx transgenic mice 

2 8 10 12 14 16 18 20 22 24 

age (m.o.) 

ドig. 9 

Ti me course of Illlx l I'ansgen i c rnOlJse. A lt，ered hepa LocYLs appear abou L 

2 "， 0. and djd not. c"ange through 10 rno. Dys日Jasiaappear arolJno 12 1110. 

and neoplasia arnund 14 mo. 
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全般的な考察

本論文では B型肝炎ウイルス (Hs V) の Xi量 伝 子 (H s x遺伝子)について、

その蛋白としての同定から肝発癌における役割に関して、培 養 細 胞 を 用 い た ト ラ

ンスブエクション実験お よびトランスジェニ y クマウスを用 い た 生 体 内 で の [-1s 

X 遺伝 子の発現実験によって検討した。第一部では、クローン化された H 日 V-

DNAを 用いて発現させ た Hs x蛋白と患者血清が反応する こと から、推定上は

蛋白をコ ー ドしうると考えられていた Hsxi1i伝子オープンリーデイングフレー

ム (ORF) (1)が、実際にヒトへの感捻l時に蛋白として発現されることを 示

した。 我々の H s Vキャリアにおける H s x抗体の陽性率は比較的低いものであ

ったが、これは我々のシステムの検出感度が低いためと思われる o 1-1日x抗体の

ヒトにおけ る 存 在 意 義 については、まだ不明の部分が多 L、。 H B x蛋白が H s V 

粒 子そのものの中に存在する(2 )かどうかも確定せず、血液中にでてくるのか

( 3 )も判然としな L、。 H s x蛋白はそのトランス活性化という機能から ftU:J:し

て、 turn over は速く 、 おそらく肝細胞外へ分泌されるものではなく、肝細胞が

肝炎で磁場されるときに血中へと逸脱してくると思われる。 したが って血消中の

H s x 抗体の存在は、ある程度の激しさ以上の肝灸があった(あるいは、現在あ

る〉ことを示すだけで、 こ の 抗 体 の 存 在 自 体 は 肝 癌 と の 関 わりを直接に示すもの

ではないと思われる。

次 iこ、 H s x遺伝子がトランス活性化遺伝子であることが、他のグループによ

って確認されたのを受けて、 第二部で述べたごとく 、 我々はトランスジヱニ y ク

7 ウスを作製した。その E望論的裏付けは、ウイルスのトランス活性化が生体内に

おいて細胞造伝子の発現を変化させることによって、細胞の 増 殖 能 に 変 化 を き た

して態化へ到るのではないかというものである。

この H s x遺伝子トランスジェニッタマウスには非常に高頻度に』干癌が発生し、

H B x遺伝子と肝発提言との密接な関連を示していた。 このようにウイルス(の ー

遺伝子〉と JI干発癌との直接的 な 関 係 を 示 し た の は 今 回 の 我 々のデータが始めてで

ある。 H B Vそのものは肝発癌には直銭的には関与せず、 H s Vは 肝 炎 を 引 き 起

こすことにより間接的に肝発癌に関わっているとするこれまでの鋭(4、 5)、
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すなわち、肝炎によって肝細胞滋死と肝細胞碑生を繰り返すうちに宿主の細胞造

伝子に変異肝細胞をきたし、その積み重ねで細胞は鈍化していくという考え方と

は異なった機序を示すものである。慢性肝疾患での肝箔発生率の迷¥¥，すなわち

H B V関連慢性肝疾患では肝癌の発生率が高いこと(6 )、また我々の日頃の患

者の観察において、 B 型 慢 性肝疾.~では C 型慢性肝疾患に比べ若い人および早い

組織段階(すなわち肝硬変まで至1)らなくても、慢性肝炎の段階でも肝疫が起こり

得る〉での肝銘発生が見られることなどは、 H Bウイルスそのものの肝発癌への

直後的な作用の反映と考えるとうまく説明される。筆者は仮説として以下のよう

な考えを持っている。すなわち、肝発悠においては原因のいかんを問わたZいcomm

on pathwayが存在し、それは early step(s)とlale slep(s)から成り立ってい

る。 日型肝炎の場合には H B x蛋自による作用が specific pathwayとして存在し、

co~mon pathwayのうちの ear1y stepをパイパスさせるように働くのではないか。

このように考えると B型肝炎関連肝癌の臨床的特徴が説明されるように思える。

ヒトにおける IJ干発1留には極々の 7 7 クターが凶わっており、 H B x i童伝子だけ

で説明できるものではない。 トランスジェニ 1 ?マウスというのは、あくまでも

H B x 遺伝子の働きを知るためのひとつのシステムに過ぎないのである。しかし

またトラ Y;;( ジェニ y クマウスは、マウスを丸ごと使用するということか明らか

なように、培養細胞の系に比 べ、遺伝子発現の結果と身体全体の細胞およびヰッ

トワークとの相互作用を知ることができる。すなわち 、 発癌 モデルとしては細胞

のトランス 7 ォー メ- y ヨン(形質転後〉は培養細胞のシステムで十分評価しう

るが、 1車場の形成において重要な宿主免疫系からの逸脱、血管の新生、増殖因子

との関わりなどはトランスジェ ニ ッデマウスを用いて初めて評価することが可能

である。 H B x 遺伝子が本当にヒトの肝発癌に関わっているか否かはこれから明

らかにしてゆかなくてはならない。第三部で注べたごとく、 1-1B x迭伝子は肝発

主主の初期に関わっている可能性が強 L、。 したがって、活安細胞やトランスジェニ

ッデ 7 ウスのシステムとは異なり、 ヒトで肝癌が完成した後には HB x遺伝子の

持続的な発現は必要ない可能性があることに注意すべきである。

ヒトでの IJ干発癌をもたらす因子としては、 f也i乙も 77ラトキシン、アルコール

など稜々のものが考えられる。ウイルス肝炎としては B型肝炎における HB x 遺

伝子以外にも 、 やはり肝炎での肝細胞話題死→再生による細胞回転の促進は大きな
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7 アクターであろう。 ただ、この納胞回転の促進は、より発絡の プ ロモ ショ ン

に関わっている可能性が強いと思われる。 この観点から B型ウイルス肝炎を治擬

することは、 H B x蛋白を減らし発筋のイニシエ -yヨ Y を抑えることと、プロ

モーションを抑える己ととの両方に働く可能性がある。

最後に、我々が肝発癌のトランスジェニ y クマウスモデルの作製に成功した妥

因を考察してみたいと思う。第三郎の DISCUSSIONで述べたように、これまでにトI

B Vの一部あるいは全部をもついくつかのトランスジェニックマワスが作製され

ている。なかには我々と同じように H B x 遺伝子だけを発現させようとしたトラ

ンスジェ ニ ッ ず マ ウ ス もある(7 )。かれらの 7 ウスで』干艇ができなかったのは、

H B x遺伝子発現が生後 4週目でほぼ消失したからと恩われる。また H B Vの全

ゲノムを導入したトランスジェニックマウス(8 )では、 H B x遺伝子の発現は

肝臓において検出されていない。 HB x 遺伝子による肝絡の発生のためには充分

な聾の H B x 遺伝子産物の比較的長期にわたる発現が必要と考えられる。 この意

味で、我々の 7 ウスでの成功はコンストラクトの選択にあったと考え られる。

筆者は HB x遺伝子を導入したトランスジェニッヲマウスを作製するにあた勺

ての strategyとして 2つの点に留意した。すなわち(a )導入退伝子として H B 

X蛋自のみをコードするコンストラクトを用いること。(b )ウイルス本来の $IJ

御領域を用いることが望ましいが、同時に高い発現を i専られるものであること。

これらを満たすものとして、日日 Vゲノムを Dral-8glllで切断した 1.1Skbの断片

を筆者は選択した。この断片は坤ープンリーデイングフレームとして H B x 遺伝

子だけを含み、 HB x遺伝子自身のプロモーター， H B V 自身のエン ハンサ ー、

ポリ A付加シグナルを持ち、 しかも他の遺伝子由来の断片を全く含んでいない。

この選択の綴拠は。筆者がこのトランスジェニ iノク 7 ウスを作製する以前に国立予

防衛生研究所で行なっていた H B x遺伝子関連のプロジェクトにあ った。 ベクタ

-pdBPV-MMTneoを用いて H B x i量伝子を発現する cell lineを硲立しようとした

ものであるが、その中で筆者は H B x 遺伝子発現用の Dral-8glll断片、 H B x遺

伝子の上流に H B s 遺伝子の全体を含む Bg111-6glll断片の二つをそれぞれ独立に

発現させたo Oral-8glllでは HB x遺伝子の高レベルの発現 (0.8 k b)が見られるの

に比し、 8glll-8glllでは H B s 遺伝子の発現 (2.lkb)は良好であるが、 H B x遺

伝子の発現はほとんど認められなかった。すなわち HB x遺伝子とエンハンサー
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の上流に IIssjt!伝子(とそのプロモーター)が存:(fすることによ って H B x遺

伝子の発現は抑制されるのである。 そしてこの Bglll-Bglll断片は Chisari (4) 

らが彼らのトランスジェニックマウスに導入したものとほぼ同ー であり 、 彼らの

7 ウスでI-lB x 遺伝子がほとんど発現されなか ったこともこれで忽解される。

1-1 B x 遺伝子がトランスジ a ニ y ク 7 ウスの系で 1I干絡を誘発すること、発電百 j~

筏で肝細胞の DN A合成充l!tl己|矧わ っていることなどが、本研究で明 らかとな っ

たが、では H s x jy伝子はどういう細胞遺伝子と相互作用をするのか、そしてヒ

トでの実際の働きとその ~iE 拠は何かなどまだ l明らかにすべきことは多い。

t士 きA
11'0 (l附

1 )日型肝炎ウイルスの H 日x遺伝子をn校制l胞で発現させ、この発現産物を汀j

いて 1'1s Vキャリアの[血ii'il:tに抗I-l日 x抗体を検出した。 II日xi立伝 子産物がヒ

トへの感染時に蛋白として発現されることが明 らかとな った。

2 )トランス活性化作用をもっ H s x遺伝子をそれ自身の制御飯Iまのもとに CD 

一17 ウスに導入してトランスジェニ y ヲマウスを作製した。 肝などの臓器で 11

B x 逃伝子の発現が認められた。

3 )独立した 2系統のトランスジェニ y クマウスで、 H B x遺伝子の発現の結果、

2年聞にオスで 90 %、メスで 60%、合計して 80 %の高率に 1I干脳協 (nt7デ

ノーマ、 1I干癌)が発生した。特記すべきことに、服鋭発生に先行する Iff細胞峻死

像は認められず、また Ifni宵G P T値の上昇も見られなかった。

4 )月干Z21は、 H s x遺伝子をよく発現し笠胞を形成している肝細胞詳の中から発

生していた。 そして 1I干腫1邸中には比較的高度の H B x j量伝子の発現が認められた。

5 )これらの事実は、 H s x 遺伝子が生体内において悠遺伝子類似の作例を果た

して、先行する肝炎の存在なしで肝践を起こすことを示し、 日型肝炎ウイルス自
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身が目干発絡に関うしている可能性を初めて示していた。

6 ) トランス ジエニ y ク マ ウ ス Ij干の経1I;'i(y.J検討では、肝細胞での DN A合成が記

まり、!也の動物モデ Jレにおける前筒状態と悶織のJ)N A p ! 0 i d Y (aneup!o 

id けを示し て い た 。 こ こへさらに 二 次的な変化が加わって生体内での制発筋がよ主

成されると ffl，iJlljされた。
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