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論文 の内容の要旨

論文題目 ミ ス マ ッ チ 2 本鎖R N A の ア ヒ ル B 型肝炎ウイ ル ス に対する抑制効果に関する研究

氏名 伊瑠疾口功史

ヒ トB 型肝炎ウイ ル ス ( H B V ) は血液を介して ヒトに感染し､ 急牲肝炎､ 慢性肝炎､ 月満更変､ 肝細

胞癌などの重篤な疾患の原因ウイ ル ス の
一

つ である
｡

日本国内お い て
､

1 9 7 7 年から日本赤十字

社が実施して い る献血検体の H B s 抗夙 こよるス クリ ー ニ ング検査により､ 輸血による H B V 感染者

数は激減した
｡

しか し
､ 現在なおアジアやア フリカを中心に海外には多くの H B V 感染者が存在し

､

人類にと っ て は未だ重要な病因ウイ ル ス である｡
H B V は 1 9 6 5 年に外被蛋白で ある H B s 抗原が

オ ー

ス トラリ ア抗帝として発見され て以来､ 疫学的
､ 免疫学的

､ 分子生物学的な解析が行われ
､

医学

上重要な知見が明らかにされてきた
｡

しか し
､ 現在にお い ても充分なH B V の培養細胞系が確立され

ず､
また

､
チ ンパ ン ジ ー など霊長類以外で の動物感染系が存在しない ために

､
その治療薬の 開発や評

価は容易でない
｡

H B V と同じ - パ ドナウイ ル ス に属し
､ 分子生物学的にもH B V と類似の ゲノ ム構

造を有する肝炎ウイ ル ス として
､

ア ヒ ル B 型肝炎ウイル ス ( D H B V) やウ ッ ドチ ャ ッ ク肝炎ウイ ル

ス ( W H Y ) などが知られ て い る｡ これらのウイル ス を用い る ことにより種々 の化合物 の抗 - パ ドナ

ウイ ル ス 活性の評価が行われてきた｡ 我 々 は
､

D H B V が持続感染して い るア ヒ ル をH B V の 実験感

染動物 モ デル とし て応用 し
､

イ ン タ
ー フ ェ ロ ン( I F N ) 誘導体 で あるミ ス マ ッ チ 2 本鎖

R N A ( m - d s R N A
､ p o l y(Ⅰ) : p ol y( C 1 2- U )) の抗D H B V 活性を検討 した

｡
また､

m - d s R N A の

作用機序 を解 明す る 目的で
､

D H B V 感染 ア ヒ ル 初代肝細胞培養系を用 い て ､
m - d s R N A

の抗 D H B V 活性 を核酸類似化合物 の 一

つ で ある 3
'

- f 1 u o r o - 5 1 m e t h y l -

a r a u r a c i 1 ( D - F M A U ) と比較検討 した｡
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D H B V 持続惑染ア ヒ ル を
､ 卵封ヒ2 日後の ア ヒル にD H B V 陽性血清を静脈内接種し作製した｡ こ

の感染によりア ヒ ル は肝炎を発症せず無症候性キ ャリアとなる｡ 感染後､
8 週齢以上経過したア ヒ ル

を D H B V 持続感染モ デル とし て 実験 に供 したo 9 羽 の D H B V 感染ア ヒ ル に
､

m - d s R N A

を 5 m g / k g ､ 静脈内に単回投与し
､ 経目的に採取 した血液中の D H B V D N A 量を対照群の感染

ア ヒ ル( 1 0 羽) と比較した
｡ 図 1 に示すように ､

m - d s R N A を投与したア ヒ ル で は投与後 3 日間は

有意な血液中の D H B V D N A 量の減少が認められた｡ しか し
､ 投与4 日後以降は

､ 対照群の ア ヒ ル

と同じ水準までウイ ル ス D N A 量は上昇したo また､
m - d s R N A 投与前と投与 2 日後の月預邑織を採

取 し､
D H B V の複製過程に対する作用を検討 したとこ ろ

､
D H B V D N A 複製中間体の全て を 一 様

に抑制して い る ことが認められた
｡ 以上の結果より､

D H B V 持続感染ア ヒ ル におい て m - d s R N A

単回投与は
､

一 過性で はあるが抗D H B V 作用を示す ことが明らかとな っ た
｡
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図1 m - d s R N A の単回投与 【
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に よる抗D H B V 作用｡
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次に
､

D H B V 持続感染ア ヒ ル で m - d s R N A が I F N 誘導体として作用する の か否かを調 べ るた

めに､
m - d s R N A 投与後経時的に採取した血幸夜中の I F N i昏性と2

'

- 5
'

オリ ゴ アデ ニ レ ー

ト合成酵

秦( 2
'

- 5
プ

A S ) 活性を測定 した｡ 図2 に示すように ,
血液中の I F N は m - d s R N A 投与 3 時間後に

極値に達したの ち急速に減少 し
､ 投与 2 4 時間後には投与前の活性値に復 した

｡

一 方､
2

'

- 5
'

A S 活

性は I F N 専管性が極値に達した投与 3 時間後より徐 々 に上昇し
､ 投与 4 8 時間後にお い ても高い活性

を維持 して いた
｡

これらの結果から
､

m - d s R N A は D H B V 感染ア ヒル におい て I F N 活性とそれ

に続く 2
I

- 5
'

A S 活性を誘導する こ とが明らかとな っ た
o 次に

､
m - d s R N A の連続投与による抑制

作用を検討した｡ m - d s R N A を0 . 2 m g / k g および 1 . O m g / k g ､ 1 日 1 回､ 7 日間､ 静脈内

投与により
､

血液中D H B V D N A 量 の有意な減少が認められ､ その作用は投与中の みならず投与終

了後､ 少なくとも2 週間は持続する事が明らかとな っ た
｡

また
､
その抑制作用には 0 . 2 m g / 良 g お

よび 1 . O m g / k g の投与用量による差異は認められなか っ た
｡

こ の ようなm - d s R N A 投与中止後

の持続的なD H B V 抑制作用は
､ 他に多く報告されて い る抗 - パ ドナウイ ル ス括性を有する核酸類似

化合物には認められ て い ない
｡

我々 は､
m - d s R N A 投与中止後の持続的な抑制作用の機序を明らか

にする目的で ､
D H B V 感染ア ヒ ル初代月市田胞培養系を確立 し

､
I n v I v o で の薬効の再現性の

確認とそ の詳細を検討 したo
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図2 m - d s R N A 投与後 の血豆夜中I F N
40
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'

A S 活性の変化｡

説明本文参照｡ 0 3
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T i n e a f l: e r t r e a t m e n t

D H B V 感染ア ヒル初代肝細月触害養系として
､ 卵封ヒ2 日後の ア ヒ ル に D H B V 陽性血清を静脈内接

種 し
､ 感染2 週間後に コ ラゲナ ー ゼ門脈注入法により分離採取 した肝細胞を用 い た

｡ また
､ 比較対照と

して
､ 核酸類似体の 中でも強い抗H B V j菅性を示すことで知られて い るD - F M A U を用い た

｡ 各化合

物で D H B V 感染 ア ヒ ル 初代培養肝細胞 を 1 6 日間処理 し
､ 化合物処理最終 日 の 細胞中 の

D H B V D N A 量を調 べ た｡ m - d s R N A とD - F M A U の D H B V D N A 合成に対する 5 0 % 抑制

濃度( E D 5 ｡ ) はそれぞれ
､

0 . 3 4 士 0 . 0 6 ド g / m l
､

0 . 0 0 7 士 0 . 0 0 1 トI g / m l で あり
､

D - F M A U は m - d s R N A の約 4 8 倍高い D H B V D N A 合成の抑制作用を示 した｡
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図3 m - d s R N A と D - F M A U の抗D H B V 活性の持練阻 説明本文参照｡
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次 に
､

m - d s R N A の 持続的抑制作用を検討す る目的 で
､

1 6 日間の 処理後 ､ 培養液 中か ら

m - d s R N A を取り除き､ さらに 7 日間培養した後の抗D H B V 作用を比較検討した｡ 図3 に示すよ

うに
､

m - d s R N A 投与中止 7 日後､
E D 5 ｡ はわずかに増量 し､

0 . 5 ± 0 . 0 7 p g / m l 投与 で ､

中止 前の E D 5 ｡ .

･

0 . 3 4 ± 0 . 0 6 I⊥g / m l とほぼ同じ抑制が得られた. こ の結果は
､

D H B V 感

染ア ヒ ル の 動物実験 モ デル で 得た結果 と類似 してお り ､
1

'

n v j v o に お ける化合物 の 抑

制作用が D H B V 感染ア ヒ ル初代肝細胞培養系にお い て も再現でき る事 を示 して い る
｡

一

方 ､

D - F M A U は化合物除去実験では
､

E D 5 ｡ が 0 . 0 0 7 ± 0 . 0 0 1 トL g / m l から0 . 1 2 ± 0 . 0 9

ドg / m l となり
､ 約1 7 倍の活性低下をきたし

､
m - d s R N A で認められた持続的作用は得られなか っ たo

こ の両化合物の作用機序の相違を検討するために､
D H B V R N A 転写に対する影響を調 べ た｡

m - d s R N A ( 1 トL g / m 1 ) およびD I F M A U ( 0 . 1 p g / m 1 ) をD H B V 感染ア ヒル初代培養月干

細胞に 1 6 日間処理 し
､ 細胞から抽出したR N A をノ ー ザン プ ロ ッ ト法に て解析 した｡

m - d s R N A

を処理 した肝細胞 で は無処理肝細胞に比 べ著しい D H B V R N A 量の減少が認められたc D - F M A U

処理肝細胞にお い てもD H B V R N A 量の減少が認められたが
､ そ の抑制作用は m - d s R N A に比 べ

て弱か っ た
o

m - d s R N A は主として D H B V の R N A 転写を抑制し
､

十 方
､

D - F M A U は D H B V

の D N A 複製を強く抑制する ことが明らかとな っ た｡ これらの結果は
､

D H B V の R N A 転写を抑制

する こ とにより持続的なウイ ル ス抑制効果が期待できる ことを示 して い る｡ すなわち､ ウイ ル ス複製

過程におけるウイ ル ス R N A - の転写過程の抑制が
､ 抗H B V 剤の重要な標的と成り得るこ とが示唆

された｡

以上 の こ とか ら
､

D H B V 感染 ア ヒ ル を用 い た H B V 実験感染動物 モ デル にお い て ､

m - d s R N A は 1
'

n v l
'

v o お よび 1
'

n v l
'

t l
･

0 で
､ 連続投与により持続的な抗D H B V j替性を

示すことが明らかとなり
､

その作用機序の検討からD H B V D N A 複製よりもむ しろD H B V R N A

転写を主として抑制する ことが明らかとな っ たo
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