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    学位論文題名

    Mannose-Binding Lectin Polymorphisms

    in Patients with HepatitisCVirus Infection

（C型肝炎患者における，Mannose-Binding Lectin遺伝子の多形性）

学位論文内容の要旨

「目的」

HCV持続感染は肝硬変、肝癌を招来する。しかしながら、さまざまな自然経過を決定す

る宿主の要因についてはほとんど知られていない。Mannose bin（linglect血（MBりは肝で合

成される血清レクチンで、4つのドメイン構造からなり、その糖認識領域を介して微生物

やウイルスの表面糖鎖であるマンノースやNIアセチルグルコサミンなどと結合し、直接

中和する他、オプソニンとしても作用する。また、異物の表面糖鎖と結合した後、MBL

譌sodatedse血eproteaSe（眦終P）が活性化され、更に、補体経路が活性化されることによ

り異物排除に働くと考えられている。従って、MBL欠損症は小児期において易感染性を

示し、成人においても重篤な感染症を弓Iき起こすことが報告されている。近年、白人でHBV

の持続 感染とMBLの Exonlcodon52変異との 関連が報 告された。本研究はHCV感染お

よびその進展とMBL遺伝子変異多形性の関連を日本人のHCV感染患者で明らかにする

ことを目的とした。

「対象と方法」

患者背景

北海道大学医学部附属病院通院中の52人のHCV抗体陽性患者（男性16人、女性36人）を

対象とした。平均年齢は60才で、平均罹患期間は9年であった。平均血清AsT，甜汀レ

ベルはそれそれ、501U／耐，541U/Inlであった。患者の肝病変進展度は（耻onic血a出ve

hepatitisにIH）8人、くHomcactivehepatitis（C6岬32人、IjVerdrrhosis（I£）13人であった。

50人の健康人（HCV抗体（‐）、HBs抗原（‐）、正常パ汀/AI汀）を正常con舶1とた。

MBL遺伝子の解析

末梢血 リンバ球 よりgenoInicDNAを精製し、MBL遺伝子の解析を行った。MBL遺伝子

はMadsenらの方法に従い以下の4つのmleleに分類した。alleleA：wildぢpe、aueleB：

codon54変異（glydneからasparaticadd）、mleleC：codon57変異（glydneからglut狐icadd）ヽ

alleleD：codon52変異（arginjneからcysteine）。これらの変異はpolymer譌echam

reactionアClや・restdction丘agmentlengthpolymorpbismaFL］り法にて解析した。まず、PCR法

により geno而cDNAをテン プレート として、 MBL遺伝子の EXonlcodon52からcodon57

を含む部分を増幅した。この際、むleleAB，Cと甜leleDの判別にはmleleへ．B，CはHmaI

に、mleleDはM1uIにより切断されるようSite‐directednlutagenesisIpolymerasechain

readion（SDM‐PCR）をおこなった。PCR産物と制限酵素による分解産物は4％アガロース
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グルにての電気泳動で確認した。AlleleへB，Cの分類には通常のPCRを行い、Banlにて

切断されるものをalleleA丶MboIIで切断されるものをalleleCとした。PCR産物および制

限酵素による分解産物は2％アガロースゲル電気泳動にて確認した。PCR-RFLP法の妥当

性は一部の検体のシークエンスの決定、および後述の血中MBL濃度の測定により確認し

た。

固層酵素抗体法によるMBL濃度の測定

血 清MBL濃 度 は2種の 抗 MBL抗 体 を 用い た サン ド イッチ EUSA法により 測定した 。

統計解析

Fisher exact testおよびStudentt testによる統計解析を行った。

「結果」

MBLのgenotypeと肝炎の活動性

  すべてのsampleにおいてallele C(codon 57変異）およびallele D(codon 52変異）は認めず、

これらのalleleは日本人におぃて稀もしくは存在しなぃと考えられた。一方、allele B(codon

54ヘテロ変異）は全体の37％にみられ、全体としてgenoぢpeAへAB，BBのみが認められ

た。＆noぢpeABはcon舶1の42％、HCV患者の32％に認められたが、有意差は認められ

なかった。＆noけpeBBはLC患者1人のみで認められた。AneleBの甜lelefrequencyは

con鰤1で21％、患者で18％であったが、有意差は認めなかった。また血清AST、心汀レ

ベルはgenoぢpeAAでgenoぢpeBBよりも高い傾向にあったがやはり有意差は認められな

かった。HCV‐鮒岨レベルもgenotypeAAとBBで特に差を認めなかった。肝炎の活動性

とこれらのgenoぢpe（AへAB，BB）の関係が検討したところ、genoゆpeAAの34人の患者の

うち8人がQHであったのに対し、genoぢpeAB，BBの患者全員がaHにとどまらず、G` H．

ICヘ進展していたァ＝0．0395，Fisherex・adtesり。更に、genotypeABの患者はgenoりpeAA

の患者と比較し有意にCAH，LCへの進展率が高かった。ア〓0．045，Fisherexadtest）

血清MBL濃度とMBLgenoゆpeおよび肝障害の関係

  H（N患者 のMBL濃度は サンドイ ッチEuSAにて測定した。平均MBL濃度はgenoゆpe

AAで1．23土0134ルガml、genoぢpeABで0．21土0，07肛ガml、genoぢpeBBでく0．03ル〆mlで

あり、 BL遺伝子codon54に へテロも しくはホモの変異をもつ患者ではMBL濃度は明

らかに低下していた。血清MBL濃度と肝障害との関係について検討したところ、O` H．LC

の患者はCmの患者と比較し血清MBL濃度は低下していた。ア＝0．0479，MannWbjtneyU

test1

「考察」

本研究において最も興味深いことは、a亅leleBをもつ患者はすべてG岨、I£ヘ進展してい

たことである。一方、genoぢpeAAの患者のうち8人はCmにとどまっていた。これらの

結果により血中MBLがHCV感染に対する免疫防御システムにおいて重要な働きを果た

している可能性が示唆された。MBL遺伝子の変異により血中MBL濃度の低下している

患者におぃては免疫能の低下によりHCV感染後、活動性肝炎やUCに進展しやすぃ可能

性が考えられる。このことは、単にC型肝炎の病態生理を考えるうえで興味深いだけに

とどまらず、実際にMBL遺伝子のタイピングを行うことによりHCV感染患者のうちG岨．

LCへの進展のりスクが高い患者を選別し、早期の加療へと導く一助となりうる。MBL遺

伝子の変異と血清濃度測定の臨床的意義をさらに詳細な検討により確立するべきだと思わ

れる。
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学位論文審査の要旨

    学位論文題名

    Mannose-Binding Lectin Polymorphisms

    in Patients with HepatitisCVirus Infection

（C型肝炎患者における，Mannose-Binding Lectin遺伝子の多形性）

  本研究は、自然免疫を担う生体防御レクチンであるMannose-binding lectin(以下MBL)の

遺 伝 子 多 形 性 と C型 慢 性 肝 炎 の 進 展 と の 関 係 を 明 ら か に し た も の で あ る 。

  MBLは肝で合成される血清レクチンで、微生物やウイルスの表面糖鎖であるマンノー

スやN-アセチルグルコサミンなどと結合レ、直接中和する他、オプソニンとしても作用

する。また、異物の表面糖鎖と結合した後、MBL associatedserine protease (MASP)を活

性化することにより、補体のカスケードと平行して補体の活性化を導くことが明らかにな

っている。MBLは、N末端領域、コラーゲン様領域、ネック領域、糖認識領域の4つの

ドメインより構成されるが、コラーゲン様領域をコードするExonlに3つの遺伝子変異

(codon52，54，57)があることが知られており、近年その遺伝子多形性と様々な疾患との関

連が示され注目されている。

  C型慢性肝炎患者52名、健常人50名を検体として用い、PCR-RFI‘P法にてMBL genotype

の決定およびサンドイッチELISA法による血中MBL濃度測定を行った。結果として、

すべての検体においてcodon 57変異およびcodon 52変異は認めず、これらの変異は日本

人において稀もしくは存在しないと考えられた。一方、codon 54ヘテロ変異は全体の370'/0

と高頻度に認められた。全体としてwild type、codon54ヘテロ変異、ホモ変異のみが認め

られた。Codon54ヘテロ変異は健常人の42%、C型慢性肝炎患者の32%に認められたが、

有意差は認められなかった。Codon54ホモ変異は肝硬変の患者1名のみに認められた。肝

炎の活動性とこれらのgenotypeの関係を検討したところ、wild typeの34人の患者のうち

8人が慢性非活動性肝炎であったのに対し、codon54ヘテ口もしくはホモ変異の患者全員

が慢性活動性肝炎もしくは肝硬変へ進展していた(P=0.0395，Fisher exact test)。更に、

codon54ヘテロ変異の患者はwild typeの患者と比較し有意に慢性活動性肝炎、肝硬変への

進展率が高かった(P=0.045，Fisher exact test)。平均MBL濃度はwild typeで1.23+0.34ルg/ml、

codon54ヘテロ変異で0.21土0.07ルg/ml、codon54ホモ変異でく0.03ルg/mlであり、MBL遺

伝子codon54にへテロもしくはホモの変異をもつ患者ではMBL濃度は明らかに低下して

いた。血清MBL濃度と肝障害との関係について検討したところ、慢性活動性肝炎、肝硬
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変の患者は慢性非活動性肝炎の患者と比較し平均血清MBL濃度は低下していた（P＝0.0479，

Mann WhitneyUtest)。

  これらの結果により血中MBLがC型肝炎ウイルス感染に対する免疫防御システムにお

いて重要な働きを果たしている可能性が示唆された。MBL遺伝子の変異により血中MBL

濃度の低下している患者においては免疫能の低下によりC型肝炎ウイルス感染後、活動

性肝炎や肝硬変に進展しやすい可能性が考えられた。

  公開発表に際し、副査の小林教授からMBLの遺伝子多形性とB型肝炎との関連、日本

人におけるMBL遺伝子多形性の特徴、C型肝炎ウイルス量や感染経路などの患者背景の

相違とMBL遺伝子多形性の関連、MBL遺伝子ホモ変異における患者の特徴についての

質問があった。続いて主査の浅香教授から、C型肝炎進展におけるMBL遺伝子多形性の

関連、肝繊維化もしくは炎症抑制におけるMBLの役割、C型肝炎患者のステージ分類、

HCV genotypeとMBL遺伝子多形性との関連についての質問があった。最後に副査の小池

教授から、成人におけるMBL遺伝子多形性と感染症の関連、宿主の感染防御におけるMBL

の生体内での役割、他のウイルス感染症とMBLとの関連についての質問があった。これ

らの質問に対し申請者は概ね適切な解答した。又、本研究の臨床応用に向けての展望を述

べ、質疑応答を終了レた。

  この研究は、C型肝炎の進展とMBL遺伝子多形性の関係を明らかにした点で高く評価

され、今後、MBL遺伝子のタイピングを行うことによりC型肝炎感染患者のうち慢性活

動性肝炎、肝硬変への進展のりスクが高い患者を選別し、早期加療へ導くことに貢献する

ものと期待される。

  審査員一同は、これらの成果を高く評価し、大学院課程における研鑽や取得単位なども

併せ申請者が博士（医学）の学位を受けるのに十分な資格を有するものと判定した。
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