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서 론

B형 간염 바이러스(H epa t it is B V ir u s , H B V )에 의한

만성 간질환의 임상경과가 다양한 원인은 아직 완전히

밝혀지지 않고 있으나 , 환자의 면역기능과 감염된 H BV

유전자의 변이가 깊이 관여하고 있는 것으로 생각되고

있다1). 감염된 간세포의 상해기전과 H BV 제거의 기전들

이 모두 환자의 T 세포 활성에 의해 결정된다는 것은

Ch is ar i2) 가 제시한 H BV 형질변환 마우스 모델과 여러

임상 연구들3-5) 에서 밝혀졌다. 급성 간염의 경우는 숙주

의 면역계 세포들이 H BV를 제거하기 위한 세포성 면역

및 체액성 면역반응을 통하여 영구면역을 획득하므로

써 간조직의 손상으로부터 완전히 회복하지만 , H B V

에 대한 면역반응이 불완전한 경우에는 H B V가 지속

적으로 간조직에 남게 되어 만성 간질환을 지속시킴

으로써 다양한 임상경과를 취하게 된다 . 한국에서

H B V에 의한 만성 간질환은 모자감염에 의한 경우가 많

으며 , 이러한 경우에는 대개 오랜 기간동안의 면역관용

기가 개재하여 보균자 상태가 된다 . 보균자의 면역관

용 상태가 없어지게 되면 환자의 T 세포 면역반응의

효율성에 따라 완전한 치유도 가능하나 , 면역기능이

불완전한 경우에는 지속성 감염상태 , 즉 만성 활동성

간염 , 간경변 등의 다양한 임상경과를 보이게 된다. 만

성 H BV 간질환의 긴 임상경과는 감염된 H BV의

접 수 : 1998년 8월 17일

통 과 : 1998년 12월 9일
본 연구는 ‘97년도 보건의료기술연구개발사업의 지원(#HM P-
97- B- 1- 0003)와 고신대학교 의학부 기초임상공동연구기금
(98- 4)으로 이루어진 것임.

변이주의 출현을 초래하게되며 , 유전자 변이의 성격에

따라 바이러스의 증식능과 생물학적 특성 및 epitope의

변이를 유발하여 이것이 환자의 임상경과에서 새로운 변

수로 작용하게 된다 .

H BV는 불과 3.2 K b 크기의 작은 DN A 바이러스이며

4개의 open rea din g fr am es (OR F s )을 가지고 있다 . 각각

의 ORF s에서는 감염의 첫 단계에 관여하는 S (s u rfa ce)

유전자, 유전자 복제와 바이러스 증식을 담당하는

P (poly m er a s e) 유전자, 유전자 표현조절에 관여하는 X

유전자, 그리고 nu cleoca ps id의 주요 구성성분인 core 항

원을 지배하는 pr ecore 및 cor e 유전자들이 발현된다6).

P recore 및 cor e 유전자들은 각각 H Be 항원 및 H B c 항

원 단백질을 지령하고 있으며, 이들 단백질은 각각 수직

감염에서 볼 수 있는 숙주의 H BV에 대한 면역관용 유도

및 H BV r eplica t ion com plex pa ck ag in g 등에 관여한다.

따라서 H Be 유전자 및 H B c 유전자는 만성 감염상태 유

지에 밀접히 관련되어 있다.

최근의 몇몇 연구에서는 바이러스의 변이체에 의해 만

성 간질환의 임상적 경과가 다양해진다는 것이 밝혀진

바 있다7, 8). 본 연구에서는 H BV에 감염된 만성 간질환

환자(만성 활동성 간염 환자, 만성 활동성 간염에 초기

간경변증이 동반된 환자 , 간경변증 환자)를 대상으로

H BV precore 및 cor e 영역의 염기서열을 분석하고 이를

아미노산 서열로 전환시켜 precore 및 cor e 유전자의 변

이에 의한 다양한 변이 양상을 관찰하므로써, 환자의 임

상경과 , 간질환의 중증도의 차이 등에 따른 B형 간염

바이러스의 변이체의 양상과의 상관관계를 밝히고자

하였다 .

만성 간염환자 혈청에서 B형 간염 바이러스
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－ K or ean Jou r n a l of M ed icin e : V ol. 56, N o. 1, 1999 －

재료 및 방법

1. S p e cim e n 보관 및 DNA 추출법

고신대학교 의과대학 부속 복음병원에 H BV 감염으로

인하여 내원한 H BV 항원 양성인 환자의 혈청 7례를 실

험에 사용하였고, 모든 혈청은 - 20℃에 보관하여 사용하

였다 .

2 . DNA 추출법

바이러스 DN A 추출법은 K a n ek o 등9)의 방법을 이용

하였다. 먼저 혈청 90 l를 m icr otu be에 옮기고, 1 N

N a OH 10 l를 넣어 최종 0.1 N 농도로 만들어 37℃ 수조

에서 60 분간 방치하였다 . 혈청을 12,000 r pm에서 30 초

간 원심한 후 1 N H Cl을 10 l 넣어 N a OH를 중화시켰

다. 혈청을 10 분간 boilin g하고 얼음에 1 분간 방치하였으

며, 12,000 r pm 에서 다시 5 분간 원심하고 상층을 수거해

서 poly m eras e chain r eaction (P CR)에 사용하였다.

3 . P C R법에 의한 HBV 항원 영역 DNA의 증폭

PCR 반응에 사용된 prim er는 F ujiyam a 등10)이 보고한

H BV s u bty pe adr 4 ( A cces s ion N o. X01587) 염기서열에

의거하여 디자인하였으며 바이오니아(주) (Bion eer , 대

전)에 합성을 의뢰하였다. P recore/ cor e 영역의 증폭에

사용한 s en s e 및 a n tis en s e prim er에는 각각 Ba m H I과

Xba I 제한효소 부위를 삽입하여 clon in g에 사용하였다 .

바이러스 DN A 증폭과 염기서열 분석법에 사용한 pr im er

의 염기서열을 T a ble 2에 정리하였다. P CR 반응은 다음

과 같은 방법으로 실시하였다. P CR tu be에 10X r eact ion

bu ffer (P r om eg a ) 5 l, 10 m M dN T P 4 l, 5 U / l T a q

poly m era s e 0.25 l, 50 M pr im er 각각 1 l, 증류수

33.75 l, 그리고 tem plat e 5 l를 넣어 P CR 혼합물을 만

든 뒤 P er k in E lm er 480을 이용하여 P CR을 실시하였다 .

P CR 반응은 94℃에서 3 분간 1 cy cle 반응시킨 후, 94℃

60 초, 56℃ 60 초, 72℃ 60 초간 30 cy cles을 반응시켰으

며, 72 ℃에서 5분간 ex ten s ion 시킨후 완료하였다 .

P CR 산물 10 l를 취하여 2 l의 g el loadin g

bu ffer( T y pe I)와 혼합한 후 ethidium br om ide가 함유된

1 % a g a ros e g el에 loa din g하여 100 V에서 20 분간 전기

영동을 실시하였다. 전기영동된 g el에서 UV tr a n s i-

llum in a tor를 이용하여 DN A b an d 유무와 크기를 확인하

였으며, 이 DN A b a n d를 pcDN A 3 plas m id에 clon in g 하

는데 사용하였다 .

4 . P C R로 증폭된 HBVc DNA clon in g

P CR로 증폭된 H B V c DN A 14 l에 제한효소인

Ba m H I과 Xb aI (Boehr in g er M a n n h eim ) 각각 2 l, 10X

bu ffer (B uffer A ) 2 l를 넣어 혼합한 후 37℃에서 4 시

간 반응시켰다. 제한효소로 처리한 P CR 산물을 1 % low

m eltin g ag a r os e에서 15 분간 전기영동한 후 U V

tr an s illu m in a tor 위에서 754 bp 크기의 DN A b an d를 잘

라내어 m icr otub e로 옮기고 80℃ 수조에서 5 분간 g el을

녹여 lig a t ion 반응에 이용하였다 . pcDN A 3 plas m id

(In v itr og en )도 역시 동일한 방법으로 처리하여 lig a t ion

반응에 이용하였다. Lig a tion 반응은 10X lig a tion b uffer

1 l, 제한효소로 각각 자른 pcDN A 3 pla s m id 4 l, H BV

DN A 3 l, lig a s e 2 l를 혼합하여 16 ℃에서 ov er n ig h t

두었다. Lig a t ion 반응물을 T op10F '에 t r a n s for m a tion한

후 a m picillin이 포함된 LB pla te (50u g / m l)에서 배양하

여 t r a n s for m a nt s를 s elect ion하였으며, colon y P CR법으

로 H BV c DN A가 들어있는 균주를 선택한 후 pla s m id를

추출하여 다음과 같은 방법으로 염기서열을 규명하였다 .

5 . 염기서열 분석법

염기서열 분석법은 S equ en as e v er s ion 2.0 s eq uen c-

in g kit( U S B)을 사용하였다. W iza r d m in ipr ep DN A

pu rifica t ion kit (P r om eg a )를 이용하여 pla s m id DN A를

추출하였으며 5 u g의 DN A에 0.1 v olu m e의 2 N N aOH

를 넣어 37 ℃에서 30 분간 in cu ba tion 하여 den a tu ra -

t ion 시킨 다음, 0.1 v olu m e의 3 M s odium a ceta t e (pH

5.2)를 가하여 중화시키고, 2 v olu m e의 eth a n ol을 가하여

- 70 ℃에 15 분간 둔 후 12000 r pm , 4 ℃ , 5 분간 DN A를

원침한 후 70% etha n ol로 DN A pellet을 세척, 건조시켰

다. 건조된 DN A pellet을 7 l의 증류수에 녹이고 5X

rea ct ion bu ffer 2 l, s equen cin g용 prim er (10 M ) 1 l를

가한 후 각각 a n n ea lin g , lab eling ( 35S - dA T P ), t er -

m in a tion r ea t ion을 시행하였으며 s top s olu tion으로 반응

을 정지시키고 boilin g w a ter에 2분간 둔 후 즉시 ice에

넣어 dena tur a t ion이 유지되게 하였다 . 상기반응물을 6%

ur ea (7.5 M ) poly a cr y la m ide g el에서 전기영동 (1800 V ,

70 W , 1s t ru n 약 90분)하였다. 영동이 끝난 g el을 3M M

W ha tm an pa per에 옮겨 붙이고 w r a p을 덮어 , 80℃에서

60 분간 g el을 밀착 , 건조시켰다 . 건조된 g el 위에 X - ra y
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－ S u Y u l A h n , et a l : M u ta t ion s in th e P r e- C an d Cor e Reg ion of H epa t it is B
V ir u s DN A in C h ron ic H B V Car r ier s －

필름을 놓고 , 24 시간 동안 au tor a diog r a ph y를 시행한 후

DN A 염기서열을 판독하였다 . DN A 염기서열 분석법을

비롯한 분자생물학적 실험기법들은 A us bel 등11에 의거

하였다.

결 과

1. HBV 감염 표식자

만성 활동성 간염( ch r on ic act iv e h epat it is , CA H ) 환

자 3명, 만성 활동성 간염과 초기 간경변증( liv er

cir r hos is , LC)이 동반된 환자 2명, 간경변증 환자 2명 , 모

두 7명을 대상으로 혈청에서 pr ecor e 및 cor e

부위를 지령하는 H BV (H BV c) DN A를 증폭시

켜 clon in g한 뒤 염기서열 분석을 시행하여 변

이여부를 관찰하였으며, 생성될 변이 단백질의

구조적 특성을 조사하였다. 대상 환자 중 남자

는 5명, 여자는 2명이었고 , 연령분포는 21세에

서 48세로 평균 41.2세였다. H Be 항원 양성은

4명 , a nt i- H Be 항체 양성은 3명으로 이 3명의

환자가 s er ocon v er s ion된 기간은 평균 12개월

이었다 . 혈청 a la n ine t ra n s am in a s e ( A LT ) 수

치는 7명의 환자 중 4명에서 증가되었고, 나머

지 3명은 정상범위의 상한치 소견을 보였다

(T able 1). HBVc DNA를 증폭시키기 위하여

s ens e 및 ant is ens e prim er를 디자인한 후

T able 1 . C lin ic a l and s e rolog ic a l da ta s in 7 pa tie n ts w ith c hron ic H B V in fe c t ion

P t . A g e/ H is to log ica l H B V e A g / H B V A b n or m a l

N o. s e x d ia g n os is * a n t ib ody D N A A L T

1 45/ M L C - / + + -

2 38/ F C A H +L C - / + + -

3 42/ M L C +/ - + -

4 40/ M C A H +L C +/ - ++ +

5 48/ F C A H - / + + +

6 21/ M C A H +/ - ++ +

7 44/ M C A H +/ - + +

* L C , liv e r c ir r h os is ; C A H , c h r on ic a c t iv e h ep a t it is .

T able 2. Primers us ed for am plif ic ation and s e que ncing of H B V
pre c o re a n d c o re D N A

N a m e P r im er S equ en ces
H 1s GT A A GGA T CCGT T CA CCA GCA CCA T GCA A

H 2as GA GCT CT A GA GT T T CCCA CCT T A T GA GT CC

H 3s A T GGA CA T T GA CC CGT A T A A

H 4s CCT CA CC A T A CA GCA CT CA G

H 5s T T GT GGT T T CA T A T T T CCT G

H 6as A GA GGCGGT GT CGA GGA GA T

H 7as CT A A T T CC CT GGA T GCT GG

H 8as GA GGCGA GGGA GT T CT T CT T

T 7s T A A T A CGA CT CA C T A T A GGG

S P 6as A T T T A GGT G A C A CT A T A G

F ig 1. W ild ty pe an d dele tion m u ta n t s of H B V DN A
en cod ing pr ecor e a nd cor e r eg ion . S er um of
s ev en ch ron ic a c tiv e hepa tit is pa tien t w er e us ed
for a m plifica t ion of H BV DN A by P CR.
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F ig . 2 N ucleot ide an d a m ino a cid s equences of pr ecore an d cor e g en e of H B V is ola t ed fr om ch ron ic a c tiv e
h epa t it is pa t ien t s w ith or w ithou t liv er c irr hos is . O pen box es repr es en t dele ted s equen ces , a nd [
r epr es en t s s top cod on s .

F ig . 2 . ( con tin ued) N ucleot ide an d a m in o a cid s equences of pr ecore a n d core g en e of H B V is ola t ed fr om
ch ron ic a ct iv e hepa t it is pa t ien t s w ith or w ithou t liv er c irr hos is . Open box es repr es en t dele ted
s equen ces , a n d [ r epres en t s s top codons .
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－ 안수열 외 4인 : 만성 간염환자 혈청에서 B형 간염 바이러스 P r ecore / Cor e 영역 DN A의 돌연변이 －

합성하였으며(T a ble 2), 만성 B형 간염 환자로부터 혈청

을 얻은 후 N a OH 소화법으로 DN A를 추출하여 P CR 법

으로 H BV c DN A를 증폭시켜 1% a g a r os e g el 상에서 전

기영동하여 관찰하였다 . 7명의 환자 중 5명에서는 예상크

기의 H B V c DN A b an d를 관찰할 수 있었으나 환자 3과

환자 4에서는 염기가 결실(delet ion )되어 각각 원래보다

156 b p 및 123 b p가 작은 DN A b a nd가 함께 관찰되었다

(F ig . 1).

2 . P re c ore 및 core 영역 변이주

각 환자의 H BV c DN A 염기서열과 단백질 서열을 각

각 DN A s is 및 P r os is pr og r a m (H it a ch i Co.)을 이용하여

대조군인 F u jiy a m a 등이 분리한 H BV cor e 유전자 서열

(H B V s u bty pe a dr 4, A cces s ion N o. X01587)과 비교한

결과 대부분의 환자에서 DN A 치환에 의해 일부 아미노

산이 다른 아미노산으로 바뀐 m is s en s e m u ta tion이 일어

나거나 s ilent m utat ion이 일어나 있었으며 , 일부 환자에

서는 상당수의 염기가 결실(delet ion )되어 있었다. 환자 3

에서는 336 - 491번, 환자 4에서는 327 - 449번 염기가

결실되어 있음을 확인하였다 . 그 결과를 F ig . 2에 정리하

였다 .

7명의 만성 B형 간염 환자 혈청 재료에서 pr ecor e

영역 유전자 결손을 관찰할 수 있었던 예는 환자 1과 환

자 5의 2 예였고, 환자 6에서 하나의 점돌연변이를 관찰

한 것을 제외하고는 다른 점돌연변이나 유전자 결손을

관찰하지 못하였다 . 환자 1에서는 83번째 염기인 g u an in e

이 a denin e으로 점돌연변이 되어 28번 codon인

t r y ptoph a n ( T GG)이 종결 codon ( T A G)으로 전환되므로

써 27개의 아미노산으로 구성된 pr ecor e 단백질이 생성

될 것으로 예상되었고 , 환자 5에서는 개시 codon을 지령

하는 A T G 염기서열의 aden ine 염기가 결실되어 1번 아

미노산에서 29번 아미노산, 즉 pr ecor e 영역 전체가 결실

된 단백질이 생성되었을 것으로 추측된다 . 환자 1과 환자

5의 경우는 혈청학적으로 H Be 항원 음성이고 a nt i- H Be

항체는 양성이며 , 혈청 H B V DN A 양성의 예들이다

(T able 1). Precore 염기서열은 DR1과 en caps ida tion

s ig n a l 등6)의 H BV DN A 복제에 중요한 유전정보가 있다

고는 하나 환자 1이나 환자 5의 혈청 H BV DN A가 소실

되지는 않을 정도였다.

P r ecor e와 cor e 영역을 모두 포함하여 환자 1에서는

16개의 염기 치환으로 4개의 m is s en s e m u ta tion과 2개의

non s ens e m utat ion, 그리고 10개의 s ilen t m u ta t ion이 발

생하였고 , 환자 2에서는 11개의 염기 치환에 의하여 5개

의 m is s ens e m u ta tion과 6개의 s ilen t m u ta tion , 환자 3에

서는 7개의 염기 치환에 의해 1개의 m is s en s e m u ta t ion

과 6개의 s ilen t m u ta t ion이 발생하였다 . 환자 4에서는 5

개의 염기 치환에 의한 s ilen t m uta tion , 환자 5에서는 12

개의 염기 치환으로 5개의 m is s en s e m uta tion , 환자 6에

서는 13개의 염기 치환으로 3개의 m is s en s e m u ta tion과

10개의 s ilen t m u ta tion , 그리고 환자 7에서는 7개의 염기

치환으로 인하여 2개의 m is s ens e m u ta tion이 발생하였다

(F ig . 2).

고 안

P recore 영역 변이에 대한 Ca r m a n 등8)의 연구에 의해

서 H Be 항원 음성인 만성 활동성 간염 환자에서 처음으

로 precore 영역 변이주가 보고된 이래 , 많은 연구에서

pr ecor e 영역 변이주가 보고되어 왔다6). P recore 염기서

열은 H Be 항원의 분비12, 13), core 입자 형성14)에 관여하

거나 , 또는 pr eg en om ic RN A en ca ps idat ion s ig n a l15, 16)

로 작용하므로써 H BV의 life cy cle에 있어서 중요하다고

한다 . 그러나 많은 pr ecor e 염기서열 변이주가 보고되어

왔으나 B형 만성 간염에 있어서의 그 정확한 의의에 대

해서는 아직 정설이 없는 형편이다6). 본 연구에서 환자 1

과 환자 5의 예에서 , 감염된 H BV의 pr ecor e 영역에 유전

자 결손이 발견된 것과 일치하여 혈청 H B e 항원은 음성

이지만, H B V 바이러스 증식이 있는 것으로 미루어 보면

pr ecor e 영역은 H B V 증식에는 관여하지 않을 것 같다 .

Cor e 영역 변이에 대해서는 H BV의 core 유전자가

pr eg en om ic RN A pack ag in g에 중요하다는 것과 H Bc 항

원이 숙주 측으로 볼 때 중요한 면역계의 표적이며 만성

간염의 간세포 치유기전에서 중요한 대상이라는 점은 많

은 기초적 또는 임상적 연구를 통해 밝혀져 왔다6). 본 연

구에서는 환자 3과 4에서 각각 정상보다 156 b p 및 123

bp가 짧은 DN A ba n d가 관찰되어 이들 환자들에서는

H BV core DN A의 상당부위가 결실되어 있음을 알 수 있

었다 . 각 환자에서 결실된 부위는 환자 3의 경우 336 -

491번 염기서열(A .A . 112 - 164)이며 , 환자 4의 경우 327

- 449번 염기서열(A .A . 109 - 150)로서, 두 환자의 아미

노산 결실 부위가 A .A . 112 - 150까지 중첩되어 있음을

관찰할 수 있었는데 이러한 결과는 W a kita 등17)이 보고

한 결실 부위와 일치하였다. W a k it a 등17)의 연구에 따르
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면, 증상이 없는 H BV 보균자에서는 H BV cor e DN A의

결실이 없었지만 , H Be 항원 양성인 만성 활동성 간질환

환자의 혈청에서는 H BV cor e 유전자의 변이가 있었다고

하며 , 이는 H Be 항원 양성이며 간조직 생검에서 모두 만

성 활동성 간염 소견을 보인 본 연구의 두 환자의 경우와

서로 일치된 소견을 보였다 . 또한 H BV cor e 단백질의 항

원성을 연구한 F er ra r i 등18)의 보고에 따르면 H BV cor e

항원 중에서 A .A . 79 - 98 부위와 A .A . 146 - 160 부위

(F ig . 2)가 가장 중요한 im m un odom in a nt T 세포 epitope

라고 보고하였는데 , 본 연구에서도 환자 3과 4에서 H BV

cor e 항원의 A .A . 146 - 160 부위의 아미노산 전체 또는

일부가 결실되어 있었으며, 결실된 부위가 면역세포의 주

공격 목표의 하나이므로 H BV cor e의 야생형을 가지는

바이러스는 줄어든 반면 H BV cor e의 일부가 결실된

H BV 변이주들만 상대적으로 살아남게 되어 만성화가 지

속될수록 이 바이러스의 비율이 높아지게 되었다고 사료

된다 . 본 연구에서는 또한 만성 간질환 환자의 H BV

DN A의 cor e 유전자에 존재하는 염기서열의 결실과 그에

따른 m is s en s e m u ta t ion 등을 관찰하므로써 이에 따른

임상경과의 차이를 보고자 하였다 . H B e 항원 양성이면서

A LT의 증가소견을 보이고 간조직 생검에서 만성 활동성

간염을 보인 환자 6과 7의 H BV cor e 유전자에서 치환된

염기의 수는 각각 13개와 7개였고 , m is s en s e m u ta tion이

일어난 아미노산의 수는 각각 3개와 2개로서, 이 결과는

Bozk ay a 등19)이 보고한 연구결과 즉 , 정상 A LT 수치를

보이면서 H Be 항원 양성인 무증상의 H BV 보균자에서는

H BV의 변이가 보이지 않다가 면역제거기( im m u n e

clear a n ce ph a s e)에 접어들면서 H BV cor e 영역의 심한

변이를 보인 소견과 일치하였다 . 이러한 결과는 또한 , 만

성 활동성 간염 환자의 모든 예에서 H BV cor e 유전자의

변이를 볼 수 있었으나 무증상을 보인 환자의 예에서는

전혀 H BV 유전자의 변이를 볼 수 없었다고 보고한

Ch u an g 등20)의 연구보고와도 서로 상통하는 소견이다 .

이와같이 만성 H BV 간질환에서 변이주 출현, 변이주의

지속적 감염으로 인하여 만성 H B V 간질환의 임상경과가

다양해지므로써 이것에 대한 치료 대책에 대한 연구가

집중적으로 이루어져야 된다고 사료된다 . 한국을 포함한

아시아 국가들에서 H BV 만성 간염의 특징은 이들이 대

부분 수직감염에서 비롯되는데 임신중 , 주산기 또는 신생

아기에 바이러스에 의해 감염되거나, 임신중 모체 H BV

항원들이 태반을 지나 태아에게 옮겨가기 때문에 H BV

항원에 대한 면역 관용( im m u ne tolera n ce)이 생기게 되

는데 , 이는 형질 변환 마우스 모델2) 이나 , 많은 임상 보고

6)를 통하여 입증되고 있다. 이러한 환자가 15세 내지 35

세가 되면 H B V 변이주가 출현하므로써 면역 관용 상태

가 깨어지게 된다고 추정되고 있다21). H BV에 대한 면역

관용 상태가 사라졌다고 생각되는 환자의 대부분은 일시

성 간장애와 H BV의 제거에 의하여 완전히 치유되는 것

으로 추정되고 있으나 , 약 10%의 환자에 있어서는 바이

러스의 제거가 불완전하기 때문에 만성 간염 상태에 들

어간다고 보고 있다. H B V 변이주 출현의 주원인은 H BV

DN A poly m er as e에는 pr oofr ea din g 기능이 없으므로

fidelity가 낮아서 er ror 빈도가 높다(10-5/ b a s e/ y ea r)는 점

과, 수년에서 수십년간 지속되는 만성 간염의 긴 감염기

간 때문이다 .

만성 간염 상태에 들어가게 되는 가장 중요한 원인을

환자의 H BV에 대한 면역기능 부전으로 생각하는 것이

일반적인 견해이며, 그 외에 어떤 m u ta n t poly peptide들

의 간세포내 축적은 간세포에 쉽게 상해를 일으킨다고

생각되고 있다2) . Roing ea rd 등22)과 Gun ther 등23)은 간세

포내의 H BV 야생형의 유전자 산물(g en e pr oduct)의 축

적에 의해서는 직접적인 간세포 파괴능이 없으나 , H BV

변이종의 유전자 산물(a bb er a nt g en e pr odu ct , H Be 항원

및 H Bc 항원)의 축적에 의해서는 간세포 파괴가 일어난

다고 보고하고 있다 .

항 바이러스성 면역반응의 주역은 T 세포들이며, CD8

(+) 또는 CD4 ( +) 세포독성 T 림프구가 T 세포 면역반

응의 가장 중요한 기능을 담당하고 있다는 것은 잘 알려

진 사실이다. 분자생물학적 기전으로 본다면 항원 제시세

포의 M H C 분자에 H BV의 항원 peptide가 결합하는 친화

성이 T 세포 면역반응에 있어서 중요한 인자가 될 수 밖

에 없다 . 본 연구에서도 H B V core 유전자의 변이에 의해

v ira l a n tig en/ pept ide pr es en ta t ion이 변화할 것으로 추정

되는 경우를 관찰할 수 있었다. 환자 1, 2, 및 7에서 88번

아미노산인 is oleu cine이 v aline으로 치환되었음을 확인

할 수 있었는데 , A ka r ca 등21)에 의하면 v a lin e은

is oleu cin e보다 H LA - 1 항원과의 결합력이 10배 이상 높

아서 세포독성 T 림프구(CT L)에 의한 인식이 증가된다

고 보고하였다 . 한편 환자 5의 210번 아미노산의 경우와

같이 s er ine이 pr olin e으로 치환되면 v ir a l

pa cka g in g / a s s em b ly에 장애를 유발하며 H BV의 항원이

세포질에 축적되고 세포독성 T 림프구에 대한 인식이 변
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할 수도 있다고 보고되고 있다 . 만성 간염에 있어서 긴

감염기간동안 변이주의 출현으로 H B V 유전자 pool에는

m u ta n t clon e들의 축적이 일어나고 있는 한편, 환자의 면

역계에서도 끊임없는 T 세포의 clon a l s elect ion이 진행

되고 있다. 즉 만성 간염에서는 면역선택압력

( im m u n olog ica l s elect iv e pres s ur e)이 늘 존재한다. 따라

서 변이주 구조분석의 의의는 (1) 개개의 변이주들에 대

한 면역학적 치료방법의 모색과, (2) 변이주 축적으로 오

는 감염 간세포들의 cy tokin e 또는 특정 약제들에 대한

감수성의 변화를 이용한 이들에 유효한 약제들의 발견에

있다고 할 수 있다.

요 약

목 적 : 만성간염환자의 H B V precore 및 cor e 유전자

에 많은 변이가 축적되어 있으며 이들의 일부는 바이러

스의 항원성의 변화와 직결되어져 있어 , 이러한 변이주의

출현을 추적하는 일은 이 병의 진행을 예측하는 주요지

표가 될 수 있으리라 생각된다. 이에 저자등은 H BV core

DN A의 유전자 서열을 조사하여 만성 B형 간염에서 이

유전자의 변이 유무와 정도를 조사한 후 변이주가 만성

간질환의 진행에 어떠한 영향을 미치는지 알아보고자 하

였다 .

대상 및 방법 : 7명의 만성 B형 간염환자에서 혈청을

채취한 뒤 N a OH법으로 소화시키고 P CR법으로 H BV

cor e DN A를 증폭시켰다 . H BV cor e DN A를 pcDN A 3

pla s m id에 clonin g시킨후 r ecom b in a n t pla s m id를 대량분

리하여 s equ encin g에 이용하였다. DN A s equ en cin g은

S an g er의 dideox y n u cleotide cha in t er m in at ion법을 사용

하였으며 규명된 염기서열은 DN A s is pr og r a m ( H ita chi

Co.)을 이용하여 비교분석하였다. 각 H B V cor e항원의 아

미노산 서열을 P r os is pr og r am (H ita chi Co.)을 이용하여

비교분석하였다.

결 과 : 7명중 5명에서는 예상크기의 H BV core DN A

ba n d를 관찰할 수 있었으나 2명의 환자에서 정상보다

157bp 및 122bp가 짧은 DN A ba n d를 관찰하였고, 1명의

환자에서는 precore 영역의 개시코돈의 치환으로 이 부

위의 생성이 불확실한 변이주 및 open r ea din g fra m e의

중간에 정지코돈이 나타나 n on s en s e m u ta t ion을 일으킨

변이주 등이 검출되었으며 , 대다수 환자에서 m is s en s e

m u ta tion을 관찰 할 수 있었다.

결 론 : 이러한 결과는 만성 B형 간염환자에서 H BV

cor e 항원영역을 지령하는 유전자에 많은 변이가 축적되

어 있으며 이 변이는 H BV core 항원의 항원성을 변화시

키는 주 원인이 될 것으로 생각한다. 또한 만성 B형간염

의 발생에 있어서 돌연변이 H BV cor e 항원을 가진 H BV

의 역할을 이해하고 더 나아가 만성간염의 예방 및 치료

를 위한 H BV cor e DN A 백신을 디자인하는데 유용하게

쓰일 것으로 사료된다.

= A b s t r a c t =

M u ta t io n s in t h e P re - C a n d C o re R e g io n

o f H e p a t i t i s B V iru s D N A in C h ro n ic

H B V C a rrie rs

S u Y u l A h n , M .D.

D e p artm e n t o f I n te rnal M e d icine ,

K os in U niv e rs i ty S chool of M e d icine , P us an , K ore a

1J on g W ook P a r k , M .D ., S u J e on g Y u n , M .D.

2B y u n g K il C h oe , M .D. an d 3M in H o S u h , M .D.

1D e p artm e n t o f I m m u nolog y , 2I ns t it u t e for M e d ical

S cie nce , 3D e p artm e n t o f M icr ob io log y ,

K e im y ung U niv e rs i ty S choo l of M e d icine , P us an , K ore a

Obje c tiv e : Ca us es of d iv ers e c lin ica l s our s es of

pa tien t s w ith ch ron ic hepa tit is B v ir us ( H B V ) in fec tion ar e

not fu lly - know n. T h e hos t im m une res pons e to H B V

an tig en an d the appear a nce of m u ta n t v ir us es a re be liev ed

to be im por ta n t fac tor s . T o det er m ine w h ether a ppea r an ce

of precor e an d cor e m utan t v iru s es a r e r e la t ed to th e

clin ica l cour s e of the pa tien t s , w e a na ly s ed th e en tire core

reg ion of vira l DNA in 7 HBV chron ic car r ier s .

M e tho ds : S er um w as ob ta ined from 7 pa t ien ts (3

ch ron ic a c tiv e hepa tit is , 4 CA H w ith c ir rh os is )a n d pr e- C

an d cor e r eg ion of H B V w er e a m plified b y poly m er a s e

ch a in r ea ct ion , t hen d ir ec tly s equen ced .

Re s ult : In a ll 7 H B V DN A th er e w as a poin t m uta t ion

fr om T to C at nu cleotide 2104 of cor e r eg ion , an d ea ch

DN A als o con ta in ed 6 to 17 v a r iab le poin t m uta t ions a t

d iffer en t n uc leotides y ield ing v a r ious a m ino a c id

s u bs t it u t ion . On e of DN A ha d a poin t m uta t ion fr om A to

G a t n uc leot ide 1898, con v er t ing tr y ptoph an (T GG) to a

s top codon(T A G). T w o ca s es of de let ion m uta t ion s

cov ered C- r eg ion s eg m ent r an g in g from n ucleot ide 2142 to

2306 a nd on e cas e of de let ion cov er ed pre- C r eg ion

ra ng ing from nu cleot ide 1815 to 1843.

Conc lus ion : T hr ee ou t of s ev en D N A con ta ined
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m uta tiona l s it es coin cided w ith know n im m unodom in an t T

ce ll epit opes an d r es t of the m uta tion a l s it es cou ld a ls o

affec t t he an t ig enec ity of the H B V . T her efor e, m uta n t

H B V cou ld a fte r the h os t im m un e res pons e, an d m ay

m odula te the c lin ica l cou rs e of in fec tion .
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