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1 型ヒト免疫不全ウイルス(h u m a n i m m u n o d efi ci e n c y vi r u s t y p e I: H IV -1) は後天性免

疫不全症侯群( a c q u i r e d i m m u n o d efi ci e n c y s y n d r o m e: AID S) の原因ウイル ス である｡ H IV -1 は
一

本鎖のプラス鎖 R N A をゲノムとして持 つ ｡ 感染後 ､ ゲノム R N A は ⅢⅠⅤ- 1 の逆転写酵素によっ て 二

本鎖 cI) N A と変換されながら核 - 侵入する｡ この c D N A は H I V -1 のインテグレ ー ス によっ て宿主 の

染色体に組み込まれるo ゲノム c D N A の 両端に繰り返し配列 IJ T R とパ ッケ ー ジングシグナル( V ) を

持ち､ 内部にウイル ス粒子形成に必須 の タン パク質をコ ー ドする構造還伝子( g w , p al ,
eB V) などを

持 つ
｡ この H IV -1 を遺伝子導入用 の ベ クタ ー として利用したもの が H I V - l ベ クタ ー である｡

本研究で使用した H IV - 1 ベクタ ー ( H X N ) は
､
HI V -1 のゲノム e D N A を基に構築されて お

り､ 両端の L T R と刊ま捧 つが
､ 遺伝子の ほぼ全てを欠損して いる｡ H X N から H IV - 1 のタン パク質が

発現することはない ｡ ⅠせⅩN はネオ マ イシ ン耐性遺伝子と h y b rid T K プロ モ
- タ - を( h T K) 持つ

｡

h T K は ミニ マ ム T K プロ モ ー タ ー とボ1) オ ー マ ウイル ス の エ ン ハ ンサ ー

で構成されて い る｡ 粒子形

成に必要なタン パ ク質は - ル パ ー プラスミドを用い て供給した｡
- ル パ ー プラ スミドとして ､

E n v 以外

の H IV l タン パ ク質の発現プラスミドを用いた D また E n v はほか のウイJレス の エ ン ベ ロ
ー プタン パク

質で置換可能であるの で ､
v e si c u l a r st o m atiti s vi r u s ( V S V ) G タン パク質発現プラスミドを2 つ め

の ヘ ル パ ー プラス ミドとして使用した｡
ベクタ ー プラ スミドと - ル パ ー プラ ス ミドを 2 9 3 F T 細胞 へ

c o -t r a n sf e cti o n すると､ 内部に H X N の R N A を持ち､
エ ン ベ ロ ー プに V S V G タン パク質を持 つ ベ

クタ ー 粒子が培養上清中に放出される.



E X N を A ID S の 遺伝子治療に利用できない かと考えた｡ ⅡⅩN を用 い て導入した外来遺

伝子発現カセ ットは宿主の 染色体に組み込まれて長期間発現することが期待できる｡ また､ 開発さ

れたベクタ ー の エ ン ベ ロ ー プを HI V -1 E n v に戻せば H IV - 1 と同じ宿主特異性を持 つ ベ クタ ー となり､

これは増殖しない ⅡⅠⅤ-1 であるの でワクチン効果も期待できる｡

一 方で､
H X N の遺伝子導入効率

は H I V -l の感染効率と比較して低い事が欠点としてあげられるo これは ､ H X N が自己増殖できない

ように､ 遺伝子 の ほぼ全てを剃 っ たことで ､ 効率 の 良い感染に関与する蘭域も失 っ たことが原因だと

考えられて いる｡ そこで遺伝子導入効率を上げるためには ､ HI V -1 由来 の 配列を戻せば良い の では

ない かと考えた｡ 本研究では H X N に戻す HI V -1 の塩基配列として c e n t r al p oly p u r in e t r a ct a n d

c e n t r al t e r mi n ati o n s e q u e n c e ( eP P T / C T S) に注目した｡
e P P T / C T S に変異を入れた HIV - 1 の感

染性が低下することが報告され､
e P P T/ C T S は HI V -1 の 効率 の良い感染に必要と考えられて いる｡

この c P P T/ C T S を H X N ベクタ ー に挿入することで遺伝子導入効率が上昇するかを調 べた
｡

H X N のプロ モ ー タ ー の上流に1 7 8 塩基 の c P P T / C T S を含む断片(S C C
､ 図 1 ) を挿入して

ⅢⅩN - S C C を作製した
｡

ベクタ ー の遺伝子導入効率は､ H eI ｣ a 細胞を指示細胞とし G 41 8 耐性を マ
ー

カ
ー として調 べた. 各ベクタ ー の遺伝子導入効率は H X N の 遺伝子導入効率を 1 としたときの相対

値として計算し､ 有意差 の有無を判断した｡ その結果 ､
H X N と H X N -S C C の遺伝子導入効率に有

意差はなか っ た｡ 挿入した額域が短すぎたために差が出なか っ たの かと考え､ 2 8 2 n t の断片(L C C ､

図 1) を挿入することとしたo I JC C は S C C よりも 5
'

iRrJ に 1 04 n t 長 い領域である.
II X N のプロ モ ー タ ー

の上流に L C C を挿 入して H X N -L C C を作製し
､ 遺伝子導入効率を調 べた｡ その結果､ 予想に反し

て H X N - L C C の遺伝子導入効 率は H X N と比較して有意に低下した( 約 1 5%) ｡ I JC C は ベクタ ー 感染

を阻害する因子 の療的にな っ て いることが考えられた｡ L C C を標的とするベクタ ー 感染を阻害する

因子が存在するならば､ それは H IV - 1 の感染も阻害できるの ではない かと考えたo L C C は H IV -1 の

ゲノム の
一

部だからであるo そこで ､ H X N -I JC C の 感染がどの段階で阻害されて いるのかを調 べた
｡

ベクタ ー 感染の段階のうち､ 核 - 侵入した eD N A 量 ､ インテグレ ー

シ ョン した c D N A 量 ､ 内

部プロ モ ー タ ー からの遺伝子発現の 3 点を調 べ た｡ 核 - 侵入した e D N A 量を調 べるために核内の

e D N A 量の指標として広く用いられて いる2 L T R 環状 D N A 量を特異的な P C R によっ て検出した｡

その結果 ､
H X N 感染細胞とⅡⅩN - L C C 感染細胞 の核内の 2 L T R 環状 D N A 量に差がなく､

H X N と

H X N - L C C の ベクタ ー R N A / c D N A の核 - の 侵入は同程度だと考えられる｡ 次にインテグレ
ー

シ ョン

したc D N A 量を A lu - L T R P C R 法を用 いて解析した｡ A l u - L T R P C R 法は L T R とヒト染色体上 の

繰り返し配列( A lu 配列) との間の領域をP C R で増幅することで ､ 染色体にインテグレ ー

ショ ン したベ

クタ ー D N A の みが増幅されるP C R であるo その結果､ H X N -L C C のインテグレ ー

ショ ン量は H X N と

比較して低下して いることが分か っ た｡ 以上よりⅢⅩN ベクタ ー に L C C を挿入することで ､ 核 - 侵入し

た後イン テグレ ー

シ ョ ンまで の いずれかの段階が阻害されて いることが分か っ た｡



インテグレ ー

シ ョン した c D N A 量は低下して いたが､

一

部の c D N A はインテグレ ー シ ョ ン し

て いた｡ そこ で､ 内部プロ モ ー タ ー からの遺伝子発現に つ いても調 べた｡ そのために､
ⅡⅩN の構造

を模したレポ ー タ ー プラスミドを作製した｡ こ のI JT R とh T K プロ モ ー タ ー を持ち､
レポ ー タ ー 遺伝子と

して ルシフ ェ ラ ー ゼ遺伝子を捧 つ ｡ このプロ モ ー タ ー の上流にIJ C C を挿入し
､
L C C が ルシ フ ェ ラ

ー ゼ

活性に与える影響を調 べ た｡ その結果 ､
I J C C の挿 入によっ て ルシ フ ェ ラ

ー ゼ活性は 2 0- 3 0 0/D程度に

低下した｡
こ の レポ ー タ - プラスミドからL T R を除 い ても､

h T K プロ モ ー タ ー をT K プロ モ ー タ ー

に置

換してもル シフ ェ ラ ー ゼ活性の低下は認められなか っ た. T K プロ モ ー タ ー はミニ マ ム T K プロ モ ー タ

- ( h T K と共通) とチミジ ンキナ ー ゼの エ ン ハ ンサ ー 領域で構成されて いることから､
/レシフェ ラ ー ゼ

活性の低下には L T R とh T K プロ モ ー タ ー に含まれるポリオ - マ ウイル ス の エ ン ハ ンサ ー が必要だと

推測された｡ 更に､
L C C を 5

'

側から1 3 塩基ずつ削 っ た欠損変異を作製し､
ルシ フ ェ ラ ー ゼアツセイ

を行 っ たところ､ L C C の 5
'

側 の 1 3 塩基( 図1) が重要であることが示された｡ 遺伝子発現を抑制する

塩基配列 の 多くは何らかの タン パク質の結合によっ て転写を抑制するの で
､
L C C に対する何らかの

タン パ ク質の結合が推測された｡

H X N - L C C の遺伝子導入効率が低下した 一 方で ､
H X N - S C C のイン テグレ ー シ ョ ン は

H X N と同程度起こっ て いたo そのため､ 短 い c P P T / C T S( S C C)と長い c P P T / C T S(I J C C) の差の篠

域に原因があることが予想された｡ そこ で L C C とS C C の差の 1 04 塩基 の 嶺域(d Z ､ 図 1) を ⅡⅩN ベ

クタ ー

に挿入して H X N - d Z を作製し､ 遺伝子導入効率が低 下するかを調 べ た｡
H X N T d Z の遺伝 子

導入効率が低下すれば､
L C C の挿入による遺伝子導入効率 の低下の 原因は d Z 嶺域にあることに

なり､ ⅡⅩN -d Z の遺伝子導入効率が低下しなければ L C C 全長が必要ということになる｡
ⅢⅩN -d Z で

も培養上清中に べクタ 一 粒子は形成されたo この粒子からR N A を抽出し R T - P C R を行 っ たところ､

驚いたことにこの粒子内に べクタ - R N A は含まれて いなか っ た
o そこで ､

ベクタ ー

産生細胞 の細胞

質と核 におけるベクタ ー R N A 量を R T -P C R 法にて調 べたところ､
H X N - d Z の R N A は ベクタ ー 産生

細胞 の核内からは検出できたが､ 細胞質からは検出されなか っ た o この ことから､ H X N ベクタ ー

に

d Z を挿入することで ､
ベクタ ー R N A が細胞質に輸送されなくな っ たことが示唆されたo

H X N- d Z の

R N A は ベクタ ー 産生細胞 の 細胞質から検出されなか っ たにも関わらず､
d Z をその 一 部として含む

L C C を挿入した H X N - L C C ベ クタ ー

R N A は細胞質から検出された
o
この ことから､ H X N ベクタ ー

に

d Z を挿入したことによる核から細胞質 へ の輸送 の阻害は S C C により打ち消されると推察された｡

以上 の結果から､ H X N -d Z はウイル ス増殖の複製の段階で阻害されて い るベクタ ー となる｡

この H X N - dZ がドミナントネガティプとして ⅢⅠⅤ- 1 の増殖を抑制できないかを調 べ た｡ そのために､

H X N - d Z の D N A をコ ー ドして いるプラスミドと HI V -1 L A I の感染性クロ ー ンをコ ー ドして いるプラスミド

( P L A I) を2 9 3 T 細胞に c o-t r a n sf e eti o n して培養上清中に放出される粒子量を測定したo 粒子形成

に必要なタン パ ク質は p L A I から発現するの で､ 粒子量が少ないと言うことは p L A I からのタン パク



質発現 ､ つまり ⅢⅠⅤ- 1 の 複製が阻害されたと言うことを示唆する｡ その結果 ､
ⅡⅩN のプラスミドと

pI J A I を c o l r a n sf e cti o n した場 合でも粒子量 の 低下が見られたが
､
H X N -d Z の プラス ミドを

¢o -t r a n sf e cti o n に用いた場合､ より大きく粒子量が減少した. よっ て H X N ベクタ ー でもウイルス複製

を抑制する効果があるが､
d Z を挿入したことで更に強い抑制が可能になることがわか っ た｡ 以上より､

fI X N - d Z を利用することで HI V -1 の増殖を制御できる可能性が示唆されたo d Z 領域に関する報告

は今のところ無く､ 本研究では新しい現象を観察したと考えられる｡
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図1 使用した ¢P P T/ C T S ､ d Z の領域

H I V -l L A .
の p ol 遺伝子の 3

'

端に c P P T (4 3 6 7-4 3 9 0)とC T S(44 7 0- 43 8 0) が存在する(ともにオ レン ジの楕

円) o
I JC C として用 い た 28 2 n t の領域は 4 2 30- 4 51 1 番の塩基を､

S C C として用 い た 1 7 8 n t の領域は

4 33 4- 45 1 1 番の塩基をS C C とL C C の 差となる1 0 4 n t の領域をd Z と名付け､ P C R にて増幅して使用した ｡

ル シ フ ェ ラ
ー ゼアツ セイから導かれた h T K プロ モ ー

タ
ー からの 転写を抑制する責任領域を育四角で 示 し

た ｡ 図は p L A I 上 の H I V -1 L A I ゲノム e D N A の 一 部を示し､ 番号さま5
'

L T R 中の R 領域 の始点を1 とし

たときの 塩基番号を表す｡




