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本研究は後 天性 免疫不全症候群( A ID S) に対する遺伝子治療用 ベクタ ー

の 開発を念頭に､
1

型ヒト免疫不全ウイル ス( H I V -1 ) ベクタ ー のプロトタイプである H X N ベクタ ー にレン チウイル ス に特

徴的な効率 の 良い感染に関わる塩基配列 c e n t r al p oly p u ri n e t r a ct a n d c e n t r al t e r m i n a ti o n

s e q u e n c e( e p p T / C T S) を挿入し
､ その 性状を解析し､ H IV - l ベクタ ー 開発のための基礎的な知見

を得ることを目的としたもの であり､ 以 下の結果を得て い る｡

1
サ

H X N に H I V 1 1 の塩基配列 c P P T/ C T S を含む 1 78 塩基 の 断片(S C C ) を挿入し H X N の 遺伝

子導 入効率にどのような影響が出るかを､
H e L a 細胞を指示細胞として G 41 8 耐性をマ

ー カ ー と

して 調べ た結果 ､
S C C を挿入した場合､ 遺伝子導入効 率が変わらな い ことが示された｡ 更に､

c p p T / C T S を含む 2 8 2 塩基 の断片(S C C よりも5
'

に 1 04 塩基長 い嶺域､
L C C) を ⅡⅩN に挿入し

た場合､
ベクタ ー 粒子の産生は ⅢⅩN と同程度であ っ たにもかかわらず､ 遺伝子導入効率が低

下することが示された｡

2
.

H X N に L C C を挿入したベクタ ー

の c D N A が核 - 侵 入した後のインテグレ - シ ョ ンまで の いず

れか の段階で阻害されて いることが示された. L C C を挿入した H X N の ベクタ ー R N A / c D N A の

核 - の侵入量を､
2 I ｣T R 環状 c D N A 量を指標として P C R 法で調 べた結果 ､ L C C を挿 入したベ

クタ ー

c D N A もH X N と同程度に核 - 侵入して いることが示された｡ インテグレ ー シ ョ ンしたベクタ

ー

c D N A 量をA l u - P C R 法を用 い て調 べた結果 ､
H X N に L C C を挿入したことでインテグレ -

シ ョ

ンした c D N A 量が減少したことが示されたo S C C を挿入した H X N の c D N A のインテグレ
ー

シ ョ

ン量は H X N と同程度であることが示された｡

3
.

一 部のインテグレ ー シ ョ ンした c D N A からの マ ー カ ー 遺伝 子発現をベクタ ー

の構造を模したレ

ポ ー タ ー プラスミドに L C C を挿入して調 べた結果 ､
L C C を挿入したことで内部プロ モ ー タ ー

からの

遺伝子発現が低下することが示され､
L C C を挿入したⅡⅩN でも遺伝子発現が抑制された可能性

があることが示されたQ レポ ー タ ー プラスミドは[L T R - h T K ル シフ ェ ラ ー ゼ] の構造を持 つ
.
この構

造からL T R を除 い ても､
h T K プロ モ ー タ ー の代わりに T K プロ モ ー タ ー を用い てもル シフ ェ ラ ー ゼ



活性は変わらず､
ルシ フ ェ ラ ー ゼ活性 の低下は[L T R - L C C- h T K] の構造に特異的であることが示

された｡ L C C の 欠損変異体を挿入したレポ ー タ ー

ア ツセイの結果 ､
ル シフェ ラ ー ゼ活性の低 下に

は L C C の 5
'

側 の 13 塩基(ⅡⅠⅤ- 1 L Al のゲノム上で 4 2 56-4 268 番目 の塩基) が関与して いると考え

られた｡

逮
｡

L C C とS C C の差 の 104 塩基 の嶺域(d Z) をII X N に挿入 したベ クタ ー

の 産生実験を行 っ た

結果 ､
ベ クタ ー R N A を含まな い 粒子が得られたo

ベ クタ ー 産生細胞 を核分画と細胞質分

画 に分けて ､ それぞれか ら R N A を抽出 し ベクタ ー 特異的な R T - P C R で R N A を検出 した

結果 ､ 細胞質分画 には ベ クタ ー R N A は検出されず､ 細胞質分画からは検出される ことを

示 した｡ よ っ て ､
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 ｡

5
I

H X N を コ
ー ドするプラス ミ ドと H I V -1 の 感染性ク ロ

ー

ン 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 した結果 ､ 粒子量が ベ クタ ー プラ ス ミ ドの量

依 存的 に低下す る こ とが示さ れた ｡ d Z を挿入 した H X N を コ
ー ドす る プラ ス ミ ドを

c o-t r a n sf e cti o n に用 い た結果 ､
H X N を コ ー ドする プラス ミ ドを用 い た結果よりも粒子量

が減少したこ とが示され､
dZ を挿入 した ⅢⅩN が H IV - 1 の増殖を抑制で きる可能性が示

された ｡

以上 ､ 本論文は A ID S 治療に利用可能な H I V 1 1 ベ クタ ー 開発にお い て ､
e P P T / C T S を挿入

した事 による遺伝子導入効率 - の影響の解析から､
H I V -1 の 感染を抑制する標的と して の 塩

基配列 d Z の発見に至 っ た o H IV - l の感染､ 増殖 を抑制する III V 1 1 ゲノム 内在塩基配列 の報

告は 現在まで無く､ 本論文で報告された知見は全く新 しい もの で ある o
d Z は ベ クタ ー の 感

染を阻害する配列で あると同時に
､
H IV - 1 の 内在配列で もある｡ 従 っ て ､

ベ クタ ー

感染阻害

の メカ ニ ズム が明らかに なれば､
H IV -1 の 感染を阻害する研究に発展することが期待できる｡

よ っ て ､ 本論文は学位の授与に値するものと考えられる ｡




