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要旨

(背景と意藩)1型 ヒト免疫不全ウイルス恥manirrmunOde触iencyvirustypel

HlV-1)粒子が形成される際に抗ウイルス効果のある分子を取り込ませる方法による新しい

iB伝子治療戦略をCTVI(capsid-targetedvlrionlnaCtiva【10n)機略という｡m l戦略は､

放出されるウイルスを標的とする点で.感染細胞や細胞内でのウイルス複製を嶺的とした従来

の遺伝子治境と異なる｡CTVl戦略は.感染力のないウイルスを作ることが出来るため.HTV-I

感染症に対する治療として期待できる｡本研究は､CTVl戦略に有用な分子を開発することを

目的とする｡ (材料と方法)抗 T-rTV11インテクレ-ス (HⅣIN)単組抗体 (Single-Chain

An【ibodyclone2-19.scAb2-19)を作製した.scAb2-19の発現した細胞から放出される

HrV-1の粒子にscAb2-19は取り込まれない｡このため､ウイルス粒子に効率よ<取り込ま

れる蛋白質であるHⅣ-1のVlralProteLnRⅣpr)とscAb2-19を融合させたscAbE-Vpr*を

発現するプラスミドを作製した｡ ヒト293T細胞に.HⅣ11 1nfectlOuSClonepLAlと.

scAb2-19発現 DNA,scAbE-Vpr*発現DNAとをco-transfectlOnL､それぞれの細胞か

ら産生したウイルス, HTV-1wi1dtlpe.scAb2-19-vmlS､またはscAbEIVprLvlruSを

回収した｡各ウイルス量は､p24アッセイとRTアッセイで測定し.感染力は.丸仏Glアッセ

イで測定した｡各ウイルスの蛋白はイムノプロットにて解析した.scAbE-VprキーvlruSを感

敗させたCE11細胞中のHIV-1D:iAをPCRを用いて検出した｡ (結果)ウイルスの産生臭

に払 大きな遭いはなかった｡scAbE-VprキーvlruSの感染力は､完全に消失していたのに対

して､scAb2-19-virusの感染力は､mldll,Peの l%程度であった｡scAbE-Vpr･-V.ruSの
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粒子中にscAbE-Vpr事はVprと同程度に取り込まれていたのに対して､scAb2-19-vlruS中

にscAb2119取り込まれていなかった.各ウイルス中のインテグレースの最は同じであった｡

scAbEl'prLviruS感染後4時間目からHrY-1Dh-Aが検出された｡ (考娯)ウイルス粒子

に取り込まれたscAbE1-pr書がウイルス粒子内のHⅣⅠn =作用して､感染後の逆転写された

ウイルスDNAの組み込みを阻害し.ウイルスの感染力を抑制したものと思われる｡他のウイ

ルス特有辞素に対する単鎖抗体を用いたCW I用分子の開発も可能と考える｡



##tf#

後天性免疫不全症候群 (acquiredimmunodeflCiencysyndrome;AIDS)揺,ヒト免疫不

全ウイルス (hum animmundeficiencyvirustyT治1:IlrV-I)感染症である(1､2､3､4､5､

6).HⅣ-1に感染してからエイズの発症に至まで歎年から歎十年の潜伏期間がある (5)｡こ

の間､感染者の体内ではウイルスの増殖と免疫系による感染細胞の破壊と浮遊ウイルス感染の

中和の両面からダイナミックな平衡状態にある(2)｡AJljSの発症するころになると,HrV感

染細胞とウイルスの虫は急激に上昇し､その結果免疫不全をきたして､日和見感染などによっ

て死亡する｡したがって､AIDSの予防と治療は.HrV-1の増殖をいかに抑えるかにかかって

いる｡現在､HⅣ-1感染症に対しては種々の治療法が研究されている｡しかし,まだ決定的

な治療法は開発されていない(2､7).

HⅣ-1感染症に対する治療の一つとして患者の細胞に外来の遺伝子を導入することにより

治類する退伝子捻力削ま､ウイルスの増殖を抑制することができるため期待されている(I.2.7､

8)｡

HIV- 1の横道､遺伝子､増殖捜構

HⅣ-1はt約92kbの1本鎖RITAをウイルスゲノムとして持ち､3つの構造遺伝子節g.
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POLeJIVと少なくても6つの調節退伝子 (アクセサリー漣伝子)EaL rev,net.vlf.vpr.

vpuを持つ.宿主のDNAに組み込まれたプロウイルスの形では.両掛 こ長い反復配列である

Lm (TerTninalRepeat)を保有している(2.3,4.5､6)｡

HTr-1は.直径約 100nm のウイルスで､感染細胞から出芽する際に持ち出した細胞膜由

来の工ンベロ-プを持っている｡最外層に細胞への感染の初期の段階に関与するenv辻伝子

にコ-ドされる轄蛋白質gp120があり､それと接して内脚には同じくenv遺伝子にコ-ドさ

れるgp41が非共有結合して膜に埋め込まれている｡その内仇にはBag遺伝子にコー ドされる

マット1)クス蛋白質p17(.MA)があり､これがミスチル化されることにより膜と強Egに結合

し､膜を安定化させている｡核 (コア)は､gag遺伝子にコードされるカプシド蛋白質Capsld

Proteinp24(CA)に包まれており.中に遺伝子として RNAとLX)]遺伝子にコー ドされる酵素

(HⅣ-1逆転写酵素 (reversetranscnptase(RT)).組み込み酵素(HⅣ-1インテグレース

(HⅣlN))) .gag泣伝子にコー ドされるヌクレオカプシド蛋白質p7､p9(NC)を含む(2､3)9

また､アクセサリー蛋白質の中ではvpr遺伝子にコードされる ViTalProtelnR(Vpr)が.紘

子内に含まれる｡他のアクセサリー遺伝子にコードされるアクセサリー蛋白質は､粒子内にあ

るかどうか不明である(2.3)｡

HⅣ-1は､エンベロープの糖蛋白質とレセプターであるCD4分子との特異的相互作用によ

り感托し､細胞内にてウイルス自身が有するRTによりRNAが二本鎖 DNAへ転換され 宿

主の染色体内へ組み込まれ,潜伏状態となる｡ウイルス遺伝子がコ-ドする蛋白質のうち調節

退伝千といわれる遺伝子がコードするTat,Revが最初に合成され TatとRevの作用により､
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mRITAのスプライシングや相胞質への輸送が行われ.ウイルスの構造蛋白質が合成される(2.

3.4､5.6)｡合成されたウイルスの蛋白質は.撞種の修飾を受けた後､細胞膜表面に集合す

る.これに2分子のRXAがウイルスゲノムとして取り込まれ 出芽によってウイルス粒子と

して放出される (3､4).

AIDSとiB伝子治療

AJDSの退伝子治療は,(a)HrV-1の増殖を特異的に抑制する蛋白質.またはRHAをコ

ードする遺伝子 (抗 HⅣ-1遺伝子)を導入して､リンパ球をliTV-1低抗性に変えようとす

る方法 (細胞内免疫 .intracellularlmmunlZalion)､(b)HⅣ-1の感染した細胞を特異的に

戯す方法､(C)HrV-1蛋白質を生体内で発現させワクチン効果を得ようとする方法などがあげ

られる (3.7)｡ (a)の方法には､アンチセンスによる戦略､リボザイムによる戦略.デコ

イによる戦略･Tramsdominarltmutantによる戦略があげられる｡(b)の方法には.感染細胞

の除去による戦略,(C)の方法には,ワクチンによる戦略があげられる (3,7)｡

アンチセンスとはmRNAに相補的な配列のDNAまたはRNAのことで､細胞内でmRNA

と部分的二重鎖をつくることにより遺伝情報の発現を抑制すると考えられている｡リボザイム

は･帝素活性を持つRNA分子で.相補的に標的RNAに特異的に結合し.その特定の部位で

RYAを切断することによりそのRNAを不活性化する｡デコイ戦略は, トランス活性化物質

とシス活性化分子を､競合核を分子 (デコイ)によって.競合阻害しようとする考え方である.

TransdorTunantmutantとは.ウイルス蛋白質のmutantを細胞内に結合させて､正常蛋白
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質の活性を渡合阻害させてウイルスの産生を阻止するものである (2,3､7)｡

感染細胞の除去に用いられる手段として､自殺遺伝子を細胞にヰ入する方法が取られる｡自

殺遭伝子には､ジフテI)ア毒素A鎖､単純ヘルペスウイルスチミジンキナーゼ逮伝子があげ

られる (3､7)｡

遺伝子ワクチンは､HrVllをコー ドする退伝子を細胞内に導入し､細胞内で合成された

HⅣ-1抗原ペプチ ドをMHCクラス1抗原提示系に導入して,CD8陽性T細胞を介した

HIV-1特異的な免疫応答を得ることである (7).

これら遺伝子治療は.さまざまな研究がなされているが.解決すべき問題は多い｡多くの研

究にて短期間にウイルスの抑制は可能であるが､長期にわたる実験ではウイルスは一貫として

抑制を逃れてしまうことである｡また.研究に使用された招胞のほとんどは培養細胞であり.

生体内のリンパ球での効果は不明である (7)｡

CTVl(capsld-targeted vlral lnaCtIVatl0n) 戦略

従来のHⅣ-1感染症に対する遺伝子治療研究では､細胞内でのウイルスの増殖の阻書を目

的としたものや.感染相胞を死滅させることを目的としたものであり.出芽してしまったウイ

ルスに対しての遺伝子治療はほとんど研究されていない(l)｡ウイルス粒子形成時に取り込ま

れる分子が開発できれば.ウイルスの成熟を阻害したり､感染力のない粒子を産生させること

が可能となり,新しいHrV-1感染症に対する遺伝子治療となりうる(1)｡

ウイルス粒子が形成される際に抗ウイルス効果のある分子を取り込ませる方法による新し
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い遺伝子治療戦略を一役的にCnナⅠ(capsld-targetedviralmaCtlVatlOn)戦略という(FLg.1,

1.9､10,ll.12)｡Cn '7戦略は､1991年にBoekeらにより始めて提唱され この名称が

ついた｡VlTiontargeLlngVirallnaClivation(VTVl)戦略､またはdestroyingretrovlruSeS

tromwithlr)とも挿される.しかし.本研究のようにウイルスを内部から破壊するものもある

ので.コ ･/てッケイジング戦略と称することもできると考える(13)｡CTVl戦略は.放出され

るウイルスを標的とする点で.感染細胞や細胞内でのウイルス複製を練的とした従来の遺伝子

治療と異なる(1､14.15.16)｡CTVl戦略には､ウイルス粒子に高い効率にとりこまれ､か

つ抗ウイルス効果を持つ分子の開発が必須である(1､ll.14.15.16､17､18､19)｡用い

られる典型的な分子は､ウイルス粒子に高い効率に取り込まれる蛋白質と､抗ウイルス効果の

ある蛋白質の憩合蛋白質である(1､9)｡ウイルス粒子に高い効率に取り込まれる分子 (キャリ

アー)としては､CA(1､5.6)またはVpr(4､14､20､21､22､23,24)が用いられてきた｡

最初の提唱されたモデルでは､CAにウイルスRNAを分解する目的でRNaseを融合させ､

CA-RNase融合蛋白質をウイルス形成時にとりこませた(FI者lA､i).このことにより一部の

ウイルスは内部からウイルスのRNAを破壊することに成功した｡この発表後.抗ウイルス効

果のある分子には.CAに談合させて抗ウイルス効果を発揮する蛋白質として.ウイルスの内

部糾迄を破壊するような群栗であるStaphylococcusnuclease(SN)(24)､ EscherlChlaCOB

R:t'aseH】(25)が使われた｡しかし.これらの融合蛋白質は,取り込み効率などの同項があり､

ウイルスの感染力を 10分の 1程度に抑えるものでしかなかった｡また､Vprに融合させた抗

ウイルス効果のある蛋白質として､SN (24)､HJV-2プロテアーゼ(26)､chloramphenicol
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aceryI【ranSferase(27).RT(28)､HIVIN(19.28､29)､oligopeptides(23)が用いられた

(FLg.lB).ウイルス粒子の内部にあるRNAや蛋白質を破壊したり､内部が成熟する際に辞素

が過矧 こ存在することにより成黙異常をjSこすことを目的とした｡GagD21とGagp2を切断する

Oligopep【1des24/2を憩合した合成ペプチドVpr-24/2は,感染力を1000分の 1の抑制効

果を呈した(23)｡しかし.他の分子は 10分の 1程度の感染抑制効果であった｡

CTVI戦時におけるキャリ7-としての Vpr

本研究では､高い効率に取り込む分子としてVDrを用いた(Fig.lC)｡その理由は.高い効率

でウイルス粒子に取り込まれるからである｡

Vprは､100アミノ酸程度 (ll-16kDa)の大きさの蛋白質である(4､20)｡その役割は諸

説あり今後とも検討が必要である｡マクロフア-ジにおいてウイルスの複製の初期過程にてウ

イルスDNAを核移行させる働き(4､20)､転写活性因子としての働き(ll)などがあるといわれ

る｡細胞周期をG2期で停止させる働き(G2arrest)があるが､G2arres【がウイルスの複製

にどのように働くかは不明である (8)｡ウイルス粒子を形成するGagと1対 1で結合してウ

イルス粒子形成時に大玉に取り込まれる (10.11､20,23).従って.取り込まれるコピー数

は.Cagがウイルス粒子に2000コビ-入るのに対して､Vprは同程度である(lot11､20.

25･30.31)｡また.大きな分子を患合蛋白質として取り込むことも可能である(23､24､32).

ウイルス粒子にm T戦略のキャリア-として取り込ませるには､極めて効率の良い蛋白質で

ある.CW l戦略に使う分子としての問題点は,VprによるC2arrest(20.21.33､34)
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が挙げられる｡この問題点については､VprはC末矧 二分子をつけるとC2a汀eStを起こさ

ないとされる(23)ため､本研究ではVprのC未〕削こInfluenzavirushem喝gJumtlntag

(HA-tag)を付けたVpr◆とした｡

CTVl戦略における抗ウイルス効果のある分子としての単組抗休

本研究では.抗ウイルス分子として､scAb2-19(35､36)を用いた｡scAb2-19は.HrVl:(

に対するtgG抗体(Fig.2A)の可変箭域をた合して作製した単鎖抗体である｡単鎖抗体を用いた

理由は､単鋭抗体が単一のポリペプチドであることと分子丑が比較的小さいことである｡IgG

抗体が､150kDaの大きな分子であるのに対して､単鎖抗体は.31kDaの分子である｡また､

CTVI戦略に単鎖抗体を用いた例はまだない｡

単鎖抗体 (Fig2B)とは.退伝子組み換え技術を利用して､tgC抗体の抗原に結合する部分

であるVLとVHとを15アミノ酸程度の長さのリンか-と呼ぶペプチドで結合させて､特異

的に抗原に結合する性質を有する蛋白質のことである｡ 単鎖抗体 (smgle-chalnantlbdy,

scAb,sAb).単組抗原結合蛋白質 (slngle-chalnantigen-bindlngPePtide),または.単鎖

可変断片 (single-chamvariablefragment,scFv,sFv)と呼ばれる｡単鎖抗体の利点は.早

一のポリペプチドであることを生かし.漬伝子として細胞に導入することが簡単にできること

である｡大腸菌にも導入し､大量に精製することも可能である｡また.単鎖抗休の欠点は､一

般にkG抗体に比べて抗原との結合能力が弱いことである｡
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CTVl戦略における単級抗体のターゲットとしての HIVIN

HIVINを夕-ゲットとした理由は.川VINが川V-1の複製に必須で 川 V-1に特有な辞粟で

あるからである｡

川V-Iは･細胞に投入した後ウイルス内部からウイルスRNAを放出する｡RNAが DNAに

逆転写された臥 現在報告されている限りではマトリックス､ヌクレオカプシド､RT,Vpr

とともにprelntegratlOnCOmPlex(Plc)を形成する.次に宿主のDNAにウイルスDNAが組み込

まれる｡これをインテグレーションという (37)｡インテグレーションは.LTR領域の両3'末

弟の2ヌクレオチ ドを切断する3'プロセッシング反応.宿主DNAを5■端で切断して宿主

DドAとウイルスDNAが結合するジョイ二ング反応､ ウイルスDNAの結合後-本税になっ

た部分の相補鏡を作る修復反応の3つのステップからなる｡この3つのうちHIVlNは､3･プ

Ejセッシング反応とジョイニング反応に触媒として働<(37)｡

HIVINは､全長288アミノ殻であり､3つのドメインで構成される (37.38.39).)番か

ら50番までの領域をZn2+フィンガ-様ドメイン､50番から212番までの領域を酵葉活性ドメ

イン､213番から288番までの領域をDNA縫合 ドメインと言う｡Zn2十フィンガー様ドメイン

臥 ウイルス粒子形成における蛋白蛋白間相互作用に関与しているという説 (40)があり.こ

の領噺 こ含まれるHHCCモチ-フと言う特定顕域が重要で,このモチーフに点変異を導入す

ると逆転写以前のステップが抑制され (4))､他のレトロウイルスのrrHCCモチーフに荘き換

えることも出来ない (42)｡#素活性 ドメインは.Mg:･またはMn2十と結合する (43､44)｡DNA

結合ドメインは･前者2つと比較してレトロウイルス間で多様性に富んでいる (45､46､47)｡
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このD7<A鰭合ドメインにより･IN多量休形成及び抜移行の機能が報告されている (37).

我々の用いたscAb2-19は･HTVrNの228番から235番までの領域に特異的に結合する(35､

48)d従って.scAb2119がpICの中でHIVINに結合することで､HIVrNのDNA結合能に影響

を与えることもあり得る｡HIVZNそのものの立体捕適や pTCの立体構造を変化させることち

ありうる (46)｡HIVINが細胞性Eg子であるImPOrt'nαと結合してこのPICの核移行を助けてい

ることが報告されている(49)｡scAb2-】9は.この.mporllnαと結合による核移行に影響する可

能性もある.

VprとscAb2-19 を散合して ScAbEIVpr★ を作製する意尭

scAb2-19は･HⅣI:1に強く結合した (35)｡scAb2-19が細胞内で安定して発頭する系を

樹立できた(35)｡scAb2-19が発現している細胞にHⅣ-1を感染させると.ウイルスは発生

しなかった(35)｡従って-scAb2-19をCTVI戦略に使う分子として.大患にウイルス粒子に

取り込ませることは意義がある｡

scAb2-19とVprを融合させた分子scAbE-Vpr事は､この分子は.ウイルス粒子に高い効

率に取り込まれることが予想される (FiglC).

さらに･HIVINはウイルス特有の辞案で宿主細胞にはない為.scAb2-19は､インテグレ

ーションを抑制することでHN-1の感染抑制効果をもたらす｡しかし､安定して発現する細

砲が酎 tることから.宿主細胞の増殖に影響をおよぽさない(35).従って､scAbE-Vpr*IL

宿主細胞にとって安全な分子になると期待できる｡
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本研究では,CTV順 略に有用な分子として.HIV11に特異的な群衆に対する抗体を,vp,

と恕合させて取り込むことにより-理想的な分子を開発し､CTVl戦略が有用な遺伝子治療で

あることを示す｡
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材料と方法

細胞､抗体

293T確胞(17)は.ヒト胎児腎由来細胞293品胞 (17)にSV40のT抗原を導入して樹立した穏

胞である｡この細胞に今回用いたpCxN:KS(FLg3)(50)のようなSV40のorlを含むDNAを帝人

すると.細胞内のTと導入したDNAのSV40onとの結合により､導入したDNAのコピー敦

が増える特徴がある｡293T細胞は.10%ウシ胎児血清を含むダルベッコ改変イーグル培地

(Dulbecco'smodlfiedEagle､smedLum DMEMIO) (LlreTechnologleS Tnc,Galthersburg,Ml))で.

5%COZの条件で37℃インキュベーターにて培養した (51.52)｡HeLa-CD4-LTR/p-gal(MAGr)

細胞 (53)は,G418200llg/mlとhygromyclnBIO叫g/TTllを含むDMEMIOにて培養した. CEM

細胞 (54)は､ヒトTリンパ球由来の細胞で､HJV-)が感染することができる (6)ACEM細

胞は､10%ウシ胎児血清を含むRPMl1640 (RPMl10) (LlfeTeclmoLogleSInc) で.5%C02

の条件で37℃インキュベーターにて培養した (55)｡

抗体は､ HA-tagに対するモノクローナル抗体 (抗 HA抗体.rat､｡lone3FIO､Boeh'lnger

MannheLmGmbH.Marulhelrn､Germany).抗E-tagモノクローナル抗体 (抗 E-tag抗体,mouse､

PhaL-maCla810LechAB､Uppsala.SWeden).HIV-)インテグレースに対するモノクロ-ナル抗体

(lL)､HTV-1逆転写帝業 師 /p51)に対するモノクローナル抗体 (抗 RT(p66/p51)抗体,mouse､

AdvaLICedBIOteChnologleS.NC)､及びhorseradlShperoxldaseOiRP)襟鼓されたraLlgG又はrnou5e
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lgGに対するポリクローナル抗体(organonTekJl.ka,CappelDJV'SMm､Durharn､NC)を使用した｡

HRPは､ペルオキシダーゼの一種で.一般的に使われる安定した標識群衆であり､上記抗日A

抗休と抗E-1ag抗体に対するHRP積読抗体が存在するため､本研究にて環用した｡

プラスミドの精製と作製

HIV-1.nrectl0uSClonepLAl (55)と他のプラスミドは.大脂薗 DH5α(LLleTechnolog■cslnc)ま

たはSureⅢ (Stratagene,LaJoIEa,CA)を用いて精製した｡この2つの大腸菌では.プラスミド

DトJAに変異がはいることなく安定して回収できるため採用した (52.56)｡

アミノ酸(YpYDVPDYA)からなるHA-tagをコードする2本鎖のオリゴヌクレオチド(57)は.

2つのオリゴヌクレオチド (51-TCGAGTACCCATACGATGTrCCAGAlTACGC-3 'と5'_

CGAGCTAATCTGGAACATCGTATGGGTAC -3')をハイブリダイズさせて作製した.こ

の結果作製されたリンカーをpBJuescTIPtIIKS(-)(SlratageneP C/aⅠとJ17'oI鮒立に挿入 (57)

して､PBS-HAを作製した｡川V-lvpr遺伝子は､5'-

GAGGTACCATGGAACAAGCCCCAGAAGACCAAG_3 'と5'_

GACTCGAGGATCTACTACTGGCTCCAlm Cl3 .をプライマーとして,pLAlより ExTaq(宝

酒造)を用いて タカラPCR サーマルサイクラ-TP2000 (宝酒造)にて､ Polyme,aseChaln

Reac(loo (PCR)法により得られた｡このPCR産物を､ PBS-HAのKJWtlとXhoI部位に挿入

した｡この結果得られたプラスミドpBS-vprは.vprとHA-1agをコ- ドする遺伝子が結合し

た配列 (vpr-uA)を持つ｡pBSIVPrからvvIHAをKpnIとSacIで切り出し､動物細胞での
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発現ベクタ- pCxN2KS(Flg3､48)に挿入した (52)｡この結果得られたプラスミドをpCI

Vpr■とした｡

pc-scAb2119は,抗 HIVrN単硯抗体のC未鰍 こE-tagを融合したものが発現される (35)｡

pC-SCAb2-19NLSは､ pC-scAb2-19で発現される蛋白質の末端に核移行シグナル

(LEPPKKJ(RKV)が融合したものである(35)｡ PBS-vprからvpr-HAを切り出し､pc-scAb2-19

のE･tagの末端部位に挿入したものを､pc-scAbE-Vpr･とした｡これは･scAb2-19にVprのC

末端にĤ -tagを融合したものが融合して発現する｡pC-E7E-Vprりま､ pc-sĉ bE-Vpr･と全く

同じ方法でパピローマウイルスのE7に対する単鎖抗体のC末矧 こE-tagを融合したものにVpr

のC末端にHA-tagを融合したものが融合して発現する｡

DNAの導入

これら融合蛋白質を発現するために293T細胞に･プラスミドDNAを.Ce"PhectKlt(Pharmacla

BIOteChAB)とCalPhosMax.m,zer(ClontechLaboratones,Inc,PaJoAILO,CA)を用いて CalPhos

Max■mlZerのプロトコールに従いリン酸カルシウム法 (52､57)にてtransrecLIOnした｡DNA と

1Jン酸カルシウムでできた沈殿を293T細胞に投与してから48時間後に細胞を回収して.RIPA

バッファー (Ⅰ50rnM 1%NP-40105%sod]umdeoxycholate･0I%sodlumSulra【e(SDS),50rnM TrlS-

lICl(pH80))(52) に溶解した｡

イムノプロット アッセイ
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蛋白質のサンプルは,ドデシル硫酸ナ トリウムーポリアクリルアミドゲル電気泳動 (Sodlum

LaurylSuElatcIPOlyacrylam,degelelectrophoreslS(SDSIPAGE))(52)にて分離し.ニトロセルロ-

ス膜 (ProLTaT)NitroceHuloseTransrerMembraJle, Schle]cher&SchuellGemany)にトランスファ

-をした｡ニトロセルロース股は､ブロックエース (雪印乳業)につけて 1時間室温にて放置

した後､抗rlA抗体､抗 E-Lag抗体.抗RT抗体､または抗 rN抗体の1次抗体入りの 10%ブ

ロックエースにつけて 1時間室温にてインキュベートした｡さらに､このニトロセルロース膜

をブロック工-スにて洗浄した後.HRP標識したそれぞれの I次抗体に対する2次抗体入り

の10%ブロックエ-スにつけて30分間室温にてインキュベ- トした｡ 再び洗浄後､TiRP棲

試した2次抗体をECLplus (AlTLerShamlntemaltOnalplc,Bucklnghamshlre,UK) で発光させ､X

線フィルム (HypertTtlmECL AmershamlnteETIa【10naLplc) に感光した｡インキュベート,洗

浄の条件は､ECLpLusのプロトコールに従った｡洗浄の条件は､10cmx8cm のニトロセルロ-

ス掛 こ対して 10%ブロックエースに005%Tween-20(poLyoxyethylenesorblLanmono】aurate,

BIO-RadLabCA)を入れた洗浄液 100mlにつけて室温にて 10分ゆっくり揺らすことを､3回

くり返した｡l次抗体の濃度は､olLlg/mlとし.16時間室温にてインキュベートした｡2次抗

体の浪度は.lLlg/mLとし､30分間室温にてインキュベートした｡

パインティング アッセイ

マルトース結合蛋白(maltose-btndlngPrOleL■.(Map))とHIVINの融合した蛋白質(MBPIHIVrN)

(35)を大腸菌にて発現させ､この大腸菌の細胞抽出液をSDSIPAGEで分離､ニトロセルロ-ス
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膜にトランスフ7-した｡MBPを選択したのは.この蛋白質は大腸菌にて安定して発現する

うえ､MBP発現プラスミド(‖)がLSOPrOPyl-l-th.o-p-D-garacLOPyranOSlde (]PTG)(56.57)とい

うラクトース･オベロン誘導物質存在下にてMBPを大量に発現することができるからである｡

したがって､Map-HIVTN は､IPTG存在下にて大桑発現することが可能となる｡このMBP_

川VrNを導入した大腸菌DH5cLをIPTG にて誘導し25時間37℃で培養した後.大腸菌を

200W30秒を3回くり返す条件 (52)で超音波装置201M (クボタ)にて粉砕してMBP-HIVIN

を含む細胞抽出液を得た｡この解析では､ニトロセルロ-ス股にMBPJlIVrNを結合させ.そ

の膜をscAb2-19.scAbE-Vpr●を含む細胞抽出液を ]次抗体としてインキュペー トをし.2次抗

体として抗E-tag抗体または抗 HA抗体でインキュペートをして､ 最後にHRP標識された抗

体にてインキュベート後ECL-pluSにて発光させた｡

HN ストック

tOcmシャーレ-に3xl(戸値になるように播種した293T細胞にpLAI10Llgと pC-scAb2-19.

pC-scAb2119NLS､pC-Vpr●･pC-scAbE-Vpr'､pCIE7E-Vpr●のいずれか-つとを,合計20LLgと

なるようにしてリンをカルシウム法 (52)にてeo-traT'SfeCt▲Onした｡pLAl とco-Lransfecr10｡す

る上記プラスミドは､それぞれOILLg･lLlg､10ugの3用史を実験し･合計20Llgになるように

不足分は､pcxN2KSをDNA液に混合した｡48時間後に培養上酒 10mlをE]収して､低速遠心

した後045urn-pore-sizeフィルターでろ過をした｡このウイルス液は-80℃にて保存した｡

蛋白質解析では,このウイルス液 1mlの底に200Lllの20%スークロースをクッションとして
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入れ 15000rpm16時間4℃の条件で遠心をした後上清を取り除き.ウイルスをペレットとし

て回収した.このペレットはPIPA-バッファーに溶かしSDS-PAGEにて解析するか.もしく

はRTアッセイ､ p24アッセイに使用した.

RTアッセイ､ pZ4アッセイ

HIV-1RT活性 (58)は･【methyLl1I-21)H】Trp(【叫 TTP)とFlashPlatePlus(MENUK)とDEAE

フィルターにより測定した(66)･即ち.ウイルスをペレットにしたものを､RT反応液 (50mM

TrlSIHCl(pH80),005%NP一犯 75rmVlKCl,lmルlDTT,5mMMgC12,25pg/mlpolyaden)llCaC■d,

100山イ5'-bl01･nyLatcd-(dT)20,60nM l3日】TTP)に溶解し,37℃にて 18時間インキュベーション

し､TopCount(PackardInstrumentCo,Merlden.CT)にて放射線臭を測定した｡

p24アッセイ(59.60)は･各ウイルス液2plを､ HIV抗原 EIA[｢アポット｣(ダイナポッ

ト株式会社)のプロトコールに従い施行した｡発色後の吸光度(oD4,2)を吸光度測定機

DU640(BECKNAN USA)にて測定した｡

HAGlアッセイ

仙IGl細胞 (53)は.子宮癌細胞 Hela細胞にヒトcD4(6)を導入して樹立した Hela_CD4

紬 (53)に.LTR/β一gal遺伝子を番人して樹立したものである｡ヒトcDJを導入したことに

よりこの細胞に.H】Vllが感染することができる (6).LTR/p-galとは.HIV_lのLTRにLacZ

貼 子とHlv-1Tatに対するレセプタ-のTRLがついているもので.HIV-Ⅰの複製が行われる
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とそのなかのTatと結合して･LacZを発現する｡すなわち,MAGI細胞は,IuV一日5唱 染し

て複製すると.LacZを発現する.このため,HIV-Iが感染して複製されたMAGI細胞は.5_

brornO-4-chloro131.ndol),ljLD(-)-galactopyraLIOStde(X-gal)を加えて染色 (x-gal染色)すると脊(

染まる(52､53)｡MAGl細胞を5xIOJ個播種して 12時間培養した24穴プレー トを用意した｡

蜂巣上柄を取り除いた後に･lLLI､10Lll.)00LIL･ヨoop).または500plのウイルス液を.sL'g/ml

のポ)プレン (SlgmaAldnchReseaTChlStLou.～,MO)存在下で感染させた｡2時間37℃COZイ

ンキュベ-タ一に安置した後.ウイルス液を取り除きDMfMIOを加えて堵着した.ウイルス

硬を加えた時から4且時間後に上浦を取り除き､x-ga)熊色(52.5,,)をした.育<染色された紹

l世数を､高感度位相差顎徴税 IX70(OlympusOpllCa-CoLtd.Tokッ0,Japan)下で計aJした.

PCRアッセイ

DNase(cndonuclease)(SIGMAChemlealCO USA)5000un-ts(合計 100Lll)を､20rnlのウイルス

液に加え､=時間37℃の条件でインキュベートした.これにより､DNaSe処理したウイルス液

を準指した (57)｡DNascで処理したのは､培養上浦中には､ウイルス以外にも.ウイルスが

畜生することにより死滅した細胞から放出されたウイルスDNAが存在するためである｡上記

条件にてこのようなDhTAは完全に処直される (15)･ CEM 細胞 10'を 100pJの RP入ⅠIIOに懸

&して･96穴プレー トで培養した｡このプレート各穴に､RTアッセイで 105cpm相当の先の

DNaseで処理済みのウイルス虫にRPMll0を加えて合計200p=こ統一したvp,-vlruSまたは

sĉbE-Vpr◆-V･rusを感染させた｡感染方法は,CEM 細胞培養液に上記ウイルスを含むR_PMHO
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:叫▲ほ 良く混和することで施行した｡感染後.5分後12時間後.4時間後,S時間後および

16時間後に感染細胞を回収した｡この感染細胞中のDNAを-鰍 こ､RaTtdDキット(日本ジェ

ネックス)にて回収し･Tr.S(pH80ト EDTA穏衝液 (TE液)(52,57)10p=こ散解した｡この

DNAを含むTE液 叫 をテンプレ-トとしてLTR55'_

GGCTAACTAGGGAACCCACTGCTT-3'と5NC25∴ ccGAGTCCTGCGTCGAGAGAGC-3,

l∴ ∴ ∴ t∴ ∴ -∴ ｣ 1 ∴ ∴ ∴ -

lTR9 5-(･rCTCAATAAAGCTTGCCTTG-3 をプライマーとしてExTaqを用いて タカラPCR

･サ~マルサ~キュラーTP2000にて､PCR法 (54)(同上､35サイクル)により断片を増幅させ

た後にL増幅された溶液の一部をテンプレー トとしてLTR8-15-CAGAGACCCAGTACAGI3

とLTR9-) 5-TCCCAGGCTĈ GATCTGGTCTAAC-3 をプライマーとして PCR法 (61)(同上

35サイクル)により増幅させた｡これにより､ウイルスDNAが核に移行すると合成される環

状捕追だけにみられるLTRとLTRが連結した部分 (LTRLTR)が増幅される.LTRLTRは､

仁 ∴ ∴ ∵ ∴ ∴ ∴ ∴ -Ill.I.: ∴ ､∴ ､∴ ∴ nJi

をフライマーとして用いて､PCR法により宝酒造のプロトコールに従い､94℃1分,55℃2分,

72℃2分の条件で.β-globLnを増幅させた.
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実額の概要

293T細胞にpL̂ Iと次にあげる治療分子または実験上のコントロール蛋白質を発現する

D＼ごAをco-tmnsrectl0nした｡DNA とpLAIの比率は.以下各項目で説明する｡すると,293T

田胞の培養上清中にウイルスが産出された｡このウイルスを精製して.そのウイルス豊､ウイ

ルスの蛋白質の解析､ウイルスの感染力の評価､および､ウイルスの感染力抑制がウイルスの

相 のステップのどの段階を抑制しているかについて調べた(FLg41 ウイルス量を評価するの

に､RTアッセイとp24アッセイの2つを用いたのは.RTアッセイがウイルス中のRTによる

逆転写反応を利用すること､p24アッセイがウイルスの中に含まれるp24蛋白質にたいする

ELISA(70)であり､両測定は･全く異なる方法でウイルス畳を評価するからである｡感染力の

評価にMAGIアッセイを用いたのは､ MAG-アッセイではウイルスDNAの複製翻訳後ウイ

ルスの蛋白質が発現することにより染色すると青くなる切取の款を測定する｡今回用いた

seAb2119のターゲットは､ウイルスDN4の取り込み(インテグレーション)であり､これはウ

イルスの複製の初期過程 ().56.61)のステップである.よって､MAGTアッセイは,ウイル

ス槻 初期過程が終了したか否か評価するのに適している｡ウイルスの蛋白質の解析をイムノ

プロットで施行したのは､ウイルス内にS｡AbE-Vpr.などが取り込まれているかどうか確認す

るに適しているからである｡また､ウイルスの梢遁蛋白質､特にインテグレースの恵の変化を
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評伝する目的もある･ウイルスの感染力抑制がどのステップで抑制されているかについて.

cEヽ1細胞にウイルス感染させた後､DNAをPCR法により解析したのは､ウイルス初期過程

のどのステップが抑制されているかを確認するのに適しているからである｡

出合蛋白質の発現

pC-scAb2119､pCISCAb2119NLS･pC-Vpr̀･pC-scAbE-VprI.pC-E7E-Vpr暮を293T細胞にリ

ンをカルシウム法にてヰ入した結果､頂にscAb2-19･scAb2--9NLS､Vpr･､scAbE-Vpr･､E7EIVp,･

が得られた(F.g5ゝ これらの蛋白質の大きさはISDS-PAGEで解析することにより.確認した｡

scAbE-Vpr' の HIVIN への結合能力

scAb2-19がHIVrNに強<結合する能力を持っていることに対して･ScAbEIVpr.が同じように

HIVTNに結合する能力を有するか否か調べる為に､′てインディングアッセイを施行した｡各サ

ンプルとも共通してレーンtはne糾 VeCOntrOlなので､バンドは見られない｡レーン2には､

抗MBP抗体でインキュベ-トしたときのみバンドがみられる｡レ-ン3は,MBP-HIVrNの

対 がかけておらず･ レーン4では誘導がかかっているので､レーン4の方がMBP_HIVJN

J)tが多い｡抗MBP抗体でインキュベ-ションしたのもでは.レーン3とレーン4では.レ

~ン4の方が明らかにMBP-HIVrNが多い (Fi皇6C)｡SCAb2-19.scAbE-Vp'･を含む細胞抽出液

を1次抗体として使用した場合は､i/-ン4の MBP一日】VrNのみが同程度に認められる(Flg6

A,a)｡scAbE-VprとしてscAb2-19のC末矧 こ蛋白質を融合させても.scAb2_19の性質であ
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るHIVINへの結合能力は損なわれないことを示している.

scAbE-Vpr★ を取り込んだ HIV-1 のウイルス発生tの変化

293T紹胞にpLAIIOpgと pC-scAb2-】9･pC-scAb2-19札 S･pC-VpT･.pC-scAbE-Vpr･､PCI

E7E-Vpr'を.COIL,anSreCl.onした培養上清を回収して､RTアッセイとp24アッセイを施行した｡

この結見 どのウイルスもRTアッセイとp24アッセイにおいて･､vildtypeとほぼ同じウイル

ス丑であることが確認された (FLg71一般に.vprなどのウイルスの粒子の一部を大量に発生

させると･ウイルスの発生量に変化が生じる可能性が胎摘されるが､この場合は,pLAJに対

してco-LranSreCt･OnさせるscAbE-Vpr書などの発環濠伝子のDNA丑を変化させても､ウイルス

よに変化はなかった｡

scAbE-Vpr★ を取り込んだ HIV-1 の感染能力

MAGJアッセイを用いて､各ウイルスの初期感染能力の評価をした (Flg8ゝ 3xl(f値の293T

紬 にpLAJIO鵬 と pCISCAb21)9･pC-scAb2-19NLS･pC-Vpr･～pC-scAbE-Vpr･､pC-E7E-Vpr･

を､合計20pgとなるようにしてco-transrecLIOnして回収した培弟上浦をMAGIアッセイした｡

この結果 Ipg､10pgのpC-scAbE-Vpr◆.)0いgのpC-scAb2-19･及び 10pgのpC-,cAb2_19h,LS

では･それぞれ 100%･96%･94%･及び94%の感染抑制が確認された(F.g8A,a,C).対し

てpC-Vpr'､ pC-E7E-Vpr'は､"11dtypeと同じ数の甘い細胞が托められ,感染抑制はなかっ

已(F】gSDl).
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掛二･ pLAJIOpgと10pgのpCISCAbE-Vpr■をco-transfect10nして得られたウイルス,CAbE_

vpr'-virusは･RTアッセイにて 107cpmに相当するウイルス塁を感染させても､甘い細胞はみ

られなかった･すなわち､scAbE-Vpr'を取り込むことにより.scAbE-Vpr･-V】msは完全に感染

力を消失したといえる｡

scAbE-Vpr' が HIV-1 粒子への取 り込まれる能力

＼'pr融合蛋白質がvprと同じくHIV一)粒子に取り込まれるかどうかを確かめる為に.293T紹

掛こpLATと同じDNA常のプラスミド(pc-scAh2119tpC-scAb2-19NLS-pC-Vpr書,pC-

SCAbE-Vpr'､pCIE7E-Vpr')と一緒にco-transfectlonを施行した後に培養上楢中に回収されるウ

イルス粒子の中にscAb2-19･scAb2119NLS､Vpr･､scAbE-､′pr書･E7E-Vpr.が含まれるかどう

かイムノプロットを康行した(F,g9ゝ この際､培盛上淋 まRTアッセイによりほぼ等しいウイ

I i 7∴ ∴ こ∵ ∴ 二 ∴ ‥∴ ∴ ∴∴ '■'-∴

ウイルスにおいてもwlldtypeと同程度の発現を確認できたo=Ig9上段､中段).次に､ウイル

■ ス粒子中への取り込みを確認したところ､ Vpr･･scAbE-Vpr･､E7E-Vpr･は同程度に取り込ま

れ(Fig9下投 レーン3･4､5), scAb2119､scAb2-19NLSはrlり込まれていなかった(Flg9下

l投 レ~ン2､qo

scAbE-Vpr' を取り込んだ HIV-1 の増殖はどのステップが抑制されているか
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scAbE-Vpr'を取り込んだzllV一川 唱 染が消失した墳仔は.この時点でTatを発現する以前

のステノブでの抑制効果であることは明らかである･そこで､ウイルスが細胞に侵入してのち､

どのステップで抑制されているかについて調べるため､vpr･を取り込んだウイルスとScAbEI

vpr●を取り込んだウイルスを､CEM 細胞に感染後II)NAを回収LPCRをかけた｡ウイルス

は､細胞に浸入したのち.ウイルス RNAがRTによりウイルス直鎖状DNAとなり､この直

鎖状DNAが宿主相胞の核へ移行すると同時に環状 DNA となり､宿主DNA に組み込まれる

(FlglOl したがって､PCRプライマ-としては､LEE鎖状DNA を確認する目的で.LTRから

YCまでの部分,環状 DNA を確認する目的で､LTRLTR部分をターゲットとした｡この環状

D紬 になるものは少ないので､nestedPCR法を用いて増幅した(FLg=Ah LTRからNCまで

の部分は､vpr◆を取り込んだウイルスとscAbE-Vpr･を取り込んだウイルスとも同じように感

染4時間めから出現し､感染8時間以降ではっきりと認められる(FigllC 左レーン4.5 及

び 右レーン4L5)｡LTRLTR部分は･vp'･を取り込んだウイルスでは､PCR産物が認められ

る(FlgIID左レーン4･5)が､scAbE-Vp,'を取り込んだウイルスでは認められなかった(F.AllD

右レーン4.5)｡
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我々は以前HTVIN に対するscAb2-19を作製した(35)｡一般に単鎖抗体は抗原との結合能

が低下するが.scAb2-19はイムノプロットに使用可能なほど結合能は保たれた(35,49).そこ

で.scAb2-19が高い効率にウイルス粒子に取り込まれれば､強い抗 川∨効果を示すようなる

と考えた･scAb2-19が高い効率にmVに取り込まれるようにするために､scAb2-19を､VPT

とた合させて､scAbE-Vpr̀を作製した｡この分子がvprと同程度にウイルス粒子州 こ取り込

まれ･かつ･HTVの感染力に対してscAb2119よりも憩い抑制効果を持つことを示した｡

Vpr★は､CTVl載略のキャリアーとして有用である｡

CTVI戦略のキャリアーとなる分子の条件として削 ､効率にウイルス粒子中に積極的に取り

込まれることがあげられる｡Vprは2000コビ-近い分子が取り込まれる｡対して､HIVINの

満願体であるPolが約 100コピーであるから･Vprは別 働 率でウイルス粒子に取り込まれる

と官える(63)｡Vprは.他の分子と散合させてもその取り込み効率はvprと変わらない (18､

19･24･64)｡今回の研究の結果からも､sĉ b2-L9ほどの巨大な分子をつけたにも関わらず.

scAbE-Vpr●はvpr'と同等星の分子がウイルスに取り込まれている (F.g9l Vprの他cAも

cTVl戦略に用いられるが､Vprほどの取り込み効率は有さない (16)｡また､vpr分子との出

細 位については､C末端-N末端のどちらに分子を敵合させても.ウイルス粒子への取り込
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みは高い効率である(101]1､19)･ 以上のことから､Vpr佃 .CTV順 略の高い効率に取り込

まれるキャリアーとして適している｡

単組抗体は･CTVl戦時の抗ウイルス効果を持つ分子として有用である.

CTV順 略の抗ウイルス効果のある分子の条件としては､キャリアーの分子との組み合わせ

により抗ウイルス効果を損なわない分子であることである｡キャリアーであるVprとの恕合に

は､抗ウイルス効果のある分子のC未矧 こVprを触合させること.N末掛 二親合させること

の2方法がある (35)･くCAh2-19のN未矧 二他の分子を顧合させた場合は単鎖抗体の活性が低

下し･C末端に他の分子をhlS.Onさせた場合はsĉ b2-)9の活性が変わらない(35)｡そこで.こ

の論文では･scAb2-】9のC末矧 こVprを鮎 10nさせ.scAbEIVpr.とし､Mtlp-HIVrNとの結

合実験 (Ftg6)が示すようにrNとの結合能力を保存することに成功した.また.scAb2-19は､

HIVlNというウイルス特有の群素に対する抗体であるため.宿主の細胞に阿害をもたらさない

(35)｡従って･単鎖抗体は､CTV順 略に有用であるoscAb21I9以外に報告されているRTの

里的抗体(36.37)もCTV順 路に使う分子として試す価値がある｡

scAbE-Vpr★ による感染力抑制の横序｡

SCAbE-Vpr'を取り込んだウイルス粒子の感染力が 100%抑制された領序は.RT量とインテ

VL,-ス最も汲少せず､ウイルス玉が減少することもなく.十分な丑のscAbE-Vpr事が運ばれ

たからである(Flg9ゝ 取｡込まれたvprがすべてVprに泉分な蛋白質がついたvprの変異体に
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Fき換わったためとも考えられるが.これはパピローマウイルスE7に対する単鎖抗体とVpr

を恕合した蛋白質 E7E-Vpr'を取り込んだウイルスで､感染力が低下しなかったこと (F,A.S)か

ら否定的である｡

またISCAbE-Vpr●-V･Tt.Sは.ウイルスが細胞に吸苛し､内部の RNAを放出し､そのRNA

がウイルスの逆転写酔弄によりDNAにされるところまではPCRアッセイで確認される

(ド.gllC)が.環状 DNAは確認できなかったこと (Figl)D)は､scAbE-Vpr･が環状 DNAの

合成を抑制したことを意味する｡scAb2-19の環状 DNAの合成 (ライゲーションによるLTR

とLTRの結合)の抑制の機序は､明確には説明できない｡scAbE-Vpr･が PICに含まれている

こ予想されることや･scAb2-19がインテグレースの228番から235番に結合することから.

この部位にscAbE-Vpr'が結合することによりDNA結合ドメインの働きに影響がでて､PICの

挟移行の働きが抑制されている可能性がある.scAbEIVpr･とDNA結合ドメインの結合がpIC

の触らを変化いる可能性もある(49)｡また･scAbE-Vpr･が･IITVrNと-∩-ponJnCLとの結合 (50)

に影野して､PICの核移行を抑制している可能性もある.

従来のCTV順 略では･抗ウイルス効果のある分子をウイルスに取り込ませることにより.

ウイルスの成熟を阻害して感染力を失わせた｡ウイルスJt (Flg･7) やウイルス蛋白質の解

防 (F.g9)からは､scAbE-Vpr･を取り込んだウイルスは.取り込んだことで成熟を阻害した

とは考えに<い｡scAbE-Vpr･がpICとともに移動して､ウイルスの複製を抑制したと考える

(F･glC)｡これは､従来にない新しいCTVl機略の感染力抑制の棲序である｡従来のCTVI

戦略と比較して･ウイルスの感染力を著しく低下できたのは､この機序の違いも関係している
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かも知れない｡

遺伝子治療における CTVl戦時の将来性と scAbE-Vpr★ での現場｡

今回scAbE-Vpr'を開発したことにより､CTV順 略に用いるのに理想的な分子､すなわち､

抗ウイルス効果を持ち､高い効率に取り込まれ･宿主細胞の増殖に障害を持たず､取り込まれ

るとウイルスの感染力を著しく低下させる分子の開発が可能であることが証明された.この応

用として･Vprの代わりに他に高い効率に取り込まれる分子を使うことやscAb2_)9の代わり

他の抗ウイルス効果のある分子を使用することが考えられる｡掛 こ.他の正妻な群素に対する

単鎖抗体を取り込ませること.例えば､逆転写辞#･fこ対する単鎖抗体が現実的に可能である｡

また･CTVI戦略の概念は･従来の遺伝子治療と般FTが異なるため(1),従来の遺伝子治療と併

用することが可能である｡以上からCTVl戦略は今後の発展性をもつ遺伝子治療の一つである

(13.)5).

しかし･scAbE-Vpr事によるCTVl戦略は限界がある｡Vpr･をキャリアーとして使用したこ

とである｡Vprの性質として前述したようにC2arrcstが挙げられる｡Vprを高発現した細胞が

取れないことを意味する｡scAbE-ヽ′pr･を実際の岳床応用する場合･scAbE-VpE手を高発攻する

血液幹旬胞を作製して患者に授与することが必要であるが･vprのこの性質ではscAbE-Vpr･

を発電する細胞系を樹立することは出来ない｡今臥 Vprが G2a'reslを起こさない様にVp,

のC末端にHAを挿入したが･このことにより確かにVpr･およびscAbEIVp,･を発現するク

ローンをとることはできた｡Vpr■およびScAbEIVpr･を発現する細胞での､ Vpr･および
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se･AbE-Vpr書の郊 削ま積めて少女である｡本研究では､scAbE-Vpr･のトランジェントな系で実

験したからこそscAbE-Vpr●の大量発項に成功し･著しく感染抑制を示すことができたのであ

って,極めて少丑の発現であるクローンではここまでの感染抑制は示さなかったであろう｡

vprを介したscAb2-19を用いたCTVl戦略が有用であるから､今後 vprの欠点を補うよう

な座れたキャリアー分子の作製 (16.64)が改超となろう｡
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国説明

Flgl
今まで報告されたCTVl戦略

(上段)CAに抗ウイルス効果のある分子を配合させた分子を取り込ませることによるCTVl

戦略 ･ウイルス粒子にCAと供に取り込まれた分+が内部からウイルスRNAを破壊すること

によりウイルスの感染力は低下する｡

(中段)vprに抗ウイルス効果のある分子を融合させた分子を取り込ませることによるCTVI

頼堵

(下役) (想像図)今回の研究 vprに抗ウイルス効果のある分子を融合させた分子を取り込

ませることによるCTVl戦Ii 上記2方法と真なり､ウイルス粒子を中から破壊するのではな

く.ウイルスのRNAとその周辺蛋白質でつ<られるPICと供に宿主細胞へ移動する｡しかし

PICに含まれた抗体がpIC内部の酵素の働きを抑制する｡
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F唱2

4-坂的な抗体の模式図 IgG抗体とは､4本のポリペプチドから成る 150kDaの大きな分

子であり.とても2本の軽鎖 (L臥 25kDa)と2本の重鎮 (日払 50kDa)がジスルフイ

絹 合によって結合した捕迄を持つ｡ 各紙とも1つの大きさが約 110値のアミノ酸から成る

亜簡城から構成されている｡ L鎖とH鎖は､それぞれ2個と4個の亜領域から構成される｡

最もアミノ末端に存在する亜領域のアミノ酸配列は抗体分子間で大きく異なっており､その弟

この亜帯域は可変範域 (varlablere即Om V ドメイン)と呼ばれる｡それに対してその他の亜領

射こおいては･そのアミノ較配列が抗体分子間でほとんど変化していないので､これらの亜鯨

射ま定常領域 (eonstantregJOrL Cドメイン)と呼ばれる｡通常､L鎖とH鎖のそれぞれのV

ドメインはそれぞれVい VHと記される｡B 単鎖抗体の模式図 単鎖抗体とは､遺伝子組み

換え技術を利用して･VLとVHとを15アミノを程度の長さのリンカ-と呼ぶペプチドで結合

させて､特異的に抗原に結合する性質を有する蛋白質のことである｡
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FTg.3

pcxN2Ksのマップ 二ワトJのβ-アクチンのプロモーター (点線枠)とそれに連続したcDNA

範域 (黒枠)を持つ｡SV40のオリジン(斜線枠)を有する｡全長は約6kbである｡
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Flg4
実験の概要 (結果参照)
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F】g･)

今回作成した蛋白質の模式臥 各蛋白質は､FIB3のpCxN2KSのcDNA領域にDNAとして

挿入した｡各蛋白質の大きさは･SDSIPAGEにて計測した｡模式図の各蛋白質は実際の比率

とは異なる｡
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Flg6

scAbE-Vpr'とHIVINとの結合能力の確乱 ニトロセルロース膜に､scAbE-Vpr事(A)また

はscAb2-19(B)を含む293T細胞の細胞抽出液を､抗 MBP抗体(C)と同掛 こインキュベ

ーションした｡ニトロセルロース股には､大腸歯DH5C̀の細胞抽出液(レーン 1).精製された

Map(レーン2)IMBP一川 VTNを発現する大腸菌に携尊していない細胞抽出液(レーン3)及

び扶導した細胞抽出液(レーン4)を･SDS-PAGEにて分離したものを写した｡ (材料と方法参

零)
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Ftg7

密書上清中のウイルス具の計凱 293T細胞に･pLAl)Ougと･Dh.AOlpg(白色枠)､DNAlps

(灰色枠) または DNAIOElg(黒色枠)を･co-1ran5reCLIOnした｡各上清とも精製後､RTアッセ

イ(A)とp24アッセイ (a)を施行した｡W.1dtype(contorl)を得るために.293T細胞にpLA｣

10LlgとpCxN2KSOl鵬 (斜線枠)をco-1amsfectJOnして上浦を得た｡ (材料と方法参照)

(A)RTアッセイ 縦軸に､RT活性王 (RTact.V･け)として,計測された放射線量 (cpm)杏

記した･標準検量線 (standard)は,精製 RT(BoetmngerMannhelmGrnbH)を.10pUから

10mUに希釈して計測した.この検量線の 102から105は.直線上にある｡各サンプルとも

上浦 loolllを計測した.

(a)p24アッセイ : 弼軸に､p24アッセイによる吸光度 OD.,2の値 b24 0Dd として記

した｡標準倹主線 (standard)は､精製p24蛋白質 poehTlngerMannhe'mGmbH)を･102fg

から】06fgに希釈して計測した｡この検量練の 104から105は.直線上にある｡各サンプル

とも上清 2pJ%計測した｡

51



Flg8

Co-1'ansreclionにて得られたウイルスの感染力を､MAGT7ッセイにて計測した｡縦軸は､

MAGJアッセイにおける脊<染色された細胞数をしめす｡横軸は､MAGl細胞に感染させた

各ウイルスの臭を.RTアッセイの値(cpm)で示す｡293T細胞に･pLAItOugと､pcxNコKSlolls

(正方形)､ DNA0Ipg及び pcxN2KSlolls(菱形)､DNAILlg及びpcxN2KS9pg(円形)または

DNAlops(三角形)を･co-transfect10nした培弟上浦を､精製後感染実教に使用した｡ (材料と

方法参照)
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F唱･9

pLAl 10帖 とDNAをeo-Lransrec(･onした293T細胞の精製した培養上梢 5mlに含まれるウイル

ス粒子の蛋白質をイムノプロットにて解析した･pLAIとpCxN,KS (レーン 1),pC-scAb2-19

(レ-ン2)､pC-scAbE-Vpr̀ (レーン3)･pC-Vpr･(レーン4)･pC-E7E-Vpr･(レーン5)

及びpc-scAb2-19NLS(レーン6)の組み合わせで施行した｡コントロールとしてpC-scAb2-19

(レ-ン7)叉はpC-scAbE-Vpr'(レーン8)をtTanSreCt'Onした293T細胞の細胞抽出液を用

･､た｡抗 RT抗体 (α-RTAb)(上段).抗HlVIN抗体 (FIg9でのみcL-INAbと記す) (中段)

及び抗 HA抗体 (α-HAAb)と抗 E-tag抗体 (ct-E-1agAb)(下段)を使用したイムノプロットを

施行した｡ (材料と方法参照)
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FlgLO
(上段)ScAbEIVpr'(灰色円形)を取り込んだウイルスが.緒胞に投入して宿主DNAに取り込

まれるのをscAbE-Vpr●により抑制されているところを示す模式図 (想像図) (文献 8より改

窟)｡scAbE-Vpr'を取り込んだウイルスは､細胞に浸入した後.脱穀する｡内部のウイルス

R:h'̂ (灰色)は､逆転写されウイルスDNA (白色)になる.この時､DhTAは直鎖状DNAの

構造をとる｡PlCは､宿主相胞の核に核移行ると挟内のラーゲースによりDNAは,環状 DNA

となる.環状DNAは.核移行を意味する.次に､ウイルスDNAは.宿主 DNAに組み込ま

れる｡この組み込み後tDNAは転写,翻訳､ウイルス産生へと進む｡scAbE-Vpr'が取り込ま

れていることにより,逆転写､核移行､宿主DNAへの組み込みのどのステップが抑制されて

いるか確認する必要がある｡

(下段)直鎖状 DNAから環状 DNAになることを､模式的に示す｡直鎖状 DNAば,両端に

LTR構造を持つ｡環状 DNAは､LTRとLTRがライゲーションされることにより.LTRLTR

構造を持つ｡回申矢印は.FIBllのプライマーを意味する｡
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正M にウイルスを感染後.そのDNAを取り出してFm 法によりLTRからN:まで(A 上段,

C) と LTRLTR(A 下段､D)を増幅した｡ (A)Fm 法でもちいるプライマ-の結合部位
l

卜を示す｡LTRからNCまでは.LTR5とNC5を使用した｡LTRLTRは､Nested Fm 法にて

克行した｡1回巨=ま,LTR8とLTR9を使用し､2回目は､LTR811とLTR9-1を使用した.

(B)(C) (D)Fm 法により増幅された産物を､0.89iアガロースゲル (56)にて電気泳動を

したのち､工チジウムブロマイド染色 (56)したものである.左カラムは.CEM にVprL､,lruS

を感染させた｡右カラムは､CmlにscAbE-Vpr書を感染させた｡両方とも､感染5分 (レー

ン1).2時間 (レーン2)､4時間 (レーン3)､8時間 (レーン4)及び16時間 (レー

ン5)感染後､C臥lよりDNAを回収した｡DNAをテンプレ- トとして､β-g)obln用(B).

LTRからN:用(C). LTRLTR用 (D)のプライマーでKR法により増幅した｡ (材料と方

法参照)
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