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HTLV－1　gag蛋白発現に対するインター

フェロンの効果

谷敷　輝夫・藤井　暢弘＊・小熊　恵二＊

Effect　of　Interferon　on　Expression　of　gag　protein　of　HTLV－1

Teruo　Yashiki，　Nobuhiro　Fujii＊and　Keiji　Oguma＊

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Abstract

　　Persistent　infection　in　hulnan　T－lymphoid　cell　lines　with　HTLV－I　has　been　reported　by

several　laboratories．　More　than　half　the　cell　lilles　transformed　by　HTLV－I　produce　IFN一γ

spontaneously．　These　cell　lines　also　differ　in　sensitivity　to　IFN　functions　including　antivirus

and　antiproliferative　functions．　In　this　paper，　we　investigated　the　effect　of　IFN一αon　the

expression　of　HTLV－I　specific　proteins（gag－proteins）in　four　cell　lines　persistently　infected

with　HTLV－1（MT－2，　SMT－1，　HUT　102　and　OKM－2），　The　former　three　cell　lines（MT－2，

SMT－1，　and　HUT　102）are　ablg　to　producdFN一γspontaneously，　and　the　last　one（OKM－2）is

non－producer　cell　line　of　IFNヴ，　All　of　the　cell　lines　produced　p19　and　p530f　HTLV－I　gag

protein．　However，　production　of　p28　and　p24　was　different　between　these　cell　lines．　Both　the

proteins　were　detected　in　MT－2，　but　not　in　HUT　102．　Protein　p24　but　not　p28　was　found　in

SMT－1　and　OKM－2．　Endogellous　IFN一γdid　not　affect　the　expression　of　gag－proteins　in　MT

－2，SMT－1　and　HUT　102．　Furthermore，　the　expression　of　these　virus　specific　proteins　in　all

the　cell　lines　was　also　hardly　affected　by　treatmellt　with　IFN一αfor　5－10　days．

要 旨

　ヒト成人T細胞白血病（ATL）の原因ウイル

スと考えられているHTLV－1（human　T－cell

leukemia　virus－1）を感染させた培養細胞には，

インターフェロンーγ（IFN一γ）を自発的に産生

する株と，産生しない株が存在する。これらの

培養細胞はIFNの示す抗ウイルス作用や，細胞

増殖抑制作用に対してそれぞれ異なる感受性を

示すが，一般的にはIFN一γやIFN一βによる治

療がATLに有効であるとの報告がなされてい

る。

　我々はIFN一γ産生株としてMT－2，　SMT

－1，HUT　102の3株，　IFN一γ非産生株として

OKM－2の1株の・培養細胞を用いてIFN一αを

投与し，HTLV－1特異蛋白（gag蛋白）の産生

に対する効果を検討した。

　いずれの株においてもP53，およびP19の
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発現が認められた。しかし，P28とP24の発現

は株によって異なり，MT－2では両者を検出し

えるが，SMT－1とOKM－2ではP24のみ，

HUT　102では両者とも検出できなかった。

HUT　102におけるP53とP19の発現量は他

の株の約1／10程度であった。IFN一γ産生株と

非産生株のgag蛋白発現の比較から，　IFN一γ

の自発的産生は，HTLV－1のgag蛋白の発現

に影響を与えないと推測された。また，IFN一γ

産生株および非産生株をIFN一αで5～10日間

処理しても，gag蛋白の発現はほとんど抑制さ

れなかった。

はじめに

　インターフェロン（IFN）は多面的作用を持つ

生理活性物質である’）。特に抗ウイルス作用に関

しては数多くの研究がなされており，その作用

機構も解明されつつある2）。レトロウイルス以外

のウイルスに対するIFNの効果には，2ノ，5’

一オリゴアデニル酸（2－5A）システム，　Pro－

tein　Kinase（PK）システムなどの誘導が関連し

ていることが明らかになっている。しかし，レ

トロウイルスの増殖や感染伝播に対するIFN

の効果には不明の点が多い。

　成人T細胞白血病（ATL）は，ヒトレトロウ

イルスであるHTLV4の感染によって発症す

ると考えられている疾患である。ATLはIFN

一α，IFN一βの治療に対して感受性を示すこと

が報告されているが3），IFNがいかなる機序に

よって治療効果を発現するかは，現在のところ

明らかになっていない。特にHTLV－1感染細

胞（培養細胞）は，抗ウイルス効果の発現や細

胞増殖抑制などの面で，IFNに対する感受性が

細胞間で異なるばかりでなく4あ5），IFN一γの自

発的産生能の面においても，異なることが知ら

れている4L5L6），7＞。したがって，それぞれのATL

におけるIFN治療においても，　HTLV4感染

細胞がどのような性質を示すかを検討する必要

があると思われる。

　内在HTLV4特異蛋白（gag蛋白）の発現に

対するIFNの作用効果も，それぞれの細胞にお

いて異なることが予想されたので，今回，我々

はIFN一γ自発的産生株と非産生株における

gag蛋白の発現に対するIFNの効果について

検討した。

材料と方法

細胞：HTLV－1持続感染T細胞として，　MT

－2，SMT－1，　HUT　102，0KM－2，ヒト白血病

由来T細胞として，TALL－1，　CCRF－CEMを使

用した。これらの細胞はいずれもCD4抗原陽性

である。10％牛胎児血清を含むRPMI　1640培

地で，5％CO，，37℃の条件で培養した。IFN一α

は日本赤十字社製，Lot　O2－31の製品を使用し

た。

ウエスタンプロット：それぞれの細胞を種々の

濃度に調整したIFNを含む培地で培養した後，

3000rpm，5分間遠心して細胞を集め，0．5％

NP　lips　buffer（20　mmol／l　HEPES－KOH，　pH

7．5，5mmol／l　MgC12，120　mmol／l　KCI，1

mlnol／l　DTT，10％Glycerol，0．5％Nonidet－P

40）で可溶化した。可溶化したサンプルを12000

rpm，4℃，10分間遠心し，その上清について

SDS一ポリアクリルアミドゲル電気泳動を行っ

た。その後ニトロセルロースメンブレン（ニト

ロ膜）に転写し，引き続き酵素免疫染色を行っ

て，gag特異蛋白を検出した。

　分離用SDS一ポリアクリルアミドゲル濃度

は，1．5mmol／1トリスー塩酸緩衝液，　pH　8．8で

12．5％に調整し，30mAの定電流で約2時間半

泳動分画した。転写用緩衝液は7mmol／1トリ

スー1921nmol／1グリシン緩衝液（20％メタノー

ル），pH　8．3を用い，2時間，022μmのニト

ロ膜に転写した。そのニトロ膜を次のように酵

素免疫染色を行った。ニトロ膜をT－TBS（20

mmol／1トリスーHCI緩衝液，　pH　7．5，500

1nlnol／I　NaCl，0．05％Tween　20）で洗浄し，

1％BSA（0．01　mol／l　PBS，　pH　7．2）でプロツ
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キングする。T－TBSで洗浄後1次抗体である

HTLV－1と反応，　T－TBSで洗浄，2次抗体で

あるアルカリホスファターゼ結合抗マウスIgG

抗体を反応させる。T－TBSで洗浄，アルカリホ

スファターゼ基質緩衝液（100mmo1／1トリス

ーHCI緩衝液，　pH　9．5，100　rnmol／I　NaC1，5

mmo1／l　MgC12，　NTB（プロメガ）132μ1，　BCIP

（プロメガ）66μDで酵素反応を行った後，反

応停止。特異蛋白（gag蛋白）の染色バンドが検

出される。

結果と考察

IFN一γ自発産生株であるMT－2，　SMT－1，

HUT　lO2培養細胞は，　IFN一γを産生している

にもかかわらず，gag蛋白の発現が認められた。

しかも，その発現の程度はIFN一γ非産生株で

あるOKM2培養細胞と同程度か，あるいは，

それ以上であった（図1）。このことより，自発

的に産生されているIFN一γはgag蛋白の発現

を抑制していないことが示唆された。一方，gag

蛋白の種類について比較すると，P53とP19

の発現はいずれの株においても認められたが，

P28とP24の発現は株によって異なってい

た。すなわち，MT－2ではP28とP24の両者，

SMT－1ではP24のみの発現が認められた。

HUT　102においては，　P　28とP24の両者の発
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図1　HTLV－1感染細胞であるSMT－1（A），　MT－2（A），　OKM－2（A），

　　　HUT　102（B）におけるgag蛋白発現に対するIFNの影響。それ
　　　ぞれの細胞は102～！04U／ml濃度のIFNによって培養iした後，可

　　　溶化し，ウエスタンプロット法によってgag蛋白の発現を検討し
　　　た。
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現が共に認められなかった。また，HUT　102に

おけるP53とP19の発現量は，　MT－2，　SMT

4，0KM－2に比べて少なかった。

　OKM－2とSMT－1との相違点は，前者が

IFN一γ非産生株であり後者はIFN一γ産生株

であること、および、IFN一αによって前者では

抗ウイルス状態が誘導されるのに対し，後者で

は誘導され難いことである。しかし、これら両

培養細胞におけるgag蛋白の発現パターンは

同一であったことから（図1Alane　1と7），

gag蛋自の発現はIFN一γの自発的産生能およ

びIFN一αによる抗ウイルス状態の誘導のいず

れにも関連していないものと考えられる。一方、

SMT－1とOKM－2の共通点はIFN一αによっ

て細胞増殖が抑制されるので，この細胞増殖抑

制作用と、両株におけるgag蛋白発現パターン

の同一性との関係には興味深いものがあり、今

後の検討課題である。

　次にIFN一αによって，これらの培養細胞を

経日的に処理した場合の，gag蛋白の発現につ

いて検討した。図1に示すように，いずれの培

養細胞においても，gag蛋白の発現はIFN一α

の処理によってほとんど変化しなかった。特に

MT－2やOKM－2株でも変化しなかったこと

は，レトロウイルスに対するIFN一αの抑制効

果が，通常のウイルスに対する抗ウイルス作用

とは異なる系で行われることを示唆している。

MT－2株などでは高力価のIFN一αによって，

細胞増殖抑制が認められたり8），2－5ASが誘

導されるという報告9）もあり，高力価のIFN一α

を用いた検討も必要と思われる。

　HUT　102株においてはIFN一α，1031U／ml

で30日間passageを行った場合に，　gag蛋白

の発現量に変化が認められた。図1Bに示すよ

うに，IFN一α，10日間処理時から徐々にP53の

発現量が減少するとともにP19の発現量が増

加する傾向が認められた。これは，IFN一αに

よってgag蛋白のprocessingの段階に変化が

生じたか，あるいはP53の合成が抑制されると

同時に，P53からP19へのprocessingが促進

されたためと考えられる。

　以上IFNに対する感受性の異なる培養細胞

株を用いて，IFN（一α）のgag蛋白発現に対する

影響を検討したが，IFNはgag蛋白発現にほと

んど影響を与えないことが判明した。今後は

enveloPe蛋白であるgP　48，　gP　36およびgP

12などの発現や，抗ウイルス状態成立に関与す

る2－5A合成酵素の誘導などとIFNとの関連

性を検討してゆきたい。
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