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SDS：

SDS－PAGE：

STD：

TAR：

TCiDso：

TGF－B：

TNF一　a：

Tris：

Sodium　dodecyl　sulfate

Sodium　dodecyl　sulfate－polyacrylamide
electrophoresis

Sexually　transmitted　disease

Trans－activation　responsive　element

500／o　tissue　culture　infective　dose

transforming　growth　factor一　B

Tumor　necrosis　factor一　ct

Tris　（hydroxy　methyl）　amino　methane

要　旨

　ウイルスの感染を受けた細胞は、大別して3つの運命をたどる・一つは・ウイルスの増

殖に伴い、細胞が破壊される溶解感染（1ytic　infection）である。第2の感染様式は・

ウイルスの感染によって、細胞が、がん化（transformation）する場合である・そして

第3番目は、細胞とウイルスが共存する感染様式であり・持続感染（persistent

infection）ないしは潜伏感染（latent　infection）と呼ばれる。特に、溶解感染を起こ

し、死滅するか、あるいは持続感染を起こし、ウイルスとの共存下で生き続けるかは・ウ

イルスの細胞傷害性と深く関わる。また、潜伏感染からの活性化は宿主側の免疫応答野と

深く関わる。本研究では、ヒトに持続、潜伏感染し、免疫疾患を引き起こすヒト免疫不全

ウイルス、および精神神経疾患との関連が示唆されているボルナ病ウイルスについて・そ

の感染機序を解明することを目的とした。

　ヒト免疫不全ウイルス1型（Human　immunodeficiency　virus　type　1：HIV・・　1）

は、後天性免疫不全症候群（AIDS）の原因ウイルスであり、感染機序の解明は・治療法

を確立する上で極めて重要である。本研究では、HIV一一1の感染様式を’ηvitroの実験系

において解析し、HIV－1の細胞傷害性および持続感染機序に関与する遺伝子の同定を試み

た。また、HIV－1の調節タンパク質の一つであるRevの働きを阻害するデコイオリゴヌク

レオチドを用いて、抗ウイルス剤としての可能性を検討した。

　一方、ボルナ病ウイルス（Borna　disease　virus：BDV）は、元来ウマに脳炎を起こ

すボルナ病の原因ウイルスとして分離されたものであるが、最近の研究により、ヒト、特

に精神疾患患者との関連が指摘されている。一方、慢性疲労症候群は、その病因にウイル

ス感染症が疑われており、うつ症状などの精神症状も見られることから、本研究では・

BDVと慢性疲労症候群との関連性を検討すると共に、免疫抑制状態にあるHIV－1感染者

および悪性脳腫瘍患者に対するBDVの疫学調査を行い、ヒトにおけるBDVの感染様式に

ついて検討した。

　従って、本論文は「第1章：ヒト免疫不全ウイルス1型（HIV－1）の細胞傷害性の低下

に関わるアクセサリー遺伝子の変異」、　「第2章：RREデコイオリゴヌクレオチドによる

HIV－1増殖抑制効果」および「第3章：ヒトにおけるボルナ病ウイルスの感染に関する研

究」から構成される。

　第1章は以下の内容に要約される。
1．　HIV．．　1のin　v’亡roにおける継代感染により、低細胞傷害性のウイルスが現れ、継代

　　4代以降は持続感染する細胞が出現した。継代と共にvpr遺伝子内のナンセンス変異

　　の割合が増加し、20代以降の持続感染細胞では、ほぼ全てのプロウイルスが変異型

　　であった。これらのことから、vpr遺伝子の変異が細胞傷害性の低下をもたらす一

　　因であることが示唆された。

2．継代50代において、vifからvprにかけてミスアライメント欠失と考えられる変異

　　を伴うウイルスが検出された。この欠失ウイルスは、複製、増殖が可能であり・さ

　　らに細胞傷害性をほぼ消失していることが、組み換えウイルスを用いた感染実験に
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　　より明らかとなった。

3・vpr遺伝子内のナンセンス変異は生体内のプロウイルスにも高率に認められ、　in

　　vivoにおける存在様式の一つであることが示唆された。

　第2章は以下の内容に要約される。
1
．

2．

3

Rev　response　element（RRE）内のRevタンパク質結合部位（bubble構造）を含

むオリゴヌクレオチド（RREオリゴヌクレオチド）を合成した。これらのオリゴヌ

クレオチドはRevと結合することが明らかとなった。

RREオリゴヌクレオチド（ARO。2）は、1から10μMの濃度において、ヒトT細胞

由来株であるMOLT＃8およびM10細胞に持続的に感染したHIV－1（実験室株）のウ

イルス産生を抑制した・また、HIV－1が潜伏感染したヒトT細胞由来株（CEM）であ

るACH－2細胞において・TNF。α刺激によるウイルスタンパク質の合成（ウイルス

の活性化）を抑制した・一方・添加濃度10μMにおいて、RREオリゴヌクレオチド

の細胞に対する傷害性は認められなかった。

RREオリゴヌクレオチド（ARO－2）は、ヒト末梢血単核球細胞に感染したHIV－1

（臨床株）のウイルス産生を抑制した。

　第3章は以下の内容に要約される。

1、　HIV。1感染者（タイ国）は非感染者に比べ、　BDV抗体陽性率が有意に高く、特に

　　HIV－1陽性の性病（STD）患者ではその傾向は顕著であった。また、一般に免疫抑

　　制状態であることが報告されている悪性脳腫瘍患者（グリオブラストーーマ）の脳腫

　　瘍組織からもBDV　RNAが高率に検出された。

2、日本国内の慢性疲労症候群（CFS）患者では、健常者と比較し、抗BDV抗体および

　　BDV遺伝子の陽性率が有意に高かった。

3・CFSの家族内集団発症例において、　CFSと診断された患者（両親、次男および長女の

　　4名）は全てBDVとの関連が示された。一方、　CFSのいずれの基準にも該当しない

　　長男はPBMC中のBDVp24遺伝子および抗BDV抗体は陰性であった。

　以上のことから・HIV－1はアクセサリー遺伝子の変異により、宿主細胞と共存してい

る可能性が示唆されること、また変異が起きにくい領域（RRE）のアナログであるRREデ

コイオリゴヌクレオチドの抗ウイルス剤としての有用性を明らかにすることができた。

さらに、BDV感染とCFS患者の発病あるいは症状との関連性を指摘すると共に、ヒトにお

けるBDVの存在様式は、宿主生体の免疫応答により抑制された状態にあると考えられる

知見を得ることができた。

2

序　論

　大部分のウイルス感染症は、ワクチン開発により解決されてきた。従って、現在問題と

なるウイルス性疾患は、急性感染期後生体から排除されずに、終生にわたって生体内に存

在し続けるもので、免疫応答の異常により活性化されるものである。本研究では・持続感

染症を起こすウイルス感染症として、免疫系、神経系細胞を標的とするヒト免疫不全ウイ

ルス1型（Human　immunodeficiency　virus　type　1：HIV－1）、ボルナ病ウイルス

（Borna　disease　virus：BDV）について検討した。

　HIV－1の感染を受けると、感染者の多くは、感染直後に起こる一過性のウイルス血症

を伴う急性感染期、その後平均10年にも及ぶ無症候期（AC期）を経過し、　AIDSへと進行す

る。これまで生体内のウイルス量は急性感染期に一過性に増加するが、その後の免疫応答

の上昇に伴い、AC期の間は低いレベルに抑制されると考えられてきた。しかしながら、

近年、HIV－1は無症候性キャリア（AC）期においても、末梢血細胞でのウイルス複製は抑

制されているものの、特にリンパ組織では活発に複製、増殖を繰り返していることが明ら

かになっている70，25，60。また、ウイルスを産生している末梢血単核球（PBMC）の半減期

は、2ないし3日以内であることが報告されており70，25、CD4陽性細胞数が500／μ1以

下である感染者では、1日に107－109個のウイルスが新たに産生され、約2xlO9個の

CD4陽性細胞が消失しているとの報告がある70，25。その一方で、感染者の生体内には染

色体DNAに挿入されたプロウイルスDNAを持った潜伏、持続感染細胞も多く存在する。

従って、子孫ウイルスを産生した後、細胞死を起こす急性感染と、細胞と共存する持続感

染といった感染様式の違いが何に起因するのかを明らかにすることは、生体内におけるウ

イルスの伝播様式さらにはAIDS発症機序を理解する上で極めて重要である。

HIV－1は、　gag、ρ01およびenvといった構造タンパク質をコードする遺伝子の他に・

tatおよびre　vといった調節タンパク質をコードする遺伝子、　vif、　vpr、　vpuおよび

nefといったウイルス複製上、明確な機能の認められないアクセサリー遺伝子から構成さ

れている。最近、これらのアクセサリー遺伝子が、生体内におけるウイルスの増殖あるい

は病態の進行に必要であるといった報告が集積されてきた。Kestlerら30は、アカゲザル
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にアクセサリー遺伝子の一つであるnef遺伝子を欠失させたサル免疫不全ウイルス

（Simian　immunodeficiency　virus：SIV）を感染させたところ、病態の進行が見られ

ず・AIDSを発症しなかったことを報告した。また、　Langら37はvpr遺伝子の欠損ウイル

スはAlDSへの病態進行を起こさないことを同様のサル／SlV感染モデルにおいて報告し

た。これらの報告は、in　viVOにおいては、アクセサリー遺伝子がウイルスの病原性に深

く関与する可能性を示唆している。そこで本研究では、in　vitro感染実験系において、

これらアクセサリー遺伝子の細胞に与える影響を検討し、特に細胞傷害性との関連性につ

いて解析した。

　一方、生体内のウイルス量は、病態の進行と密接に関連することが明らかにされてい

る・従って、生体内ウイルス量をコントロールすることは、AIDS発症を抑える意味にお

いて極めて重要である。現在、臨床において使用されている抗田V－1薬剤は、逆転写酵素

およびプロテアーゼに対する阻害剤であり、いずれも生体内のウイルスの複製を抑制する

目的で用いられている。これら抗ウイルス剤の問題点は、投与後、早い段階において、標

的となる逆転写酵素やプロテアーゼにアミノ酸の変異を誘導し、耐性ウイルスが出現する

ことである13，38。HIV－1の多様性は、他のレトロウイルスと同様に高く、その原因とし

ては逆転写反応における忠実度の低さが主なものであると考えられる。最近、これら抗ウ

イルス剤の併用（カクテル療法）により、耐性ウイルスの出現を長期間抑えることが可能

であったとの報告がなされ48、期待されているが、一方においてその普遍性については疑

問視されている。このため、完全にウイルスの増殖を抑える薬が存在しない現段階では、

これらの薬剤に加え、ウイルス増殖、特に潜伏ウイルスの活性化を抑制するための新薬の

開発は必須であると考えられる。そこで本研究では、耐性ウイルスの出現する可能性が極

めて低いと考えられるRevの結合領域であるRRE構造に着目し、ウイルスの増殖に必須な

Revの働きを抑制するRREデコイオリゴヌクレオチドの抗ウイルス薬としての可能性を検

討した。

ジ、ダチョウおよびネコに自然感染することが報告されている17。また、BDVは鳥類から

哺乳類まで、幅広い実験感染が可能であることも明らかにされている。ラットを用いた実

験感染では、ラットに脳脊髄炎を引き起こすことが証明され、ボルナ病を研究する上での

有力な動物モデルとなっている56。ここで特筆すべきことは、ヒトにおいても、特に精神

疾患患者において抗BDV抗体が高率に検出され、　BDVがヒトにも感染することが指摘さ

れている点である63・7。しかし、献血者にも低率ながら抗BDV抗体が認められることか

ら、BDVと精神疾患との関連性については依然不明である。

　慢性疲労症候群（Chronic　fatigue　syndrome：CFS）とは、これまで健康に生活し

ていたヒトに原因不明の強い全身倦怠感、微熱、頭痛、筋肉痛と共に精神神経症状等が起

こり、長期にこの状態が続いて健全な社会生活が送れなくなる疾患である12，34。CFS

は、時として集団発生が認められること、またその発症時に咽頭痛、発熱、呼吸器症状な

どの感冒様症状が多くの症例に認められることなどから、postviral　fatigue　syndrome

とも言われており、原因ウイルスを同定する試みが世界中で行われている。現在までに、

コクサッキーBウイルス、EBウイルス、ヒトヘルペスウイルス6型、7型（HHV－6、7）、お

よびヒトT細胞白血病ウイルスll型（HTLV－ll）などがCFSの病因として候補に挙げられて

きたが、明確な関連は未だ明らかにされていない41。

　私達はこれまでに健常者を含め、様々な感染症が疑われる疾患患者におけるBDVの血清

学的および分子疫学的検査を行ってきた。その中で、BDVのゲノムおよび抗体保有率が精

神疾患患者で有意に高いことを確認した。そこで、本研究では、うつ症状等の病状が多く

の患者に認められるCFS患者において、　BDV感染との関連性を検討した。さらに、これら

の疾患を発症していない健常者においてもBDVが潜伏感染している可能性を明らかにする

ために、免疫抑制状態にあるHIV－1感染者および悪性脳腫瘍（ダリオブラストーマ）患者

におけるBDVの存在についても検討した。

　一方、ボルナ病ウイルス（BDV）は、18世紀後半にドイツで発生したウマに散在性の進

行性脳炎をもたらすボルナ病の原因ウイルスである。BDVは、ウマ以外にもウシ、ヒツ
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第1章

ヒト免疫不全ウイルス1型　（HIV－1）の細胞傷害性の低下に関わる

アクセサリー遺伝子の変異

り感染した結果であることを明らかにした51。また、継代50代において認められたvif

からvρr遺伝子の欠失の分子機構についても検討し・それがミスアライメント変異である

ことを明らかにし54・さらに、これらの欠損ウイルスの一部は、HIV－1感染者の生体内に

おいても存在することを確認した51。

第1節　小序論

　ヒト免疫不全ウイルス1型（HIV－1）の感染性分子クローンであるpNL432由来のウイ

ルス（NL432株1）を、　Tリンパ球由来二化細胞であるMT－4細胞に感染させると、感染細

胞に強い細胞傷害が現れ、細胞死に至る。西野ら56は、NL432株をMT－4細胞に感染さ

せ、放出された子孫ウイルスを新たなMT－4細胞に感染させるという継代感染を繰り返し

た結果、継代4代以降において持続感染が成立すること、さらに継代を重ねるに従って、

持続感染が成立しやすくなること、を報告した。また、これら持続感染細胞より産生され

るウイルスは、低細胞傷害性であったことから、持続感染の成立はウイルスの細胞傷害性

が低下した為であることが示唆された71。

　一方、これまでHIV－1の各ORFの変異ウイルスを用いた感染実験により、　v砥vprお

よびvpuといったアクセサリー遺伝子の変異が、ウイルスの細胞傷害性を低下させること

が報告されている31，3・2。そこで本研究では、上述した継代ウイルスに見られた細胞傷害

性の低下とアクセサリー遺伝子の変異との関連性を明らかにすることを目的とした。in

v’亡roにおいて継代感染を行ったウイルスの遺伝子構造を解析した結果、アクセサリー遺

伝子であるvρr遺伝子あるいはvif遺伝子の欠損が認められ、これらの変異がウイルスの

細胞傷害性を低下させる一因であることを見出した51。また、半定量的遺伝子増幅（PCR

）法を用いた解析により、変異ウイルスが継代と共に増加すること、さらに継代20代以

降のウイルス感染では、持続感染を成立させた細胞の大部分が、これら欠損ウイルスによ
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第2節　in　vitro継代感染における各継代ウイルスのPCRによる遺伝子解析

1．目的

　HIV．1の’n　v’troにおける継代感染を繰り返すことにより、ウイルスの細胞傷害性が

低下し、持続感染が成立することが報告されている（Fig．1）。そこで．　in　vitro継代

感染における細胞傷害性の低下に関与するHIV－1遺伝子を同定することを目的として、持

続感染細胞のプロウイルスDNAの遺伝子解析を行った。

2．実験方法

　細胞とウイルスlMT－4細胞由来のサブクローンであるMlO細胞70の培養には、10％ウ

シ胎児血清を含むRPMI－1　640を用いた。ウイルスは、感染性分子クローンpNL432をヒ

ト結腸癌細胞株であるSW480にトランスフエクションし、その培養上清を用いた56・こ

のNL432ウイルスを、　Ml　O細胞に0．01の感染価（multiplicity　of　infection　l　moi）に

て感染させ、感染細胞より放出された子孫ウイルスを1代とし、これを新たなM10細胞に

順次感染させた。この過程を50代繰り返し、各継代のウイルスをwt－1からwt－50と命

名した。

　PCR：HIV－1各継代感染細胞より抽出したDNAのvif－vρr領域の1st　PCRには、（＋）セ

ンスプライマーとして5’。GACATAAAAGTAGTGCCAAGAAGAA一一3V（4995。501　9塩基）

および（一）センスプライマーとして5’一TCTTGCTCTCCTCTGTCGAGTAA－3’（5828－

5806塩基）を用いた。一方、対照としたgag領域の1st　PCRには、（＋）センスプライマー

として5・一TrTGACTAGCGGAGGCTAGAAG－3’（761　一782塩基）および（一）センスプライ

マーとして5・一TTTGGTCCTTGTCTTATGTCCAGAATGC－3v（1658－1631塩基）を用い

た。2nd　PCRには、（＋）センスプライマーとして5’一AACAGCCAGGTCAGCCAAAATTA－

3’（1162－1184塩基）および（。）センスプライマーに、5’一ATTTAATCCCAGGATTATCC

ATC－3冒（1602－1580塩基）を用いた。　PCR反応は変性94℃s　l幽間、アニーリング55
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Fig．　1．　Kinetics　of　cytopathogenic　properties　of
serial　passages　of　wild　type　H工V－1．　M10　cells　were
mock＿infected　or　infec・ヒed　with　wt－1A，　w’t－4A，　wt－12A，

wt－20A　and　wlピー50A　at　the　same　multiplicity　of
infectionr　O．Ol．　The　celZs　were　seeded　at　5　x　105　1
ml・　The　media　were　replaced　with　fresh　medium　4　days
af・ヒer　infection　and　thereafter　every　3　days・　The
viable　ceils　were　counted　by　Trypan　blue　dye
exclusion　method．　The　results　are　shown　by　relative
percentages　of　viable　number　of　each　infected　cellsr
compared　with　that　of　mock－infected　cells．
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℃、2分間および伸長反応72℃、2分間（30サイクル）で行った。増幅したPCR　DNAは

20／oアガロースゲル電気泳動後、エチジウムプロミド染色にて解析した。さらに、電気泳

動したアガロースゲルは、Hybond－N＋メンブレン（Amersham社）にプロットした後、

32P標識した合成オリゴヌクレオチド5’一ATGGAAAACAGATGGCAGGTG－3’（5041－

5061塩基）をプローブとして反応させた。反応像は、BASI　OOO（富士写真フイルム株

式会社）にて解析した。

3．結果と考察

　M10細胞における、継代1代、4代、12代、20代および50代ウイルスの急性感染期細

胞（wt－1A、　wt－4A、　wt－1　2A、　wt－20Aおよびwt－50A）、さらに4代、12代、20

代および50代ウイルス感染により得られた持続感染細胞（wt－4P、　wt－12P、　wt－20P

およびwt－5　OP）よりDNAを抽出した。これらのDNAを鋳型とし、　vif－vρr領域および対

照としてgag領域をPCRにて増幅させた。増幅したPCR　DNAは、アガロースゲル電気泳

動後、サザンハイブリダイゼーションを行った。その結果、gag領域では予測される位置

に単一なバンドが得られたのに対し、vif－vpr領域では20代までは単一なバンドである

ものの、50代では予測されるバンド以外に約300塩基程度のDNA断片が検出された

（Fig．2）。さらに、　RT－PCRにより、培養上清中のウイルス粒子中のゲノムRNAからも

同様なサイズの異なるDNAが検出された。これらのことより、50代において、　vif－vpr

領域の欠失を伴うウイルスの存在が示唆された。
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Fig．　2．　Analysis　of　proviral　DNA　from　selected　cells
acutely　or　persistently　infected　with　serially　passaged　（1
to　50）　HrV－1．　The　cells　examined　for　PCR　analysis（A）　are
as　follows：　MIO　cells　mock　infected　（Mock）　or　acutely
infected　wi’ヒh　H工▽一1　（NL432）　in　conditioned　medium　of　SW480

ce：Lls　previousユ．y　transfected　with　pNL432．　Specifically，
MIO　celis　acutely　infected　with　passaged　virus　are　wt一一1
（A），　wt－4（A），　wt一一12（A），　wt－20（A）　and　wt－50（A）．

Persistently　infected　MIO　cells　selected　are　wt－4（P），　wt－1
2（P），　wt－20（P）　and　wt－50（P）．　The　virions　in　the

conditioned　medium　of　wt－50（P）were　also　subjected　’ヒ。　RT一・

PCR　to　amplify　the　same　region．　PCR　products　were
separa『ヒed　by　agarose　qel，　then　stained　with　eヒhidium
bromide　or　followed　by　Southern　blot　hybridization（B）．　Hae
II工一diqes・ヒed　φX174　DNA　was　used　as　si2e　marker　（MW》・
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第3節　継代ウイルスに持続感染した細胞におけるプロウイルス内の

　　　　　　　　vif－vpr領域の塩基配列の決定

1．目的

　継代50代におけるプロウイルスDNAのvif－vpr領域において、欠失と思われる遺伝子

が検出されたことから、継代50代および対照として継代20代のvif－vpr領域のPCR産物

の塩基配列を解読した。

2．実験方法

PCR産　のクローニングとシークエンス：wt－20Pおよびwt－50Pの、　vifからvpr領域

におけるPCR産物を制限酵素Bam　HIおよびXho1にて切断した後、　pBluescript　ll　SK

（一）を用いてクローニングした。塩基配列の解読はSequenase　version　2，0キット

（United　Status　Biochemicals社）を用いた。

3．結果と考察

　wt－20Pより4クローン、　wt－50Pからは完全長3クロー・ンおよび欠失4クローンの計7

クローンを得た。これら11クローンの塩基配列を解読した結果を（Fig．3）に示した。

wt－20Pおよびwt－50Pの完全長クローンでは、全てのクローンにおいて、5699塩基か

ら5671塩基のTG　GがTAGへと変異し、その結果、タンパク質の翻訳が停止するナンセン

ス変異が起こっていることが予測された。一方、欠失は5119塩基から5679塩基の560

塩基に及ぶものと5193塩基から5710塩基の517塩基に及ぶ2つのタイプが認められた

（Fig．4）。いずれのクローンにおいても、欠失以後のフレームは変わり、欠失直後に翻

訳が停止することも明らかとなった。これらの結果から、v’fあるいは／およびvρr遺伝

子に欠損を起こしたウイルスが、持続感染に関与している可能性が示唆された。
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第4節　50継代ウイルスに認められたvif－vpr領域にまたがる欠失変異の分子機構
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継代50代において見られたvifからvρr領域にまたがる欠失の分子機構について検討

した。

　　90　100　110
GT（　AAGCTGT－rAGACACMrTVrCCTAGGAT

o韓噌一6一禰。・隅〇一一幽幽一口摩一一磨一一一一一一一一噛

AT G

哺一一 A

●一一 A

曽　oo A

一一噛 A

一一一 A

暉一一 A

一一f A

　　ISO　160　170　180　190　200AAACT－TACGGGGATACTVr’（rsGCAGGAGTGGAAGCCATAATAAGAAT’rC’rGCAACAAC’rGC

一＿●一鱒一一〇鱒。輌●一一一一●一一●一一一●A一山・一A一一一鱒噸●r■一一凹凸．●一の一一陶一●一一一鰯・一一，一一一一一

2．結果と考察

A

　wt－50Pの塩基配列の解読の結果より明らかとなった2タイプの欠失は、両タイプ共に

欠失の両側に3塩基のshort　direct　repeat配列（タイプ1では、　AAC、タイプ2では、

ATA）を持つことから、ミスアライメント欠失である可能性が示唆された（Fig．4）。さ

らに、両タイプ共に、欠失したフラグメントの両側に6塩基の相補配列が見られることか

ら、今回認められた欠失の機構として考えられるモデルを（Fig．5）に示した。即ち、

逆転写あるいは複製、転写の段階で1本鎖となった鋳型鎖が相補配列によるステムを形成

することにより、ポリメラーゼによる伸長反応が一時停止する。その間に一部のポリメ

ラーゼは近くにあるshort　direct　repeat配列を認識して、鋳型鎖のステム配列を飛び越

え、伸長反応を再開する可能性が考えられる。

Fig．　3．　Nucleotide　sequences　of　accessory　genes　in　proviral
DNA　frorn　cells　persistently　infected　with　nt－20　and　wt－50e
The　vif　and　vpr　nucleotide　sequences　of　4　and　7　clonal　DNA
fragments　obtained　from　DNA　of　cells　persistently　infected
with　w・ヒー20　and　wt－50r　respectively，　are　shown・　Nucleo’ヒide

sequences　identical　with　those　of　the　pNL432　are　indicated
by　dashed　lines．　The　primer　si『ヒes　are　indicated　with　e’≠”。

Clone　w’ヒ20Pcl．1　to　wtsOPcl．3　contained　a　nonsense　mutation
in　vpr，　as　shown　by　the　box．
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（十）strand

PoZymerase

　　　　　　　　　　　　　　AAA轟LC
ロ　ロ　コ　ロ　コ　ロ　コ　ロ　　　ロ　ロ　ロ　ロ　コ　ロ　　コ　コ　ロ　コ　コ

　　　　　　　　　　　　　　TTTTG　T

　　　　　　　　　　　　　sユipped

（一）strand
　　1
5119

stem

　
一
一
一
ロ
一

層

AGGTATTG
　　　　　　　璽

5681

5’

　
　
輌
　
一

C
　
A
T

1

2

5　’　一一　GAAAGATTAG　TAAAAC　T　TAG　GACAA　一3　’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5119　5679

5t－GAAAGATTAG　TA，lunC　l　1，AAC

5　’　e一　GAAC　TAATTCAAAAATAC　TTGGGCAG　一3　’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5193　5710

5i　一i－GAAC　TAATTCAAAAiATA　1　1　AT

TAGGACAA－3’

TTGGGCAG－3i

2

（十）strand

5
　　　1　1　l　t　l　1　1　1　l　l　l　l　l　l　l

3

Polymerase

　　1　置　1　匿　1

Fig．　4．　The　nucleotide　sequences　of　misalignment　deletion　at　vii一・
vpr．　The　nucleotide　sequence　occurring　at　junctions　of　deletions
are　show：n．　1，　clones　w’ヒ50Pcl．4　’ヒ0　6　and　2，　clone　w’ヒ50Pcl．7．　Short

direct　repeats　in　both　cases　are　boxed．

TTTTT
一
一
　
コ
　
輯
一
　
驕

slipped
　ロ　　　　　　　　　　　　　コ　　　　　　ロ

mユspaユrエng

（一）strand 51　93　一

stem

　
繭
　
一
　
G
T

CCCCTATTG
　　　　　　l
　　　　5715

5’

Fig．　5．　A　proposed　rnodel　of　misaiignment　deletion　at　vif－
vpr．　A　proposed　model　to　account　for　misalignment　deletions
are　shown．　For　both　cases　（type　1　and　2）　shown，　one　notes
the　identification　of　3　bp　repeat　sequences　（boldline）　at
the　ゴunction　and　6　bp　sequences　（box）　for　stem－100P
structures，　at　each　side　of　the　intervening　sequence．
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第5節　vif、　vpr変異ウイルスおよびv’f－vρr欠乏ウイルスの細胞傷害性の比較

1．目的

　継代感染に伴うウイルスの細胞傷害性の低下は、vif－vpr領域の欠失、あるいはVρr遺

伝子の変異に依ることが示唆された。しかしながら、これら以外の領域もまた、細胞傷害

性の低下に影響を及ぼす可能性も考えられる。そこで、これらアクセサリ・…一遺伝子のみの

変異と細胞傷害性の低下との関連を直接証明するために、vif、　vpr遺伝子の変異ウイル

ス2および今回得られたvif一　vpr領域の欠失領域をpNL432と組み換えたvif－vρr欠失ウ

イルスを作製し、これらのウイルスをM10細胞に感染させ、各ウイルスの細胞傷害性を検

討した。

イルスに比べ、細胞傷害性が低下し、持続感染が成立することが確認された（Fig．

6）。さらに、欠失ウイルスの細胞傷害性は、vifあるいはvpr変異ウイルスに比べ、著

しく低下していることが明らかとなった（Fig．6）。以上のことから、　vifあるいはvpr

の変異が、ウイルスの細胞傷害性を低下させること、さらに両遺伝子の欠損が、細胞傷害

性をほぼ完全に消失させることが明らかとなった。

2．実験方法

　且　　えウイルスの　tj：wt－50Pに由来する欠失クローン（タイプ2）のvif一　vρ　r領

域とpNL432との組み換えウイルスを作製した。制限酵素Nde　lおよびEco　Rlを用いて、

欠失クローンよりvi　f一　vpr領域の欠失領域を切り出し、感染性分子クローンである

pNL432と組み換えた。こうして得られた組み換えプラスミドを、　SW480にトランス

フェクトし、培養上清中に放出された組み換えウイルスを用いて、MIO細胞に感染させ、

生細胞数の測定を経時的に行った。また、pNL432のvif領域のNde　lをフレームシフト

変異させたvif変異ウイルス、　vρr領域のEco　Rlをフレームシフト変異させたvpr変異ウ

イルス2および対照として野生型ウイルス（NL432）についても同様の検討を行った。

3．結果と考察

　各ウイルスをMlO細胞に感染させた結果、いずれの変異ウイルスも、感染性および増殖

性を有することが明らかとなった（Fig．6）。さらに、これら変異ウイルスは野生型ウ
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“　MIOIwt
“　MIO／vif一
口■■■［』一口M10／vpr一

一　MIO／vif－vpr　de1．

　　　　　　　　　　　Days　after　infection

Fig・　6。　Kinetics　of　growth　for　recombinant　HIV’一　1
containing　single　v」己f　or　vpr　mu・しants　as　weユユ　as　the　mutant

containing　the　naturally　occurring　large　deletion　of　vif－
vpr　gene．　M10　cells　were　mock　infected　or　infected　with
double　mutant　（MlO／vi　f　・一vpr　del．）　at　a　moi　of　O．01．　Single

mutants　at　vゴf　（M10／vif一）　or　vpr　（M10／vpr一）　were　used　as

controls．　Cells　were　similarly　infected　with　pNL432－derived
wild　type　H工V－1　（wt）　as　a　control．　Medium　was　replaced　with
fresh　medium　at　3　day　intervals　after　infection　and　viable
cells　were　counted　at　3　day　intervals　by　the　trypan　blue
dye　exclusion　method・　Results　show　relative　percentages　of
viable　cell　number　for　each　virally　infected　cell，　as
compared　with　the　total　found　from　mock－infected　cells．　In
addition，　the　percentages　of　viral　antigen一一positive　cells
by　indirect　工F　（with　serum　from　an　H工V－1－seropositive
　　　　patエent）　are　also　shown　at　3　day　intervals　after　infection．
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1．目的

第6節　PCRによるvpr遺伝子内ナンセンス変異の定量

　持続感染細胞内のプロウイルスDNAの多くは、　vpr遺伝子内にナンセンス変異を持つこ

とが・塩基配列の解読結果（Fig・3）から予測された。そこで、このようなvpr遺伝子

内のTGG（5671－5673塩基）からTAGへのナンセンス変異ウイルスの定量を行うために、

ナンセンス変異を持つ遺伝子のみを選択的にPCRにより定量する方法を確立した。

2．実験方法

　272（S＝g2s＄7　i？　oEn星：野生型vpr遺伝子の検出には、5響一AAGCCACCTTTGCCTAGTGTT

A－3’（5518－5539塩基）を（＋）センスプライマーとして、5’一GTTGTCCTAAGTTATGG

AGgt－3r（P1＝5691－5671塩基）を（。）センスプライマーとして用いた。一方、　P　1プ

ライマーの下線部の2塩基が各々CT（P2プライマー）、　TT（P3プライマー）、　AA（P4プライ

マー）およびGG（P5プライマー）としたプライマーを合成し、　vpr遺伝子内のTGG（5671－

5673塩基）からTAGへのナンセンス変異のみを検出する可能性を検討した（Fig．7）。

　半定量的PCR法：PCRの鋳型には、野生型vpr遺伝子を持つクローン（pWT）および変異

型vpr遺伝子を持つクローン（pMU）を用いた。　pWTおよびpMUを10倍ずつ10－5μgから

10－9μgまで階段希釈し、それぞれを鋳型として、各プライマーによる検出限界を検討し

た。反応にはAmpliTaq　DNAポリメラーゼ（Perkin　elmer社）を使用し、反応条件は

変性94℃、1分間、アニーリング60℃、2分間および伸長反応72℃、2分間の反応を30

サイクルにて行った。増幅したPCR　DNAは2％アが二丁スゲル電気泳動後、エチジウムプ

ロミド染色にて解析した。

21



3．結果と考察

　作製したP1－P5の各（一）センスプライマー（Fig．7）を用いて、野生型vρr遺伝子の

クローン（pWT）および変異型vpr遺伝子のクローン（pMU）を10倍ずつ（10－5μ9から1　O－9

μ9まで）階段希釈したプラスミドDNAを鋳型としてPCRを行った。その結果、　P1プライ

マーはpWTおよびpMUに対し、それぞれ10－8μ9、10－7μ9まで検出可能であった。一

方、P2プライマーではpWTおよびpMUに対する検出感度はそれぞれ1　O－7μ9、10－8μ9

であった。また、P3プライマーではpWTは検出限界以下であったのに対し、　pMUに対す

る検出感度は10－7μ9であった。さらに、P4およびP5プライマーはpWTおよびpMUいず

れも検出することはできなかった（Fig．7）。

　以上の結果から、P1プライマーおよびP3プライマーを用いてvρr遺伝子のナンセンス

変異の割合を測定することとした．pMU／（pWT＋pMU）比をそれぞれ0．OO1、　O，Ol、0．1、

0．25、0．5、0，75、0．9、0．99および0．999とした鋳型DNAに対するP1プライマーおよ

びP3プライマーの検出限界率（P3／P1）をプロットした結果、　（Fig．8）に示す様に

pMU／（pWT＋pMU）比と検出限界率（P3／P1）は正の相関関係にあり、回帰直線は、　log　Y＝

O．988810g　×　一　O．Ol　197［X＝pMU／（pWT＋pMU），　Y：検出限界率（P3／P1）r＝O．9976］と

なった。

一1　．；．一．・　tv＝rt
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　7ユご　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．

　　　　　　・55工亀GCCACCTTTGCCTAGTGTTA…・…・……1　T〈iGccrcCAT，ifxcTT．“GGAC，iv，LtS69i）wiLD　TypE　tpw，》

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　174bP　TXGcTccATAAcTTAGGAcAAc　MUTANT　｛pMU）

　　　　　　　　　　　　donor　primer　acceptor　priner
　　　　　　　　一一一一一一一一一一　〈e一一一一一m一一
　　　　　　（5Si3＞　（5539）　（5671）　（S69i）
　　　　　　　　．N1GCCACCTTTGCCTAGTGTTA　CCGAGGTATtTGA．ATCCTGTTG　P　I
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　TCGAGGTATTGAATCCTGTTG　P2
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　TTGAGGTATTGNXTCCTGTTG　P　3
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　AAGAGGTATTGA．ATCCTGTTG　P4
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　GGGAGGTATTGAATCCTGTTG　Ps

　　　　　12345　12345　12345　12345　12345
Wl・D　TYPE「r1．一9圏■　国■■■　■■■■■　■■■■■　■■■■

MUTANT＝□■■　＝＝＝＝■　』團團国■　■国国■　■国圏闇■

Fig．　7．　Selective　PCR　amplification　of　nonsense　vpz’

gene．　Serial　ten－fold　dilutions　of　1　KL　g　pWT　containing

wild－type　vpr　sequence　and　I　KL　g　pMU　containing　vpr　with

nonsense　mutation　were　subjected　to　PCR　by　using　five
acceptor　primers　Pl　to　P5　and　’ヒhe　same　donor　primer　as
described　in　Fig．　2．　The　numbers　1　●ヒ0　5　indicate　about

10－5『ヒ010－9pa　g　of　plasmid　DNA　subゴec’ヒed　to　PCR．
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第7節　各継代ウイルスにおけるvρr遺伝子内ナンセンス変異の定量
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1．目的

　前節に述べた変異型vprの半定量的PCR法を用いて、各継代ウイルスにおけるvpr遺伝

子ナンセンス変異の割合を決定した。

2．実験方法

　PCR鋳型の調整：M10細胞における各継代の急性感染細胞として・Wt－1　A・wt－4A・

wt－12A、　wt－20A、　wt－50Aおよび持続感染細胞として、　wt－4P、　wt－12P、　wt－

20P、　wt－50Pの各細胞よりDNAを抽出し、これらのDNAをPCR反応の鋳型とした・

PCR反応には、上述したP1およびP3プライマーを用い、　vρr遺伝子のTGGからTAG

（5699塩基一5671塩基）へのナンセンス変異の割合を検討した・

Ratio　o　f　pnv／（pWT＋pnv）

Fig．　8．　Efficiency　to　detect　the　vpr　sequence　with
nonsense　mutation　in　the　mixed　sarnples　with　wild－type
vpr　by　PCR　using　Pl　and　P3　primers．　Serial　ten一一fold

dilutions，　and　two－foid　dilutions　if　necessaryr　of　11Lg
DNA　sarnples　containing　pWT　and　pMU，in　which　ratios　were
999：lr　99：1，　9：lr　3：lr　1：lr　1：3r　1：9r　1：99r　and　1：999r

were　similarly　subjected　to　PCR．　S・ヒandard　curve　fits　to
the　linear　equation　［log　y　＝　O．9888　log　x　一　O．O1197
（r＝O．9976）］．

3．結果と考察

　ナンセンス変異の割合は（Fig．8）に示した回帰直線より算出した。その結果・ナン

センス変異を伴うウイルスは、急性感染期において継代と共に増加した・wt－1Aでは変

異ウイルスの割合は、検出限界以下であるのに対し、wt－4AではO・1％・wt－1　2Aでは

O．40／o、さらにwt－20Aおよびwt－50Aでは13．20／oであった（Table　1）。従って継代と共

にこのvprナンセンス変異を持つウイルスの割合が上昇すること・および継代20代以降

ではそれ以上の割合の変化は認められないことが明らかとなった。一方、持続感染細胞で

は、ナンセンス変異の割合は、急性感染期と比較して相対的に高く・wt－4Pでは1・oo／o・

wt．12Pでは10．60／oであり、さらにwt－20Pおよびwt－50Pでは・ほぼ全てのウイルス

が変異型であることが明らかとなった（Table　1）。従って、　vρrナンセンス変異を持つ

ウイルスに感染した細胞が、選択的に持続感染していると考えられた。
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第8節　HIV－1感染者の末梢血単核球由来のプロウイルスDNAにおける

vpr遺伝子のナンセンス変異の検出

Table　1．　Percentage。f　HIV－1　gen。me　with　the　mutant叩「
sequence　in　MIO　cells　acutely　and　persistently　infected
with　serial　passaged　viruses

1．目的

　HIV．．　1感染者の生体内には、持続あるいは潜伏感染しているウイルスが多く存在するこ

とが報告されている。本研究で見られたvρr遺伝子のナンセンス変異を伴うウイルスが

実際にHIV－1感染者の生体内においても存在する可能性を検討した。

vpr　rnutant　ratio 2．実験方法
Passage
number Ac　u　t　e　（　O一．　） Persistent（O一．） HIV－1感染者の検体：無症候性キャリア（AC）期由来67検体（34名）およびAIDS関

●
　

●
　
　
●
　
　
●
　
　
●

＜
　
　
1
1

None
　leO
　10e6
　100
　100

連症候群（ARC）／AIDS期由来14団体（8名）のPBMCより抽出したDNAを用いた・この

DNA試料は2年5カ月に渡って採取した。これらのDNAを鋳型としてnested　PCRにより

HIV－1遺伝子を増幅させた後、上述した方法によりvpr遺伝子内のナンセンス変異の検定

を行った。

3．結果と考察

　最初に、DNA試料中のHIV…　1遺伝子の検出感度を確認するために・抽出したDNA　1

μ9より10倍ずつ段階希釈したものを鋳型とし・gag領域のnested－PCRを行った・その

結果、PCRにより検出可能であった検体は、　AC期由来67検体中60検体、またARC

／AIDS期では14検体中14検体であった。そこで、これらPCR検出が可能な検体につい

て、v’fからvprにまたがる領域の1st　PCR産物を鋳型としてPlプライマーおよびP3プ

ライマーを用いたvprナンセンス変異の検出を行った。その結果・　（Table　2）に示す

ように、vρrナンセンス変異が検出された検体は、　AC期由来60検体中21検体（35．oo／o）、

またARC／ADS期では14検体中6検体（42、9％）であり、生体内においても高い頻度でvpr

変異ウイルスが存在することが確認された。さらに個体内において・変異ウイルスの割合
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は時間の経過と共に極めて大きく変動することも明らかとなった。本研究期間（2年5カ月

）中に・vpr遺伝子のナンセンス変異が検出された感染者の割合は、　AC期由来34名中17

名（50・0％）、またARC／ADS期では8名中6名（62．5％）であった。
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第9節　この章のまとめ

1．HIV－1のin　vitro継代感染により、低細胞傷害性のウイルスが現れ、継代4代以降は

持続感染する細胞が出現した。持続感染の原因を明らかにするために、各継代ウイルスの

遺伝子解析を行ったところ、継代と共にvρr遺伝子内のナンセンス変異の割合が増加し、

20代以降の持続感染細胞では、ほぼ全てのプロウイルスが変異型であることが明らかと

なった。これらのことから、vpr遺伝子の変異が細胞傷害性の低下をもたらす一因である

ことが示唆された。

2，継代50代において、vifからvprにかけてミスアライメント欠失と思われる変異を

伴うウイルスが検出された。この領域に欠失を持つウイルスは、複製，増殖が可能であ

り、さらに細胞傷害性をほぼ消失していることが、組み換えウイルスを用いた感染実験に

より明らかとなった。

3．vpr遺伝子内のナンセンス変異は生体内のプロウイルスにも認められ、　in　viVOにお

ける存在様式の一つであることが示唆された。
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　　　　　　　　　　　　　第2章

RREデコイオリゴヌクレオチドによるHIV－1増殖抑制効果

第1節　小序論

　HIV－1感染の初期には二回スプライスされたmRNAのみが翻訳され、　Tat、　Revおよび

Nefといったウイルスの複製を調節するタンパク質（調節タンパク質）が作られる。その

後、Gag、　EnvおよびPolといったウイルスの粒子形成に必要な構造タンパク質および

Vif、　VprおよびVpuといったアクセサリー遺伝子と呼ばれるタンパク質の合成が開始さ

れる。この内、Envとアクセサリー遺伝子のmRNAは一回のスプライス型として、残る

GagとPolのmRNAは二回のスプライス型として合成される。

　Tatは5’側の非翻訳領域にある亡rans－activation　responsive（TAR）RNAと呼ばれ

る領域に結合し、転写酵素であるRNA　11fNリメラ川里によるウイルスmRNAの伸長反応

を助け、完全長の転写産物の産生に寄与する15，29。一方、Revは非スプライスあるいは

一回スプライスされたウイルスmRNAにあるRev－response　element（RRE）と呼ばれる

領域と結合し、mRNAの小胞体への移行に関与することが明らかになっており、構造タン

パク質の翻訳に寄与している14。RREはenv領域に位置し、234ヌクレオチドからなる2

次構造領域であると報告されたが46、最近では、1つのlong　stemと4つのstem－loop

構造からなる351塩基領域が、完全長のRREであることが明らかとなった47。　Stem　Ilb

にあるinternal　loop内の29ヌクレオチドからなる部位がRevタンパク質との最初の結合

領域であり28、始めに一つのRevがその部位に結合した後、新たなRevタンパク質が

Stem　llb、　Ilaおよび1の順に結合すると共に、　Revタンパク質が互いに結合し、マルチ

マーを形成する47。RRE領域のRev結合部位は、その2次構造からbubble構造と呼ばれて

いる。このbubble構造に相当する13塩基を含むオリゴヌクレオチドが、　Revと1対1の

結合をすることが報告されている28。
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　Revには主として2つの働きがあることが報告されている21。その一つは、　Revがスプ

ライシングを阻害するか、あるいはスプライソゾームの集合を阻害することである。Rev

によるスプライソゾームの形成阻害により、HIV－1のプレmRNAが、核から細胞質に移行

できるようになると考えられている。もう一つは、Revが直接プレmRNAを細胞質に移送

することである・この説はRevが細胞内のスプライスおよび非スプライスウイルスRNAの

量比に影響を与えず、細胞質におけるウイルスRNAの蓄積をもたらすといった実験結果に

も適合する。最近の研究結果は、2番目の仮説を支持するものが相次いでおり、分子生物

学的手法により・Revにおける機能部位の同定もなされている21，66，11。現在までに明ら

かとなっている機能部位を（Fig．1）にまとめた。　Revのアミノ末端側にはRRE結合部

位、Revの重合および核移行に関与する部位があると考えられている。一方、中央領域に

はactivationまたはeffector　domainと呼ばれ、一つあるいは複数の細胞因子と結合す

ることが示唆されている部位が存在する。これら細胞因子は核移行に関与することが示唆

されていたが、最近になり、その候補となるタンパク質の同定が進んでいる21，66，11。

TatとTAR、およびRevとRREの結合は、　HIV－1の遺伝子発現に特有なものであることか

ら・これらの相互作用を阻害することは、ウイルスの複製を阻止する上で極めて有効であ

る。そういった観点から今までに幾つかの試みがなされ、デコイオリゴヌクレオチド

RNA23，39，44，67，68、　trans－dominantタンパク質6・27，45，50，59およびアンチセンスオリ

ゴヌクレオチド20・42，43の、抗ウイルス剤としての有効性が指摘されてきた。

　本研究では、上述したベクター一一一）ウイルスで発現させる試みとは違った新たな抗ウイルス

剤の候補として、Revの働きを阻害することが予測される合成RREデコイオリゴヌクレオ

チドを用い、HIV・・1感染細胞内のウイルスの増殖に与える影響を検討した（Fig．2）。

RREのRev結合部位（bubble構造）を含む合成オリゴヌクレオチド（RREオリゴヌクレオ

チド）は、Revと結合することが示された55。これらのRREオリゴヌクレオチド（ARO．

2）は、ヒトT細胞由来株であるMOLT＃8細胞、　MIO細胞およびCEM細胞に感染したHIV－

1の増殖を抑制することが明らかとなった55。さらに、RREオリゴヌクレオチドは、ヒト

末梢血単核球細胞に感染したHIV。1（臨床株）のウイルス産生を抑制した55。これらのこ

とから、RREオリゴヌクレオチドの抗ウイルス剤としての可能性が示された。
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第2節　RREデコイオリゴヌクレオチドの構築
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1．目的と実験方法

　RREデコイオリゴヌクレオチドとして、6つのオリゴヌクレオチドを合成した（Fig．

3）o

オリゴヌクレ　チドのム　：合成にはApPlied　Biosystems　394　DNA／RNA合成機を使

い、1　O　Pt　mol反応カラムを用いた。デオキシヌクレオチド　ホスフォロアミデートおよ

び試薬はPerkin　elmer社のものを用い、リボヌクレオチド　ホスフォロアミデートは

Millipore社から購入した。合成後、保護基は28％アンモニア一肩タノール（3：1．v／v）

処理した後、1Mテトラヒドロフランを溶媒としたフッ化テトラブチルアンモニウムにて

取り除いた。生成物の一部はアルキル化シリカゲル（分取用C18：Mi11ipore社）カラ

ムにて精製した。オリゴヌクレオチドは高圧液体クロマトグラフィー（HPLC）にてTSK一ゲ

ルDEAE－2SWカラム（7．8x300　mm；TOSO社）を用い、20％アセトニトリル溶液中の

ギ酸アンモニウムの連続勾配により、単一ピークとして純化した。さらに、Sephadex

G－25（Pharmacia社）を用いたゲル濾過にて脱塩した。

　RBC6は岩井ら28が、　Revとin　vitroにおいて1：1結合をすることを報告したオリゴヌ

クレオチドである。本研究では、RBC6のステムの片方をループ化させることにより、安

定化を計った（RBC5L）。さらにデコイオリゴヌクレオチドとして細胞内に取り込ませて作

用させることから、細胞内におけるRNaseから保護するために片側、あるいは両側を

DNAとしたものを構築した（ARO－1、2）。一方、対照として不完全な”bubble”構造およ

び“bubble11構造を完全に消失させたもの（NCO－1、2）を構築した。

Fig．　2　Structure　of　synthetic　RRE　decoy　oligonucleotide　and
model　of　inhibitory　effect　of　decoy　RRE　oligonucユeotide　on
HrV－1　replication．
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RBCslL，

第3節　in　vitroにおけるRREデコイオリゴヌクレオチドとRevタンパク質との結合

1．目的

　上述したオリゴヌクレオチドとRevとの結合性を検討するために、既にRevとの結合能

が証明されているRBC6とRevとの結合に対し、それ以外の5つのオリゴヌクレオチドが

競合することをフィルター結合法により確認した。

，　

引
　
3

　　・：ご

　　IilGj
llAlllGllll

lcAc　U　u

GUG－C
　　　G

ARO－1

　　　　　GG5’

i鋸◎UG　　　　　　　　cGcAc　U　u

　　　　　　　　GCGUG　一　C3，＠C＠AC
　　　　　U　GVVVVVG

NCO一一　1

ARO－2

ScAGc　ESP．．s

GUCG智留

5’@（gK｛iK〈｝uGuAcCGCAGC　pa　gi」p

3，　＠C（gl｝ACAUGGCGUCG　ee　｛」？

NCO一一2

2．実験方法

　一：RBC6（500　pmol）を、　T4　polynucleotide　kinase（10

units）、50　mM　Tris－HCI（pH8．0）、10mM　MgC12、5mM　ditiothreitolおよび20

μMATP存在下で、［γ一32P】　ATP（3．6　x　107　cpm）により標識した。標識したオリゴヌ

クレオチドは7Mウレアを含む20％ポリアクリルアミドゲルにて電気泳動した後、

NENSORB　20カラム（Du　Pont社）にて精製した。

　標識したRBC（61．5　nM＝約15，000　cpm）と組み換えRevタンパク質（20　nM；

Repligen社）を、未標識の競合オリゴヌクレオチド（0から60nMまでの各濃度）、80

units／ml　RNasin（Promega）、　TK緩衝液（50　mM　Tris。HCI、　pH　8。0および20　mM

KCI）　および0．1％Triton　×一1　OO存在下で反応させた。反応は氷中で15分以上行い、そ

の後、反応液はセルロースニトレートメンブレン（ボアサイズ0．2μmの2．5cmディス

ク）を通した後、0．6mlの冷TK緩衝液で2回洗浄した。洗浄後、メンブレンを乾燥さ

せ、BAS－2000（FIJIX社）にて放射線活性を測定した。

Fig．　3．　Oiigonucleotides　used　in　this　study．　The
high－affinity　Rev　binding　site　with　a　”bubble”

structure　is　boxed．　Deoxyribonucleotides　are
outlined．

結果と考察

　ln　vitro競合アッセイの結果、”bubble“構造を持つオリゴヌクレオチド（R8C5L、

ARO一・　1およびARO－2）は、濃度依存的にRBC6とRevとの結合を阻害した（Fig．4）。

また、阻害の程度は、RBC5しとARO－2がほぼ同じであり、　ARO－1はやや低かった。こ

のことから、ARO－1、ARO－2のDNA－RNAキメラオリゴヌクレオチドが、本来のRNAオ

リゴヌクレオチド（RBC5L）と同程度のRevに対する結合性を示すことが明らかとなった。
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一方、対照とした”bubble”構造を持たないオリゴヌクレオチド（NCO－1およびNCO－2）

は、RBC6とRevとの結合を阻害せず、　Revと結合しないことが示された。

　ARO－1のRevに対する結合性はRBC5しおよびARO－2に比べ、若干弱かったことから、

標識および未標識オリゴヌクレオチドを用いたself－competitionフィルターアッセイ

およびscatchard解析により、各オリゴヌクレオチドとRevとの解離定数（Kd）を計算

した。その結果、RevとRBC5L、　ARO－1およびARO－2のKd値はそれぞれ1．6　x　10－9　s

2．4x1　O－9、8．4　x　1　O－10　Mであった（Fig．5）。以上の結果から、　ARO－2がARO－1に

比べ、Revとの結合性が高いことが確認され、以下の実験には主にARO－2を使い、対照

として、オリゴヌクレオチドの両端がDNA化されており、安定性がARO－2に近いと考え

られるNCO。2を用いた。
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第4節　RREデコイオリゴヌクレオチドの細胞傷害性の検討

1．目的

　デコイオリゴヌクレオチドを抗ウイルス剤として、細胞に加える場合、オリゴヌクレオ

チド自身の細胞に与える毒性が問題となる。そのため、ヒトT細胞株であるMOLT－4のク

ローンNo．8（MOLT＃8）細胞を使ってデコイオリゴヌクレオチド（ARO－1、　ARO－2、

NCO－1およびNCO－2）の細胞増殖に及ぼす影響を検討した。

3

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

。
。
．
ゴ
8
。
Q
隻
x
①
噛
α
∈
旦

RBCsL

P　Kd　＝1．6　n　M

　o
　　oXo

　　O　NOo

O　1　2　3　4　5　　　　　［complex］　（nM）

3

　
　
ハ
と
　
　
　
　
　
　
　
　
　

。
。
．
獅
P
6
¢
く
ぐ
冨
五
E
。
£

ARO－1

Kd　＝　2．4　nM

o

o

O　1　2　3　4　5　　　　　［complex］　（nM）

3

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

§
騨
【
叩
O
匡
さ
冨
五
∈
8

ARO－2

Kd　＝　O．84　nM

o

O　1　2　3　4　5　　　　　（complex］　（nM）

2．実験方法

　MOLT＃8細胞培養：24ウエルマイクロプレート中のMOLT＃8細胞（5　x　105　cells

／ml）に対し、各オリゴヌクレオチド（ARO－1、　ARO－2、　NCO－1およびNCO－2）をそれ

ぞれ0、1、1および10μM加えた。デコイオリゴヌクレオチドは24時間毎に添加し、添加

後1日および3日の生細胞数をトリパンブルー染色法にて測定した。

3．結果と考察

　各試験区における細胞数を測定した結果、各オリゴヌクレオチド間あるいは添加濃度の

違いによる細胞増殖性の変化は認められず、対照としたオリゴヌクレオチド非添加区のも

のと変わらなかった（Fig．6）。これらのことから、10μMまでの濃度によるデコイオ

リゴヌクレオチドでは細胞傷害性は認められないことが明らかとなった。

Fig．　5．　Dissociation　constant　for　the　complexes　obtained
by　a　self　competition　filter　assay．　The　d’堰f

唐唐盾モ奄≠狽奄盾

cons’ヒant　（1くd）　of　the　Rev　complexes　retained　on　the　filter
as　shown　in　Fig．　4　was　deterrnined　by　a　Scatchard　analysis．
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Fig．　6．　Cytotoxicity　test　of　RRE　decoys　in　MOLT＃8
ceils．　bCOLT＃8　cells　at　5　x　10s／ml　were　cultured　in
complete　medium　in　the　absence　（一）　or　presence　of
decoys　（ARO－1，　ARO－2，　NCO－1，　and　NCO－2）　at　various

concentrations　（O．1，　l　r　and　10　u　M）．　Decoys　were　added
every　24　h．　The　viable　cells　were　determined　after　1
and　3　day　incubations　by　trypan　blue　dye　exclusion．
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第5節　HiV。1産生細胞（MOLT＃8／LA1およびM10／LAI）における

　　RREデコイオリゴヌクレオチドのウイルス増殖抑制効果

1．目的

　／nvi亡roにおいてRevタンパク質とRREデコイオリゴヌクレオチドが結合すること、さ

らにその複合体は他のRREとの結合を阻害することが示された。そこで、これらの効果が

HIV－1感染細胞において認められるかを検討するために、　HIV－1感染細胞にRREデコイオ

リゴヌクレオチドを加え、感染細胞より放出されるウイルス量を測定した。

2．実験方法

HIV－1感染細胞（MOLT＃8／LADへのデコイオリゴヌクレオチドの添加：ヒトT細胞

株であるMOLT＃8細胞にHIV－1のLAI株を感染させ、得られた持続感染細胞（MOLT＃8

／LAI・5x1　05　cells／mDに、　RREデコイオリゴヌクレオチドを添加した。添加後の培

養上清を回収し・逆転写酵素（RT）アッセイおよびGag　P24抗原のE〕SA（lntracel社）

を行い、ウイルス産生量を定量した。

　B工Zユ仁ヒ」〔：RTアッセイは以下の方法で行った。培養上清4μ1に5％NP40液を加

え・超音波にてウイルス粒子を破砕した後、50　mM　Tris。HCI（pH　8）、7．5　mM　KCI、2

mM　DTT、4．95mM　MgC12・6H20、5μg／ml　pely（rA）および6．25μg／ml　oligo　d（T）

の反応液10paIを加え、さらに［γ一32P］dTTP（800　Ci／μ1、　New　England　Nuclear社）

を加えて37℃で3時間反応させた。反応後、反応液をDEAEフィルター（DE81、

Whatman社）にスポットし、2xSSCにて洗浄した後、乾燥させ、　BAS　1000（FIJIX

社）にて放射線活性量を測定した。

　一：GagP24抗原の定量は、キットのプロトコールに従い測定し
た。

3．結果と考察

RREデコイオリゴヌクレオチドの、添加時間および添加量の検討を行った。　MOLT＃8
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／LAIに、　RREデコイオリゴヌクレオチドを最終濃度1μM、10μMおよび40μMで添加し

た・添加は8時間毎および24時間毎に行い、添加後48時間の培養上清を回収し、RTアッ

セイを行った・その結果、ARO。2添加区において添加濃度1μM、10μMにおいて濃度依

存的にウイルス産生量の低下が認められた。また、添加濃度40μM区では10μM区とウ

イルス産生量に違いは見られなかった。さらに、8時間毎および24時間毎の両試験区に

よる違いも認められなかった。そこで、以降の実験は、オリゴヌクレオチドの添加濃度を

1μMおよび10μM、添加時間は24時間毎で行うこととした。

　次に、より長い時間のウイルス増殖抑制効果を検討するために、MOLT＃8／LAI細胞に

RREデコイオリゴヌクレオチドを1μMおよび10μMの濃度で24時間毎に加え、添加後2

日・4日および6日の培養上清中のウイルス量を、RTアッセイおよびGa9　P24抗原の

E〕SAにて測定した。　RTアッセイによる測定の結果、　ARO－2添加区において、2日後か

らウイルスの増殖抑制が認められ、その傾向は4か日6日でより顕著になった（Fig．

7A）。一方、　NCO－1、　NCO－2およびARO－1区ではこのようなウイルス増殖抑制効果は

認められなかった・また、ARO。2によるウイルス増殖抑制効果は、　Gag　P24抗原ELISA

によるウイルス量の測定でも確認された（Fig．7B）。これらのことから、デコイオリ

ゴヌクレオチド、特にARO－2によるウイルス増殖抑制効果が、長時間安定して認められ

ることが明らかとなった。

　上述したウイルス増殖抑制効果がMOLT＃8細胞に特異的である可能性があるため、別の

ヒトT細胞株であるMT－4細胞のサブクローンであるMlO細胞に、　HIV－1（LAI株）が持続感

染した細胞（M10／LAI）を用い、デコイオリゴヌクレオチドによるウイルス増殖抑制効

果を上記と同じ方法により検討した。その結果、M10細胞においてもMOLT＃8細胞と同

様に、ARO－2特異的にウイルス産生を抑制した（Fig．8）。

　以上の結果から、デコイオリゴヌクレオチドARO－2が、　HIV－1持続感染細胞におい

て、ウイルス産生を抑制することが確認された。
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Fig・　7・　Inhibitory　effects　of　RRE　decoys　on　H工V一，1
produc’ヒion　from　MOLT素8／LA工　ceユ：Ls．　　The　MOLT幸8／LAI　ce：L：Ls　at

5　x　105／ml　were　cultured　in　’ヒhe　absence　（1）　or　presence
of　decoys　（2　and　6，　NCO－1；　3　and　7，　NCO－27　4　and　8　r　ARO一一

1；　and　5　and　9，　ARO－2）　at　1　（2一一5）　or　10　（6－9）　ptM．　Decoys

were　added　every　24　h　for　6　days．　The　conditioned　rnedia
of　these　cultures　were　assayed　for　H工▽一1　RT　ac・ヒivi・ヒy

every　2　days　and　the　activity　was　visualized　on　X－ray
film　（A）・　The　same　conditioned　media　obtained　on　day　6

were　also　subjected　to　Gag　P24　an・ヒigen一・capture　EL工SA　（B）．
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　　　　　　　rnhibitory　effects　of　RRE　decoy＄　on　H：VrlFig．　8　e
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　cells　at　5pr6duction　from　Mlb／zAr　cells．一The　MIO／LA：
k　los／ml　were　cultured　in　the　absence　or　presence　of
decoys　at　1　or　10　ptM．　Decoys　were　added　eyery　24　h　for
6　days．　The　conditioned　media　of　Vhese　c．u一　ltures　were
assaYed　for　HrV－1　RT　activities　4　（＃ays　aftgr．YrgaYrpent
and　the　activity　was　quantified　using　a　scintillatユ・on
counter　（A）．　T’?ｅ　same　conditioned　media　wereLalso
subjected　to　Gag　p24　antigen－capture　EL：SA　（B）．
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第6節　ACH－2細胞内潜伏HIV・一　1の活性化時におけるRREデコイ

　　オリゴヌクレオチドのウイルス増殖抑制効果とその機序

1．目的

　HIV．1は生体内において感染、増殖を活発に繰り返している細胞（血液中のPBMC等）

以外に、ウイルス遺伝子は保持したままでウイルスの産生は行わずに潜伏している細胞

（神経細胞あるいはリンパ雨中のCD4陽性細胞の多くがこれに相当）が存在することが報

告されている。このような細胞は、抗原提示細胞との接触等の刺激により活性化し・その

過程でウイルスの再活性化が起こると考えられている。HIV－1潜伏感染のモデル細胞であ

るヒトT細胞株CEM細胞由来のACH－2細胞は、　TNF一αおよびフォルボールエステル

（PMA）等の刺激により、ウイルスの転写、翻訳を始め、子孫ウイルスを産生すること

が明らかにされている。そこで、このような潜伏感染細胞からのウイルスの再活性化に対

するデコイオリゴヌクレオチドの抑制効果を検討した。

2．実験方法

HIV－1感染t胞（ACH－2）へのTNF一αによる刺激とデコイオリゴヌクレオチドの添

迦．：ACH－2細胞（1　x　1　06　cells／ml）にTNF一αを最終濃度50　units／mlになるように

加えた後、デコイオリゴヌクレオチド（1μM、10μM）を添加し・添加後4日目の細胞

におけるGagタンパク質の発現量を間接蛍光抗体法（IFA法）およびイムノブロット法に

て解析、定量した。

　1FA法：IFA法は以下の方法で行った。8ウェルスライドガラス上に塗末し・冷アセト

ンにて固定したACH－2細胞に、抗Gag　P24モノクローナル抗体（VIO7：10μ9／ml）

を反応させ、FITC標識抗マウスlgG抗体を2次抗体として反応させた。

　一＝イムノブロットは以下の方法で行った。O・5％NP40に懸濁させた

ACH－2細胞から得られた可溶性タンパク質をSDS。ポリアクリルアミドゲルにて泳動し、

PVDFメンブレン（Millipore社）にセミドライ法にてプロッティングし・抗Gagモノク

ロ＿ナル抗体V107による反応後、　HRP標識抗マウスlgG抗体を2次抗体として反応させ・
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ECL　western　blotting　detection試薬（Amersham社）によりX線フィルムに感光さ

せ、laser　densitometory（FAST　SCAN社）により定量した。

　ノー’ンプロss　l：さらに感染細胞におけるウイルスのmRNA発現レベルの解析を行

うため、感染細胞のHIV・・　1　mRNAに対するノーザンプロッティングを行った。　ACH－2細

胞よりIsogen（NipPon　gene社）にて全RNAを抽出し、1．5％アガロースゲルにより電気

泳動した後、ナイロンメンブレン（Hybond－N＋、　Amersham社）にプロットした。メン

ブレンはHIV－1　DNAを鋳型としたランダムプライム法（Ramdom　Primer　DNA

Labelling　kit　ver．2．0、　TAKARA社）によるプライマーと反応させた後、　BASIOOOに

て解析した。また対照区としてglyceraldehyde－3－phosphate　dehydrogenase

（GAPDH）mRNAに対するハイブリダイゼーションを行い、転写されたRNA量を確認し

た。

3、結果と考察

　TNF一αによる刺激を加えたACH－2細胞にデコイオリゴヌクレオチドを添加し、添加4

日後における細胞のGa9　P24タンパク質発現をIFAにより解析した結果、非処理区、

NCO－2処理区に比べ、　ARO－2処理区では発現量の有意な低下が認められた（Fig．

9A）。また、イムノブロットによる定量により、タンパク質発現量は約50％低下してい

ることが明らかとなった（Fig．9B、　C）。従って、　RREデコイオリゴヌクレオチド

は、潜伏感染細胞におけるウイルスの再活性化を抑制することが明らかとなった。さら

に、ノーザンプロツト法による解析の結果、ウイルスのmRNAの発現は、非スプライス、

1回スプライスおよび2回スプライス全てのRNAにおいて抑制されていることが明らかと

なった（Fig．10）。一区画　MOLT＃8／LAI細胞におけるHIV－1のmRNA発現パターンは

NCO－2処理区、　ARO－2処理区および対照区においても変化がないことが明らかとなり　（

Fig．10）、細胞により、デコイオリゴヌクレオチドによるウイルス増殖抑制効果が、

必ずしも同じ機序で起きていない可能性が示唆された。
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第7節　臨床株を用いた末梢血単核球細胞におけるRREデコイオリゴヌクレオチドの

　　　　　　　　　　　　　　　　ウイルス増殖抑制効果
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Fig．　10．　Northern　blots　of　viral　mRNAs　in　ACH－2　stimulated
with　TNF一αor：MOLT＃8／LAI　in　the　presence　of　RRE　decoys．　　H工V－1

エnACH－2　was　activated　by　stimulation　wi’ヒh　TNF一αfor　4　days
（A）．　The　cells　were　exposed　’ヒ。　ARO－2　（1）　or　NCO－2　（2）　at　10　蝉

or　not　（3）．　Decoys　were　added　every　24　h．　ACH－2　ceils
without　TNF－oe　or　ARO－2　were　also　used　as　controls　（4）．　MOLT＃
8／LAZ　cells　were　sirnilarly　treated　with　10　ptM　decoys，　without
TNF一一ct　stimulation　（B）　．　The　cells　were　exposed　to　ARO－2　（1）

or　NCO－2　（2）　at　10　ptM　or　not　（3）．　The　control　was　uninfected
MOLT＃8　cells　（4）．　The　RNA　extracted　from　these　cells　was

Northern　blotted　using　32P－labeled　DNA　containing　almost　full－
length　HrV－1　sequences　as　a　probe．　RNA　loading　was　determined
by　GAPDH　probe．

1．目的

　ヒトPBMCに対する臨床ウイルス株の感染実験は、　in　vi亡roのHIV－1感染系において、

最も生体内の感染動態を反映する。そこで、これらの感染系を用いて、デコイオリゴヌク

レオチドのウイルス増殖抑制効果を検討し、デコイオリゴヌクレオチドの抗ウイルス薬と

しての可能性を検討した。

2，実験方法

　PBMCの調整：PBMCの調整は以下の方法で行った。即ち、　HIV。1非感染者より提供さ

れたヘパリン処理血液をFicoll－Hypaque（Pharmacia社）に重層し、遠心分離後、

PBMC層を回収した。こうして得たPBMCを、5μ9／mlのphytohemagglutinin（Sigma

Chemical社）添加により、活性化させ、　IL－2（50　units／ml）を加えた（10％ウシ胎

児血清添加）RPMI培地にて培養した。これらのPBMCにAIDS患者（CD4／CD8比＝

O、Ol、　CD4細胞数＝2／mm3）より分離したウイルス（臨床株）を加え、感染させた。ま

た対照区として、pNL432由来の実験ウイルス株であるNL432を用いた。感染後5時間

に、デコイオリゴヌクレオチド（ARO－2およびNCO。2）を最終濃度10μMになるように

添加し、感染6日後の培養上清を回収し、RTアッセイを行った。

3．結果

　臨床ウイルス感染PBMCにおいて、　ARO。2区では有意にウイルス産生量を低下させた

（Fig。11）。この抑制効果は、対照区であるNCO－2では見られなかったことから、こ

れらの系においてもデコイオリゴヌクレオチドのウイルス増殖抑制効果が確認された。ま

た、NL432ウイルスを用いたPBMC感染試験での抑制効果は、臨床ウイルス感染区と比較

し、若干低かった（Fig．11）。以上のことより、　PBMCを用いた臨床ウイルス感染系に

おいて、デコイオリゴヌクレオチドの増殖抑制効果が確認された。
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Fig・　11・　　Inhibitory　effects　of　RRE　decoys　on　H工V－1
production　from　PBMCs　acutely　infected　with　primary　isolate．
The　PBMCs　derived　from　a　H工V－1－negative　healthy　donor　and
stimulated　with　PHA　were　infected　with　primary　H：工V－1　isolate
from　A工DS　patient　or　pNL432－derived　virus　（NL432）．　RT
activity　in　the　conditioned　media　of　the　cultures　on　day　6
in　the　absence　or　presence　of　ARO－2　or　NCO－2　at　10　ptMr　was

examined．　The　decoy　was　added　every　24　h．　Standard
deviation　from　the　mean　（error　bars）　was　caicuZated　for
triplicate　sarnpies．
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第8節　この章のまとめ

1・RREのRev結合部位（bubble構造）を含むオリゴヌクレオチド（RREオリゴヌクレオ

チド）を合成した・これらのオリゴヌクレオチドはRevと結合することが明らかとなっ

た。

2・RREオリゴヌクレオチド（ARO。2）は、添加濃度1μMから10μMの濃度で、ヒトT

細胞由来株であるMOLT＃8およびM10細胞に持続的に感染したHIV－1（実験株）のウイ

ルス産生を抑制した。また、HIV－1が潜伏感染したヒトT細胞由来株（CEM）である

ACH－2細胞において、　TNF一αによるウイルスのタンパク質合成を抑制した。一方、添加

濃度10μMにおけるRREオリゴヌクレオチドの細胞に対する傷害性は認められなかった。

3．RREオリゴヌクレオチド（ARO。2）は、

（臨床株）のウイルス産生を抑制した。

ヒト末梢血単核球細胞に感染したHIV－1

53



駿
‘
一
臨
匹
露
・
琴
、
㌔
奇
y

込
藪
多
．
壷
軒
，
熟

　　　　　　　　　　　第3章

ヒトにおけるボルナ病ウイルスの感染に関する研究

第1節小序論

　ボルナ病ウイルス（BDV）は、好神経性のエンベロープウイルスであり・約9000塩基

の1本鎖RNAをゲノムとするnonsegment－negative　strand（NNS）ウイルスである

17．BDVは（Fig．1）に示すように、少なくともヌクレオプ・テイン（P40）・剥暦

ラー也ファクター（P24）、マトリックス（9P18）・エンベ・一プ（9P56）およびポ

リメラーゼ（P180）の5つのタンパク質をコードすることが明らかになっており・ゲノ

ム構造の相同性からラブドウイルス科の狂犬病ウイルスや水萢性・内炎ウイルスとの類似

性が認められる17．しかしながら、BDVは球状（約100　nm）のウイルスであり・核内で

複製するなどラブドウイルスとは異なる点もあることから、現段階では未分類である17。

　ヒトとボルナ病ウイルス（BDV）との関連性に関する研究は・緒に着いたばかりであ

る。これまでのヒトにおけるBDVの疫学調査は、主に蛍光抗体法によりヒトの精神疾患患

者において抗BDV抗体の保有率が高し・と指摘されてきたが・昨年私達とドイツの研究グ

ル＿プは、相次いで精神疾患患者の末梢血単核球（PBMC）において・RT－PCR法により

BDV遺伝子を高率に検出し得ることを初めて報告した1・・33・最近・アメリカの研究グ

ループは、一部の精神疾患患者の脳所見で認められる海馬硬化症を呈した脳組織におい

て、BDVの遺伝子と抗原を検出した18。精神疾患患者のPBMCから・BDVが分離され・そ

の全塩基配列が明らかにされた19。

私達も、これまでに健常者を含め、様々な感染症が疑われる疾患患者におけるBDVの血

清学的および分子疫学的検査を行った．その中で、BDVのゲノムおよび抗体保有率が精神

疾患患者で有意に高いことを確認した52．本研究では・免疫抑制状態にあるヒト免疫不全

ウイルス哩（Hlv－1）感染者および悪性脳腫瘍（ダリオブラストーマ）患者にも高率に

54
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BDVが検出されることを見出した3，53。これらの患者は精神疾患との関連性が認められな

いことから、健常者にも高い頻度でBDVが潜伏感染し、免疫抑制状態においてウイルスが

再活性化していることが示唆された。一方、本研究では日本国内の慢性疲労症候群（CFS

）患者において、BDV陽性率が健常者に比べ、有意に高いことを明らかにした。これらの

CFS患者では免疫抑制は認められないことから、　HIV－1感染者や悪性脳腫瘍（ダリオブラ

ストーマ）患者の場合とは異なる機序によりBDVが活性化している可能性が考えられた・
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Major　ORFs
　t　：　Nucleoprotein　（p40）

11　：　Polymerase　cofactor　（p24）

lll　：　Matrix　protein　（gp18）

IV　：　Envelope　protein　（gp56）

V　：　Polymerase　（pl　80）

Putative　regulatory　signals

＞　：　Transcription　initiation　signa1

6　：Transgriptiony－terr1riinat－ion－

　　polyadenyeation　signal

Fig．1．　Genomic　organization　and　transcription　map　of
the　BDV　genorne　RNA．　Putative　transcription　initiation
signal　（arrow　head）　and　transcription　termination
signals　（circle）　in　the　genome　are　also　indicated．
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第2節HIV－1感染者および悪性脳腫瘍患者におけるBDV感染

1．目的

　BDVに対する抗体陽性率は、健常者に比べ精神疾患患者において有意に高いことが報告

されている7，10，33。しかしながら健常者においても低率ながら抗BDV抗体およびBDVゲ

ノム陽性者は存在する。また、ドイツのグループは、H塵V－1感染者においてBDV抗体の

検出率が健常者に比べて上昇していることを報告している7，8。これらのことから、健常

者においてもBDVは広く潜伏感染しており、生体の免疫力の低下と共にBDVが活性化す

る可能性が考えられる。そこで、HIV。1感染者および一般に免疫抑制状態にあると考えら

れる悪性脳腫瘍（ダリオブラスト・一マ）患者における抗BDV抗体およびBDV遺伝子陽性

率を検討した。

2．材料と実験方法

検体：タイ国のHIV－1感染者177名（無症候性キャリア期127名、　AIDS期に50名）につ

いて、BDV　p24に対する抗体陽性率をEuSAにより検討した。また、脳腫瘍（アストロ

サイトーマ）患者（Grade　1：7名、　Grade　2：9名、　Grade　3：5名およびGrade

4＝16名）より外科手術により摘出された脳腫瘍組織のRNAについてBDV遺伝子の有無

をRT－PCRにより検討した。

　N子生　　的診断　RT－PCR　lプライマーにdigo　d（T）（Pharmacia社）を用いて逆

転写酵素（SuperScript　ll：Gibco－BRL社）によりcDNAを合成し、　AmpliTaq　DNA

polymerase（Perkin　elmer社）によりnested－PCRを行った。　PCRの増幅は、塩基配

列が比較的保存されていると報告されているp24（ポリメラーゼコファクター）領域およ

びP40（ヌクレオプロテイン）領域を標的とした。

　P24領域の1st　PCRには、（＋）センスプライマーとして5’一TGACCCAACCAGTAGACC

A－3v（1387－1405塩基）および（一）センスプライマーとして5’一GTCCCATTCATCCGTTGT

C－3’（1865－1847塩基）を用いた。2nd　PCRには、（＋）センスプライマーとして5L

TCAGACCCAGACCAGCGAA－3「（1　443－1　461塩基）および（一）センスプライマーに、5L
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AGCTGGGGATAAATGCGCG－3’（1834－1816塩基）を用いた。また、　P40領域の1st

PCRには・（＋）センスプライマーとして5璽一GTCACGGCGCGATATGTTTC－3’（242－261塩

基）および（一）センスプライマーとして51－CTTCTTACTCCAGTAAAACGC－3i（989－969

塩基）を用いた。2nd　PCRには、（＋）センスプライマーとして5’一GCCTTGTGT’rrCTATGT

TTG－3’（277－296塩基）および（一）センスプライマーに、5’一・ATTCTTrACCTGGGGACT

CA－3冒（717－698塩基）を用いた。

　PCRの反応条件はプロト：⊇一ルに従った。　PCR産物は1．5％アガロースにて泳動した

後・ゲルを・Hybond－N＋メンブレン（Amersham社）にプロットした。サザンハイブリ

ダイゼーションには・32P標識した合成オリゴヌクレオチド（BDV　p24領域：センスオリ

ゴヌクレオチド；1462－1485塩基、1485－1507塩基および1637－1658塩基、アンチ

センスオリゴヌクレオチド；1　811－1　791塩基、BDV　p40領域：センスオリゴヌクレオ

チド；407－427塩基、アンチセンスオリゴヌクレオチド；611－590塩基）をプローブ

として反応させた。反応像は、BAS　1　OOO（富士写真フイルム株式会社）にて解析した。

PCR産物はpCRTM　llベクター（lnvitrogen社）にクローニングした後、第1章と同様の

方法で塩基配列の決定を行った。

3，結果と考察

　タイ国内の9地域におけるHIV－1感染者127名（無症候性キャリア期60名、　AIDS発症

期67名）について抗BDV抗体陽性率を検査した。その結果、無症候性キャリア60名と

AIDS発症患者67名間では、それぞれ9名（15％）と12名（18％）が抗体陽性であり、ほぼ同

程度であった。そこで・HIV一・　1キャリア間のリスクグループの比較を行うと、性病（STD）

を併発している群に有意な高い陽性率（38％）が認められた。更に、同じチェンマイ市内の

STD陽性HIV－1感染者50名とHIV－1陰性者107名について検索した結果、それぞれ24名

（48％）と2名（1・9％）が抗体陽性であり、STD陽性のHIV・・　1感染者の多くがBDV抗体保有者

であることが明らかになった3。HIV－1感染者の中でもSTDの併発群に特にBDV陽性率が

高くなった原因については現在のところ不明である。STDの併発群では一般に病気の進行

が早いことから、より強い免疫抑制状態である可能性が考えられるが、今後個々の免疫状
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態を把握した詳細かっ経時的な調査が必要であると思われる。

　アストロサイトーマは、その病状によりGrade　1から4にまで分けられる。各検体につ

いて、P24領域およびP40領域を標的としたRT－PCRを行った結果（Fig．2）、最も悪

性であるGrade　4（ダリオブラストーマ）の患者16名中2名にP24のバンドが、また3名

にP40のバンドが検出された（Table　1）。ダリオブラストーマの患者では一般に強い

免疫抑制が認められ、その原因はTGF一β2、インターロイキン10あるいは

prostaglandine　E2といった免疫抑制因子の産生に依ると考えられている69。　HIV－1感

染者の抗BDV抗体陽性率が有意に高かったこと、およびアストロサイトーマの患者群で免

疫抑制状態である可能性が高いダリオブラストーマの患者のみにBDVのmRNAが検出され

たことを考えあわせると、免疫抑制により本来潜伏感染していたBDVが再活性化した可能

性が示唆された。
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Fig．　2．　Nested　RT－PCR　for　the　detection　of　BDV　p40　（A）
and　p24　（B）　RNA　footprints　in　brain　tumors．　The　results
of　representative　brain　tumors　derived　from　7
representative　patients　with　glioblastoma　（p40－positive
＃30　in　lane　5，　＃25　in　lane　7　and　＃31　in　lane　87　p24－

positi▽e　＃18　in　lane　6　and＃24　in　lane　9；　and　nega『ヒive　＃
36　in　lane　4）　or　astrocytoma　（lane　3，　＃i7）　are　shown．

The　products　of　RT－PCR　amplification　of　the　BDV　p40　and
p24　regions　were　resoived　by　agarose　gel
electrophoresis，　then　stained　with　ethidium　bromide．
Sou’ヒhern　blots　are　also　shown．　The　positive　and
negative　controls　were　the　RNA　fractions　from　MDCKIBDV
（lane　1）　and　MDC：K　（1ane　2）r　respec“ヒively．　　DW　means

distilled　water　in　place　of　the　RNA．　MW　indicates　the
size　markers　（φx174　DNA／Hae　エ1エ　fragments）・
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Table　1．　Profiles　of　36　patients　with　glioblastoma　and　their
summarized　results　for　BDV

Patients　Age Sex　Pathological
　　　　diagnosis

BDV　p　24　RNA　BDV　p　40　RNA

Grade　1
－
占
（
∠
へ
」
4
凸
に
J
r
O
『
1Grade　2
　
　
1
↓
■
↓
¶
⊥
－
占
■
⊥
－
占
－
↓

Grade
17
18
19
20
21
Grade
22
23
24

18a
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36

3

4

m
1
6
8
3
5
7

《
」
　
　
【
∠
4
　
　
【
∠
∩
∠

1
1
4
5
　
2
4
4
5

O
Q
／
Q
ノ
ー
占
■
⊥

△
1
4
　
角
」
4

M
M
F
F
F

M
N
F
F
FM
瓦
温
瓦
H
瓦
H
胚
F
F
F
F
F
F

pilocytic　astrocytoma
pilocytic　astroeytoma
pilocytic　astrocytoma
pilocytic　astrocytoma
pilocytic　astrocytoma
pilocytic　astrocytoma
piloeytic　astrocytoma

giant　cell　astrocytoma
astrocytoma
astrocytoma
astrocytorna
astrocytoma
astrocytoma
astrocytorna
astrocytoma
oligoastrocytoma

anaplastic　astrocytoma
anaplastie　astrocytoma
anaplastic　astrocytoma
anaplastic　astrocy’ヒoma
anaplastie　astrocytoma

glioblastoma　multiforme
glioblastorna　multiforme
glioblastoma　multiforme
glioblastoma　multiforrne
glioblastoma　multiforme
glioblastorna　multiforme
glioblastoma　multiforme
glioblastoma　multiforme
glioblastorna　multiforme
glioblastoma　multiforme
glioblastoma　rnultiforme
glioblastoma　multiforme
giant　cell　glioblastoma
glioblastoma　multiforme
glioblastoma　multiforme
glioblastoma　multiforme

十
十

十

一
十
十

a：　recurrent　tumor　after　6　rnonths
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第3節　慢性疲労症候群患者におけるBDV感染

1．目的

　慢性疲労症候群（CFS）とは、これまで健康に生活していたヒトに原因不明の強い全身

倦怠感、微熱、頭痛、筋肉痛と共に精神神経症状等が起こり、長期にこの状態が続いて健

全な社会生活が送れなくなる疾患である。CFSは、時として集団発生が認められること、

またその発症時に咽頭痛、発熱、呼吸器症状などの感冒様症状が多くの症例に認められる

ことなどから、postviral　fatigue　syndromeとも言われており、原因ウイルスを同定

する試みが世界中でなされている。現在までに、コクサッキーBウイルス、EBウイルス、

ヒトヘルペス6型、7型ウイルス（HHV－6、7）、およびヒトT細胞白血病ウイルスII型

（HTLV－11）などがCFSの病因として候補に挙げられている41が、明確な関連は未だ明らか

にされていない。またCFSの症状の一つにうつ症状が挙げられることから、本研究では

BDV感染とCFSとの関連について検討した。

2，材料と実験方法

　検体：日本国内のCFS患者28名（男性16名、女性12名）の血液より得た末梢血単核球

および血漿を用いて分子生物学的診断および血清学的診断を行った。CFSの診断はアメリ

カ合衆国Center　for　Disease　Control（CDC）から1988年26におよび1994年22に提

出されたガイドラインに従って行われた。

　N子生　学的診　　RT－PCR　：分子生物学的診断（遺伝子診断）は末梢血単核球

（PBMC）から抽出したRNAを鋳型とし、　nested　RT－PCR法にて行った。　PBMCは全血

よりFico“一一paque（10779／ml：Pharmacia　Biotech社）にて分離し、　lsogen

（ニッポンジーン社）にてRNAを抽出した。　RT－PCRはEZ　rTth　RNA　PCR　kit（Perkin

elmer社）および逆転写酵素（SuperScript　lI：Gibco－BRL社）、AmpliTaq　DNA

polymerase（Perkin　elmer社）を用いた。　P24領域に対するPCRの増幅は、第2節に

記述した方法に準じた。また、対照として、glyceraldehyde－3－phosphate

dehydrogenase（GAPDH）のPCRを行った。　PCRには、（＋）センスプライマーとして5’一
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GATGCTGGCGCTGAGTACGTCG－3冒（325。346塩基）および（一）センスプライマーとして

5LGTGGTGCAGGAGGCATTGCTGA－3v（521－500塩基）を用いた・またプローブとして

（センスオリゴヌクレオチド1371－390塩基、アンチセンスオリゴヌクレオチド：

435－416塩基）を用い、ハイブリダイゼーションを行った。反応像は、BASI　OOO（富

士写真フイルム株式会社）にて解析した。PCR産物はpCRTM　11ベクター（lnvitrogen

社）にクローニングした後、第1章と同様の方法で塩基配列の決定を行った・

ノブロット法にて行った。抗原として、BDVのP40（ヌクレオプロテイン）・P24（ポリ

メラ＿ゼコファクター）および9P18（マトリックス）の各タンパク質を・大腸菌内でグ

ルタチオン．S一トランスフェラーゼ（GST）融合タンパク質として発現・精製したものを用

いた。

　E〕SAは以下の方法で行った。抗原（5μg／ml）をプレートに吸着させた後、検体

　（ヒト血漿）を100倍希釈した溶液を1次抗体として反応させた。次に、HRP標識抗ヒト

lgG抗体（Jacks・n　lmmun・Research社）を1000倍に希釈した液を2次抗体として反

応させた。さらに、o－phenylen　diamineを基質として発色させ・マイクロプレート

レ＿ダーU－2000（Hitachi社）にて吸光値（OD　492nm）を測定した。

　イムノブロツトは以下の方法で行った。GST融合タンパク質を12および15％SDS－

PAGEにて電気泳動した後、セミドライ法にてPVDFメンブレン（lmmobilon：

Millip。re社）にブ・ットした．1次抗体および2次抗体の反応はELISAtこ準じた・発色は

コ下剃イムノステインHRP－1　OOO（コニカ社）を用いて行った。

3．結果と考察

　国内のCFS患者25名（男性15名、女性10名：年齢19－57才・平均年齢32才）につい

て検討した結果を（Table　2）に示した。　RT－PCRによる遺伝子診断の結果・25名中3

名に陽性のシグナルが検出された。一方、GST－p24融合タンパク質を用いたE〕SAおよ

びイムノブロット法による血清学的診断の結果、6名に抗BDV抗体が検出された。これら

陽性者の中で、遺伝子および抗体が共に陽性であった検体は1例であった・従って漣伝
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Table　2．　Profiles　of　25　CFS　patients　and　their　summarized

results　for　BDV

Patients　Age　Sex　Disease　onset　BDV－p24　RNA Ant二L－BDV一一p24　Ab

四
お
四
製
お
％
鎗
％
％
卸
如
如
佃
偲
即
飢
飢
η
乃
乃
聡
3
0
詣
％
駿

1990．7

1991．5

1994．4

1988．12

1991．12

1994．9

1990．7

1994．1

Around　1988
1993．10

Around　1985
1989．1

1991．9

1992．3

1990．2

1991．6

1995．2

1991．12

1991．1

1994．3

1991．8

1993．2

1991．5

1991．4

1990．4

十

十

十

十

騨
十
一
十
十
一
十
十
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子あるいは抗体が陽性と判定された検体は25例中8例（32％）であった。私達の研究室に

おいて行った献血者のBDV検査では、　BDVの遺伝子陽性率が5％以下であり・抗体陽性率

が1。2％であった結果を考え合わせると、CFS患者におけるBDV陽性率は有意に高いと考

えられた。現在までに私達が報告した国内の精神疾患患者・CFS患者および対照とした健

常者（献血者）のBDVの疫学調査の結果を（Table　3）にまとめた・
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Table　3．　Summarized　results　of　BDV　prevalence

　　　　　Sarnple　number　BDV－p24

Sampies　（location）　RNA
Anti－BDV　p24

　antibody
RNA　and／or

ant　ibody

psychiatrie　60
diseasea　（Sapporo）

CFSb 　25

（Osaka）

Blood　donorc　100
　　　　　　　（Sapporo）

37暑

12暑

S暑

30暑

24暑

1審

52暑

32暑

6Z

a：Kishi　et　aエ．（1995），　b：Nakaya　et　aエ．　（1996），　c：Kishi

et　aZ．（1995）
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第4節　慢性疲労症候群の家族内発症例におけるBDV感染

1．目的

　第3節で認められたBDVの遺伝子、抗体が共に陽性である患者（父親）の家族5名の

内、同患者を含む4名（父親、母親、次男および長女）が、ほぼ同じ時期にCFSを発症し

ていた。そこで、第3節において示唆されたCFSとBDV感染との関連性をより詳細に検討

するため、同家族のBDV検査を経時的（1995年および1年半後の1996年）に行い・

BDVの各抗原に対する抗体の反応性および末梢血単核球中のBDV遺伝子の検出と遺伝子

型の解析を行った。

2．実験方法

　遺伝子診断は第2節と同じ方法を用い、血清学的診断にはGST－p24以外にGST－p40お

よびGST。P16（マトリックスプロテイン：糖鎖が付加されたものを9P18と呼ぶ）を抗原

としたイムノブロット法を行った。

3．結果と考察

　今回検査した家族の構成は以下の通りである。父親46才、母親46才、長男19才・次男

17才および長女14才であり、父親と長女はHolmesのガイドライン（Center　for

Disease　Control：CDC　1988年26）により、1992年3月、1993年8月にそれぞれCFS

と診断された。母親と次男は上記のガイドラインにより1991年7月．　1993年4月にそれ

ぞれCFSの疑いがあると診断されたが、1994年に提出された新しいガイドライン17，22に

より、CFSと診断された。一方、長男はCFSのいずれの症状も認められず、健康であっ

た。各々の病状と病気の推移を（Table　4）にまとめた。

　この家族について、1995年4月と1996年9月に採取した血液を用いて・BDVの検査を

行い、その結果を（Table　5）にまとめた。1995年の検体では、長男を除く4名にBDV

の遺伝子が検出された（Fig．3）。一方、父親および長女は全ての抗原（P40・P24・

p16）で抗体陽性であり、母親は抗P40抗体のみが・また次男は抗P24抗体のみが陽性で
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Table　4．　Sumary　of　signs　and　symptorns　in　a　family　cluster　ot

patients　with　CFS　associated　with　BDV　infec’ヒion

Onset　of　CES

Father

3／1992

Mother

7／1991

Y．　Son

4／1993

Daughter

8／1993

Age　at　the　onset

（years－oZd） 41 “ 13 11

Signs　and　syrnptomsa

Fa’ヒiguability

Mild　fever

Sore　throat

Lyrnphadenopathy

Muscle　weakness

Muscle　disconfort

Headache

Post－exertion

　　　　malaise

Headache

一／＋一

一／一

一一／＋

一／一

＋＋＋／一

＋＋＋／一

一／一

　　　　　　　　　　　　　　　一＋／＋＋＋

　　　　　　　　　　　　　　　　一／－

Migratory　arthralgia　＋／＋

Hyperso㎜↓a

　　　　ロエnSO㎜工a

Scot㎝ata

Forgetfu工ness

工：r：【itabili’ヒy

Confusion

Difficuity　thinkLng

：nability　to

concentrate

Depression

一／一

一＋／＋一

一／一

＋／＋

＋／＋

＋＋／一

＋＋／一

＋＋／＋＋

一／＋＋

一／一

一／・一

一／一

一／一

一／一

一／一

＋／＋

一／＋

　＋／＋

　一／一

一＋／＋

　一／・一

　一／一

　＋／＋

　一／一

　一／一

　＋／＋

＋／＋

一／．b

一＋1＋

　一／一

一一F／＋＋

　＋／．．

　＋／＋

＋一／＋＋

　一／一

一＋／＋＋

　一一　／一

　一／一

＋＋＋1＋

　一／一

　＋／・一

　＋／一

一／＋

　＋／＋

＋＋／＋

一／＋

＋＋／＋

H．＋！＋＋

　＋／一

　一／一

　＋／d一

一＋／＋

＋＋＋／一＋

一＋／＋

一H／一＋

一＋／＋

　＋／一

　一／一

一＋／＋＋

＋＋／＋

＋＋／＋

　一！一

　・一／＋

＋＋／＋

＋＋／一

＋＋／＋

a　Signs　and　sympヒoms　were　exp：ressed　by　fou：r　grades：　一，　no；

＋，　ndid；　＋＋，　slightly　strong；　＋一，　very　strong．　The　results　of

the　highest　signs　and　symptoms　after　the　onset　were　shown　at　leftst

while　the　results　at　the　t　Lme　for　the　examination　of　BDV

infection　were　shown　in　rights．
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Fig．3．　Demonstration　of　BDV　infection　in　a　family
cluster　with　CFS　by　nested　RT－PCR　for　BDV　RNA　in
PBMCs．　The　RNA　exヒracted　from　the　PBMCs　of　father，
mother，　older　（O一一Son）　and　younger　（Y－Son）　sons　and

daughter．　All　of　PBMCs　were　obtained　at　April，　1995　（1
s『ヒ）　and　Sepヒember，　1996　（2nd）．Amp：Lfied　PCR　produc’ヒs

were　resolved　by　1．5g　agarose　gel　electrophoresis
followed　by　Ethidium　bromide　staining，　’ヒhen　southern
hybridized　（A）．　The　positive　and　neqa‘ヒive　con‘ヒrols
were　the　RNA　fractions　from　b4DCKIBDV　and　MDCK，
respectively．　（一）　indicates　destrilled　water　as　the
template　of　RT－PCR，　M。W．　indica『ヒes　the　si2e　marker
（φx　174　DNA　／　Hae　I工工　fraqment）．Arrowhead　indica・ヒes

’ヒhe　expected　size　of　p24　（392　bp）　and　GAPDH　（197　bp），

respectively．　As　an　internal　controZ，　GAPDH　rnRNA　were
arnplified　by　RT一一PCR　（B）．

69



叢
り

～
晦
聖
諸
費
’
‘
診
ノ
罫
ト
・
に
ε
野
選
野
程
葺
謬
轟
£
褐
｝
踏
翼
郵
鉢
翫
ご
器
㌃
詫
、

Table　5．　Summary　of　diagnostic　results　for　BDV　RNA　and

antibodies　in　the　farnily　ciuster　of　patients　with　CFS

Pat工ents p24　RNA anti－p40Ab　anti－p24Ab　anti一一p16Ab

Father

Mother

Older　Son

Younger　Son

Daughter

＋a／＋b

＋1一

一／一

＋／＋

＋／＋

＋／＋

＋／＋

一／一

一／一一

＋／＋

＋1＋

一／一

一一

^一一

＋＋／＋＋

＋！＋

＋1＋

一／一

’1”一

＋／＋

＋1＋

a；　lggs，　b；　lgg6　：　t一・，　no；　＋，　strong；　＋＋r　very　strong．
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あった。長男はいずれの抗原とも反応しなかった。1996年の検体では、父親、次男およ

び長女に遺伝子が検出され、母親からは検出されなかった。また抗体の反応性に変化はな

かった。1995年および1996年に検出されたPCR産物はクローニングした後、塩基配列

を解読した。塩基配列に基づき、系統樹による解析を行った結果（Fig．4）、母親と父

親の遺伝子型は若干異なり、子供2名が、父親と母親の両方の遺伝子型の一部を有するこ

とが示唆された。

　発症時の症状が重く、その後も病態が改善されない父親および長女において・3つの

BDV抗原（p24、　p40およびp16）全てに対する抗体価が長期間上昇していたこと、それ

とは対照的に、発症時の症状が軽く、その後は症状が軽減している母親および次男では一

部の抗原のみに抗体反応が認められたことは、CFSとBDV感染との関連性を考える上で重

要な知見であると思われる。父親および長女では生体内において活発にBDVタンパク質が

産生されていることが示唆され、実際にウイルス粒子が産生されている可能性が考えられ

た。これら2人の末梢血単核球よりBDVp24のmRNAが2回の検査両方で検出されたこと

は、上記の推察を裏付けるものであると思われる。一方、母親の末梢血単核球では初回の

検査においてBDV遺伝子が検出されたものの、2回目の検査では検出限界以下であった。

このことは末梢血単核球においてウイルス量あるいはウイルス抗原発現量が低下している

ことを示唆する。今回CFS患者において遺伝子検査を行うことが可能であったのは末梢血

単核球のみであったため、今後、末梢血単核球以外の細胞、組織におけるBDVの分子生物

学的検査を行い、生体内のBDVの存在場所およびウイルス量とCFS病態との関連性をより

総合的に解析する必要があると思われる。
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p96F－1

p96F－3

p96F－2

Strain　V

p96YS－1

p96YS－2

p96YS－3

p96D－3

p95F－1

p95F－2

p96D－1

p96D－2

p95M－1

p95M－2

He／80

p95D一一3

p95YS－2

p95YS－1

p95D一一2

p95D－1

p95YS－3

p95M－3

WT一’1

Fig．　4．　Phylogeny　of　the　p24　region　of　BDVs　derived
from　4　family　members．　As　a　control，　’ヒhe　p24　sequences
of　horse－derived　BDVs　（Strain　V，　He／80　and　WT－1）　were
also　analyzed．
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第5節　この章のまとめ

1．　HIV－1感染者（タイ国）は非感染者に比べ、　BDV抗体陽性率が有意に高く、特に

　　HIV－1陽性の性病（STD）患者ではその傾向は顕著であった。また、一般に免疫抑

　　制状態であることが報告されている悪性脳腫瘍患者（ダリオブラストーマ）の脳腫

　　瘍組織からもBDV　RNAが高率に検出された。

2．日本国内の慢性疲労症候群（CFS）患者では、健常者と比較し、抗BDV抗体および

　　BDV遺伝子の陽性率が有意に高かった。

3．CFSの家族内集団発症例において、　CFSと診断された患者（両親、次男および長女の

　　4名）は全てBDVとの関連が示された。一方、　CFSのいずれの基準にも該当しない

　　長男はPBMC中のBDVp24遺伝子および抗BDV抗体は陰性であった。
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総括と展望

　一般に病原性の強いウイルスをin　vitroにおいて継代感染させると、弱毒化ウイルス

が出現する現象は広く知られており、実際これを利用して、弱毒生ワクチン開発が行われ

てきた63。レトロウイルスにおいても、ウマ伝染性貧血ウイルス（Equine　infectious

anemia　virus：EIAV）を’n　v’troにおいて継代感染させると、ウイルス血症を起こさな

い弱毒化ウイルスが出現することが報告されている35，65。しかしながら、これら弱毒ウ

イルスがどのような機序で現れるのか、あるいはその遺伝型の背景については不明な点が

多い。

　私達56はこれまでの研究において、感染性分子クローン由来であり、全てのORFが発現

しているNL432株（野生型）を出発ウイルスとし、　in　v’tro継代感染実験を行った結

果、継代と共に細胞傷害性の低いウイルスが出現し、この低細胞傷害性ウイルスが持続感

染の成立に深く関与していることを明らかにしてきた。本研究では、この系において細胞

傷害性の低下をもたらした原因を解析し、その一つがアクセサリー遺伝子であるvρr遺伝

子の欠損にあることを明らかにした。HIV－1日頃は4つのアクセサリー遺伝子（v鼠vpr

vpuおよびnef）が存在するが、以前よりこれらのアクセサリー遺伝子はin　vitro細胞培

養系において、ウイルスの増殖や複製に必須ではないことが報告されている。近年、これ

らアクセサリー遺伝子の機能について様々な報告がなされており、Vρr遺伝子は最初

Heinzingerら24により、ウイルス感染初期段階におけるpreintegration　complexの核

への移行過程に機能することが明らかにされた。一方、Levyら40はVprタンパク質が、

細胞の増殖を停止させることを報告した。また、Rogelら62はさらに解析を進め、　Vprタ

ンパク質が細胞をG2期に集積させ、その結果、　Tリンパ球への持続感染を阻止することを

明らかにした。このことは，本研究で得られた知見を支持する結果である。

　さらに本研究では、変異ウイルスの割合が継代を重ねると共に増加することを明らかに

した。即ち、定量的PCR法による解析により、急性感染期における変異ウイルスの割合は

1代では検出限界以下であるのに対し、4代ではO．10／o、12代では0．4％、さらに20代では
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13・2％と増加した・このことは、宿主である細胞を破壊せずに共存し、子孫ウイルスを産

生し続けることのできる低細胞傷害性のウイルスが、ウイルスにとって有利であることを

示唆する・しかし興味深いことに、このvρr変異ウイルスの割合は、20代以降は増加せ

ず、50代においても13．2％のままであった。また感染細胞が持続感染する割合も、20代

以降では大きく変化しなかった。他のRNAウイルスのin　vitro継代感染において、増殖

に有利な変異ウイルスが出現しても、ある一定の割合で平衡状態となり、それ以上の割合

にはならないことは以前より指摘されている16。感染細胞より放出された子孫ウイルスの

みを回収し・新たな細胞に感染させるといった急性感染のみを繰り返させる本研究の感染

系においては・子孫ウイルスを増やすのに有利であると考えられるvpr変異ウイルスの

割合は全体の1割程度で平衡化したと推察できる。一方、持続感染細胞では、変異ウイル

ス遺伝子をプロウイルスとして持つ割合は相対的に高く、継代4代では1．0％、12代では

10・6％であり・さらに20代および50代ではほぼ全てのウイルスが変異型であった。これ

らの知見を含め、生体内におけるウイルスの伝播様式を考える時、環境が大きく変化しな

い状態では・quasispeciesの平衡状態が保持され、新たに出現した変異ウイルスも、あ

る一定の割合で存続すると考えられる。しかし、環境に変化が起きた場合には、さらにそ

の変化に適応し・かつ子孫ウイルスを持続的に産生し続けることのできる遺伝子型をもつ

ウイルスが・quasispeciesの平衡状態を破って優勢になると考えられる。実際、　HIV－1

の増殖抑制剤であるAZTを感染者に投与すると、極めて早い時期に、薬剤耐性ウイルスが

優勢になると報告されている70，25。

　本研究では・上述したvρrのナンセンス変異ウイルスが、感染者の生体内にも存在する

ことを明らかにした。さらに、この変異ウイルスの割合は、時間の経過と共に大きく変動

することを・同一感染者の経時的な調査により明らかにした。in　vivoのウイルス存在様

式は極めて複雑と考えられるが、少なくとも今回得られたvpr変異が、生体内においても

細胞との共存関係を築くのに適しており、宿主環境の変化に迅速に適応する機序の一つと

考えられる。

　一方・マウスレトロウイルスにおいては、ゲノムの欠失が起こることは既に報告されて

いた。Teminら58，61は、マウスレトロウイルスに見られる欠唇ウイルスの一部は、欠失
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領域の両側にshort　direct　repeat配列が認められるミスアライメント欠失であること

を報告した。本研究においても、HIV。1の継代50代のプロウイルスDNAに、　vifからvpr

にかけて500塩基程度の欠失が検出された。これら訳語領域の両側には、3塩基のshort

direct　repeat配列が見られ、さらに欠失した領域内の両側には6塩基の相補配列が認め

られることから、（Fig．5）に示す様なミスアライメント欠失の分子モデルが考えられ

た。さらに、これらvif－vρr欠失ウイルスは、　MT－4細胞において、複製能および増殖過

程は野生型ウイルスと違いがないものの、細胞傷害性はほぼ消失しており、極めて低細胞

傷害性のウイルスであることが明らかとなった。このことは、vifとvprが細胞傷害性に

おいて直接あるいは間接に関与していることを示唆している。その詳細な機構の解明は、

今後に残された課題である。

　一方、HIV－1感染者の発症を抑制する治療法の開発も進められ、　AZTなどの抗HIV－1

薬剤に加え、ワクチンや遺伝子治療法の開発が進められている。特に、潜伏ウイルスが多

いHIV…1感染者に対しては、ワクチン開発よりも遺伝子レベルで潜伏からの活性化を封じ

込める治療法の確立に期待がもたれる。“intracellular　immunization”とは、ウイルス

複製を阻害、抑制する遺伝子（抵抗性遺伝子）を、標的細胞に導入することにより、その

細胞にウイルスに対する抵抗性を獲得させようとする試みである5。HIV－1感染に対して

も、このようなex　vivo遺伝子治療は様々な形で試みられており、抵抗性遺伝子をCD4陽

性細胞あるいは骨髄幹細胞にウイルスベクター等を用いて導入し、ウイルスの感染を抑制

したとの報告がなされている4。

　現在までにアンチセンス、リボザイム、dominant　negative変異体およびデコイRNA

が抵抗性遺伝子の候補に挙げられ、遺伝子は主にレトロウイルスおよびアデノウイルスを

ベクターとして細胞に導入されている。しかしながら、これらの方法を臨床応用するまで

には、以下のような幾つかの解決すべき問題が残っている。第1に導入効率の問題があ

る。上述した遺伝子導入方法は標的となる細胞を身体から取り出し、遺伝子を導入した後

に再び身体に戻す方法であり、手間およびコストがかかる上に一度に導入できる細胞の数

が制限される。第2に安全性の問題がある。現在使われているウイルスベクターは、ある

程度安全性が確認されているものの、長期に渡る使用例は未だ報告が少なく、試験段階で
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あるということができる。また、dominant　negative変異体等を用いる方法ではそれ自

身の細胞傷害性および免疫性の獲得などの問題をクリアする必要がある。

　本研究で用いたデコイオリゴヌクレオチド法は、30塩基程度のオりゴヌクレオチドを

体内に投与してウイルスの増殖を抑制しようとする試みであり、副作用が少ないこと、ま

た抗AIDS薬であるAZTのように経口投与することも可能であると考えられる。今回、

RREデコイオリゴヌクレオチドARO－1およびARO－2を合成し、　HIV－1感染細胞に添加す

ることによる抗ウイルス作用を検討した。その結果、ARO－2において、ウイルス産生の

抑制効果が認められることが明らかとなった55。抑制効果は細胞およびウイルス株の種類

を問わず有効であり、ヒト末梢血単核球にHIV－1臨床株を感染させた系においても、ウイ

ルスの増殖を抑える効果が認められた。一方、ARO－2とほぼ同じ構造であるARO－1では

この様なウイルス増殖抑制効果は見られなかった。その理由として以下のことが考えられ

る。第1に、ARO－1はRevとの親和性がARO－2に比べて低く、その結果、細胞内におい

てRevとの結合性が十分ではなかったことが考えられる。　ARO－1はARO－2に比べ、

竃’ b浮bb撃?１1構造とループの間にあるステムが1塩基対長いことが、その原因であると推察

される。第2に、ARO・一1はARO－2に比べて安定性が低い可能性が考えられる。　ARO。2

は末端のステムおよびもう一方のループがDNA化されているのに対し、　ARO－1は末端の

ステムのみがDNAであり、ループはRNAのままである。このことが、　RNA分解酵素に対

する抵抗性を低下させる一因となったと推察される。

　MOLT＃8／LAI細胞においては、　ARO－2添加により、　HIV－1のmRNAの転写量は変化せ

ず、ウイルス産生量が低下したのに対し、ACH－2（TNF一α処理）細胞ではHIV－1の全

mRNAの低下が認められ、その結果、構造タンパク質の発現量が減少した。従って、

ARO－2によるHIV－1産生抑制機序としては、ウイルスmRNAの抑制とそれ以降のウイル

スタンパク質発現の段階における抑制が考えられる。これらのことから、ARO－2におけ

るHIV－1産生抑制効果には、少なくとも2つ以上の要因があると考えられる。　Revは一回

スプライスおよび非スプライス型の構造タンパク質をコー・ドするmRNAを細胞質に移行

し、翻訳を誘導する。従って、Revの機能を阻害しても、細胞内のmRNA量には影響を与

えないことが予測される。Revのもう一つの働きに、　HIV－1プレmRNAのスプライシング
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を抑制することが報告されているが、この場合は、Revの機能を阻害することにより・2

回スプライスmRNAのみが蓄積すると考えられる。今回、　HIV。1が潜伏感染している

ACH．2細胞に、　TNF。α処理によるウイルスの再活性を誘導した結果・HIV－1全mRNA

量の低下が認められた現象は、いずれの予想にも矛盾するものである・この原因について

明確な解答を出すには至っていないが、本研究で行ったRevの機能阻害はRRE結合領域の

みをマスクしたものであり、一般にRevを完全に欠損させた系において得られた上記の結

果とは一致しない可能性が考えられる。また、Revは細胞内タンパク質と直接あるいは間

接に作用することが示唆される。これらRev結合性の細胞タンパク質の同定は未だ不十分

であるが、細胞間のこれらRev結合タンパク質の違いが、上記した結果をもたらした可能

性も考えられる。

　RREデコイオリゴヌクレオチドは逆転写酵素阻害剤およびプロテアーゼ阻害剤と同じく

投薬として使用できる可能性を有し、かつ、これらの薬の使用時に見られる耐性ウイルス

が出現しにくい利点を持った物質である。今後、RREデコイオリゴヌクレオチドを、抗ウ

イルス薬として開発するためには、様々な問題を解決する必要がある。その第1歩はウイ

ルス増殖抑制効果を更に上昇させることであり、デコイオリゴヌクレオチドをビタミン等

と架橋し、細胞内取り込み効率を上昇させる試みが必要である。また、scidマウス等を

用いた動物実験を行い、生体内におけるデコイオリゴヌクレオチドの抗ウイルス増殖抑制

効果および安全性を確認していく必要がある。

　一方、蓄積された疫学的情報から、精神疾患との関連性が疑われるBDVについて、更に

広範に検索し、原因不明の他の疾患との関連性、また健常者における潜伏感染の可能性を

検討した。これまでの疫学調査は、主に蛍光抗体法等による抗BDV抗体の検出であり、

ヨーロッパを中心に進められてきた。その結果、ウマ由来のBDVはドイツで分離され・好

神経性のウイルスであることが確認された。近年ではBDVのウイルス学的解析および生

物学的解析が進められ、今年になって、アメリカとドイツのグループから精神疾患患者の

PBMCよりBDVが分離されたとの報告が相次ぎ、ヒト由来のBDVの全塩基配列が決定され

た19。さらに最近、アメリカのグループから精神疾患患者の剖検脳より、BDVの抗原およ
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びゲノムが検出されたとの報告18もなされ、BDVがヒトに感染することを指摘する研究結

果が蓄積されてきた。

　一方、CFSとBDVとの関連については、1992年にドイツのグループが行った血清学的

検査では、その関連性が認められないと報告されていたが9、本研究において、遺伝子検

査と血清学的検査から、CFSとBDVとが関連する可能性が示唆された。この違いについて

は、用いた手法の検出感度によるものか、あるいは同じCFSと診断されても・国により原

因が異なる等の可能性が考えられる。私達の報告以後、同様の調査が他の地域でも行わ

れ、スウェーデンの患者では、ほぼ同様の感染率、一方、アメリカ合衆国の調査ではやや

低い感染率であるとの私信（Dr．　Dobbin、　CDC、アトランタ）を得ている。また・CFSの

発症は、通常散発的であると考えられているが、1989年にアメリカカリフォルニア州の

高校教師が集団で、上気道感染様症状と激しい疲労感に襲われた例や、1990年の湾岸戦

争の際にアメリカ軍兵士の間でCFS様症状が集団発生した例49もある。本研究で見られた

CFSの家族内集団発生例において、　BDV感染との関連が示唆されたことは・CFSの病因お

よび病態を研究する上で重要な知見と思われる。CFSの診断基準は現在のところ、国、地

域あるいは医師によって差があることから、BDV感染が一部のCFS患者の発症要因となっ

ている可能性も考えられる。今後、CFS患者におけるBDVの動態を解析することにより・

CFSの発症あるいは症状とBDV感染との関わりをより明らかにすることができると考え

る。

　さらに本研究では、免疫抑制状態であるヒト免疫不全ウイルス感染者において有意に高

いBDV抗体陽性率を示すこと、また脳腫瘍患者の脳腫瘍組織中にBDV遺伝子が高率に検

出されることを明らかにした。本研究においてBDV遺伝子が検出された5検体は、いずれ

もアストロサイトーマの中で最も悪性のがん患者であるダリオブラストーマ（Grade

4）患者由来であった。ダリオブラストーマ患者では、一般に免疫抑制状態にあることが

報告されており、その原因は、癌細胞自励GF一β2などの免疫抑制因子を産生するためであ

ると考えられている69。上述したCFS患者においても種々の免疫抑制、免疫異常が報告さ

れており36、このことが病態に深く関与することが考えられることから、今後、BDV感染

と免疫抑制との関連を明らかにしていく必要があると考えられる。
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　以上の結果から、外見上神経症状が認められない健常なヒトにおいても、BDVが血液細

胞以外の組織や細胞で潜伏感染状態にあり、免疫の抑制によりBDVが再活性化することが

示唆された。一方、精神疾患患者やCFS患者では免疫の状態に関わらず、　BDVが生体内に

おいて活発に複製していることが推測され、今後、その活性化の機序と病態との関連性を

明らかにすることが必要であると考えられる。
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