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緒 言

レ トロウイルスは動物界に広 く分布するウイ

ルスで,細 胞に感染するとRNAゲ ノムを鋳型 と

してウイルス内の逆転写酵素の働 きでDNAが 合

成され, 2重 鎖DNAの プ ロウイルスの形で宿主

細胞染色体DNAに 組 込まれる.そのプロウイル

スゲノムの遺伝子発現によってウイルスが産生

される1).最 近,数 種の ヒ トのレ トロウイルス

(HTLV-I2).3), HTLV-II4),5), HIV(LAV/

HTLV-III/ARV)6),7), HIV-28))が 発 見され,

 HTLV-Iは 成 人T細 胞白血病の原因ウイルスで

あることが明 らかにされた9)～11). HTLV-IIは

Hairy細 胞 白血病患者か ら分離されたが4),5),未

だ特定の疾患との病因関係は明 らかでない. HIV

は獲得性免疫不全症候群(AIDS)患 者 よ り分離

され,同 疾患の原因ウイルスであることが確定

した6).7).12)。これらのウイルスはヒ トTリ ンパ球

に特 異的に感染 し障害をもたらす13).ま た,サ ル

において も,こ れらヒ トTリ ンパ球親和性レ ト

ロウイルスに近縁なレトロウイルス(STLV-I14),

 SIV15), SRV-116),17), SRV-218)な ど)が 見い

だされている. SIVやSRVは,サ ルの獲得性免

疫不全症候群(SAIDS)19)の 原 因ウイルスとみ

なされ,そ の研究は ヒ トの疫患研究における有

用なモデルになるものと期待 されている.

最 近, Odaら は ヒ トリンパ芽球様株化細胞の

一種 より産生 されるレトロウイルスを見いだし

た20).こ の レトロウイルスは主構造蛋 白質 として

分子量34キ ロダル トン(kDa)の 蛋 白質p34と

Mg2+に よ り活性化される逆転写酵素 を有 してお

り,種 々なヒ トTお よびBリ ンパ球系細胞に感

染す ることが示 されている.本 ウイルスはその

主構造蛋白質p34のN末 端領域ア ミノ酸配列 と

既知 レ トロウイルスのそれとの比較において,

いずれ とも相同性が示 されなかった21).しか し,

最近,本 ウイルスのcDNAク ローニ ング22),お

よびプロウイルスDNAの クローニング23)が行 わ

れ,初 めてその全塩 基配列 と遺伝子構造が決定

された結果23)～25),その塩基配列の一部が リスザ

ルの内在性 レトロウイルスSMRVの 塩基配列の

一部26),27)と高い相同性 を示 していることがわか

った。本 ウイルスはヒト由来細胞か ら分離 され

たことを考慮 してSMRV-Hと 仮 称 されてい

る23～25),しか し, SMRVの 塩 基配列はLTR領

域 とpol遺 伝 子の一部の領域 しか知 られていない

ので,本 ウイルスとSMRVと の 詳細な関係は未

だ明らかでない.

HTLV-Iは その感染細胞とT-細 胞との混合

培養によってのみT-細 胞に感染,ト ランスフォ

ームするが10)
,プ ロウイルスDNAの トランスフ

ェクションによるウイルスの産生は知 られてい

ない.そ れに反して, HIVは 混合培養によって

もプロウイルスDNAの トランスフェクションに

よっても感染が成立する28).本研 究は分子 クロー

ニングされたSMRV-Hプ ロウイルスゲノムの

生物学的活性の解析 を目的 として,プ ロウイル

スゲノムのイヌ胸腺由来細胞お よびヒトリンパ

球系細胞への導入による一時的(transient)お

よび安定(stable)な 遺 伝子の発現を行 い,転 写
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および翻訳産物 であるRNAと 蛋 白質 を解析 し

た,

材 料 と 方 法

1. 細胞, DNA,酵 素,抗 体

イヌ胸腺由来細胞(Cf2Th)と ヒ トリンパ球系

株化細胞(Jurkat)をDNAト ラ ンスフェクシ

ョンの受容細胞 として用いた.ク ローニングさ

れたSMRV-Hの 完 全なプロウイルスゲノムが

含 まれ るプラスミ ドとしてpSMH(図1)を 用

いた.ま た,真 核細胞における選択マーカー と

して, pSV2neo29)に 含 まれ るネオマイシン耐性

(neor)遺 伝 子を用 いた.合 成 リンカー と制限酵

素,大 腸菌アルカ リ・フォスファターゼ(BAP)

は東洋紡績株式会社よ り購入し,ラ イゲー ショ

ンには宝酒造株式会社のライゲー ションキッ ト

を用いた.酵 素反応はそれぞれの至適条件下で

行 った.免 疫学的検出に用いた抗SMRV-H血

清 と抗p34血 清は各々精製ウイルス粒子または精

製p34を ラ ッ トに免疫 して作成 した.ペ ルオキシ

ダーゼ標識抗 ラッ トIgGウ サ ギ抗体はカッペル

社 より購入 した.

2. プ ラ ス ミドの作成

pSMHにneor遺 伝 子 を導入 した(図1).

 pSMHのSal I部 位 に組込むことができるneor

遺伝 子断片を作成す るためにpSV2neoのAcc

 I部 位 をSa1 I部 位 に, Eco R I部 位 をXho I

部位 に変更 した.ま ず, pSV2neoをAcc Iで 切

断,ク レノーフラグメン トで平滑末端 とした後,

合成Sa1 Iリ ンカーをライゲーションした。次

にEco R Iで 切断,ク レノーフラグメン トで平

滑末端 とした後,合 成Xho Iリ ン カー をライゲ

ーションした.こ のプラス ミFをSa1 IとXho

 Iで 切 断 した後,電 気泳動によりneor遺 伝 子を

含むSa1 I-Xho I断 片(3608塩 基対(kb))を

分 離-精 製した.こ れにSa1 Iに よる切断 とBAP

に よ る脱 リン酸化を行ったpSMHを 加 え,ラ イ

ゲー ション反応 を行 った.反 応後,こ の組換 え

DNAで 大 腸菌HB101株 の形質転換を行い30),

ヵナマ イシン耐性のコロニー を選択 した.得 ら

れたクローンからDNAを 抽 出し31),制限酵素切

断 とアガロースゲル電気泳動31)でpSMHにneon

遺伝 子が導入されているかどうか を確かめた.

3. DNAト ラ ン ス フ ェ ク シ ョン

Cf2Th細 胞 に は リン 酸 カル シ ウ ム 法32)を, Jur

kat細 胞 に はDEAE一 デ キ ス トラ ン法33),34)を用 い

た.

図1　 プ ロ ウ イル ス ゲ ノム を含 むプ ラス ミ ド

DNAの 調 製 方法や 組換 えプ ラス ミドの 作成 方

法 は本文 中 に記載 した. gag, pro, pol, env

は ウ イル スが コー ドす る遺 伝 子, LTRは ウ イ

ル スのLong Terminal Repeat ,矢 印→ は ウ

イル スゲ ノム の転 写 方向 を示 す.ま た, SVは

SV40ウ イル ス初 期 遺伝 子プ ロ モー ター, neor

は ネ オマ イ シ ン耐 性 選伝 子,矢 印 → はそ の転

写 方 向 を示 す.

制 限酵 素 の 切 断部 位 は下 記 の様 に 略 記 した.

A: Acc I, B: Bam HI, Bg: Bgl II,

E: Eco RI, S: Sal I, X: Xho I

1) リン酸 カルシウム法

Cf2Th細 胞は7%牛 胎 児血清(FCS)を 含 む

DMEM培 地(日 水製薬)で 培養 した. 10μgの

pSMHま たは10μgのpBR322を0.5mlの リン酸
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カ ル シ ウ ム 溶 液(0.7mM Na2HPO4, 0.7mM

 NaH2PO4, 21mM N-(2-hydroxyethyi)piper

azine-N'-ethanesulfonic acid(HEPES), 120

mMCaCl2, 137mM NaCl, pH 7.12)の な か で

沈 澱 させ,こ の 沈 澱 物 を 直 径5㎝ の シ ャ ー レ に ま

い た5×105個 の 細 胞 と4時 間 接 触 させ た. 15%

グ リセ ロー ル を含 むPBS(137mM NaCl, 27mM

 KCl, 11mM Na2HPO4, 15mM KH2PO4)で

1分 間 処 理 した 後,血 清 を含 む 培 地 で48時 間 培

養 し た.

図2　 プロウイルスDNAの ヒ トリンパ球系細胞へ

のトランスフェクションによる形質転換細胞

の樹立方法

2) DEAE-デ キス トラン法による形質転換細胞

の樹立(図2)

Jurkat細 胞 は10% FCSを 含むRPMI 1640培

地(日 水製薬)で 培養 した.対 数増殖期にある

1×107個 のJurkat細 胞 を血 清 を含 ま な い

DMEM培 地で一度洗浄した後, 250μgのDEAE

-デ キス トラン(diethylaminoethyl-dextran
,

 SIGMA)を 含 む1mlのDMEM培 地に懸濁した.

 Sa1 Iで 線 状化 した25μgのpSMHneoを 加 え

37℃ で1時 間加温 した.培 地で一度洗浄後10%

 FCSを 含むRPMI 1640培 地 で培養 した. 481時間

後, 96ウ エ ルのマイクロ ・タイター ・プレー ト

にlウ エルあた り2×104個 の細胞密度で接種す

るとともに, G-418 sulfate29) (Geneticin(R),

 GIBCO)を1mg/mlに な るように加え選択 を開始

し た. 10～14日 後,増 殖 可 能 な細 胞 を確 認 し,

培 養 を5mlに 拡 大 した.

4. 間 接 酵 素 抗 体 法35)

ス ラ イ ドグ ラ ス 上 に 増 殖 したCf2Th細 胞 に,

リン酸 カ ル シウム法 に よ りpSMHま た はpBR322

を導 入 し, 48時 間 後 継 胞 を ア セ トンに よ り固 定

した.一 次 抗 体 と して50倍 希 釈 した抗SMRV-H

血 清,二 次 抗 体 と して160倍 希 釈 した ペ ル オ キ シ

ダー ゼ 標 識 抗 ラ ッ トIgGウ サ ギ 抗 体 を室 温 で1

時 間 反 応 させ た. PBSで 洗 浄 後, 0.2㎎/ml 3, 3'

-diaminobenzidinete trahydrochloride(DAB)

と0.005% H2O2, 50mM Tris・HCl(pH 7.5)

を含 む 溶 液 中 で発 色 反 応 を行 っ た,

5. 核 酸 の 抽 出

細 胞 か ら の 高 分 子DNAの 抽 出 はProteinase

K法31)で 行 った.

RNAの 抽 出 はLiC1/Urea法36)で 行 っ た.ま

ず, 5×106個 の 細 胞 を遠 心 し て集 め, 1.4mlの3

M LiClと6M Ureaを 含 む 溶 液 に 懸 濁 し,ボ

ル テ ッ ク ス ・ ミキ サ ー に て 強 く攪 は ん し た後,

氷 中 に 一 昼 夜 お い た.遠 心 に よ りRNAを 集 め,

 150μlの0.5% sodium dodecyl sulfate(SDS)

と10mM Tris・HCl(pH 7.6)を 含 む 溶 液 に 溶

解 した.等 量 の ク ロ ロ ホ ル ム を加 え攪 は ん し た

後,水 層 のRNAを エ タ ノー ル で 沈 澱 し, 10μlの

水 に 溶 解 した.

6. ハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョ ン

1) サ ザ ン ・ハ イブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法31)

細 胞 か ら抽 出 した10μgの 高 分 子DNAを, Eco

 RIま た はHind IIIで切 断 し た後, 0.8%ア ガ ロー

ス ゲ ル 電 気 泳 動 した31). DNAを 変 性 溶 液(0.5

MNaOH, 1.5M NaCl)で 処 理 し た 後,ト ラ

ン ス フ ァー 溶 液37)(0.25M NaOH, 1.5M NaCl)

でナ イ ロン ・メンブラ ン(Hybond-N, Amersham)

に トラ ン ス フ ァ ー した.ニ ッ ク トラ ン ス レー シ

ョン 法38)に よ り 〔α-32P〕dCTPで 標 識 した プ ロ

ー プ(図4 . (A))と ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 用

溶 液(6×SSC(900mM NaCl, 90mM sodium

 citrate, pH 7.0), 0.5% SDS, 5×BFP(0.1%

 Ficoll 400, 0.1% polyvinyl pyrrolidone, 0.1

% bovine serum albumin(BSA)), 10mM

 ethyienediaminetetraacetic acid(EDTA,

 pH 8.0), 100μg/ml salmon sperm DNA)の 中
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で, 68℃ の 条 件 で18時 間 ハ イ ブ リダ イ ズ し た.

メ ン ブ ラ ン を6×SSCと0.1% SDSを 含 む 溶 液

中 で,次 に, 2×SSCと0.1% SDSを 含 む 溶 液

中 で, 68℃ の 条 件 で 洗 浄 し オ ー トラ ジ オ グ ラ フ

ィ ー を行 っ た.

2) ノザ ン ・ハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョ ン 法31)

細 胞 か ら 抽 出 し た15μgのRNAを660mM

 formaldehydeを 含 む1%ア ガ ロ ー ス ゲ ル 中 で

MOPS溶 液(200mM 3-〔N-morpholino〕

propanesulfonic acid(MOPS, pH 7.0), 50mM

 sodium acetate, 10mM EDTA)を 緩 衝 液 と し

て 電 気 泳 動 した, RNAを10×SSCに てナ イロ ン ・

メ ン ブ ラ ン に トラ ン ス フ ァー し た後,上 記 の プ

ロ ー ブ(図4. (A))と ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ

ン 用 溶 液(50% formamide, 5×SSC, 50mM

 sodium phosphate(pH 6.8), 1×BFP, 1

% glycine, 100μg/ml salmon sperm DNA)中 で,

 45℃ の 条 件 で14時 間 ハ イ ブ リダ イ ズ し た.メ ン

ブ ラ ン を2×SSCと0.2% SDSを 含 む 溶 液 で室

温 で 洗 浄 後, 0.1×SSCと0.2% SDSを 含 む 溶 液

で50℃ で 洗 浄 し,オ ー トラ ジ オ グ ラ フ ィ ー を行

っ た.

7. 蛋 白質 の 電 気 泳 動 とp34の 免 疫 学 的 検 出

107個 の 細 胞 を200μlの10mM Tris・HCl

(pH 8.0), 140mM NaCl, 3mM MgCl2, 1mM

 dithiothreitol(DTT), 2mM phenylmethyl-

sulfonyl fluoride(PMSF), 0.5% NonidetP-

40を 含 む 溶 液 に 懸 濁 し,ボ ル テ ッ クス ・ ミキ サ

ー に て 強 く攪 は ん し た .氷 中 に20分 間 放 置 した

後, 12,000×g, 4℃ で, 5分 間 遠 心 し,得 ら れ

た上 清 に67μlの1 M sucrose, 8% SDS, 250

mM Tris・HCl(pH 6.8), 0.01% bromophenol

blue, 5% 2-mercaptoethanolを 含 む 溶 液 を加

え た.沸 騰 水 中 で3分 間 処 理 した 後,蛋 白質 を

12.5%の ゲ ル 濃 度 のSDS-ポ リア ク リル ア ミ ドゲ

ル 電 気 泳 動(SDS-PAGE)39)を 行 っ て 分 離 し,

ニ トロ セ ル ロー ス.メ ン ブ ラ ン(TM-2, 0.45μm,

東 洋 科 学 産 業 株 式 会 社)上 ヘ ウ エ ス タ ン ・プ ロ

ッ トし た.40).プ ロ ッ テ ィ ン グ は12.5mM Tris・

HClと96mM glycineを 含 む 溶 液 中 で トラ ン ス

プ ロ ッ ト装 置(Bio-Rad)を 用 い, 48V, 4℃ の

条 件 で12時 間 行 っ た.プ ロ ッ テ ィ ン グ後 ニ トロ

セ ル ロー ス.メ ン ブ ラ ン を3% BSA, 10%正 常

ウサ ギ血 清 を含 むTBS(10mMTris・HCl

(pH 7.5), 150mM NaCl)の なかに移 し,室 温

で3時 間振 とうした.一 次抗体 として50倍 希釈

した抗p34血 清,二 次抗体 として100倍 希釈 した

ペルオキシダーゼ標識抗ラットIgGウ サ ギ抗体

を37℃ で1時 間反応させた. 0.05% Tween20を
なご

含むTBS(TTBS)で 洗浄後, 0.5mg/ml 4-

chloro-1-naphtbolと0.165% H2O2を 含 む

TBS中 でペルオキシダーゼによる発色反応を行

った.

結 果

1. プ ラ スミドの作成

pSMHは,本 ウイルスの完全なプ ロウイルス

ゲノム(LTR-gag-pro-pol-env-LTR, 8785bp)

を含 むほか, 5'LTRに 隣接 して約1280bp, 3'LTR

に隣 接して約200bpの ヒ トリンパ芽球様株化細胞

由来DNAを 含 む.プ ラスミド全体 としては14.3

kbの 大 きさとなる, pSMHに 真核細胞 内におけ

る選択マーカーとして働 くpSV2neo由 来 のneor

遺伝 子 を図1に 示すような方法で導入 した.こ

の遺伝子(aminoglycoside phosphotransferase

3'(II))は 真核細胞内においてSV-40初 期 遺伝

子プロモー ターよ り転写されることにより登現

される.本 来G-418は 真核細胞に対 し毒性 を示

すが, neor遺 伝 子が発現されるとこの遺伝子産物

の作用によ り細胞はG-418耐 性 となる29). pSMH

のSa1 I部 位 に導入できると共に構築 されたプ

ラス ミドのSa1 I部 位 が1カ 所 となるよう, neor

遺伝 子断片の両端 を合成 リンカーによりSa1 I

部 位 とXho I部 位 とに 変更 した.得 られ た

pSMHとneor遺 伝 子 とによる組換え体 を制限酵

素により分析 した ところ, pSMHにneor遺 伝 子

がひ とつ導入されたプラス ミドが得 られた. neor

遺伝 子の転写方向が ウイルスゲノムの転写方向

と逆向きの ものをpSMHneoと した(図1).

 pSMHneoの 大 きさは17.8kbで あ る.

2. 間接酵素抗体法によるウイルス抗原の検 出

pSMHを 細 胞に トランスフェクションし, 48

時 間後 ウイルス抗原の発現を調べた.用 いたCf2

Th細 胞は本 ウイルスの感受性細胞であることが

示 されている,ト ランスフェク トされたプラス

ミドDNAの 大部分は核 内で染 色体に組込まれる
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こ となくミニクロモソーム として存在 し41),数日

で消失す ると考えられている.こ の間導入され

た遺伝子は,一 時的(transient)にmRNAに 転

写・発現 され ることが期待される.抗SMRV-H

血清 を用 いて免疫学的に染色した ところpSMH

を トランスフェクトした細胞では,そ の1.1%の

細胞において細胞質が染色 された(図3 (A)).

染色 の程度は各々の細胞において異なった.ま

た,抗 原陽性細胞 と陰性細胞の形態的差異は認

め られなかった.対 照 としてpBR322を トランス

フェク トしたものではどの細胞 も染色 されなか

った(図3 (B)).以 上 から, pSMHに 含 まれ

るプ ロウイルスゲノムは感受性細胞内において

ウイルス抗原 を発現 しうるこ とが示された.

図3　 間接酵素抗体法によるウイルス関連抗原の検出

イヌ胸腺由来細胞(Cf2Th)にpSMH(A).ま たはpBR322 (B)を トランスフェクションし抗SMRV
-H血 清 を用いた間接酵素抗体法で検出した. (A)に は抗原陽性細胞が検出され, (B)に は検出されな

い.

3. DNAト ランスフェクションによる

形質転換細胞の樹立

DNAト ランスフェクション法によりプロウイ

ルスゲノムが細胞内で安定に保持 されている形

質転換細胞の樹立をヒ トリンパ球系細胞である

Jurkat細 胞 を用いて試みた.本 ウイルスはヒ ト

リンパ芽球様株化細胞よ り分離されたウイルス

であ り,ま た, Jurkat細 胞 に感染することがで

きることから, DNAの 受容細胞としてJurkat

細 胞 を選んだ.供 与DNAと してはプロウイルス

ゲノム並びに選択マーカー となるneor遺 伝 子 を

含むpSMHneoをSa1 Iで 線状化 した ものを用

いた. DNAト ランスフェクション後, pSMHneo

が安 定に保持 されてい る形質転換細胞だけがG

-418を 含む培地で増殖す ることができる.選 択

に用いたG-418濃 度(1mg/ml)は,ト ランスフ

ェクションを行っていないJurkat細 胞が10日 間

で死滅する量 として予め決定 した.

まず,リ ン酸カルシウム法によりpSMHneoを

トランスフェクションし,形 質転換細胞の樹立

を試みたが, G-418耐 性 形質転換細胞は得 られな

かった.次 にDEAE-デ キス トラン法によりトラ

ンスフェクションした(図2). DEAE一 デ キス ト

ランの濃度は,ト ランスフェクション48時 間後

の細胞の生存率(ト リパンブルーで染色後算定)

が41%と な る250μg/mlを 採 用 した.選 択 を開始

してから10～14日 後, G-418耐 性細胞が コロニー

として観察 された.形 質転換細胞の形態は もと

のJurkat細 胞 と同 じもの,細 胞の大 きさが巨大

化 したもの,大 きさは変わらないが細胞どうし
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が密接 して全体で房状 となったものの3種 類に

分けることができた.形 質転換細胞の出現頻度

は9.6×105個 の細胞あたり1個 の割合 であった.

得 られた形質転換細胞をG-418非 存在下で2ヵ

月間培養 した後, G-418存 在下に戻 しても全ての

細胞において増殖は可能であった.こ れは形質

転換細胞においてpSMHneoが 安 定に保持され

ていることを示す ものである.

4. 形質転換細胞におけるプロウイルスゲノム

の存在様式の解析

形質転換細胞におけるプロウイルスゲノムの

存在様式 をサザン ・ブロッティング法により解

析 した(図4).プ ロウイルスゲ ノムがその内部

で組換えを起 こさず完全 な形で存在 していると

きには図4 (A)に 示 すごとく, EcoR I切 断

では8.3kb, Hind III切断 では5.0kba)サ ブ ゲノ

ムフラグメン トが認め られ るはずである.実 際,

細 胞より抽 出した高分子DNAに つ いて調べたと

ころ,得 られた15個 の形質転換細胞のうち3F9と

4H1と を除き全ての細胞においてウイルス産生ヒ

トリンパ芽球様株化細胞 と同様,プ ローブと特

異的にハイブ リダイズするバン ドが見いだされ

た.ま た,バ ン ドの大 きさはEcoR I切 断 では

8.3kb Hind III切断 では5.0kbと な っていた(図

4 (B), (C)).従 って,こ れ らの形質転換細

胞においては完全 なプロウイルスゲ ノムが存在

していることが示 された.ま た,細 胞によ りバ

ン ドの濃さが異なることか ら含 まれ るゲ ノムの

コピー数が異なることがわかった。 コピー数が

最 も多い細胞(4B10)に は最も少ない細胞(4F3)

に比べて10数 倍 の数のコピーが含まれている,

 3F9と4H1に おいてはJurkat細 胞 と同様,い か

なるバン ドも見いだされなかった.ま た, 4A4に

おいてはEcoR I切 断 で4.8kb, Hind III切断 で

5.2kbの バ ン ドも認められるのでプロウイルスゲ

ノム内部 においても組換えが起 こったことがわ

かった.

図4　 形 質 転換 細 胞 に お け るプ ロ ウ イル スDNAの

サ ザ ン ・プ ロ ッテ ィ ン グ法 に よ る解 析

(A)プ ロ ウ イル スゲ ノムの 制 限 酵素 地 図(a),

ハ イプ リダ イゼー シ ョ ンに用 い た プ ロー ブの

位 置(b),お よび,完 全 な ウ イル ス ゲ ノム が

組 込 まれ た とき検 出 され るサ ブゲ ノムEcoR I

フラ グメン トお よび サブ ゲ ノムHind IIIフラグ

メ ン トを示 す(cお よびd) .制 限酵 素 の 切 断

部位 は次 の よ うに 略 した.

B: Bam HI, E: Eco RI, H: Hind III

(B), (C)形 質転 換 細胞 よ り調 製 した高分 子

DNAをEco RI(B)ま た は, Hind III(c)

で完 全 に切 断 した.電 気 泳 動後 サ ザ ン.ブ ロ

ッ トしハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョン を行 っ た｡各

レー ンの記 号 は各 々 の形 質転 換 細 胞 の名 前 を

示 す.

5. 形質 転換細胞におけ るウイルスRNAの

発 現

形質転換細胞におけるウイルスRNAの 発現の

有無,並 びにその大 きさを調べ るために,抽 出

した全RNAを ホルムアルデヒド・アガロースゲ

ル電気泳動 した後,ノ ザン・プロッティングし,

ウイルスに特異的 なDNA(図4 (A))を プ ロ

ーブとして解析 した(図5)ウ イルス産生 ヒト

リンパ芽球様株化細胞においては35Sの 大 きさの

RNAが 発 現 していることが知 られている帆 完

全なプ ロウイルスゲノムを保持 している形質転

換細胞において も35S RNAが 発 現 していること

が示された(図5),そ の 発現量は形質転換細胞
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に保持 されているプロウイルスのコピー数に相

関 していた.プ ロウイルスゲ ノムが存在 してい

ない形質転換細胞(3F9, 4H1)に お いてはJurkat

細 胞 と同様,ウ イルスに特異的なRNAの 発現は

み られなかった.

図5　 形質転換細胞におけるウイルスRNAの ノザ

ン・プロッティング法による解析

形質転換細胞から抽出したRNAを 電気泳動

後,ノ ザン.プロットし,図4 (A)で 示 した

プローブとハイプリダイゼーションを行った.

矢印←は35Sの 位置を示す.各 レーンの記号は

各々の形質転換細胞の名前を示す.

6. 形質 転換細胞におけるウイルス蛋白質

の発現

形質転換細胞におけるウイルス蛋 白質の発現

を調べるために抽出した蛋白質をSDS-PAGEで

分離後,ウ エスタン・プロッ トした ものを抗p34

血清 を用いて解析 した(図6).こ の抗血清はウ

イルス産生ヒ トリンパ芽球様株化細胞において,

主 にp34を 認識するが21),約75kDaの 蛋 白質 とも

反応する.完 全 なプロウイルスゲノムが保持 さ

れている形質転換細胞においては,抗 体に特異

的に反応するバンドとして, p34に 相 当する34kDa

の もの以外に75kDa, 47kDa, 37kDaの 大 きさ

の蛋 白質のバン ドが認め られた.特 異的な蛋 白

質全体 としての発現量はウイルスのコピー数(図

4)と, RNAの 発 現量(図5)と に相関してい

た.各 々の蛋白質の発現状態は細胞によ り異な

るが, 75kDaの 蛋 白質のみ発現 されているもの

(4D6, 4D12), 75kDaと47kDaの 蛋 白質が発現

され ているもの(4F4, 4F5), 47kDa, 37kDa,

 34kDaの3種 類の蛋白質が発現されているもの

(4B1, 4F1, 4F3),全 ての蛋白質が発現 されて

いるもの(4A4, 4A10, 4B10, 4D5, 4E1, 4E3)

に分 類できる.ブ ロウイルスゲノムが存在 して

いない細胞(3F9, 4H1)に お いてはJurkat細

胞 と同様,抗 血清に特異的に反応する蛋白質は

認め られなかった.

図6　 形質転換細胞におけるウイルス蛋白質のウエ

スタン ・ブロッティング法による解析

形質転換細胞から抽出した蛋白質を電気泳動

後,ウ エスタン・ブロットし抗p34血 清を用い

て解析した.各 レーンの記号は各々の形質転

換細胞の名前を示す.抗 血清に特異的に反応

する蛋白質を矢印←で示す.

考 察

最近,数 種のヒ トレ トロウイルスが発見され,

 HTLV-I2).3)お よ びHIV(LAV/HTLV-III/

ARV)6),7)は それぞれ成人T細 胞 白血病9)～11)およ

び獲得性免疫不全症候群(AIDS)6).7),12)の 原 因

ウイルスであることが確定され,そ れらの発症

機序の解明 と治療法の開発が強 く望 まれている.

 Odaら は ヒ トリンパ芽球様株化細胞の一種より

産生 されるレトロウイルスを見いだし20),その 細
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胞内DNAに 組 込まれているプロウイルスゲノム

をクローニングして23),その全塩基配列を決定 し

た23)～25).本研 究はクローン化プ ロウイルスゲノ

ムの生物活性 を明らかにす るために,そ のプロ

ウイルスゲノムをヒ トリンパ球系株化細胞やそ

の他の細胞へDNAト ランスフェクションするこ

とによって細胞内に導入 し,ウ イルス遺伝子の

発現 を解析 した.細 胞に導入 した遺伝子の発現

を観察する時,一 時的(transient)な 発現 を見

る場合 と,安 定(stable)な 発現 を見 る場合があ

る35).前者 は短期間で発現を観察することができ

るが,詳 細な解析は困難である.逆 に後者は詳

細な解析は可能であるが解析に用いる形質転換

細胞を樹立するために長期間を要す る.本 研究

においては両者の場合について検討 した.

まず,プ ロウイルスゲ ノムを導入 した細胞に

おいて,一 時的な抗原の発現を観察 したところ

1.1%の 細胞においてウイルス抗原の発現が示さ

れた(図3).各 々の細胞によりその発現量が異

なるのは導入されたプロウイルスゲ ノムのコピ

ー数が異なるため と考 えられる
.ま た,抗 原陽

性細胞の割合が1.1%と 他の遺伝子導入例42)と大

差がないことと時間的経過 を考慮 して,こ の抗

原は導入 されたプロウイルスゲノムから一次的

に発現 された ものであ り,レ トロウイルスの二

次的感染 によるものではない と考えられ る.

次 に,プ ロウイルスDNAを 安 定に保持した形

質転換細胞 を樹立す るため,ク ロー ン化プロウ

イルスゲノム とネオマイシン耐性遺伝子 を含む

組換 え分子を構築 し,こ れをDEAE-デ キス トラ

ン法.で細胞に導入 した後, G-418で 選択 を行 っ

た29)(図2).樹 立 された形質転換細胞のDNA

をサ ザン ・プロッティング法に より解析 した と

ころ,い ろいろなコピー数のプロウイルスDNA

が細 胞内に存在 していることがわかった(図4).

用 いたDNAの 抽 出はプロウイルスDNAの 導 入

後2ヵ 月たって行 ったものであ る.従 って,プ

ロウイルスDNAが 細胞内で安定に複製 ・保存さ

れていることが強 く示唆される.

完全 なブロウイルスゲノムが存在する形質転

換細胞においては,ウ イルス産生 ヒ トリンパ芽

球様株化細胞 と同様に35SRNAが 発 現されてい

ることが示 された(図5).今 まで知 られてい る

レ トロウイルスにおいて,ゲ ノムRNAの 大 きさ

は34～38Sで あ るということか ら1),11),43)～45),今

回示された35SRNAは 本 ウイルスのゲノムRNA

と考 えられる.ま た,蛋 白質に関してはウイル

ス産生ヒ トリンパ芽球様株化細胞と同様,主 構

造蛋 白質であるp34の 発現がみられたが,そ れ以

外に75kDa, 47kDa, 37kDaのp34関 連 蛋白質の

発現が示 された(図6).レ トロウイルスにおい

てはgag蛋 白質前駆体 として63～78kDaの 蛋 白

質が存在するこ と1),46)～49),特に一部の塩基配列

において本ウイルスに高い相同性 を示すSMRV

で は72kDaのgag蛋 白質前駆体が存在す るこ

と50),また,ウ イルス産生 ヒ トリンパ芽球様株化

細胞においてp34関 連 蛋白質として75kDaの 蛋

白質が発現されていることか ら,今 回示された

95kDaの 蛋 白質はgag蛋 白質前駆体 と考えられ

る.さ らにSMRVに お いては, gag蛋 白質前駆

体の中間分解産物 として47kDaの 蛋 白質が同定

されているということから50),今回示された47kDA

の蛋 白質は前駆体の中間分解産物の可能性が強

い.し かし, 37kDaの 蛋 白質に関しては中間分

解産物かどうかは推定 しがたい.

以 上の結果から,ウ イルス遺伝子産物の転写,

翻訳,お よびその修飾は本プロウイルスゲノム

の トランスフェ クションに より樹立 された形質

転換細胞内において も行われていると考えられ

る.し か し,電 子顕微鏡によ り観察 した ところ,

どの形質転換細胞においてもウイルス粒子の産

生はみ られなかった.ウ イルス遺伝子産物 と考

えられるp34関 連 蛋白質全体 としての発現量はウ

イルス産生 ヒトリンパ芽球様株化細胞 とあま り

差がないに もかかわ らず,ウ イルス粒子形成が

認め られない原因は現在の ところ不明である.

 HTLV-Iに おいて もプロウイルスDNAの トラ

ンスフェ クションに よるウイルスの産生は知 ら

れていない.そ の原因追求はウイルス形成の機

序の解明にも大 きく関わることなので,今 後の

研究に委ねたい.

マ ウスやニワ トリのレ トロウイルスにおいて

は,分 子生物学的手法を用いてプロテアーゼ領

域の意味付け51),エ ン ドヌクレアーゼ領域の同

定52),ゲ ノムRNAの パ ッケージングに必要な領

域の同定53)など,ウ イルスの生物活性 に関す る多
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くの研究がなされて きた.さ らに,ク ローン化

されたウイルスDNAを 利 用 してレトロウイルス

ベ クターが開発 され54),その応用が遺伝子治療の

面で も高 く評価 されている,本 研究においては

ヒ トリンパ芽球様株化細胞の産生す るレ トロウ

イルスの性状解析のひ とつとして分子 クローニ

ングされたプロウイルスの ヒトリンパ球系細胞

内におけ る遺伝子発現を調べた ところ,ク ロー

ン化 プロウイルスゲノムがRNAな らびに蛋白質

の生成において生物活性 を有 しているというこ

とが示された.こ のことは,本 ウイルスがレ ト

ロウイルスベ クター,特 に ヒトリンパ球系細胞

へ遺伝子導入のできるベ クター として応用でき

る可能性 を示唆している.

結 語

1. 分子 クローニングされたSMRV-Hプ ロウ

イルスゲノムの生物学的活性を調べ るために,

本 プロウイルスを含む組換 えプラス ミドクロ

ーン(pSMH)お よびさらにそれにネオマイ

シン耐性遺伝子 を組込んだ組換 えブ ラスミ ド

クロー ン(pSMHneo)をDNAト ラ ンスフェ

クション法によ りそれぞれイヌ胸腺由来株化

細 胞(Cf2Th)と ヒ トリンパ球 系株化 細胞

(Jurkat)に 導 入 し,ウ イルス蛋白質の発現,

お よび本プロウイルスゲノムの細胞DNAへ の

組込みとその遺伝子発現によるmRNAと 蛋 白

質の生成を調べた.

2. Cf2Th細 胞にpSMHを トランスフェクショ

ンし,間 接酵素抗体法により蛋白質の一時的

(transient)な 発現 を調べ たところSMRV-H

関連 抗原の発現が示 された.

3. Jurkat細 胞にDEAE-デ キ ス トラン法によ

りpSMHneoを トランスフェクションし, G-

418で 選択することに よりブ ロウイルスDNA

が安定に保持された形質転換細胞を樹立した.

さらにサザ ン.ブ ロッティング法によりプロ

ウイルスDNAの 細胞DNAへ の組込みを証明

し,そ の存在形式 を解析 した。

4. 完全 なブロウイルスゲノムが保持 されてい

る形質転換細胞についてノザ ン ・ブロッティ

ング法によりRNAを 解 析 したところ,ウ イル

スゲノムに相当する35SRNAの 発現が示され

た.ま た,ウ エスタン ・プロッティング法に

より蛋白質 を解析 したところ,ウ イルス主構

造蛋 白質p34並 びにp34関 連 蛋白質の産生が

示 された.

5. 従 って,イ ヌおよびヒ ト細胞へ導入された

クロー ン化プロウイルスゲ ノムはウイルスの

RNAと 蛋 白質の発現において,生 物学的活性

を有 していることが示 された.さ らに,本 プ

ロウイルスは,ヒ トリンパ球系細胞へ遺伝子

導入ので きるベ クター として応用で きる可能

性が示唆された。

本研究の遂行および論文の作成にあたり終始,御

指導と御校閲を賜 りました恩師,小 田琢三教授に深

く感謝いたします,ま た,実 験遂行,論 文作成にあ

たり終始快 く御協力いただきました教室の皆様に心

から御礼申し上げます.
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Gene expression of a cloned provirus genome transfected
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To clarify the biological activity of the cloned provirus genome of a retrovirus produced in 

a human lymphoblastoid cell line, the cloned genome was introduced into cultured cell lines by 

DNA transfection techniques, and the viral gene products were analyzed. The transient 

expression of virus-related antigens was detected immunocytochemically in a canine thymus 

cell line two days after the introduction of the cloned provirus genome. Stable transfectants 

of a human lymphoblastoid cell line (Jurkat) were established by introducing recombinant 

molecules constructed with the provirus genome and neomycin resistance gene and by select

ing with G-418. Southern blotting analysis showed that the full-length provirus genome was 

integrated into these cellular DNA. The provirus genome-containing transfectants were 

shown to express 35S RNA, which was thought to be viral genome RNA, by Northern blotting 

analysis. Western blotting analysis showed that the viral major structural protein p34 and p34
-related proteins were expressed in these transfectants . These data indicate that this cloned 

provirus genome encodes viral RNA and proteins and suggest that this provirus genome could 
be useful for the introduction of various genes and the analysis of their expression in human 

lymphoblastoid cell lines.


