
SMRV LTR関 連 ヒ ト遺 伝子 の クロー ニ ング と構 造解 析

リスザル レ トロウイルスLTR関 連 ヒ ト遺伝子の

分子 クローニ ング と構造 解析

岡 山大 学 医学 部癌 源研 究施 設生 化 学部 門(詣 導:小 田琢 三教 授)

長 尾 一 孝

(平成 元年3月23日 受稿)

Key words:ヒ ト内在性 レ トAウ イ ル ス,リ スザ ル レ トロウ イル ス,

 Long terminal repeat,分 子 クローニ ング

緒 言

レ トロウイルスは綱 胞 に感 染後 そのゲ ノムRNA

が逆転 写酵 素 でDNAに 変 換 され,宿 主染 色体

DNAに プ ロ ウイ ル ス と して組 込 まれ る.こ の挿

入プ ロウイル スDNAよ1)ゲ ノムRNAお よびウ

イルス構 成 蛋 白質mRNAが 転 写生 成 されてウイ

ルス粒 子が 形 成 され る.従 来 レ トロウ イル スは

その ウ イル ス粒 子 の 電子顕 微鏡 的形 態 よ りA,

 B, C, D型 に分類 され て いる.レ トロウ イル ス

の研究 は,古 くか ら トリや マ ウス な どの動 物 を

主 体 として展 開 され て きたが り,近年 ヒ トで も成

人T細 胞 白血病 の病 因 となるヒ トT細 胞 白血病

ウイ ル ス(HTLV-1)2～4)やAIDSの 原 因 ウイ

ルス であ る ヒ ト免疫 不 全 ウ イル ス(HIV)5～7)等

が 発見 され,ヒ トの病 気 との関 連 性 が重要 視 さ

れ て い る.個 体 間 で水 平 に伝幡 す る外 来性 レ ト

ロウ イル スは,時 と して生 殖細 胞 を通 じて染 色

体DNAに 組 込 まれ,内 在 性 レ トロウイル ス とし

て メ ンデ ルの法 則 にの っ と り宿 主 遺伝 子 と同様

に代 々安定 な形 で継代 遺伝 され る ことが ある8,9).

ヒ トゲ ノムDNA中 に も長 い進 化の間に 多種 類の

内在性 レ トロ ウイ ル スが組込 まれ,染 色体上 に

散 在 してい る こ とが 報告 されて お り,現 在 これ

らプ ロ ウ イル スの遺伝 子の クロー ニ ン グな らび

に遺伝 子構 造 の解 明 が なされ つつあ る10).これ ま

でに ヒ ト内在 性 ウ イル ス と して クロー ユ ン グさ

れ た もの は,現 存 のA型 ・B型 あ るい はC型 ウ

イル スの遺 伝 子 をプ ロー ブ として クロー ニ ン グ

され た もの11～18), レ トロ ウイル スの 逆転写 反応

に必要 なプ ライマーtRNA結 合部位 を指 標 に し

て クロー ニン グ され た もの19,20),または他 の遺伝

子 の 研 究 中 に 偶 然 見 出 され た もの な ど で あ

る21～23).トリや マ ウ スの 内在性 レ トロウ イル ス

では細胞 の分 化 ・発生 との関連24,25)や癌 ・自己免

疫疾 患 等の病 気 との 関連性26～28)を示 唆す る報告

もあ るが,ヒ ト内在性 レ トロ ウイル スの機 能に

つ いて は未 だ明確 に な つて いな い.

内在性 レ トロウ イル スは定 型的 な ものは通 常

のプ ロウ イル ス と同様 に構 造 蛋 白質(gag),逆

転写 酵素(pol)外 被膜 蛋 白質(env)を コー ド

す る遺伝 子 がLTR(long terminal repeat)に

は さ まれ て 存在す る遺 伝子 配置 を もち,こ れ ら

の遺 伝子 は ウ イル スの粒子 形成,増 殖,感 染 な

どに 必要 で あ る.し か しす でに クロー ニ ング さ

れ た ヒ ト内在 性 レ トロ ウイ ルスで はそ れ らの遺

伝子 内 に終 止 コ ドンが存在 し,す でに 蛋 白質 を

コー ドす るこ とが できな くな ってい る場合14,15)や

遺伝 子の-部 が 欠損 してい る場 合17,29)多 くあ

る, LTRはU3(U: unique), R(repeat), U5

部 分 よ り構成 され, U3部 分 に はエ ンハ ンサ ー配

粥,お よびCATbox, TATA boxな どの プ ロ

モー ター 配列 を もち, R(も し くはU3)部 分 に

はpoly(A)付 加 シ グナル な どが あ る30).す なわ

ちLTRに はウ イル ス遺伝 子の転 写 の開始,終 止

に関 す る情報 が 存在 す る.ま た このLTR中 のプ

ロモ-タ ー は染 色体 遺伝 子 のプ ロモー ター と し

て も働 くこ ともで き,ヒ トの 内 在性 レ トロウイ

ル スLTRが 挿 入部位 近 傍 の宿 主 遺伝 子 を転写

す るこ と も報 告 され てい る3)).
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Odaら は,ヒ ト りンパ芽球 捺株 化 細胞(HLB)

よ り魔生 す る レ トロウ イル スを見 出 し32,33),その

プ ロ ウ イル スゲ ノム をク ロー ニ ング して全 塩 基

配列 と遺 伝 子構 造 を決 定 した34).この ウイル スゲ

ノム は一部 の塩 基 配 列 が報告 され てい る リスザ

ル レ トロウ イル ス(SMRV)のLTRあ るいはpol

の一 部 の塩 基 配列35,36)と高い相 同性 をもつ ことよ

りSMRVH田(SMRV-Hと 略 称)命 名 され て い

る34). SMRVは 代 表的 なD型 レ トロウ イル スで

あ り37～34),新世 界ザ ルで あ る リスザ ルの 内在性

ウ イル ス として畏 い 間垂 直伝焙 されて きた40,41).

 SMRV-Hは レ トロウイルス全体 でよ く保 存 され

て い るpol-envの 一 部 の領域 を除 いてはA, B,

 C型 レ トロウイルスとは関連性 が余 りなく, SMRV

を除 くD型 レ トロ ウイ ル ス とも異 なる34).特 に

LTR領 域 のDNA配 列 は 固有 の もの であ る.ま

たSMRV-Hは ヒ トの細 胞 に感 染 ・増 殖 す るこ

とが で き337,特に リンパ球 系細 胞 で強 い転 写活性

を有 す る42).

本研 究 はSMRV-HのLTRを プ ロー ブ と し

て, SMRVと 相 同性 を持 つ ヒ ト内在性 レ トロ ウ

イル スの クロー ニ ン グ とそ の遺伝 子解 析 を 目的

として行 なっ た.弱 いサ ザ ンハ イ ブ リダ イゼ ー

シ ョンの条 件 下で,ヒ トゲ ノムANA中 にSMRV

関 連 遺伝 子 が検 出 で きる こ とが 前段 階の研 究 に

よ り示 され て い る43).そ の条件 でSMRVLTR

をプ ロー ブ と して ヒ トゲ ノ ミッ クライブ ラ リ-

をス ク リー ニ ン グ し,得 られた 陽性 クロー ン を

解 析 した結 果,そ れ らの クロ-ン の うちい くつ

かの もの が レ トロウ イル ス様 構 造 を もつ こ とが

示 され た.

材 料 と 方 法

1. 材 料

ア ガ ロー ス ゲル電 気 泳動 用の ゲルはBio-Rad

社(Low-Mr)よ り,制 限酵 素, DNAリ カー ゼ,

 Klenow素 お よび大 腸菌 アル カ リホスファター

ゼ は東 洋 紡績 株 式会 社 また は宝 酒造株 式 会社 よ

り,ヒ ト白血球DNA由 来 ゲ ノ ミックライブ ラ リ

ー はCLONTECR社 よ り,[α-32P]-dCTP

(3000Ci/mmoDはICN社 よ り,ユ ッ ク トラ ン

ス レー シ ョン キ ッ トはAmersham社(N. 5000)

よ りそれ ぞ れ購 入 した.プ ロー ブDNA(図1)

はSMRV-HのcDNAを も つ プ ラ ス ミ ド

pHVQ44)お よ びSMRV-Hの 金 プ ロ ウ イ ル ス ゲ

ノム を も つ プ ラ ス ミ ドpSMH34)よ り鵜 限 酵 素 で

切 出 し,ア ガ ロー ス ゲ ル 電 気 泳 動 で 分 離 ・精 製

し た 後,ニ ッ ク トラ ン ス レ ー シ ョ ンに よ り32P標

識 した. Alu配 列 の 検 出 に はBLUR8(BamH I

iinked ubiquitous repeat, Oxford大 学, Dr T.

 Friedmanよ り 恵 与)45)を プ ロー ブ と して もち い

た.λ フ ァー ジの 指 示 菌 と し てEscherichia coli

 LE392を,プ ラ ス ミ ドの 宿 主 菌 と し てE. coli

 HB101を も ち い た. TB培 地 は1000m1当 り10gの

Bacta-tryptone(Difico杜), 5gのNaCI, 10ml

の1MMg504,お よ び10m1の20%マ ル トー ス を

含 む. NZY培 地 は1000ml当 り10gのNZ Amine

(和 光 純 薬 工 業 株 式 会 社, Type A), 5gの

NaCl, 5gのBacto-yeast extract(Dificp社),

お よ び2gのMgSO4・7H2Oを 含 む. LB培 地 は

1000ml当 り10gのBacto-tryptone, 5gのBacto

yeast extract,お よ び10gのNaClを 含 む.す

べ て の組 換 えDNA実 験 は 文 部 省 の ガ イ ドライ ン

に 従 っ て 行 な っ た.

2. SMRV-HLTR関 連 ヒ ト遺 伝 子 の ク ロー ニ

ン グ

ヒ ト白血 球DNA由 来 ゲ ノ ミッ クラ イブ ラ リー

をSMRV-HLTR(図1,プ ロー ブa)を プ ロ

ー ブ と して プ ラー クハ イ ブ りタダ イゼ ー シ ョン46,47)

で ズ ク リー ニ ン グ し た.も ち い た ラ イ ブ ラ リー

はEMBL 348)を ベ ク タ ー と し て 作 成 さ れ,イ ン

サ ー トDNAの 平 均 長 は16kbで, 8.8×105個 の

独 立 な フ ァー ジ ク ロー ン を含 ん で い る. E. coif

 LE392を25mlのTB培 地 で30℃, 1晩 培 養 し,集

菌 後10mlの10mMMgSO4に 懸 濁 した.フ ァ ー ジ

の 感 染 時 に 指 示 菌 懸 濁 液 を600nmに お け る吸 光

度 が0.5に な る よ う に フ ァ ー ジ希 釈 液(0.1M

 NaCl, 8mMMgSO4, 50mM Tris-HCl, pH 7.5,

お よ び0.01%ゼ ラ チ ン を含 む)で 希 釈 し て 使 用

し た.指 示 菌 液200μlに2×104pfu(plaque for

mingunit)の フ ァ ー ジ溶 液 を 混 ぜ37℃, 20分 間

保 温 し感 染 さ せ た. 3mlの 上 層 寒 天 培 地(0.7%

の ア ガ ロー ス を含 むNZY培 地)と 混 ぜ 直 経10cm

の シャー レ(1.5%のBacto-agarを 含 むNZY培

地)に ま き, 37℃ で 培 養 し た.全 体 で4.4×laspfu

の フ ァー ジ を22枚 の シ ャ ー レ に ま い た.充 分 な
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大 き さ の プ ラ ー クが 形 成 され た 後,シ ャ ー レ を

4℃ に 冷 却 した 。 円 形 の ユ トロ セ ル ロー ス フ ィ

ル ター(Schleicher & Schuell社,φ82mm, 0.45

μm)を 寒 天 上 に1分 間 置 き フ ァ ー ジ を 吸 着 させ

た.変 性 溶 液(0.5M NaOHと1.5M NaClを

含 む)で1分 間,中 和 溶 液 く0.5M Tris-HCI,

 pH 7.5と1.5M NaClを 含 む)で5分 間, 2×

SSPE(1×SSPEに ま0.18M NaCl, 0.01Mリ ン

酸 ナ ト リウ ム, pH 7.4, 0.002MEDTAを 含 む)

で1分 間,そ れ ぞ れ 処 理 した 後,風 乾 し さ ら に

80℃ で2時 間 焼 付 け た.フ ィ ル タ ー を6×SSC

(1×SSCは0.15M NaClと0.015Mク ェ ン 酸

ナ ト リウ ム を 含 む)で 湿 らせ た 後, 50mM Tris

-HCI(pH 7 .5), 1M NaCl, 1mM EDTAお よ

び0.1%ド デ シル硫 酸 ナ トリウム(SDS)を 含 む

溶液 中 で, 42℃, 3時 間振 と う した,ハ イブ リ

ダイゼ ー シ ョンは後述 す る条件 で行 なつた.陽

性 プ ラー クの単離 を行 な うため,同 様 の操作 を

さ らに2回 行 なつた.

図1　 SMRV-Hの 構 造 と使用 した ブ ロー ブ の領 域

StVIRV-Hの 全 遺 伝 子(a)とLTRの 遺伝 子構 造(b)お よ び プ ロー ブ と して 使 用 した領域 をOdaら の

結 果39)を も とに して作 成 した,□ で 囲 ん だ領 域(ブ ロー ブa～d)を プ ロー ブ と して それ ぞ れの ハ イブ

リダ イ ゼー シ ョンに もち い た.図 中 のDRはdirect repeatを 意 味 す る.

3. サザ ンプ ロ ッテ ィン グ

制 限酵 素 で切 断 したDNAを0.8%ア ガ ロー ス

ゲ ルで,小 型 電気 泳動 装 置(ア ドバ ンス社,ミ ュ

ー ピッ ドー2)を 胴い て電 気泳動 した. 0.5μg/ml

のエチジウムブロ ミド溶 液でDNAを 染色 した後,

写真 撮影 した.ゲ ル を変性 溶液(0.5M NaOH

と1.5M NaClを 含 む)中 で1時 間振 とうした後,
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プ ロ ッテ ィ ン グ溶 液(0 .25M NaOHと1.5M

 NaClを 含 む)を もちい てDNAを 毛 細管 法 でナ

イロ ンフ ィル ター(Amersham社, Hybond-N)

に移 した49).約16時 間 プ ロッティン グを行 な った

後,フ ィル ター を2×SSCで 軽 く洗 浄 し,風 乾

後 ハ イブ リダ イゼー シ ョンに もち いた.

4. ハ イブ リダ イゼ ー シ ョン

プ ラー クハ イブ リダ イゼ ー シ ョン,ド ッ ト八

イブ リダ イゼー シ ョンお よびサ ザ ンハ イ プ リダ

イゼー シ ョンは特 別に記 さない限 り下記 の条件43)

で行 なっ た,フ ィル ター を35%ホ ルム ア ミ ド(ホ

ルム ア ミドはBio-Rad社 のAG501-X8イ オン

交換 樹脂, 20～50mesh,で 脱 イ オ ンして使 用 し

た), 6×SSC, 10×Denhardt溶 液[1×Den

hardt溶 液 は0.02%フ ィ コ ー ル(Sigma社,

 Type400), 0.02%牛 血 清 アル ブ ミン(Armour

社, F-V), 0.02%ポ りビニ ル ピ ロ リ ドン(片 山

化学 工 業株 式 会社, K-90)を 含 む], 0.5%SDS

と0.1㎎/ml変 性サケ精 子DNA(Sigma杜, Type

III)か ら成 るハ イブ リダ イゼ ー シ ョン緩衝 液 中

で42℃ 約16時 間加 温 した後, 32Pで 標 識 した変性

プ ロープDNA(約2×106cpm/ml)を 加 えたハ

イブ リダ イゼ ー シ ョン緩 衝液 中 でハ イブ リダ イ

ゼ ー シ ョンを37℃,約48時 間 行 な った.フ ィル

ター を それ ぞれ0.1%SDSを 含 む6×SSCで1

回, 3×SSCで1回, 1×SSCで3回,順 次

50℃, 20分 間ず つ洗 浄 した.洗 浄 した フ ィル タ

ー は風 乾後 サ ランラ ップに包み,増 感紙(DuPont

社, Lightning-Plus)を もちいて フ ジRX医 療

用X-線 フ ィルム(フ ジ写真 フ ィル ム株式 会社)

に-60℃ で16～72時 間露 出 し,オ ー トラ ジオ グ

ラ フ ィー を行 なっ た.

5. サ ブ クロー ニ ン グ と制 限酵素 地 図の 作成

単 離 され た陽性 プ ラー クか らフ ァー ジ をつ ま

よ う じでつ りあげ,指 示 菌LE392で 大量 増殖 さ

せ,フ ァー ジDNAを 抽 出 した.制 限酵素Sal I

で切 断 しア ガ ロー スゲ ル電気 泳動 で イ ンサー ト

DNAと ベ クターDNAを 分離 した後,ガ ラス ビ

ー ズ(Bio 101社 , GLASSMILKTM)を 用 いて イ

ンサー トDNA断 片 を回収,精 製 した. Sal Iで

切 断 し脱 リン酸化 したpBR322DNAに イ ンサ

ー トDNAを 加 え ライゲー ション反 応 を行 なった

後, E. coli HB101の 形 質転 換 を行 な った.

 Ampicillinに 耐性 でtetracyclineに 感受 性 の コ

ロニー を選択 した後,プ ラス ミドDNAを 抽 出 し

制 限酵 素 に よ る切 断 に よ り組換 え体 の確 認 を行

な った.

インサー トDNAの 制 限酵 素 地 図はpBR322に

サ ブ クローニ ング され た組 換 え体 プ ラス ミ ドを

用 いて作 成 した0単 一 の酵素 に よ る切 断,複 数

の 酵素 に よ る切 断,ま た それ らの切 断 に よ り生

じた断片 を低 融点 アガ ロー ス ゲル(株 式会社 ニ

ッtン ジー ン, AgaroseL)を 用 いて取 り出 し47),

さ らに制 限酵素 に よる切 断 をおこ な った後,ア

ガロー スゲル電気 泳動 でDNA断 片の長 さを測 定

し作成 した.サ イズマー カー として λ フ ァー ジ

DNAをHind lllで 切 断 し た も の とpBR322

DNAをBstN Iで 切断 した もの を もちい た.

図2　 プ ラー クハ イプ リダ イゼ ー シ ョンに よ る陽性

ク ロー ン検 出 の一 例
一 次 ス ク リー ニ ン グで陽 性 の プ ラー ク を

, 1

シ ャー レ 当 り約103個 プ ラー クが 出 現す るよ う

に希 釈 し感 染 させ た.材 料 と方 法 に示 した よ

うに プ ラー クハ イブ リダ イゼ ー シ ョンを行 な

った所,複 数 の 陽性 シ グナ ルが検 出 され た.

x印 は 目印に 付 け たpin holeで あ る.

結 果

1. SMRV LTR関 連 ヒ ト遺 伝 子の クロー ニ ン

グ

SMRV LTRに 関連 した ヒ ト遺 伝 子 を,正 常

ヒ ト白血球 由 来ゲ ノ ミック ライブ ラ リー か らス



SMRV LTR関 連 ヒ ト遺伝 子の クローニ ング と構 造解 析　 561

ク リー ニ ング した.ヒ トゲ ノムDNA中 のSMRV

 LTR関 連 遺伝 子 は弱 い条 件 でサザ ンハ ィブ リダ

イゼー シ ョン を行 な うこ とに よ り検 出で き るこ

とが前 段 階の 研究43)に よ りわか ってい る.そ こで

本研 究 に お いて も材 料 と方 法 で示 した弱 いハ イ

プ リダ イゼー シ ョンの 条件 で ス ク リー ニ ン グ を

行 な っ た, 4.4×105個 の フ ァー ジ をプ ロー ブaを

も ち い て プ ラ ー クハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン で ス

ク リー ニ ン グ した と こ ろ50個 以 上 の 陽性 ク ロー

ンが 得 られ,そ の 陽 性 ク ロー ン を λSRH(SMRV

-related human sequence)と 命 名 した
.そ の

う ち8個 を選 ん で,プ ラー クの 単 離 を 行 な っ た

図3　 SMRV LTR関 連 ヒ ト遺伝 子 を もつ フ ァー ジ ク ロー ン の ドッ トハ イプ リダ イゼ ー シ ョン

約109pfu/mlの フ ァー ジ溶 液 を1μlつ つ ナ イ ロン フ ィル ター に ス ポ ッ トした.図 中のEは ベ クター で あ る

EMBL 3を,番 号 は 各 フ ァー ジ クロー ン(λSRH)を 示 す.材 料 と方 法 に 示 した プ ラー クハ イ ブ リダ イ

ゼ ー シ ョン法 と同様 な操 作 でハ イブ リダ イ ゼー シ ョンを行 な っ た.た だ しハ イブ リダ イゼー シ ョンの 条件

は 図右 に 示 した ホル ム ア ミ ド存在 下 で 行 な っ た.図 左 に もち い たプ ロー ブ名 を示 した.
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(1例 を図2に 示 す).

2. λSRHとSMRVプ ロー ブ との反 応性

λSRHとSMRVのLTRや 他の遺 伝 子(gag,

 prt, pol,お よびenv)と の相 同性 を調べ るため

に, 3種 類 のハ イブ リダ イゼー シ ョンの 条 件下

で ドッ トハ イブ リダ イゼー シ ョンを行 なった(図

3).も ち い たブ ローブa-dお よびBLUR8は 最

も弱 いハ イブ リダ イゼー シ ョンの条 件 で も互 い

に 反応 す るこ とは ない.す べ て の クロー ンはプ

ロー ブaに 強 く反 感 し, 50%ホ ル ムア ミ ド存在

下 で もシ グナル が検 出 で きた.他 の ブ ロー ブ で

は20%ホ ル ムア ミ ド存在 下 で非 常に 弱 く反 応 し

た,し か し λSRH-5は ブ ロー ブdと35%ホ ルム

ア ミ ド存在 下 で も反 応 を検 出す ることが で きた.

陰性 コン コロー ル と して もちいたEMBL 3は す

べ ての 条件 下 でいず れ のプ ロー ブ と もま った く

反応 しなか った.抽 出 したファー ジDNAを 用 い

て同様 な実験 を行 な ったが,ほ ぼ同 じ結 果 が得

られ た く未 発表 デー タ).

3. SRHの 遺伝 子構 造

さ らに 詳 し くクロー ンの遺 伝 子解析 を行 な う

ため に λSRH-1, -3,お よび-5を 選 び そ れ ら

の イ ンサー トDNAをpBR322に サ ブ クローニ ン

グ した.イ ンサー トDNAの 長 さはそれぞれ16kb,

 12kb,お よ び15kbで あ った.さ らに それ らの制

限 酵素 地 図 を代 表的 な酵 素 につ いて作 成 した(図

4).そ の結 果3つ の クロー ン中 の ヒ ト遺低 子 は

互 い に独立 した領域 で あ り,オ ー バー ラ ップ し

た もの で な い こ とが わか っ た.ま た調 べ た範囲

内 で既 知 の ヒ ト内在 性 レ トRウ イル スの制 限酵

素地 図 と も異 な る もので あ った.次 にそれ らの

ヒ ト遺 伝 子 内SMRV関 連領 域 をサザ ンハ イブ リ

ダイゼ ー シ ョン で調 べ た(図5). SRH-1は2

本の バ ン ドが ブ ロー ブaと 強 く反応 し,プ ロー

ブcお よ びdと も葬 常に 弱 いが 反応 した. SRH

-3は ブ ローブaの み と強 く反応 し他のプ ローブ

との 反応 は み られ なか った. SRH-5は プ ローブ

aと 強 く,さ らにプ ロー ブdと も比較 的 強 く反応

した がプ ローブbお よびcと は反 応 しなか った,

他 の制 限酵 素 を用 い た切 断 お よびハ イ ブ リダイ

ゼ ー シ ョ ンの 結果 とあ わせ て, SMRVの ブ ロー

ブ と反 応 した領 域 をそれ ぞれ制 限酵素 地 図 内に

示 した(図14).ま たSRH-5中 のSMRV LTR

やpol-envと 反応 す る領 域に ヒ トAluが それ ぞ

れ存 在 して い るこ とが わか っ た(図6).

4. SRHを プ ロー ブ と したSMRVと のハ イブ

i)ダ イゼー シ ョン

プ ロー ブaの 他 にプ ロー ブdと も比較 的強 く

反 応 したSHR-5の 配列 につ いて,ハ イ ブ リダ

イゼー シ ョンの確 か さ を調べ るため にSRH-5

の 断 片 をプ ロー ブ と してSMRV-Hと ハ イブ リ

ダ イゼ ー シ ョン を行 なっ た(図7). SMRVの プ

ロー ブd(pol-env)と 反応す る5RH-5の 領 域

に 含 まれ るプ ローブAはSMRV-Hのpol-env

と反応 し,SMRVの プ ロー ブa(LTR)と 反 応

す るSRH-5の 領域 であるプ ローブBは, SMRV

-Hの3'LTRと 反 応 した
.す なわ ち どち らの遺

子 をプ ロー ブ と して もハ イブ リダ イゼ ー シ ョン

が起 きる こ とが示 され た.

考 察

ヒ トゲ ノムDNA中 には多数 の内在性 レ トロウ

イルスが 散在 してお り,現 在 それ らの遺 伝 子の

検 出,ク ロー ニ ン グ,構 造 解析,お よび機 能の

解析 が行 なわれつ つ あ る10).本 研 究 はOdaら34)

に よ リクローニングされたSMRV-HのLTRを

プ ロー ブ と して,ヒ トゲノム中のSMRV関 連 内

在性 レ トロウイ ルス を クローユ ング しその遺伝

子構造 を解 析 す るこ とを 目的 として行 な った.

 SMRVは 代表 的 なD型 レ トロウイルスの1つ で

あ り37-39),リ スザ ルの 内在性 レ トロ ウイル ス と

して プ ロウ イル スの 形 で長 い間安 定 に垂 直伝播

され て来 たため40,41),あま り変 異 を受 けず に現在

まで至 ってい る と考 えられ る.本 研 究 の前 段階

として行 な ったサザ ンハ イブ リダ イゼ ー シ 田ン

実験 に よ り43),弱いハ イブ リダイゼー ションの条

件下 であ れば ヒ トゲ ノム中にSMRV LTR関 連

遺伝 子 を検 出 で きる ことが証 明 され,そ の分子

クロー ニ ン グの 可能 性が示 唆 され た.そ の実験

では35%ホ ルム ア ミ ド, 6×SSC存 在下, 37℃

の 条件 で正 常 ヒFDNAのBamH I切 断 に よ

り, 3.0kbの 明 瞭 なバ ン ドと5kb以 上 の スメア

ー 中に複 数本 のバ ン ドが確 認 され た
.そ れ らの

バ ン ドが ヒ ト内在 性 レ トロ ウイ ルスの もの で あ

るか ど うか はそ の遺伝 子 の クロー ニ ング お よび

構 造解 析 を行 な う必要 がある.ま たSMRV-Hは
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ヒ トの 総 胞 に感染 し,増 殖 す る こ とが で き33),し

か もそのLTRの 転 写 プ ロモー ター活 性は ヒ トの

細 胞,特 に リンパ 球 系 の細 胞 で他 のプ ロモー タ

一 と比べ 非常 に強 い ことが証 明 されてい る42)
.す

なわ ち ヒ トDNA中 に もSMRV LTRと 類以 な

プ ロ モー ター 配列 が 存在 し,そ れか らの転 写や

図4　 SMRV LTR関 連 ヒ ト遺猛 子の制限酵素地図 とSMRVに 開連 した領域

各 クロー ンをpBR322に サ ブクローニング し制限酵素地図 を作成 した.各制限酵素切断部位は図下に示す

ような記号で示 した.また図5に 示すハ イブ リダイゼーシ ョン実験等によ り得 られたSMRV関 連領域 を

地図の下に示 した.
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転 写調 節 を通 常行 な ってい る特 異的 な蛋 白質 が

実 験 的に 加 え たSMRV LTRに 作用 した もの と

考 え られ る.従 って弱 いハ イブ リダ イゼ ー シ ョ

ンの 条件 下 で検 出 され たバ ン ドが内 在性 レ トロ

ウ イル ス以 外の もの であ る可能性 も否定 で きな

い.

図5　 SMRV LTR関 連 ヒ ト遺伝 子 のサ ザ ンハ イ ブ リダ イゼー シ ョン

pBR322に サ ブ クロー ニ ン グ したSMRV LTR関 連 ヒ ト遺 伝 子 をSal Iで 切 り出 し,回 収 ・精 製 した 後,

 EcoR Iで 切 断 しア ガ ロー スゲ ル 電気 泳 動 で 断 片 を分 離 した.サ ザ ンプ ロ ッ テ イン グ した後,プ ロー ブa

～dを 用 い て ハ イブ リダ イゼー シ ョン を行 な っ た. SRH-1は 他 の もの よ り約3倍 長 く露 出 した.

図6　 SRH-5に 存在 す るAlu配 列 の検 出

図5に 示 した様 に,作 成 したSRH-5のEcaR

 I断 片 とBLUR8と のハ イブ リダ イゼLシ ョン

を行 な った.図 中4.3kbの バ ン ドはSMRVの

プ ロー ブdと また1.3kbの バ ン ドは プ ロー ブ

aと そ れ ぞれ 反 応 す る.

本 研究 ではサ ザ ンハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョンで

見出 した関 連遺 伝子 を検 出す る条件 を もちいて

ヒ トゲ ノ ミッ クライ ブ ラ リー を ス ク リー ニ ン グ

した.こ の ライブ ラ リー は ヒ トDNAをSau3A

 Iで 部分 消 化 し,ベ クターEMBL 3を 用 いて作

成 した もの で あ る.計 算上8×105個 の独 立 な組

換 え体 フ ァー ジ をス クリー ニ ン グす れば ヒ トの

全 ゲ ノム をカバ ーす るこ とが で きる47). SMRV

 LTRに 特 異的 なプ ローブ と して用 いたプ ローブ

aはLTRに 含 まれ る転 写お よびその調節 に関 与

す る領域,す なわ ちエ ンハ ンサ ー と考 え られ る

43bpと42bpのdirect repeat(そ の 内 には グル

ココル チ コイ ドに反 応 す る配列 や転 写 因子AP-

1の 結合 部位 に関連 した配 列 も存在 す る〉,さら

にCAT box, TATA boxお よびpoly(A)付

加 シ グナ ル等が 存在 す る領 域 を含 ん でいる34)(図

1-b).今 回約4×105個 の独 立 なフ ァー ジをこの

プ ロー ブで ス ク リー ニ ン グ した とこ ろ50個 以上
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図7　 SRH-5を プ ロー ブ と したSMRV-Hと のハ イブ リダイ セー シ ョン

(a) SRH-5の0.5kb EcoR I-Bgl II断 片(A)と1.3kb EcoR I断 片(B)を ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳

動 で回 収,精 製 しプ ロー ブ と した.

(b) pSM-Hの8.2kb EcoR I断 片 をBamH Iで 切 断,サ ザ ・ブ ロ ツテ イ ン グ し,プ ロー ブAお よび

Bを もちい て ハ イブ リダイ ゼ ージ ョン を行 な っ た.

(c) 上 記 の 結 果 を図示 した.SMRV-Hの 〓 の 領域 が それ ぞ れの プ ロー ブ と反 応 した.(a)と(

c)の 図 中の 制 限 酵 素 切 断部 位 は 以 下 の様 に略 記 した. E, EcoR I; B, BamH I; Bg, Bgl II
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の 陽性 ク ロー ン を得 るこ とが で きた.従 って ヒ

トゲ ノム 中にはSMRV LTR関 連 遺伝 子が 少 な

くと も数 十個 以上 存 在す る と考 えられ る.

陽性 ク ロー ン(ASRHと 命名)を8価 選 んで

解 析 を行 な った.そ れ らの クロー ンは数種 の制

限酵素 に よ る切 断 で異 な るパ ター ン を示 す こ と

よ り独sの クロー ンであ ることがわか った. SMRV

-Hの プ ロー ブa
,プ ロブb(主 に8㎎ 領 域 を含

む),プ ロ ー ブC(proteaseとpolのreverse

 transcryptaseド メイ ン を含 む),お よびプ ロー

プd(polのendonucleaseド メイ ン とenv領 域

を含 む)を もち いて それ らの クロー ン とい ろい

ろな条 件 でハ イプJダ イゼー シ ョン を行 な った

(図3).す べ て の ク ロー ンは 当然 では あ るがプ

ロー ブaと 強 く反応 し,し か も50%ホ ル ムア ミ

ド存在 下 で も弱 いが 反応 を示 した.他 のプ ロー

ブ で はほ とん どの クロー ンが20%ホ ルム ア ミ ド

存在 下 の最 も低 いハ イブ リダ イゼ ー シ ョンの条

件下 で弱 い 反応 を示 した.し か しASRH-5は プ

ロー ブdと 比較 的 強 く, 35%ホ ルム ア ミ ド存在

下 で も反 応 した.そ れ ぞれ反 応性 の異 な る クロ

ー ン5RH-1
,-3,-5を 選 び制 限酵素 地 図 を

作 成 しSMRV-Hの 各 プ ロー ブの反 応す る領域

を示 した(図4). SRH-1は 雨端 に関 連す る領

域 が あ り,そ の 内部 にprt-pol-envと 非常 に弱

いが 反応 す る領域 が あ る. 5,側 のLTRと 反応

す る領 域 は広 い が,全 体 としてSRH-1は レ ト

ロ ウイル ス の もつ 遺伝 子 配置 と以 て いる こ とが

わか る. SRH-3は 単独 のLTR関 連 領域 の み を

もつが,さ らに その上 流 をクロー ニ ング しなけ

れ ば他 の プ ロー ブ との関連 は わか らない. SRH

-5はLTRと 反応 す る領域 の す ぐ上 流 にこpol

envと 比較 的 強 く反応 する領域 が存在 す る.しか

し1つ のLTRし か もたず,さ らに もっ と上 流に

もう一 方 のLTRが 存 在す るの か,ま たは レ トロ

ウイル スの 後半 部 のみ を もつ型 に変 化 したのか

は不 明 であ る.今 画はSMRVの 遺伝 子の み をプ

ロー ブ と して行 なっ てい るが,さ らにA型, B

型やC型 レ トロウ イル スの遺伝 子 をプ ローブ と

して ハ イブ リダ イゼ ー シ ョンを行 な ってみ る必

要 が あ る.事 実,す でに クロー ニ ン グされ た内

在 性 レ トロ ウイル スで現 存 の ウ イル スか ら考 え

る とモザ イ ク構造(数 種 の レ トロウ イルスの一

部 とそれ ぞれ相 同性 のあ る領 域 が組合 わ さって

構 成 され て い る)を とる もの もあ る49,50). SRH

-1
,-3,-5は 既知 の ヒ ト内在 レ トロ ウ イル ス

とは調 べ た限 り,異 な った制 限酵素 地 図 をもっ

てい た. SRH-5に つ いて ハ イブ リダイゼー シ ョ

ンの信 頼性 を確 かめ るためreciprocal hybridiza

tionを 行 な っ た(図7).す な わ ちSRH-5の

DNA断 片 をプ ロー ブ として, SMRV-Hを ター

ゲ ッ トDNAと してハ イブ リダイゼーシ ョンを行

な った所, SMRV遺 伝 子 をプ ロー ブ と した場合

と同 じ結論 を与 える結果 を得 た.従 って今 回行

な ったハ イブ リダイゼー シ ョンが信 頼 で きる こ

とが確 認 され た.

SRH-5のLTRやpolenvと 反応 す る領域

中にAlu配 列 の一 部 が存在 す ることが わかった

(図5, 6). Alu配 列 は7SLRNAを コー ドす

る遺伝 子 のpseudogeneで あ り,ヒ トゲ ノム 中に

104コ ピ-以 上散 在 して い る51,52).既知 ヒ ト内在

性 レ トロウイルスにおいて もその遺 伝子 内やLTR

内にAlu配 列が見 出されてお り17,20,21),その 内在

性 レ トロウ イル スが プ ロ ウイル ス と して ゲ ノム

内に組込 まれた後 に トランスポゾン としてAlu配

列 が挿 入 した と考 え られ て い る. SMRVが リス

ザ ル の内在 性 レ トロ ウイル ス と して長 く安 定 な

形 で保 存 され て きた こ とや40,41),薪世 界ザルが進

化 上5千 万 年前 に 旧世 界 ザ ル と別 れ てい る こ と

等 よ り,ヒ トゲ ノム中のSMRV関 連 内在 性 レ ト

ロ ウイル スが非 常に 古 くか ら組込 まれ て いた可

能性 が あ る.従 ってSRH-5内 に後 か らAlu配

列 が入 りこんだ のか も しれ ない.

本研究 ではSMRV LTRを プ ロー ブ として ク

ロー ン グ した ヒ ト遺伝 子(SRH)に つ いて遺

伝 子構造 を調べ た.さ らに詳LくSMRV関 連 ヒ

ト内在性 レ トロウ イル スの構造 や その機 能 を調

べ るため には,多 くの クロー ンにつ いて塩 基配

列 等の充 分 な解析 を行 な う必要 が あ る.ま た 内

在性 レ トロウ イル ス 自身 の遺伝 子 はす で に働 か

な くなっ ていて も,そ のLTRの 転写 プ ロモー タ

ー灘 生に よ り下 流の 遺伝子 の発 現 が起 こ る こ と

も報 告 され てお り10, 31), LTRと その近傍 の遺伝

子 との関 連 も考慮 し研 究 す る必要 が あ る.
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結 論

1. SMRV　 LTRを プ ロー ブ と して ヒ トゲ ノ

ミッ クラ イブ ラ リー を弱 いハ イブ リダイゼ ー シ

ョンの条 件 下 で ス ク リー ニ ン グ した所, 50個 以

上 の陽性 クロー ン を得 た.

2. 8個 の 陽性 クロー ン(λSRH)を 選 びSMRV

の各 遺伝 子 とハ イブ リダ イゼ ー シ ョンを行 な っ

た所,す べ ての クロー ンはLTRと 強 く反応 した.

さ らに他 の プ ロー ブ と も反応 す る クロー ン も存

在 した.

3. SRH-1,-3,-5に つ いて 制限 酵素 地 図 と

SMRV関 連 領域 の 決定 を行 な った. SRH-2は

LTRと 反応す る2つ の領域 をもちその内部にprl

-pol-envと 弱 く反 応す る領 域 が あ
った. SRH-

3はLTRと 反応 す る一 領域 の み を もっ. SRH

-5はLTRお よびpol -8卿 に反応す る領 域が隣

接 して 答在 してい た. SRH-1,-3,-5の 制 限

酵素 地 図は既 知 の ヒ トウ イル ス とは講べ たか ぎ

り異 なっ てい た.ま たSRH-5のSMRV LTR

お よびpol-envと 反 応す る領 域 に高度 反復 配列

で あ るAlu配 列 が 存在 して い た.

4. 本研 究 ではSMRV LTR関 連 ヒ ト遺 伝 子の

クロー ニ ング を/Tな い, 3つ の クロー ンに つ い

て その遺 債子 構造 を解 析 した結 果,そ れ らが レ

トロ ウイル ス様構 造 をもつ こ とを示 した.

本研究 を遂行す るにあた り,始 終,御 指導 と,御

校閲を賜わ りました愚師,小 田琢三教授に深 く感謝

の意を捧げ ます.さ らに,実 験遂行にあた り始終快

く御協力下 さいました池田正五博士 ならびに研究室

の皆様 に心か ら御礼 中しあげ ます.
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Sequences related to the squirrel monkey retrovirus(SMRV) LTR were isolated from a 

genomic library of human DNA by screening under conditions of relaxed stringency. The 

probe contains several transcriptional signals and its regulatory sequences in SMRV-H LTR, 

such as the enhancer sequence, CAT box, TATA box, and polyadenylation signal. More than 

50 positive signals were detected in 4.4•~105 recombinant phages. The cloned human sequences 

named SRH strongly hybridized with SMRV-H LTR and some of them weakly hybridized with 

SMRV-H structural genes. In SRH-1, the region related to SMRV-H prt-pol-env was 

flanked by the two separately located sequences related to the LTR. SRH-3 has a solitary LTR 

-related region
, whereas, in SRH-5, the LTR-related region was adjacent to the pol-env

related sequence. The reliability of these hybridization experiments was confirmed by recipro

cal hybridization. The restriction enzyme cleavage maps of these clones were different from 

those of known human endogenous retroviruses. Alu sequences, a human highly repetitive 

sequences, were inserted to the LTR-and pol-env-related regions in SRH-5.


