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    学位論文題名

バキュロウイルス発現系を用いたHTLv-u

    粒子形成機構の解析

学位論文内容の要旨

    I：目的

    HumanTcell lymphotropic virus (HTLV) type IIはatypical  hairy cell leukemiaより初めて分

離されて以来、large granular lymphocytic leuke面a、HAM（mLV．IaSSociatedmyClopathy）様疾患

等各種ヒト疾患との関連性が報告されている。レトロウイルスの粒子形成では，プリカーサー蛋

白が感染細胞膜下で凝集し出芽することが粒子形成の主要な機構であると考えられている。そ

の際、細胞膜下でのプリカーサー蛋白の重合によルブロテアーゼが活性化され、プリカーサー

蛋白がブロセッシングを受けてコアを有する完全な粒子が形成される。

    本研究では、H1` LV｜u（HmanTIcellLe心ernjavirusぢpeu）ウイルス粒子形成における

働きを調べるためにパキュロウイルス発現系を用いた実験系を組み，粒子形成に関与するウイ

ルス遺伝子領域の同定を試みた。HrLV．nのGagプリカーサー蛋白Pr53“”が、パキュロウイルス

感染細胞膜で凝集、出芽し、粒子を形成することを確認した。しかし、Pr53″“は、ブロテアーゼ

をもたないので空の不完全粒子しか形成されない。そこで、次に粒子形成に関与すると考えら

れるすべてのウイルス遺伝子呂昭ケ′000′領域を含むべクターを用いてウイルス蛋自を発現させ、

コアを有する完全粒子の形成も確認した。さらにpD′領域、p′0領域の遺伝子を欠損させるこ

とにより粒子形成にどのような影響を与えるかを検討した。

    II：方法

    組み換えパキュロウィルスを昆虫細胞(H5）に感染させることによりHTLV-IIウイルス

粒子を発現させ、ウエスタンブロット法、ショ糖密度勾配遠沈法、電子顕微鏡を用いてウイル

ス粒子の解析を行った。レトロウイルスの粒子形成に必要といわれているGagブリカーサー蛋

白卩63″っをコードする発現ベクターpVLGagを作成した。また、粒子形成に関わる蛋白をすべ

て含むGag-Pro-Pol融合蛋白(Pr160“ag-prvpoi）を発現し、コアを有する完全な粒子を形成すると考

えられるべクタ-pVLPolを作成した。さらに、Pro、Pol蛋白の粒子形成に関わる役割を検討す

るためpVLPolのpol領域の3．側からの欠損ミュータント(pVLRT，pVLPro，pVLStu，pVLSma)

も作成した。これらの発現ベクターをそれそれH5細胞にトランスフウクションしウイルス粒子

を発現させ、次に、その粒子をH5細胞にインフェクションし、ウイルス粒子を発現させた。H5

細胞中及ぴその上清中のウイルス蛋白をHTLV-IIキャリアー血清を用い、ウエスタンブロット

法によって検出した。また、シヨ糖密度勾配遠心法を用い産生されたウイルスの密度を測定し

た。さらに、電子顕微鏡を用いてウイルス粒子の形態を観察し、pol領域の欠損(pVLRT，pVLPro)、

pro領域の欠損(pVLStu，pVLSma)によるウイルス粒子形成への影響を解析した。陽性コント

ロールとしてHTLV-Ila腫瘍細胞株Mo-Tを用いた。



    IH：結果

    rm_,v-nにおいてもHIV-1と同様Pr53gagを発現させることによって粒子が形成された。し

かし、Pr53gagの発現により形成されるウイルスは、電子顕微鏡での観察により、コアを有しない

空の不完全粒子であることが判明した。一方、pVLPolを用いて発現させたウイルスはコアを有

する完全粒子であった。ウエスタンブロット法によってコアを形成する蛋白であるp24が検出さ

れ、電子顕微鏡では中心にコアを有する粒子の形成が観察された。これらはいずれも陽性コン

トロールであるMo-T細胞由来のウイルス粒子と同様の所見であった。さらに、プロテアーゼの

活性中心を含むpVLRT、pVLProヽ pVLStuによって発現させたウイルス粒子でも同様の所見が

得られた。しかし、プロテアーゼの活性中心のーっを欠損させたpVLSmaを用いて発現させた

ウイルス粒子は、Pr53gogの発現により形成されたウイルス粒子と同様、中心のコアを欠いた空の

不完全粒子であった。ウエスタンブロット法によってもp24は検出されず、Gagプリカーサー蛋

白Pr53zozのみが検出された。ショ糖密度勾配遠心法を用いてウイルス粒子の密度を測定したが、

いずれも、Mo-T細胞由来のウイルス粒子と同じく1.15 g/cm3であった。こうした結果から

HTLV-IIのGag蛋白Pr53卿によってウイルス粒子が形成されること、そして、同じレトロウィル

スであるHIV-1とは異なり、Pol蛋白、およびPro蛋白の一部の欠失による粒子形成への影響は

なぃことが示唆された。プロテア―ゼの活性中心を欠損させてはじめて粒子の中心にコアを有

さなぃ不完全な空粒子が形成されることがわかった。

    IV：考察

    レンチウイルスであるFnv-iではpol領域を欠損させることによルプロテアーゼのダイマ

リゼーションが起こりにくくなり、プロテア―ゼの活性が下がり、コアを有さない不完全粒子

の割合が増加する。一方、オンコウイルスであるHTLv-nではpol領域の欠損による粒子形成へ

の影響はみられなかった。我々はその理由として、HTLV-IIでは、Gag-Pmプリカーサ一蛋白が

作られ、そのプロテアーゼが細胞中ですでに強い活性を持ち、それだけでp24を有する完全粒子

が形成される。そのためPol，Pr0蛋白の一部を欠失させてもブロテアーゼ活性は変化せず粒子形

成には影響がなぃと考えられる。もう1点は、Gag‐Pr0→Polプリカーサー蛋白がっくられるには2

回のフレームシフトを必要とするため、Gag蛋白の0．05％の割合でしかっくられない。そのため、

Pol蛋白の欠失がプロテアーゼの活性に影響を与えるとしてもごくわずかであると考えた。

    V：結語

HTLV-IIの粒子形成機構を解析するためパキュロウイルス発現系を用いて組み換えPr53卿を発

現させると、ウイルスの粒子が形成された。従って、Gagのプリカーサー蛋白Pr53wgが粒子形成

には必要であると考えられた．。次に、バキュロウイルスベクターを用いて組み換えPr160z'rpr°，″

を発現させると、コアを有する完全粒子が形成された。これにより、完全粒子の形成にはプロ

テアーゼが活性化されていることが不可欠であると結論した。さらに、pol領域を欠損したバキ

ユロウイルスベクターを作成し、pol領域のウイルス粒子形成に与える影響を検討した結果、

HTI」v-nでは、pol領域はウイルス粒子形成には影響を与えなぃことが判明した。rnv等のレン

チウイルスとHTLV等のとオンコウイルスでは発芽、プロセッシング機構に違いがあると考え

られた。
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学位論文審査の要旨

    学位論文題名

/ヾ キュロウイルス発現系を用いたHTLV-u

    粒子形成機構の解析

  Human T-cell leukemia玩rus皿 TLV） typeuは atypicalhairyceu

1eukemia患者より初めて分離されて以来、各種ヒト疾患との関連性が報告され

ている。レトロウイルスの粒子形成では、プリカーサー蛋白が感染細胞膜下で

凝集し出芽することが粒子形成の主要な機構であると考えられている。その際、

細胞膜下でのプリカーサー蛋白どうしの重合によルプロテアーゼが活性化され、

プリカーサー蛋白がプロセッシングを受けてコアを有する完全な粒子が形成さ

れる。本研究では、HTLV・uウイルス粒子形成におけるウイルス遺伝子のはた

らきを調べるためにバキュ口ウイルス発現系を用いた実験系を組み、粒子形成

に関与するウイルス遺伝子領域の解析を試みた。まず、Gagプリカーサー蛋白

（Pr53gag）をバキュロウイルス系に発現させると感染細胞膜での凝集、出芽及

ぴ粒子形成が観察された。しかし、Pr53卿はくプロテアーゼ（Pr0蛋白）を含

まないため、形成される粒子は中心にコアを欠いた不完全粒子であった。

HTLV・uの粒子形成に関与すると考えられるすべてのウイルス遺伝子び蟹ヅ〇一

pD́ 領域を含むべクターを用いてウイルス蛋白を発現させ、コアを有する完全粒

子の形成を確認した。次にp′〇領域、p〇´領域の遺伝子を欠損させることにより

粒子形成にどのような影響を与えるかを検討した。方法は組み換えバキュロウ

イルスを昆虫細胞（H5）に感染させることによりHTLV‐nウイルス粒子を発

現させ、ウエスタンブロット法、ショ糖密度勾配遠心法、電子顕微鏡を用いて

ウイルス粒子の解析を行った。ウエスタンブ口ット法によってコアを形成する

蛋白であるp24が検出され、電子顕微鏡では中心にコアを有する粒子の形成が

観察された。しかし、プロテアーゼの活性中心のーっを欠損させたべクターを

用いて発現させたウイルス粒子は、中心のコアを欠いた空の不完全粒子であっ

た。ウエスタンブロット法によってもp24は検出されず、Gagプリカーサー蛋

白Pr53gロgのみが検出された。ショ糖密度勾配遠心法を用いたウイルス粒子密度
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の測定では、いずれも、1．15g/cm3で同じであった。Pol蛋白、およびPro蛋白の

一部の欠失による粒子形成への影響はないことが示唆された。プロテアーゼの

活性中心を欠損させてはじめて粒子の中心にコアを有さない不完全な空粒子が

形成されることがわかった。

学位申請者高橋礼典の学位論文公開発表は、平成10年1月27日午前11時30

分より医学部臨床大講堂において行われた。

主査長嶋和郎教授から紹介があった後、申請者はスライドを用いて約15分に

わたって学位論文内容の発表を行った。その後、吉木敬教授より粒子形成過程

におけるEnv蛋白の関与、組換えバキュロウイルスを用いて発現させた粒子の

膜構造、感染性、他の発現系を用いることの可能性、免疫電顕の必要性につい

て、生田和良教授からはGag蛋白のプロセッシングが起こるタイミングについ

て、感染細胞の上清中のウイルス粒子の電顕観察の必要性、mVのPol蛋白が粒

子形成に及ぼす影響について、質問があった。いずれの質問に対しても、申請

者は概ね適切な回答を行った。質疑応答の時間は約15分であった。なお、出席

者はおよそ10名であった。

以上、本研究はHTLV-IIにおける粒子形成機構を解析し、このウイルス遺伝子

発現と粒子形成過程の特異性を明らかにしたものである。よって、審査員一同

は申請者が博士（医学）の学位を受けるのに充分な資格を有するものと判定し

た。


