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慶懸医学 ・83(1):29^35,2006

原 著

神 経 病 原 性 レ トロ ウイ ル スA8-Vのenv遺 伝 子 発 現 に見 られ た

奇 妙 な ス プ ラ イ シ ング

　　　　　　　1,創価大学工学部生命情報工学科,21デ ンカ生研株式会社
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Eccentric　 splicing　 found　 in　env　 gene　 expression　 of　neuropathogenic　 AS-V

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Rf削 ω}陶 緬舩 加'㌔Sayaka　 Tekau-Yoden',,κef距 刑σ㎞ 開1},7bπ1血 舳"

"Department　 of　Bioinformatics
,　Faculty　 of　Engineering,　 Soka　 University,　 Tangi-cho　 1-236,　 Hachioji,　 Tokyo

　 　 　 　 　 　 　 　 　 "Denka　 Seiken　 Co.,　LTD.1-2-2　 Minami　 Honcho,　 Gosen-shi,　 Niigata

　 Packaging　 cell　lines　 PacNIH/A8/i　 and　 PacNIH/A8S,　 which　 were　 introduced　 by　 the　 DNA　 of　expression

vectors　 pA8〔 Ψ ・1βand　pA8(Ψ ・)δ,　respective1y,　 to　produce　 pseudQ・retroviral　 particles　 in　the　 retroviral　 vector

system,　 were　 established.　 Both　 the　 expression　 vectors　 were　 constructed　 using　 the　 genes　 of　A8-V,　 which　 is

an　isolate　 from　 Friend　 murine　 leukemia　 virus(F-MLV)and　 shows　 higher　 proliferation　 rates　 in　the　central

nervous　 system(CNS)of　 rats　and　 mice　 compared　 with　 original　 F・MLV.　 These　 two　 expression　 vectors　 util・

ize　a　different　 polyadenylation　 signal(polyA　 signal)for　 the　 expression　 of　retroviral　 genes.　 The　 former

employs　 a　O.85　 kb　fragment　 in　the　 SV40　 early　 region　 as　a　polyA　 signal,　 and　 the　latter,　a　O.13kb　 of　the　same

region.　 PaclVIH/ASp　 showed　 an　unstable　 expression　 of　the　env　 gene　 in　the　A8-V　 genome,　 whereas　 all　of　the

retroviral　 gene　 expressions　 in　the　 PacN田/A8δwere　 perfecしAn　 occurrence　 of　abnormal　 splicing　 in　the

mRNA　 for　the　 env　 gene　 in　the　 PacNIH/A8p　 cells　was　 suggested.

Key　 Words:ecotropic,　 packaging　 cell,　 histochemistry,　 retrovirus,　 CNS

緒　　言

　 我 々 は,フ レ ン ド 白 血 病 マ ウ ス レ ト ロ ウ イ ル ス

(Friend　 murine　 leukemia　 virus,　F-MLV)を,ラ ッ ト

脳 内 へ の継 代 接 種 お よび ラ ッ ト由来 グ リ ア細 胞 株C6へ

の継 代 感 染 を 繰 り返 す こ とに よ り神 経 病 原 性 ウイ ル ス株

FrC6-Vを 樹 立 した,〉.更 に この ウ イ ル ス を 分 子 ク ロ ー

ニ ン グ してA8-Vを 得 たYI.　A8・VもFrC6・Vと 同 様 に,

新 生 仔 ラ ッ トに感 染 させ る こ と に よ り,感 染 後6-8週

で感 染 した ラ ッ トの 中 枢 神 経 系 内 に海 綿 状 脳 症 を惹 き起

こす,病 変 部 位 は橋 を 申 心 に大 脳 皮 質,視 床,基 底 核,

小 脳,脊 髄 にお よぷ,脊 髄 病 変 が 強 い場 合 に は下 肢 麻 痺

が 出現 す る3).海 綿 状 病 変 を 形 成 す る空 胞 は,我 々 の電

子 顕 微 鏡 に よ る検 索 か ら後 シ ナ プ ス の 部 位 に あ る神 経 網

(neuropil)に 局 在 して い る と 考 え られ るv。 病 変 が 神

経 細 胞 に 生 じて い る に もか か わ らず,ウ イ ル ス は神 経 細

胞 に は感 染 せ ず,ウ イ ル ス抗 原 は感 染 した ラ ッ トの中 枢

神 経 内 の 血 管 壁 や グ リア細 胞 に認 め られ るw・船・;,,

　 一 般 に マ ウ ス レ トロ ウ イ ル ス(MLV)の 遺 伝 子 は,

5'末 端 のLong　 Terminal　 Repeat(5'LTR),　 gag遺

伝 子,次 にpo且 遺 伝 子 領 域 を挟 ん で,ウ イ ル スの 被 膜 タ

ンパ ク質(envelope　 protein,　 Envタ ンパ ク質)を コー

ドと す るenv遺 伝 子 が 配 列 され 最 後 に3'末 端LTRが

付 加 さ れ る構 造 を と って い る6).こ の 中 のgag遺 伝 子 は

ウ イ ル ス粒 子 の コ ア蛋 白 を 形 成 す るGagタ ンパ ク質 を

コ ー ドす る.Gagタ ンパ ク質 の 発 現 に はLTR領 域 に あ
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るU3領 域 か ら始 ま りenv遺 伝 子 を 含 む 全 長8.9　 kbの

mRNA(full　 length・mRNA)カi用 い られ る.一 方,

env遺 伝子 の 発 現 で は,前 述 の 全 長 のmRNAか らスプ

ラ イ シ ン グ に よ りgag-polの 領 域 が 除 去 され た3.l　 kb

のmRNA(env・mRNA)が 用 い ら れ るal'r)AS-Vの

神 経 病 原 性 に関 与 して い る遺 伝 子 が ど の領 域 に あ るか に

つ いて は,神 経 系 で あ ま り増 殖 せ ず,か っ 神 経 病 原 性 も

な いF・MLVの 分 子 ク ロ ー ンで あ る57-Vの 遣 伝 子 と

A8・Vの 遺 伝 子 の間 で組 換 え を して作 成 した 種 々 の キ メ

ラ ウイ ル スを 用 いた 感 染 実 験 の 結 果 か ら明 らか に な って

い る41,]1.神 経 病 原 性 を惹 起 し,ま た,ラ ッ ト中 枢 神 経

系 で効 率 よ く増 殖 す る ため に は,A8・V由 来 のenv　 il9伝

子(A8〆env)が 必 須 で あ る.こ の 遺 伝 子 に コー ドされ

るEnvタ ンパ ク質(A8/Env)は,我 々 が ラ ・ソトグ リ

ア細 胞 株F10細 胞 か ら分 離 しt,:MLVレ セ プ ターF10・

EcoRを,57・V由 来 のEnvタ ンパ ク質(57/Env)に

比 べ て よ り 効 率 よ く認 識 し,A8/Envを 発 現 して い る

ウ イ ル ス 粒 子 の 標 的 細 胞 へ の 進 入 を 促 進 さ せ るfll・91.

A8・Vの 病 原性 発 現 お よび 中 枢 神 経 内 で の 高 い 増 殖 能 獲

得 の た め に は 上 記env遺 伝 子 だ け で は な く,LTRの

U3領 域 に あ る エ ンハ ンサ ー配 列 や5'LTR下 流 の リー

ダ ー配 列 も重 要 で あ る こ と が確 か め られ て い るil.101・11),

　 我 々 は これ まで に,こ れ らA8・V遺 伝 子 特 有 の配 列 を

利 用 して 中枢 神 経 系 内 に遺 伝子 を導 入 す るた め の レ トロ

ウ イ ル ス ベ ク ター系 を 構 築 して き た12).131.・lil,福光 らは,

本 研 究 で も使 用 され て い る,A8-V遺 伝 子 を用 い た発 現

ベ ク タ ー で あ るpA8(Ψ 一)δを ラ ッ ト由来 グ リア細 胞 株

C6/Gに 遺 伝 子 導 入 してバ ・7ケー ジ ング細 胞PacC6/A8

を 得 た131.C6/G細 胞 株 は我 々 がC6細 胞 か ら星 状 膠 細

胞特 異 抗 原 で あ る グ リア線 維 酸 性 タ ンパ ク質(GFAP)

陽 性 の 細 胞 を ク ロー ニ ング し て 得 た 細 胞 株 で あ る",

PacC6/A8に 更 に脳 由 来 神 経 栄 養 因 子(brain・derived

neurotrophic　 factor,　 BDNF)の 遺 伝 子 を組 み 込 ん だ

レ トロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を遺 伝 子 導 入 して,持 続 的 に

BDNF遺 伝 子 を 運 ぶ 偽 ウ イ ル ス を産 生 す るPacC6/A8/

bmh細 胞 を ク ロ ー ニ ン グ した.　 PacC6/A8/bmh細 胞

を ラ ッ ト脳 内 に移 櫃 した と ころ,偽 ウイ ル ス に よ り運 ば

れ たBDNF遺 伝 子 を 発 現 す る グ リア細 胞 が ラ ッ ト脳 内

で 確 認 され た.こ の と き,A8-Vで 誘 導 さ れ る 神経 病 変

は生 じ なか っ だ3}.海 綿 状 脳 症 を 誘 発 す る た め に は,

A8・Vが 感 染 してA8・Vの 遺 伝 子 が 脳 内 の グ リア細 胞 ま

た は血 管 内 皮 細 胞 で 発 現 しな け れ ば な らな い もの と考 え

られ る.

　 今回 の我 々の 論 文 は,こ れ まで の 一 迎 の ベ ク タ ー構築

の 箋 験,と りわ けpA8(w・)δ 構 築 の 過 程 でA8/ene

の発現が不安定になる現象が見られ,こ の現象の原因を

解明することで,よ り安定なレトロウイルスベクターの

開発のための知見とする目的で行 うた研究の結果である,

材料と方法

　 発 現 ペ ク ター お よ び パ ッ ケー ジ ング細 胞 の 構 築:す で

に 発 表 して あ る 方 法mに よ りA8-Vの 遺 伝 子(Acces-

sion　No.　D88386)か らBa11・Pst　I断 片 を欠 失 させ て パ ッ

ケ ー ジ ン グ シ グ ナ ル を 除 去 した.更 に3'LTRの 部 位

(env領 域 下 流)にSV40遺 伝 子(Accession　 No.

VO1380)のosi　 kbp　 Sau3AI(4710)一Sau3AI

(9100)断 片 と0.24kbp　 Bcl](2770)・BamHi(2533)

を っ な い だ0.85kbpの 断 片 を結 合 させ て 発 現 ベ ク タ ー

pA8(Ψ ・)Rを 構 築 し た131,同 様 にSV40遺 伝 子a.ia

kbpのHpal(2666)・BamHI(2533)断 片 をenv領

域3'末 端 に 結 合 さ せ てpA8(Ψ 一)δ を 得 た(第1図

[A]).そ れ ぞ れ の 発 現 ベ ク タ ー に は薬 剤 選 択 の た め に

ブ ラ ス トサ イ ジ ンデ ア ミナ ーゼ 遺 伝 子 を 導 入 した.こ れ

ら の ベ ク タ ー をNIH3T3細 胞 に トラ ンス フSク トし た

後,1.25ｵs/m】 の ブ ラ ス トサ イ ジ ン(lnvitrogene)

存 在 下 で 細 胞 クロ ー ニ ングを 行 い,パ ッケ ー ジ ン グ細 胞

PacNIH/AS(i細 胞 とPacVIH/AaR細 胞 を得 た.同 様 に

pA8(Ψ ・)sま た はpA8(Ψ ・)β をC6/G細 胞 に 遺 伝

子 導 入 してPacC6/A8δ お よ びPacC6/napを 得 た19..

　 遺 伝 子 解 析=サ ザ ン プ ロ ッ トに あ た っ て は,

PacNIH/A8δ,　 PacNIH/A8β お よ び 正 常NIH3T3細 胞

か らDNAを 抽 出 しr.10μgのDNAをXba]お よ び

Bglllで 消 化 し,ア ガ ロ ー ス ゲ ル電 気 泳 動 を 行 っ た.

DNAを メ ン ブ レン に トラ ン ス フ ァ ー した 後,　env遣 儀

子 を 含 むBamHl・BamHI断 片(0.8　 kbp)を プ ロー ブ と

して,ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ンを 行 っ た,RT・PCRで

はPacNIH/A8S,　 PacMH/A8(i,,　 A8・V感 染N田3T3

細 胞 か ら抽 出 したRNAを 用 い たll.オ リa(dT)を プ

ラー マ ー と して,逆 転 写 反 応 を 行 い,合 成 され たcDNA

を フ ォ ワー ドプ ラ ー マ ー(5'一TTCTCGAGAGGGACC

ACCGACCCACCAC・3')お よ び リバ ー ス プ ラ イ7一

(5'・TAAGATCTTTATTGTGGGTCGTATTCTA・3')

を 用 い て,PCRに 供 した,得 られ た遺 伝 子 断片 を クロー

ニ ン グ した後,遺 伝 子 配 列 を決 定 しだ(第1図[Bユ 参

照).

　 染 色 お よ び 病 理 検 索:す で に 発 表 し た 方 法 を 用 い

で2旧3}ク ロ ー ニ ン グ さ れ た細 胞 は ス ラ イ ドガ ラ ス上 で

1晩 培 養 し た後,100%工 タ ノ ー ルで2分 固 定 し,酵 素

抗 体 法 に てEnvタ ンパ ク質 とGagタ ンパ ク質 の発 現 を
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渡 辺:]nlerruption　 of　env　 gene　 expression　 due　 to　eccentric　 splicing
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第1図 　 pA8(Ψ ・)δ.　pA8(Ψ ・)Pの 構 造 お よ びmRNAの 欠 損 部 位 の 遺 伝 子 配 列.

　 発現 ベ ク タ ー の 基 本 構 造 を[A]に,env-mRNAの 基 本 構 遭 とPacNIH/A8β 細 胞 で 作 られ た

　 env-mRNAの 欠 損 部 位 を[B〕 に 示 した.〔A〕 のXba1・Bglllは サ ザ ンプ ロ ッ トの 解 析 に 用 い た

　 部分.[B〕 に あ るDeletion　 of　l.3・kbがPacNIH/nap細 胞 で 作 られ たenv-mRNAの 欠 損 部 位,

　 この 欠 損 部 位 の 前 俵 に見 ら れ た スプ ラ イ シ ン グ供 与 部 位 お よ び受 容 部 位 の コ ンセ ンサ ス配 列 に'ド

　 線 を付 した.RT・PCR　 Primerの 上 に示 した 矢 印 はRT・PCRに 用 い た プ ラ イ マ ー の 設 定 部 位,プ

　 ライマ ーの塩 基 配 列 は 材 料 と方 法 参 照.Ψ;パ ッケ ー ジ ン グ シ グ ナ ル,Ψ ・は パ ッヶ 一 ジ ング シグ

　 ナ ルを 欠失 さぜ た こ とを 示 す.欠 失 部 位 は材 料 と方 法 参 照,polyA:ポ リA付 加 シグ ナ ル,　SD:

　 ス プ ラ イ シ ング供 与 部 位,SA:ス プ ラ イ シ ング受 容 部位,　 SV40　 early　 splice　region:SVAO初

　 期 遺 伝 子 の ス ブ ライ シ ング 部 位

確 か め た.抗 体 は,そ れ ぞ れ の タ ンパ ク質 に 対 して

post　 anti-Rauscher　 MLV　 gp70とanti・AKR　 p30sM

(Quality　 Biotech　 Incorporated　 Resource　 Laboratory)

を 使 用 したJ).51.PacC6/A8δ お よ びPacC6/napは,

本大 学 の安 全 規 定 と動物 倫理 規 定 に 基 づ いて 飼 育 さ れ て

い る ル イ ス ラ ッ トの 新 生 仔7匹 お よ び5匹 の脳 内 に そ れ

ぞ れioｰ細 胞/匹 を マ イ ク ロ シ リ ン ジを 用 い て 注 入 して

移 植 した13),同 時 にA8・Vを 従 来 の 方 法 でn.　m5匹 に 感

染 させ た.移 植 ま た は感 染 後6週 で 深 麻 酔 下 で 屠 殺 し中

枢 神 経 を 取 り出 し4%,.ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ドで 浸 潰 固 定

しパ ラ フ ィン切 片 を作 成 した,顕 微 鏡 に よ る観 察 は ヘ マ

トキ シ リ ンー エ オ ジ ン染 色 した徒 に お こ な った.

研究結果

パ ッケ ー ジ ン グ細 胞 に お け る遺 伝 子 発 現=PacNIH/

A8β 細 胞 か ら は プ ラ ス トサ イ ジ ン存 在 下 で の 細 胞 培 養

に よ り30ク ロ ー ンの 細 胞 を 分 取 した,こ の う ちGag

タ ンパ ク 質 ま た はEnvタ ンパ ク質 を 発 現 して い た の は

24ク ロー ンで あ っ た.こ の24ク ロ ー ンす べ て でGag

タ ンパ ク 質 が 発 現(Gag+)し て い た.し か しGag+

でEnvタ ンパ ク質 を 発 現 して い た(Env十)ク ロ ー ン

は わ ず か3ク ロ ー ンで あ っ た.残 りの21ク ロ ー ンに は

Gag+で あ る に もか か わ らず,　 Envタ ンパ ク質 が 発 現

して い な か っ た(Env一).ま た,　 Gagタ ンパ ク質 が 発

現 して お らず(Gag・)にEnv+で あ った ク ロ ー ンは な

か った(第1表).一 方PacNIH/A8δ 細 胞 か らは24ク

ロ ー ンを分 取 し,13のGag+ク ロ ー ン を 得 た.こ れ ら

のGag+ク ロ ー ンす べ て がEnv+で あ っ た 。　PacNIH/

A8δ 細胞 か ら得 た クe　 ンで もGag・ か つEnv+の ク ロ ー

ンは見 られ なか った.

　 DNA解 析:PacNIH/A8β 細 胞 で 見 ら れ たGag+,
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第1表 　パ ッケー ジング細胞 クロー ンの遺伝 子発現

Clone　 No.

PacN旧/A8β PacNIH/A8S

Gas Env Gag Env

1 十 十 十 十

z 十 十 十 十

3

4

十

十

一

一

十

一

十

一

5

e

十

十

一

一

一

十

　 ■

十 十

7 十 一 十 十

B 十 一 十 十

9 十 一 十 十

io 十 一 十 十

11 十 一 一 一

12 十 宇 十 十 十 十

13 十 一 十 十

is 十 十 一 十 十

15 十 一 辱 　

lfi 十 一 一 　

17 十 一 一
-

18 十 一 十 十

19 十 十 一 一
-

za 十 一 一 一

21 十 層 　 一

22 十 曽 　 一

23 十 一 　 一

24 十 響 十 十

25-30 他6ク ロ ー ンでGag一,

Env一

発 現 ベ ク タ ーpA8(Ψ 一)Pま た はpA8(Ψ 一)δ をNIH3T3細

胞 に 遺 伝 子 導 入 して,パ ッケ ー ジ ング細 胞PacNIH/A8/i　 f;よ

びPacMH/A8S細 胞 を'r3f:.そ れ ぞ れ の 細 胞 は ブ ラス トサ イ

ジ ンL25　 mg存 在下 で ク ロ ー`ン グ し た.酵 素 抗 体 法 でGag

タ ンパ ク質 とEnvタ ンパ ク質(表 中Gag,　 Envと 記 載)を 検

出 し個 々の ク ロ ー ンに っ い て ウイ ル ス 抗 原 陽 性(+)と 陰 姓

(一)を 記 した.(++)の 表 記 は強 い 発 現 が さ い ぼ うの ほ ぼ

ioa%に 発 現 して いた こ と を 示 す.(+)の ク ロー ンで は ス ラ

イ ドガ ラ ス ーヒの 細 胞 の で は す べ70%以 上 の細 胞 が ウイ ル ス抗

原 陽性 と して 判 定 で きた(方 法 の 詳 細 に つ い て は福 光,渡 辺 の

言含文 参 照).

のenv遺 伝 子 領 域 をRT・PCRに て 増 幅 して 解 析 した.

env遺 伝 子 発 現 に は ス プ ラ イ シ ン グを受 けた 後 に生 じる

短 いenv-mRNAが 用 い られ る.こ のenv-mRNA内 の

env遺 伝 子 領 域 を解 析 で き る プ ライ マ ー を設 定 し(第i

図 【B】 で 示 した プ ラ イ マ ー設 定 部 位),発 現 を 確 か め

た と こ ろ,Gag+,　 Env-PacNIH/Asp細 胞 ク ロ ー ンに

誠 黙,
9　 　 　 　 　 　 　 　 層　騨

噛
F
"..

囲
鱗

O.

む

鎌
難

.

撚

….

kbp

《23

.g,4

.s.s

《4.4

.2.3

く2 .0

o

Env一 の現 象 が 導 入 され たDNAの 欠 損 に よ る もの か 否

か を サ ザ ンプ ロ ッ ト法 に よ り確 か め た.DNAの 欠 損 の

可 能 性 を よ り精 密 に 測 定 す る た め に,導 入 さ れ たDNA

のenv領 域 に で き る だ け 近 い 部 位 を 切 断 す る制 限 酵 素

を 用 い た(第1図 【A】 で 示 し たXbal・Bg111領 域).

PacMH/A8β 細 胞 ク ロ ー ンか ら4っ のGag十,　 Env一

の ク ロ ー ンを 選 ん で 解 析 した が,導 入 さ れ て い たenv

遺 伝 子 の 大 き さ は期 待 通 りの サ イ ズ で,PacNIH/A8δ

細胞 か ら得 られ た結 果 と同 じで あ った(第2図).

　 mRNA解 析:そ れ ぞ れ の ク ロ ー ンに つ い てmRNA

第2図PacNIH/A8δ お よ びPacN]H/A8Q細 胞 ゲ ノ ム に

　 組 込 まれ たenv遺 伝 子

　 PacNIH/A8S.　 PacNIH./Abpお よ び 正fi,　NIH3T3細 胞

　 か ら油 出 され たDNAの サ ザ ン プ ロ ッ トに よ る解 析.細

　 胞 ゲ ノ ム に組 込 まれ た 発現 ベ ク タ ー のenv領 域(XbaI・

　 Bslll領 域.第 重図[A]参 照)に は大 き な 欠損 は な く,

　 期 待 され た 約2kbpの バ ン ドが検 出 さ れ た.
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第3図 　 PacNIH/A8δ お よ びPacNIH/ASp細 胞 で 発 現 し

　 て い るenv-mRNA

　 PacNIH/A8δ.　 PacNIH/Abp,　 A8・V感 染NIH3T3細 胞

　 か ら柚 出 したRNAを 用 いたRT・PCRの 轄 果得 られ た電

　 気 泳 動 像.PacNIH/A8β か ら 得 ら れ た 材 料 か ら は 約i

　 kbp　 ksiいバ ン ドが 検 出 され た.プ ラ イ マ ー の設 定 部 位 は

　 紡 料 と方 法 お よ び,第 且図[B]参 照,

第4図 　移随後の病原性

　 1XlO個 のPacC6/A8β 細胞 を ルイ スラ7ト 新1Lffの 脳

　内に移 埴 し.移 埴後6週 目の橋の組織('fly　 B)と,　 A8・

　V感 染後の橋 に見 られ た強 い海fA7/:Ati4(写 爽A).細

　胞移簡群 では,既 に発表 したPacC6/A8δ 細 胞の 移穂 の

　結 果n'と 同様,海 綿状 の病変 もま た,そ れ以 ドの小 さな

　弱 変であ る空胞変性 も全 く見 られ なか った,写 頁 内の太

　いパー と2亜 線 はそれぞれ50Nmと60　 umを 示 す.写

　i!A内 の白枠部分 は同部位の拡大 であ り,侮 面状 変性の

　中 にあ る神経細胞 が健常 に保たれてい ることを示す.

お い て,env・mRNAのenv遺 伝 子 領 域 が 約Ikb短 く

な って い た(第3図).PacNIH/A8δ か ら碍 た細 胞 クロ ー

ンで 作 られ るenv・mRNAのenv遺 伝 子 領 域 は 期 待 通

りの 大 きさ で あ った.

　 塩 基 配 列の 検 索:Env-PacNIH/A8β 細 胞 ク ロ ー ンで

作 ら れ るenv・mRNAの 塩 塞 配 列 を 調 べ た と こ ろenv・

mRNAの3'但ljに1.3　 kbの 欠 損 が 確 か め られ た(第1

図 【B】).こ の 欠 損 部 分 は,Envタ ンパ ク質 の 表 面 タ

ンパ ク 質(SU　 protein)で あ るgp70の 巾 の 下 流 域 を

コ ー ドす る 部 分 と,や は りEnvタ ンパ ク質 の 一 部 で,

その 膜 臓 通 部 分 で あ るp15Eの 大 部 分 を コ ー ド して い る

領 域 で あ った.こ の 欠損 した 部分 の ド流 領 域 の 配 列 は 保

たれ て た(第1図 【B】).

　 fide原性 の 検 討:PacC6/A8δ お よ びPacC6/aspを 新

生 仔 ラ ッ ト脳 内 に移 値 して病 原 性 を確 か め た.そ れ ぞ れ

7匹,3匹 の 脳 内 に移 値 し6週 後 に病 理 検 索 を 行 っ た が

海 面 状 屑 変 は認 め られ な か った(第4図).

考　　察

　 異 な るenv-mRNAの 発 現 を 示 し たPacNIH/A8δ お

よ びPacNIH〆A8(i細 胞 の 違 い は,そ れ ぞ れ の パ ッ ケ ー

ジ ング細 月亀に遺 伝 子 導 入 さ れ た 発 現 ベ ク ターpA8(Ψ ・)

δま た はpA8(Ψ ・)βの ポ リAシ グ ナ ル と して 用 い た

svaoの 初 期 遺 伝 子(SV40　 early　 region)tra .造の 違 い

の み で あ る.pA8(Ψ 一)aで は初 期 遺 伝 子 の 中 に あ る ス

ブ ラ イ シ ン グ供 与 部 位 と 受 容 部 位 の 構 造 を 含 ん だ0 .85

kbp遺 伝 子 断 片 を ポ リAシ グ ナ ル と して 付 加 さ れ て い

る.こ のpA8(Ψ ・)β をNIH3T3細 胞 ま た はC6/G細

胞 に 週 伝 子 導 入 し て 得 ら れ た パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞

PacNIH/asp細 胞 お よ びPacC6/nap細 胞 の 双 方 で

env-mRNAの 発 現 が 不 安 定 と な っ た た め に,我 々 は

SV40初 期 遺 伝 子 内 の ス プ ラ イ シ ング供 与 部 位 と受 容 部

{立の 柵 造 が 影 響 して い る と考 え,こ の 部 分 を 含 ん だ大 き

な 領 域 を 欠 失 させ た0.19kbpの 遺 伝 子 断 片 をA8/env

の ド流 に 付 加 してpA8(Ψ ・)δ を 作 成 し た の で あ る

(第1図),期 待 通 り に,こ の 発 現 ベ ク タ ー を 導 入 した

PacNIH/A8δ 細 胞 で はenv-mRNAの 発 現 が 安 定 し て

い た(第 且浅),PacN1H/Asp細 胞 で 観 察 さ れ た 不安 定

td　env-mRNAの 発現 が,導 入 され たDNAの 不安 定 さ,

また は欠 失 が 原 因 で は な い こ とが サ ザ ン プ ロ ッ トの｣A果

か ら推 測 され た た め,次 に我 々 はmRNAの 解 析 を 行 っ

た.Gagタ ンパ ク質 の 発現 は 比 較 的 安 定 して い た た め ,

こ の タ ンパ ク質 発現 に 使 わ れ るfull　 length　 mRNAの

解 祈 よ り も,Envタ ンパ ク質 の 発 現 に 使 わ れ るenv・
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mRNAに 注 目 した.ま た,本 論 文 で は デ ー タ ー を記 述

しな か った が,RT・PCRを 行 う前 に行 った ノザ ンプ ロ ッ

hの 結 果 か らPacNIH/A8β 細 胞 で も,ま たPacNIH/

A8δ 細 胞 で も産 生 さ れ るfull　length　 mRNAの 大 き さ

は,期 待通 りの サ イ ズ で あ る こ と が 確認 され て い る.

　 予 測 通 りenv・mRNAを 標 的 と し たRT・PCRの 結 果

か らPacMH/asp細 胞 が 産 生 す るenv・mRNAに 欠 損

が認 め られ た.し か し,欠 損 部 位 付近 の塩 基 配 列 を調 べ

る と欠 掲 して い た 領 域 はenv・mRNAのenv領 域 内 に

あ って,こ の 領 域 内 に あ るp15Eの3'末 端 領 域 は 保 た

れ,し か もそ の後 の ポ リA付 加 は 正常 に 行 わ れ て い た,

env・mRNAはfull　 length　 mRNAか ら,　LTR一 ド流 の

ス プ ラ イ シ ン グ供 与 部 位 とenv遺 伝 子 上 流 の ス プ ラ イ

シ ング受 容 部 位 を使 って ス プ ラ イ シ ングを受 け て 形成 さ

れ る6}.戴 々 はA8-V遺 伝 子 に あ る ス プ ライ シ ング供 与

部 位 と受 容 部 位A+SV40初 期 遺 伝 子 に あ る ス プ ラ イ シ

ング供 与 部 位 と供 与 部 位 が何 らか の 相 亙 作 用 を起 こ して

mRNAの ポ リA付 加 が 正 常 に 行 わ れ な い可 能 性 を 予 測

して い た.Gag　 4ン パ ク質 の 発現 が 安 定 して い る こ と,

ま た.full　length　 mRNAに 大 き な 欠 失 が 見 られ な か っ

た こ と か ら も,ス プ ラ イ シ ン グ を 受 け た 後 のenv

mRNAに 異 常 が生 じた こ と は明 らか で あ る.普 段 は ス

プ ラ イ シ ン グで 除 去 され な い配 列 が,後 ろ に スプ ラ イ シ

ン グ 供 与 部 位 と受 容 部 位 の 構 造 を 含 ん だ0.85kbの

SV40初191iQ{i:子 の遺 伝 子断 片 が 付 加 され る こ とに よ り,

あ た か も ス プ ライ シ ン グ を 受 け た か の よ うに,env・

mRNAの 一 部 が除 表 され て しま っ たの で あ る.欠 損 し

た 部 位 の 前 後 の 領 域 に 異常 が 見 られ な か った こ とか ら,

ま ず はPacNIH/A8β 細 胞 で 産 生 され るenv・mRNAが

更 に スプ ライ シ ングを受 け た と考 え るのが 妥 当で あ ろ う.

そ こで,祥 細 に欠 損 した 部位 の 前 後 の塩 基 配 列 を 検 討 し

た と こ ろ,実 に スプ ラ イ シ ング供 与 部 位 と受 容 部 位 と し

て 使 わ れ る う る配 列 が 認 め られ た の で あ る(第1図

[B]の 欠 損 領 域 の 前 後 に 示 した塩 基 配 列 に..ド線 を 引 い

た 部 位).A8・VやpA8(Ψ 一)δ の 遺 伝 子 か ら読 ま れ る

env・mRNAで は ス プ ラ イ シ ン グを 受 け な い 部 位 が,な

ぜpA8(Ψ ・)Pの 遺 伝 子 か ら読 ま れ るenv・mRNAで は

スプ ライ シ ングを受 けるの かを説 明 で きる材 料 を まだ我 々

は手 に して い な いが,ひ とつ に はenv・mRNAの 立 体 構

造 の変 化 が スプ ライ シ ングを受 けや す くす る条 件 の 一 っ

で あ る こ とが 考 え られ る.し か し.コ ン ビ}　 ター に ょ

る シ ミュ レー シ ョンで 検 索 して み たが,今 の と こ ろ我 々

の 検 索 でｫ,そ れを 襲 付 け る手 が か りは 得 られ て い な い.

SV40初 期遺 伝 子 に あ る スプ ラ イ シ ン グ供 与部 位 と供 与

部 位 が 何 らか の 相h:作 用 を起 こ して い る可能 性 に っ い て

も否定的な結果が得られている.と いうのは,SV40初

期遺伝子にあるスプライシング供与部位と供与部位を含

んだ領域を用いた新たな構築で発現ベククーを作成 して

同様の実験をしたがenv-mRNAの 発現は安定していた.

異常なスプライシングの機構の解明のためには,今 後更

に種々の長 さのSV40初 期遺伝子断片 を付加 した構築

で検討を重ねる必要がある.

　Envタ ンパク質の発現異常は通常の感染で も報告さ

れている.MLVに 鱗 し神経病原性を有するレトロウイ

ルスで ミクログ リアに感染 して発現するEnvク ンパク

質に異常が見られ,こ れが病原性に関与 していることが

示唆されている151そ こで我 々はPacC6/nsp細 胞の移

禎実験を試みたが,神 経病原性は認め られなかった.
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総　　括

　 A8・Vは 我 々が フ レ ン ド白血 病 マ ウ ス レ トロ ウ イ ル ス

(F・MLV)か ら樹 立 した神 経 病 原 性 ウ イル ス株 で あ る.

この ウイ ル ス は,ウ イ ル ス拉 子 の 表層 の 破 膜 タ ンパ ク質

(Envタ ンパ ク質)と ラ ッ ト中 枢 神経 系 で 発 現 して い る

特 異 的 な レセ プ ター との 椙互 作 用 を利 用 して ラ ッ ト巾枢

神 経 系 の 標 的 細 胞 に効 率 よ く侵 入 す る.まf:.A8・Vが

ラ ッ ト中 櫃 神経 系 で強 い増 殖 能 を 発揮 す る こ とに 対 して

は,A8一 一V遺 伝 子 のLTRお よ び その.ド流 の7一 ダー配

列 が 重 要 な 役 割 を担 って い る.AS-Vが 病 原 性 や 高 い増

殖 能 を中 枢 神経 で 発現 す る た め に は,ウ イル ス粒 子 の コ

ア タ ンパ ク質 で あ るGagタ ンパ ク質 はA8・V由 来 の も

の で あ る 必 要 は な い.Gagタ ンパ ク 質 を コ ー ドす る

gag遺 伝 子 を,神 経 系 に 対 して病 原 姓 が な く,し か も中

枢 神 弩 系 で あ ま り増 殖 しな い57-V由 来 の遺 伝 子 と組 換

え て も,A8-Vの 性 質 は 変 わ らな い.こ のA8・Vの 遺 伝

子 を 用 い た パ ッケ ー ジ ン グ細 胞 を柵 築 す る た め の 発現 ベ

ク ター を作 成 した.A8・Vのgag-poL・env遺 伝 子 領域 の

一3A一
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発現 の た め の ポ リAシ グ ナ ル と してSV40初 期遭 伝 子

の 領 域 を 利 用 した.ポ リAシ グ ナ ル と して3"LTRを

用 い なか っ たの は組 換 え に よ って増 殖 能 を 持 った ウ イ ル

ス拉 子 が パ ッケー ジ ン グ細 胞 か ら 出現 す る可 能 性 を よ り

低 く抑 え る た め で あ る.gag-pol・env遺 伝 子 領 域 の 下 流

にSV40初 期 遺 伝 子 の 領 域0,85　 kbpお よ び0』3kbp

を 付 加 して,発 現 ベ ク ターpA8(Ψ ・)βとpA8(Ψ ・)δ

を 得 た.そ れ ぞ れ をNIH3↑3細 胞 に遺 伝 子 導 入 して パ ッ

ケ ー ジ ン グ細 胞PacNIH/A8β 細 胞 とPacNIH/A8δ 細

胞 を 構 築 した.PacNIH/A8δ 細 胞 で はgag遺 伝 子 と

env遺 伝 子 の 発 現 は安 定 して い た が,　 PacNIH/Abp細

胞 で のenv遺 伝 子 の 発 現 が 不 安 定 で あ った.塩 基 配 列

を 確 か め た と ころ,PacNIH/A8(S･UI胞 のenv遺 伝 子 を

発 現 さ ぜ るmRNAのenv遺 伝 子 領 域 の 一 部 が ス プ ラ

イ スア ウ トさ れ て いた.
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