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はしがき

ヒトを含む動物と病原体の営みは分離不可能であり､均衡を保ちながら常

に変遷している｡微生物により免疫系は進化し･動物は淘汰されてきたともいえる｡

そして個体レベルでの微生物との均衡の破綻が疾病を持たらす｡世界では毎日約

16,000人の新しいHⅣ-1感染者が発生し･毎秒1人の結核菌感染者が誕生し､結

核患者が1 0秒に1人の割り合いで死亡している｡それらの患者は我が国では比較

的少ないが､相対的な重要性は増加しつつある｡さらに我が国で発見されたfTrLV-Ⅰ

による成人稲田胞白血病患者数は減少傾向を示さない｡これらの感染症はいずれも

極めて難治性であり､その病態形成にマクロファージの活性化が関与している｡故

にマクロファージに遺伝子を導入し･その機能を改変する試みは極めて重要である｡

我々はレンチウイルスベクターを様々な細胞に導入した｡ウイルス膜タンパクとし

てⅤ即を使用した際には､これらのベクターは平滑筋細胞や､脳のグリア細胞由

来細胞(U87)には極めて容易に感染するが､マクロファージへの感染効率は悪い｡

HⅣの第-の細胞側受容体はCD4分子で第二の受容体はケモカイン受容体である｡

第二の受容体がCCR5である時にマクロファージあるいは樹状細胞へ選択的に感染

が生じるので､それを用いたベクターにはHⅣのCCR5好性Envelopeを応用する

のが効率的である｡感染を促進させるためには､関与するウイルス蛋白の三次元構

造の解明が重要な位置を占める.その様な事実を踏まえここでは卯120が受容体に

結合した後に生ずるウイルスと細胞膜の融合の最終段階にかかわり立体構造変化す

るgp41に対する液性免疫応答を検討した｡更にgp41の活性化をもたらす､ gp120

の活性化機構についても述べる｡
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レンチウイルスベクターを用いた感染症における

マクロファージの機能改善

東北大学大学院医学系研究科　感染病態学分野

服部俊夫

研究目的

様々な治療困難な感染症において､病巣に存在するマクロファージは､病態を構成す

る､陰の主役ともいえる｡ HⅣ感染症､ fTLV-Ⅰ感染症の代表的疾患であるATL･

結核の遷延化におけるマクロファージの果たす役割は大きいoここではそれらの病態

の根本的な改善を目的としてマクロファージにとまた疾患を構成する種々の細胞にレ

トロウイルスベクタ-を用いて遺伝子導入効率を比較検討してその機能の変換への基

礎的データとした｡ HⅣ感染者に肺高血圧症が生ずるが､ここでは肺血管平滑筋細胞

由来細胞株PASMCとCD4-CD8-のfTTLV-1感染T細胞株､ 43Tiと末梢血から分

離した単球をGM-CSFを含むMEDIUMで5日間培養して得たマクロファージへの

遺伝子導入を行った｡まず､ Luciferase遺伝子導入レポーター遺伝子を使用し､ Ⅹ4･ R5

などの様々な指向性を有した偽ウイルスを用い感染実験を行った｡ HIVのⅩ4, R5遺

伝子発現偽ウイルスは通常使用しているCD4 ･補受容体発現U87細胞には感染する

が､ PASMCには感染しなかった｡そこで･ VSV-Gを用いたレンチウイルスベクタ

ーによる感染性を検討した｡ LuciferaseをマーカーとしたVSV-Glucによる感染系

では､ tiPASMCにも補受容体発現U87細胞にも同様に効率よい感染がみられたoし

かし43Tiには感染効率は低くまたマクロファージでのルシフェラーゼ活性も非常に

低かったoこれらの事実をGFPを使用したレポーター遺伝子でも確認すると､ PASMC

にはウイルス量に依存して､蛍光陽性細胞が増加することが､ FACS解析及び倒立蛍

光顕微鏡を用いても明らかにされた0 43Ti細胞においては､培養1 8日目に1 0%程



度の陽性細胞の出現をみた｡しかしマクロファージの蛍光陽性細胞は低く本細胞への

遺伝子導入には特別の工夫が必要であることが明らかになった｡

HⅣの感染機構は図1に如く､かなりの部分が明らかにされてきた｡さらなる解明

は感染予防のみならず､ HⅣベクターの開発にも有用である｡細胞への侵入機構を

主にウイルスペプチドを用いて明らかにしてきたo最も強いウイルス感染阻止作用を

持つのは卯41のC端に存在するペプチドであるoこのペプチドは､卯41の構造変

化を阻止することが明らかになっている｡その構造変化を生ぜしめる機構は未だ不明

な点が多いが､卯120がCD4分子とケモカイン受容体に結合した後に甜41の活性

化が生ずることと思われる｡そのGp120の活性化様式を解析することにより､和V

感染機構をさらに明らかにし､抗ウイルス剤を発見することも可能と思われる｡我々

はこれらの訂4 1由来ペプチドがⅩ4ウイルスにより少量で作用するが･ R5ウイ

ルスはより抵抗性であることを報告し､その理由を解明した｡またV3ル-プ由来の

ペプチドがウイルス株特異的な感染促進作用を有することを明らかにした｡ Ⅹ4ウイ

ルスを用いた解析では､その促進機構として､ CD4やコレセプターの発現は増加さ

せないが､ペプチドがそれ自身の細胞表面への結合を増加させることによることが明

らかになっているD LかLR5ではV3ペプチドも細胞膜表面に結合しないことが同

時に明らかになった｡さらに当該ペプチドがH9/ⅠⅠIB感染細胞膜表面のCD4

inclucing epitopeに対するモノクローナル抗体(17b)とV2に対する抗体(830A)の反

応性を増強させることより､ V3⊥Vl/V2の均衡の乱れが､ケモカイン受容体の結合

領域(17bi)の発現を誘導することが推測されたoよく感染できるベクターを開発する

ために､この感染促進作用は柑Ⅴベクターの開発のみではなく感染機構の開発にも

有意義である｡

材料と方法

合成ペプチドの作製

卯41由来のペプチドと3種類のウイルス(BH10, 89･6･ADA)由来のV3ループ化

ペプチドを作成した｡ V3領域の非ループ化ペプチドとしてシステイン残基をアラニ



ンに置換したBHIO/CAも用いた｡ (表1､ 2)

感染系

感染の評価はLuciferaseを組み込んだPseudotypeをCD4とCoRを発現させたU

8 7に感染させることにより行った｡

モノクロナル抗体

ヒトモノクローナル抗V3ループ抗体(447･52D)､抗V2ループ抗体

(830A,2158,1357) ､抗CD4 bin血g site(CD4BS)抗体(IgGb12とF105)､抗

coreceptor bin血g site(CD4i)抗体(17b)を使用した｡またコントロールとして抗

cxcR4抗体(12G5)を用いた｡

Fac s解析

V3ループペプチドで処理したH9/ⅠⅠIB細胞表面のgp120をCD4BS･CD4iおよび

V2ループに対する抗体を用いてフローサイトメトリーで解析したo H9/ⅠⅠIBを0･1%

BSA ､ 0.01% sodlumazide ､ 25 mM HEPESを含んだRPかⅡ(incubation

solution ; IS)中で､異なる濃度のV3ペプチドで一時間37℃インキュベ-トした｡

was仙g solution (WS､ 0･1% BSA､ 0･01% sodium azideを含んだPBS)で二回洗

浄したのち､細胞は十分量の抗体を含んだISに懸濁され､ 30分4℃でインキュベ-

トした.続いて､ WSで細胞を洗浄し､ FITC-conjugated Goat F (ab')2 anti-mouse

もしくはanti-human抗体を用いて30分4℃染色した｡細胞は1% forTnaldehyde

(fixing solution)で懸濁し､フローサイトメーター(FACScan, Becton Dicldnson,

sam Jose, CA)で解析された｡ ､73ペプチド無しで抗体を染色に用いたものをコント

ロールとした｡最大量のペプチドの存在下でisotype抗体

を用いた場合をバックグラウンドとした｡

結果

使用したgp41および卯120由来ペプチドは表の通りであるo X4(H㍊2)とR5

(ADA)由来Envelopを用いてPseudotypeウイルスを作成し､標的緋包である

U87/CD4/CXCR4あるいは/CCR5に感染させる高感度測定系を用いペプチドの融



合阻止能を検討した｡

Gp4 1由来のペプチドは抑制活性を認めたoそのIC50はNペプチド(DP178, N36)

よりもCペプチド(DP178,C34)がより低値で､抑制効果が強いことが明らかにな

った｡ (図2)さらにその抑制に対してはR5ウイルスよりもⅩ4ウイルスがより抵

抗性であった｡その理由として卯4 1ペプチドと補受容体との相互作用の可能性に

っいて検討した｡ CXCR4高発現T細胞株のCXCR4を抗体(12G5)により検出する

系に､種々のペプチドを作用させたo CXCR4 hlhlbitorであるT2 2はその結合を

低濃度で抑制する｡ (図3) CペプチドでT2 0として臨床治験が行われているDP

1 78は1 2G5の結合を抑制したが､同じくCペプチドでより強い抗HⅣ活性を

もつC3 4には抑制活性がなかった｡これらのことはT2 0にはCXCR4と相互作

用することができるが､ R5の抵抗性はそれによってのみでは説明できないことも明

らかになった｡

Gp1 2 0由来ペプチドの作用

同じ感染系にV 3ループペプチドを加え感染に及ぼす影響を観察したoすると一部の

例外を除きウイルス特異的な感染促進作用が観察されたo (図4)その機構を解析

するために､ V3ループペプチドが抗CD4 BS抗体(F105 and lgGlb12)と抗CD4i

抗体(17b)のH9/ⅠⅠIB細胞膜表面への結合に及ぼす影響をFACSを用いて解析した｡

F105とIgGlb12の卯120への結合は全く影響されなかったが･ V3-BHIO処理に

ょって17bエピトープの発現は明らかに増加したo逆に､ V3-ADAとV3-89･6処

理では同様の結果は得られなかった｡ (図5)

考察

我々は様々な捌包にVSV-G envelopeを用いたレンチウイルスベクターを用いて遺

伝子を導入する過程でマクロファージへの遺伝子導入効率が平滑筋細胞への導入にく

らべて低いことが明らかになった｡ R 5ウイルスのEnvebpeを使用すると特異的に

マクロファージへの遺伝子導入が可能となる可能性がある｡そこでHⅣの感染機構

をさらに検索すると､ R5ウイルスは卯41のCペプチドにより抵抗性であることが



明らかになった｡さらにV 3ループペプチドにはウイルス株特異的な感染促進作用が

ぁることが明らかになった｡その機構の解析を進める過程で､ V3ループの添加に

ょり､感染細胞膜上のgp120の立体構造が変化し､ CD4i(17bエビト-7)の発現が･

用量依存的に誘導されることが明らかになった｡一方でCD 4結合部位(CD4BS, ib12,

F105エビトー7m=ついては変化がみられなかった｡野生株などではV3ループは

vl/V2ループとともに､ gp120上のCD4 binding siteとCD4-induced siteの中

和エピトープを覆ってしまうと考えられている｡ (図6)さらに､ Vlル2はV3と共

に中和抵抗性とケモカインレセプターへの作用を決定していると考えられた｡これら

の結果はVl/V2がV3と機能的に相互作用しているか､近接していることを示す｡

我々の知見は､ Vi/V2とV3ル-プの相互作用が均衡を保てなくなることにより

コレセプター結合部位が出現し､ HⅣ感染を促進すること示唆している｡この感染

促進作用は現在ではなお効率の悪いマクロファージ系の細胞への遺伝子導入の一助に

なると思われる｡
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図1 gp120とgp41の活性化と融合の成立
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図3　抗CXCR4抗体(1 2G5)の細胞膜への結合に体するペプチドの影響
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図4　V3ペプチドによるウイルス特異的感染促進作用｡
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A: 4種類の抗体を用いたFacs解析 B : CD4i(17b)エピトープへの用量依存的影響
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図5　V3ペプチドによるGP120のエピトープ発現の変化
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図6.VlⅣ2とv3の相互作用



表1合成ペプチド　gp41

DP107　mZ

N36　mZ

DP178　mZ

DP178　ADA

C34　1AZ

NNLIRAZEAQQHLLQLTVWGZRQLQARI LAWRYLKDQ

SGZVQQQ--------------.---------------

y T SL I H SLZEE SQNQQERNEQELLE LDKWASIiWNWF

--G--YT--一一一--一一一----D--A一一一一---一一一~

ⅦMEWDREZNN-----一一一一一一~~~~~~~~~~-~-

表2　合成ペプチド　gp120

v3-BHIO

v3-BHIO/CA

V3-89.6

V3 -ADA

E =NCTRPNNNTRKS ZRZQRGPGRAFVT I GKZ GNMRQAHCNZ S

...及‥‥.‥..‥.--------･---A･-

ESVV‥..‥‥‥.RRLS. ･･････YARRN･=･DZ････-･･

.‥‥‥‥‥..‥H.　‥‥‥Y･℡･E･ェ･Dェ･･---
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本報告書収録の学術雑誌等発表論文は本ファイルに登録しておりません。なお、このうち東北大学

在籍の研究者の論文で、かつ、出版社等から著作権の許諾が得られた論文は、個別に TOUR に登録

しております。 
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