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論 文 内 容 要 旨

序論

レ トロウイルス科に属する数々のウイルスは、ヒト、サル、ウシ、ウマ、ネコな どの哺乳動物

やニワ トリに種特異的に感染 し、白血病 ・乳ガン ・肉腫 ・免疫不全 といった様 々な疾 患を引 き起 こ

す。それ らレ トロウイルスの中で、疾 患との関わ りが最 も良 く研究 されているのは、後天性免疫不

全症(エ イズ)を 引 き起 こすヒ ト免疫不全 ウイルス1型(Humanimmunode負ciencyv㎞s膿1:HIV-1)

である。Hr▽一1はCD4陽i生T細 胞及びマクロファージに感染 し死滅 させ るため、エ イズ患者は免

疫系が破綻 して死 に至ることが知 られる。その発症過程の細部を明 らかにすることは、新たな治療

法 を開発するために重要であるのみならず、動物界 におけるその他のレ トロウイルス疾 患の発症機

構 を理解するのにも役立つ ものと予想 される。

HIV-1は 他の レトロウイルスにない特徴 として、ウイルス複製 に必須でない幾つかのアクセサ リ

ー遺伝子を有 している。それら遺伝子産物の1つ であるVprは 、マクロファージへのHIV4の 感

染効率を上昇させ、またHrv4潜 伏感染細胞か らのウイルス産生 を惹起する作用があ り、エイズ

発症 と深 く関わっていると見なされている。また、 リンパ球系細胞株 においては、発現 されたVpr

は、細胞周期をG2(gap2)期 で停止(G、 期 アレス ト)さ せ、その細胞増殖が抑制 されると同時に、

ウイルス産生が高まることが認め られている(1)。以上の知見 は、VprがHrv-1感 染細胞 をG2期 ア

レス トさせ、ウイルス複製効率 を著 しく高めることによって、エ イズが発症するということを予想

させ る。従 って、Vprの 機能をより詳 しく解析することは極めて重要であると思われる。

Vprは 核 に局在する96ア ミノ酸残基か らなる蛋白で1大 きく5つ の ドメイン(Fig.1参 照)に分 け

ることが出来 る。最近、vbrの 多様な機能は、それぞれ別の ドメインに依存 して発揮 されることが

分かってきた(2,4,5)が、Vpr蛋 白のどの ドメインがG2期 アレス トに関与するのかは明 らかでない。

一方、皿 遺伝子 を導入 した欝歯類細胞 においては、Vprは 細胞周期をG2期 でアレス トすることな

くその増殖 を抑制す ることが報告されてお り(3)、Vprに は別の細胞増殖抑制作用があることも考え

られる。 この ような増殖抑制は、霊長類細胞ではG2期 アレス トが先行するため、検出 し難い もの

と思われる。Vprの 持つ多様 な機能が、別々の ドメインに依存 していることを考慮すると、G、期 ア

レス トと第2の 細胞増殖抑制能は異 なる ドメインに担われている可能性がある。その検証は、Vpr

の各 ドメインの欠失変異体を用いることによって行える ものと予想 される。そこで、本研究では、

Vprの 各種欠失変異体 をHeLa細 胞で発現させる系 を使 って、G2期 アレス トに係わる ドメインの決
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定 とG2期 アレス トによらない細胞増殖の抑制 についての解析を行 うこととした。

第1章HIV-1のC末 端欠失型Vpr蛋 白に よるG2期 アレス トを介 さない細胞 の増殖抑制

HIV-1感 染性DNAク ローンpNL43を 鋳型として、PCR法 により 脳 遺伝子の各 ドメインの欠

失変異体 を作製 し、ヒ ト子宮頚部癌由来HeLa細 胞株に導入 した(Fig.1)。 ウエスタンブロット

でHeLa細 胞 内の発現 を確認 で きた変異体 を選び、 これ らを導入 した細胞の細胞周期 をFlow

cyめme卸 法 により測定 し、G2期 アレス ト能の有無について解析 した(Fig.2)。DNA含 量はFACScan

により解析後、G/M期 、Gl期 の細胞の比率(G/M:q比)をM6dFitLT蹴(Ve貢tySo丘wareHouse,hq)

システムにより計算 した。野生型 叩r導 入細胞でのG/M:Gl比 を1.00と したときのコン トロール及

び変異体導入細胞のそれと比較 した場合、導入 した全ての変異体のG2期 アレス ト能は野生型 と比

較 してコン トロールベ クターと同程度にまで低下 した(Tab亜e1)。この結果から、Vprの 高次構造 が

G2期 アレス トの誘導に重要であることが分かった。 さらにVprのG2期 アレス ト以外の増殖抑制

能について解析するために、各種欠失変異体の細胞増殖に及ぼす効果 をコロニー形成法 によ り解析

した。野生型 贋 遺伝子を導入 したHeLa細 胞におけるコロニー形成阻害率を100%と した ときの、

各変異体でのコロニー形成阻害率(Table2)を算出 した ところ、C81変 異体のみが約35%の 細胞増殖

抑制効果 を示 した。 この結果はVprに はG2期 アレス ト以外の細胞増殖抑制効果 も有す る可能 性を

示唆するものである。

Vprの 多様 な機能発揮 にはVprのb末 端側 に存在するロイシンジッパー様 ドメインの重要性が指

摘 されている(2,4,5)。 そこで、VprとC81が 誘導する細胞増殖抑制能の機能残基 を決定するため

に、HIV-1分 離株間のVprの ロイシンジッパー様 ドメインのア ミノ酸配列のホモロジー解析 を行 っ

た(Fig.3)。ロイシンジッパー様 ドメイン中の60、67、74、81位 の 皿吻uがHIV-1分 離株間で高度

に保存 されていたことから、野生型 皿 およびC81の ロイシンジッパー様 ドメインの60、67、74、

81位 の皿(海uを 各々PCR法 によりProに 置換 した変異体 を作製 した(Fig.4)。野生型 皿 およびそ

の変異体 を導入 したH:eLa細 胞の細胞周期 をFlowcytomeny法 により、細胞増殖 に及ぼす効果をコ

ロニー形成法により解析 した。この結果、ロイシンジッパー様 ドメインの74、81位 の 皿eをProに

置換す ることで野生型 ㎎ によって誘導 されるG2期 アレス トは完全に消失 し、同時 に増殖阻害 も
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見 られなかった(Fig5A、B)。 一方、60及 び67位 の点変異体は各' 約々17%のG2期 アレス ト能 を残

してお り、コロニー形成法でも増殖抑制が見 られた。次にC81に より誘導 される細胞増殖抑制の

機能残基 を明 らかにするため、C81の 点変異体(Fig.4参 照)を導入 したHeLa細 胞 における[3珊

血ymidineの 細胞内への取 り込み量 を測定 し、細胞増殖能 を比較 した(Fig.6)。60、67、74位 の点変

異体を導入 したHeLa細 胞では[3田血ymidineの 細胞内への取 り込みはコン トロールベクターを導入

した細胞 と同 レベルであったが、81位 の点変異体C81μ81Pで は40%抑 制された。 このことか らG、

期アレス トの発揮 にはロイシンジッパー様 ドメインの74、81位 の 皿eが、C81に より誘導される細

胞増殖抑制 には、60、67、74位 の 皿ヴLeuが 特 に重要であることが明 らか となった。

これ らの結果か ら、VprはG2期 アレス トを介さない増殖抑制能 も有 している可能 性があ り、前

述の藩歯類細胞で起 こる細胞増殖抑制はこの効果のみが発揮 されるためであると考えられる。また、

VprとC81の 持つ増殖抑制活1生は互いに異なる残基 に依存 して発揮 されることか ら、 この二つの細

胞増殖抑制活性は異 なる経路 を介 して誘導 される可能性のあることが示唆 された。

第2章HIV-1のC末 端欠失型Vpr蛋 白によるG1期 ア レス トを介 したアポ トーシスの誘導

前章でVprのC末 端欠失変異体C81はG2期 アレス ト以外の機能によって細胞増殖を誘導する

ことを明らかにして きた。その増殖抑制活性をさらに詳細 に解析するために、まずC81、 あるいは

野生型Vpr発 現細胞 における細胞増殖マーカーの:BrdUの 細胞内への取 り込みをan廿一BrdU抗 体で

蛍光染色 し観察 した。その錆果・VprとC81発 現細胞ではan症BrdP抗 体で染色される細胞がコン

トロールベクタL導 入細胞 と比較 して減少 していたことか ら、増殖抑制 を起 こしていることが確認、

された(Fig7A)。 次 にDNA複 製のライセンス化 に関わる因子であるMCM蛋 白の核 内局在 を抗

MCM抗 体 を用いた蛍光染色で調べた。MCMは 細胞周期のS期 後期～G2期 にかけてDNAか ら遊

離 し、界面活 性剤によって核か ら容易に溶出される。そのため、界面活1生剤処理 したS期 後期～G2

期の細胞は、an盛一MCM抗 体によって核が染色 されない。このMCMの 性質を利用 して解析 した結

果、Vpr発 現細胞ではG2期 の細胞が多 く見 られたのに対 し、C81発 現細胞では核が染色 されてい

る細胞、即 ちG2期 ではない細胞が コントロールベクター導入細胞 とほぼ同 じ値 を示 した(Fig.7B,

Table3)。 この結果か ら、C81に よる増殖抑制はG2期 アレス トではないことが再確認 された。C81
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導入細胞 の細 胞周期 をFACSに よって解析 した ところ、C81導 入細胞 のG/M:G、 比 は コン トロー

ルの α32と 比べ て極端 に低 下 し0.㏄ になった(Fig.7C)。 これはC81の 増殖抑制効 果 はG2期 ア レス

トでは ない こ と、 む しろGI期 ア レス トであ る可能 性を示 してい る。

Gl期 ア レス トと関連 す る現象 と して アポ トーシス誘 導が考 え られ る。 そ こでC81に よる細胞 増

殖抑制効 果が アポ トー シスで ある可能 性につい て検 討 した。 アポ トーシス誘 導 を解析す る こ とを目

的 と して、 アポ トー シスマ ーカーであ る ㎜exinVを 用 いた蛍光染 色を行 った。遺伝子導入 マ ーカ

ー と してGFP(gleen且uores㏄ntpro1ein)を 共導入 し、GFP発 現細胞 にお けるアポ トー シス細胞 の割

合 を算:出 した。 その結果、C81発 現 細胞 で はamexinVに よって染 色され る細胞 が コン トロー ルベ

ク ターやVpr導 入細 胞 に比べ て顕著 に増加 した(Fig8A)。 微分干 渉像 に よる細胞形 態の観 察 の

結果 、C81発 現 細胞 では アポ トー シス小体 を形成 してい る と思 われ る細胞 が コン トロールベ クター

やVpr導 入細胞 に比べ て増加 して いた(Fig.8A)。 また、H㏄chst33258を 用 い た核 染色 か ら、C81発

現 細胞 で は核 の凝集 が高頻 度 で観 察 され た(Fig.8B)。 さらに、c81導 入細 胞 において、 アポ トーシ

スの実行 因子 と して知 られ るc御ase-3の 顕 著 な活 性上昇 が見 られ た(Flg.8C)。 これ らの結果 か ら、

C81は アポ トーシス によって細胞増殖抑 制 を誘 導す るこ とが明 らか になった。

さ らに、C81が 細胞周期 をG1期 で ア レス トす る ことか ら、Gl期 ア レス トとアポ トー シス との 関

連性 について検討 した。コン トロールベ クター、Vpr及 びC81を 導入 したHeLa細 胞 のG1:G/M比 、

a皿exinV陽 性細胞 数お よび(脚ase-3活 性 の経時変化 を調べ た(Fig.9A-Q。 その結果、C81に よっ

て誘導 されるG1期 ア レス トとアポ トー シス は同時 に誘導 され、 どち らもDNA導 入後36時 間で最

大値 を示 した。 この結 果 は、C81に よって誘導 され るG1期 アレス トとアポ トー シス は同 じ経路 を

介 して誘 導 される可 能 性を示唆 してい る。 この点 を明確 にするため にFig.4のc81点 変異体 を用 い

てcasapse-3の 活}生上昇及 び細胞 周期 を解 析 した。その結 果、 アポ トーシス誘導 能 とG1期 ア レス ト

能 は60、67及 び74位 の点変異 に よ りほぼ完全 に消失 したの に対 し、81位 の変異 では若 干残 って

い た(Fig.10)。 この ことか ら、C81に よって誘導 され るアポ トー シス とGl期 ア レス ト能 とが密接 に

関連 している こ とが 検証 された。

以 上の結果 か ら、C81が 誘導 す る細胞増殖抑 制は、G1期 で アポ トーシス を介 して起 こ り、 その

抑 制 はロイ シ ンジ ッパ ー様 ドメイ ン中の異 なる残基 に依存 して発揮 され る こ とか ら、G2期 ア レス

トとは異 なる経路 に よって誘導 され る もの と考 え られ る(Table4)。 このVpr変 異体 で得 られ た結果

か ら、野 生型Vprに は、アポ トーシス を介 して細胞増殖 を抑 制 させ るG1期 ア レス ト能 を保有す る
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もの と推察 される。

総括

H[V4ア クセサ リー遺伝子産物VprはHeLa細 胞 に対 して細胞周期をG2期 で停止 させ ることに

よって細胞増殖 を抑制することが知 られているが、VprのC末 端を欠失 した変異体C81は 、G2期

アレス ト能 を失 っているにも拘わらず、なお、細胞増殖抑制活1生を有することを見出した。野生型

Vprに よるG2期 アレス トにはロイシンジッパー様 ドメインの74、81位 の 皿eが重要であるのに対

し、C81変 異体 による細胞増殖抑制には同 ドメインの60、67お よび74位 の 皿dLeuが 必要である

ことから、両者の細胞増殖抑制活性は異 なる経路で誘導 されることが示唆 された。その点をさらに

解析 し、C81変 異体 はG2期 ではな く、G1期 で細胞増殖を抑制 し、その抑制はアポ トーシスが誘導

されて起 こることを検証 した。これらの結果か ら、Vprは 、G2期 アレス トに加 え、 アポ トーシスを

伴って細胞増殖 を抑制 させ るG1期 アレス ト能をも備えていることを本研究によって初めて明 らか

にした。
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FIG.1.ConstructionandexpressionofmutantVprproteins.

PlasmidscontainingcDNAforthedeletedmutantformsofVpr

weregeneratedbyPCRfヤomHIV-1NL4.3.Thepositionsofthe

predictedfirsta-helicaldomain,seconda-helicaldomain,
leucinezipper-likedomain,andarginine-richcarboxy-terminal

domainareindicated.TheregionsoftheVprgeneratedbyeach

constructareshowninblack;greyshowingrepresentstheFlag-

tag.

FIG.2.DNAcontentofHeLacellsthatexpressedFlag-

taggedwild-typeVpranddeletionmutantformsofVpr.

HeLacellswereuansfectedwithpME18Neothatencoded

Flag-taggedwild-type,C74,C81,017-34,N17,N350rthe

controlpMEIBNeo-FlagtogetherwithaGFPexpression

vector,pEGFP-Nl.Then,48haftertransfection,cells

wereharvestedforanalysisofDNAcontentandstained

withpropidiumiodide.CellsthatwereGFP-positivewere

analyzedbyflowcytometワusingtheLysisIIfbr

acquisitionandModFitLTforquantitativeanalysisof

DNAcontent.ArrowsindicatepeaksofcellsattheGiand

G2!Mphases.TheG2月M:Glratioisindicatedattheupper

rightofeachgraph.

TABLEl

CellcyclearrestactivityinHeLacellsexpressingwild-type
anddeletionmutantVprproteinsa.

TABLE2

Proliferationofcolonyformingcellsexpressingwild-type

anddeletionmutantVprproteinsa.

Mutant RelativeG21M:Glratio GZarrest Mutant Relativenumberofcoloniesb Inhibitionofgrowth(%)

Control

Wildtype

C74
C82

017-34

N17
N35

0.29b

i.oo

O.29
0.oa

O.38

0.36

0.33

一C

十

Control

Vpr

C74
C81
417-34

N17

N35

527.7+47.34

40.8+7.i
544.0+19.9

358.7+6.0
624.6+37.0

738.4+39.6

691.7+83.6

0:と10

ioo+i

-3土4

35土1
-20+8

-44+S

-34+17

a

b

C

HeLacellsweretransfectedwithpME18Neothatencodes

Flag-taggedwild-typeVpr,mutantorcontrolpME18Neo-

Flagtogetherwiththegreenfluorescentprotein(GFP)

expressionvector,pEGFP-Nl.Then,48hafter

transfection,DNAcontentofcellswasdeterminedas

describedinFig.2.

Valuesweredefinedineachexperimentbysettingthe

GZ/M:G,ratiosforcellsthatexpressedwild-typeVprto

1.0.Theresultsrepresentthemeanofthreeindependent

experimentsofeachmutant.

+,FullG2arrest;一,noG2arrest.

aHeLacellswerecotransfectedwithpME18Neothatencoded

Flag-taggedwild-typeVpr,C74,C81,017-34,N170rN350r

thecontrolpME18Neo-FlagtogetherwithapSV一(3-

galactosidaseplasmid.Then,48haftertransfection,cellswereh

arvested.Somecellsweresubjectedtoanassayof(3-

galactosidaseactivity,andtherestwerereplatedinselective
mediumthatcontainedG418.

bThedatashownpresenttherelativenumberofdrug-resistant

coloniescountedtwelvedaysafterdrugselection.Therelative

numberofcolonleswascalculatedasac如alnumberof

colonies/relativeR-Galactivity.

cTheblockingofcolonyformationbyeachmutantwasnormal-

izedbyreferencetoparalleltransfectionswithpME18Neo-Fvpr

oracontrolpME18Neo-Flagto100andO%blocking,

respectively.

dMean+SD.
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Fig.4.Themutationsintroducedwithintheleucinezipper-likedomain

ofwild-typeVprandC81.Thesequencesoftheleucinezipper-like

domain(representedbydarkshaded)areshowninthesingle-letter

aminoacidcodeandthelocationsoffourIle/Leuresiduesareindicated.

Thesequencesofthemutant飴 ㎜ofVprusedinthisstudyI碇eindicaト

edunderthewild-typesequence,whichwasderived丘omHIV-1NL牛3.

FIG.3.Sequencealignmentofleucinezipper-likedomainsofVprfromvarious

isolatesofHIV-1,HIV-2andSIV.Peptidesequencesoftheleucinezipper-like

domainspanaminoacids60-810fVprofHIV-1,andthefourIle/Leuresidues

whosearrangementconformstothatinatypicalleucinezipperareindicatedby

dots.Numbersdenotepositionsofaminoacidresidues.Identicalaminoacids

areshaded.MostisolatesofHIV-1showstrongconservationoftheleucinezip-

permotifinVpr.
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FIG.5.AnalysisofthecellcycleandtheproliferationofcolonyformationofHeLacellsexpressingthesubstitutionmutant

Vprproteins.HeLacellsweretransfectedwithpME18NeoencodingFlag-taggedwild-CypeVpr,160P,L67P,174PorI81Por

thecontrolpME18Neo-FlagtogetherwithaGFPexpressionvector,pEGFP-Nl(A),orapSV一(3-galactosidaseplasmid(B).(A)

At48hposttransfection,DNAcontentofthecellswasdeterminedbyflowcytometryasdescribedinFig.2.Gz/M:Giratiosare

indicatedattheupperrightofeachgraph.(B)Twelvedayslater,survivingcolonieswerecountedandthentherelativenumber

ofcolonieswascalculatedasactualnu孤berofcolonieslrelativeβ 一GalactivityasdescribedinTable3.Eachcolumnanderror

barrepresentthemeanｱSD.ofresultfromthreesamples.
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weretransfectedwithpME18Neothat .encodedFlag-taggedwild-typeVpr,C81,C81/160P,C81/L67P,C81/174Por

C811181PorthecontrolpNlE18Neo-FlagtogetherwithapSV一 β一Galactosidaseplasmid.Twelvehoursaftertransfbction,

somecellswereassayedfor(3-Galactivityandtherestwerereplatedatlx105cells/wellin24-wellflat-bottomedplates.

Aftera30-hincubation,cellswereincubatedfor12hwithO.5ｵCiof[3H]一thymidineandthenharvestedonglassfiber

filters.Theincorporationofradioactivitywasdeterminedbyliquidscintillationcountingandincorporationof[3H]一

thymidinewascalculatedasradioactivity/(3-Galactivity.EachcolumnanderrorbarrepresentthemeanｱSD.ofresults

fromfoursamplesintwoindependentexperiments.
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Fig.7.CellcycleanalysisofHeLacellsthatexpressedC81.(A)AnalysisofDNAcontent.HeLacellsweretransfectedwith
pME18NeothatencodedFlag-taggedwild-typeVprorFlag-taggedC810rwiththecontrolpME18Neo-Flagtogetherwiththe
GFPexpressionvectorpEGFP-NI.Then,36haftertransfection,cellswereharvestedandstainedwithPI.CellsthatwereGFP-
positivewereanalyzedbyflowcytometry.(B)Two-colorimmunofluorescenceofcellsthatprogressedthroughtheSphase.
HeLacellsweretransfectedwithpME18NeothatencodedFlag-taggedwild-typeVprorFlag-taggedC810rwiththecontrol
pME18Neo-Flag.Then,36haftertransfection,cellswereincubatedfor15minwithBrdUtomonitorDNAsynthesis,stained
withanti-BrdUratMAbfollowedbyFiTC-conjugatedanti-ratIgG,andwithFlag-specificMAbM2followedbyCy3-
conjugatedanti-mouseIgGfordetectionofcellsthatexpressedVpr.{C)Two-colorimmunofluorescenceofcellsthatpro-
gressedthroughtheverylateS-to-GZphase.HeLacellsweretransfectedwithpME18NeothatencodedFlag-taggedwild-type
VprorFlag-taggedC810rwiththecontrolpME18Neo-Flag.Cellswerereactedwithanti-MCMrabbitserumfollowedby
FITC-conjugatedanti-rabbitIgG,andwithFlag-specificMAbM2followedbyCy3-conjugatedanti-mouseIgGfordetectionof
cellsthatexpressedVpr.Thestainedcellswerevisualizedbyconfocallaserscanningmicroscopy,andcellsrepresentativeof
thepopulationwerephotographed.ArrowheadsindicateVpr-positivecells.

一546一



A
Normarski

c81蟻霧

V繁雛

懲 鍵繁
Cont「o響 雛

旛

annexinV GFP

ご

v「

頚 、
ご9一'ト

L

譲マ鳥轟

、
7、 ノ

一!'』`

一

●二 ♂

竃

rb.h

・ 《
『

「1

.、
轟 ザ㍉き 麹 葛

穣 慈
し '`

轟 引

●

,二
覧

`

、

ヴ撫 謬

惚 遡

B
GFP Hoechst

、

彰

澄瀞

◎δ幽 毫

ゆ

の ○ ㌻ 無織や 癒
錨'

1#
、 6

灘8 難 ξ

酵 』輪
、。

「「丁

P夢.ボ■ぐ 麟
遵 嶋 艶 麟 繋

G
噺 o獅 馨 ひ

馳 心
讐'ぜ 豊 導6◎(

c
0.3

5

宅o・3

爵尋

o.2

$5
あ
・葦o

.2'琴

ζ?0・1

$5

ω

00

5

Ω
ω
8

0

馨

蒙

1蒙

難

Gざ 評 蕊(詮

Fig.8.TheexpressionofC81induc◎dapoptosisinHeLacells.

HeLacellsweretransfectedwithpME18NeothatencodedFlag-

taggedwild-typeVprorFlag-taggedC810rwiththecontrol

pME18Neo-FlagtogetherwiththeGFPexpressionvectorpEGFP-

N1(AandB)orwithoutthisvector(C).GFPwasusedasthereport-

ermoleculefordiscriminationbetweentransfectedanduntransfected

cells.(A)Thirty-sixhoursaftertransfection,cellswerestainedwith

annexinV-biotinandstreptavidin-PEforidentificationofapoptotic

cells.(B)HeLacellswerefixedin1%offormaldehydeandthenin

70%ethanolandstainedwithHoechst33258tomonitorthe

morphology.Apoptoticbodieswererevealedbyfluorescence

microscopy.(C)HeLacellswereharvested36haftertransfection

andthencaspase-3activitywasmeasuredwithacolorimetrickit.

TABLE3.AnalysisofstageofthecellcycleofHeLacellsthatexpressedeitherC810rwild-typeVpr.

%ofcellsstainedwithantibodiesagainstcellcyclemarkersb

G2/M:GIratioa

Exp.lExp.2

BrdU(S-phasemarker) MCM(lateS-to-GZphasemarker)

Exp.1 Exp.2 Exp.1 Exp.2

C81

Vpr

Control

0.01

1.02

0.17

0.02

0.75

0.27

20.1

19.0

33.5

12.1

16.8

44.5

72.0

18.3

50.0

75.6

32.4

77.1

aHeLacellsweretransfectedwithpME18NeothatencodedFlag-taggedwild-typeVprorFlag-taggedC810rthecontrol
pME18Neo-FlagtogetherwiththeGFPexpressionvectorpEGFP-Nl.Cellswereharvested36hlaterandstainedwithPI.
Cellswereanalyzedbyflowcytometry.DataarepresentedaftergatingtoeliminatecellsinwhichGFPdidnotemitrelative
fluorescence.PercentagesofcellsintheGz/MphaseandGlphasewerecalculated.TheGz/M:GIratioswerecalculatedby

dividingthepercentageofcellsatG2/MbythepercentageofthecellsatG2.
bHeLacellsweretransfbctedwithpMEI8NeothatencodedFlag-taggedwild-typeVprorFiag-taggedC810rthecontrol
pME18Neo-Flag.TodetectcellsthatprogressedthroughtheSphase,36haftertransfection,cellswereincubatedwithBrdU,
stainedwithanti-BrdUMAbfollowedbyFITC-conjugatedratIgG,andananti-FlagMAbfollowedbyCy3-conjugatedmouse
IgG.TodetectcellsthatprogressedthroughverylateS-to-GZphase,36haftertransfection,cellsweretreatedwithPBSthat
containedO.05%TritonX-100,stainedwithanti-MCMrabbitserumfollowedbyFdTC-conjugatedrabbitlgG,andananti-Flag
MAbfollowedbyCy3-conjugatedmouseIgG.Resultsareexpressedaspercentagesofpositivecellsthatstainedwitheach
antibody.ValuesinparenthesesindicateVprorC81-positivecells/BrdUorMCM-positivecells.
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Fig.9.KineticsofchangesintheG,,:GZ/Mratio,inthe

numberofannexinV-positivecellsandincaspase-3activi-

tyinHeLacellsthatexpressedVprorC81.HeLacells
weretransfectedwithpME18Neo[hatencodedFlag-
taggedC81,VprorthecontrolpME18Neo-Flagtogether
withtheGFPexpressionvectorpEGFP-N1(AandB)or
withoutit(C).GFPwasusedasareportermoleculefor
discriminationbetweentransfectedanduntransfectedcells.
TheGi:G2/Mratio(A),thenumberofannexinV-positive

cells(B)andthecaspase-3activity(C)weredetermined,
asdescribedinthelegendto-Fig.8,12,24,36,48,60and
72haftertransfection.

0.32

C81/174P

0.29

C81/18tP

o.os

DNAcontent

Fig.10.AnalysisofthecellcycleandthecaspaseactivityofHeL,acells

曲atexpressedvaτian麓ofC81.(A)Thirty-slxhoursa負er往ansfbctiGn

withpME18NeothatencodedFlag-taggedC81,C81/160P,C81/L67P,

C81/174P,orC81/181PorthecontrolpME18Neo-Flag,celllysateswere

preparedandcaspase-3activitywasdeterminedasdescribedinthelegend

toFig.8.Eachcolumnanderrorbarrepresentthemeanｱstandarddevia-

lionofresultsfromthreesamplesintwoindependentexperiments.(B)

Thirty-sixhoursaftertransfectionwithpME18NeothatencodedFlag-

taggedC81,C81/160P,C81/L,67P,C81/174P,orC81/181Porthecontrol

pME18Neo-FlagtogetherwiththeGFPexpressionvectorpEGFP-Nl,
cellswereharvestedforanalysisofDNAcontent.Theywerestained

withPIandcellsthatwereGFP-positivewereanalyzedbyflowcytome-

tryasdescribedinthetext.ArrowheadsindicatepeaksofcellsattheG,

andGZ/Mphases.TheGZ/M:Giratioisindicatedintheupperrightof

eachgraph.

TABLE4.

EffectsofreplacementsofIle/Leuresidueswithintheleucine

zipper-likedomainofC810ntheactivitiesofthedifferentvariantproteins.

Activity

Protein G旦a荘est ApoptosisSuppressionofgrowths

C81 十十b 十十 十十

C8M60P

C81/L67P

C81八74P

C81几81P 十

±

±

±

十 十

aSuppressionofgrowthwasanalyzedbyuptakeof[3H]thymidinebyHeLacells
.

bExtentofactivity:一
,negative;ｱ,weaklypositive;+,positive;++,strongly

positive.
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論 文 審 査 結 果 要 旨

エ イズは,病 原体で あるヒ ト免疫不全 ウイルス(HIV)がCD4陽 性T細 胞やマクロファージに感染 し細

胞障害 をもた らす結果,細 胞性免疫能が著 しく低下するために起 きる。 しか し,細 胞 を障害す る機序 に

つ いては不 明であ り,そ の解 明は根本的 な治療法 を確立す るため にも重要であ る。Hr▽ 一1ゲノムには構1

造遺伝子 と調節遺伝子の他に数種の アクセサ リー遺伝子 が コー ドされているが,近 年,そ の一つである

Vpr遺 伝子が霊長類細胞の増殖 を細胞周期 のG2期 で停止(G2期 アレス ト)させる機能 を持 つことがわか り

注 目されてい る。

本研 究者 は,こ のVprタ ンパ クの細胞増殖抑制機能につ いて,96ア ミノ酸か らなる本 タンパ クの各種

欠失お よび点変異体 を作製 し,そ れ らをHeLa細 胞で発現 させ る系 を用いて詳細 に解析 した。欠失解析

の結果,野 生型VprはG2期 ア レス トに よる増殖抑制作用の ため コロニー形成能 を著 しく阻害 するのに

対 し,各 ドメインを欠失 した変異体 はG2期 アレス ト能 を喪失す ることが確認 された。 しか し,C末 端 ド

メインの15ア ミノ酸 を欠失 した変異体C81に おいてのみ,な お約30%の 細胞増殖抑制活性が残存するこ

とを見出 した。

このC81変 異体 の細胞抑制作用 について さらに追究 した。C末 端 ドメイ ンに隣接す るロイシ ンジ ッ

パー様 ドメインはHIV-1野 生株 間で高度 に保存 されてお り,Vprの 病原性発現 に重要 と考 え られるの

で,そ の60,67,74お よび81位 のIle/LeuをProに 置換 した変異株 をC81と 野生 型Vprか ら作製 し,

それ らの細胞増殖抑 制活性 を調 べた。その結果,野 生型Vprに よるG2期 ア レス トは74お よび81位 の

Ileを 必要 とす るが,C81変 異体 による細胞増殖抑 制には60,67,74位 のIleま たはLeuが 関与す るこ

とが判明 した。 この作用残基の違いか らC81変 異体は,G2期 ア レス トとは異 なる細胞増殖抑制機構 を

有 している ことが示唆 された。

C81変 異体に よる細胞増殖抑制が起 こる細胞周期 を見極 めるため に,核 へのプ ロモデオキシウリジ ン

の取 り込 み と核DNAに 結合す るMinichromosomemailltenanceタ ンパ クの存在 を免疫蛍光染色法 に

よって解析 した結果,細 胞はG、 期 ア レス トを起 こ してい ることが明 らか になった。 このG、 期 ア レス ト

は,細 胞 のAnnexinVに よる免疫蛍光染色,Caspase-3活 性 の測定,Hoechst3325を 用い る核の凝集

観察 に基づ き,ア ポ トー シスを伴 うことが判明 した。C81変 異体 の ロイシンジッパ ー様 ドメインの置換

変異体ではG、 期 アレス ト能 とともにアポ トーシス も認め られないことか ら,両 機能は密接 に連係 して発

現す るこ とが実証 された。

以上の ように本研究 は,HIV-1のVpr遺 伝子が アポ トー シスを伴 ったG、 期 ア レス トによる細 胞増殖

抑制活性 を備えているこ とを初め て明 らか に した もので あ り,審 査員一同は本研 究者 に博士(農 学)の 学

位 を授与す るに値する もの と認定 した。
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