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　Overexpression 　ofnewcastle 　disease　virus （NDV ）

　Vprote 貢n 　specifically 　enhances 　NDV 　production
　kinetics　by　disrupting　 cellu 里ar 　innate　immune

　responses 　in　chicken 　embr アo 　fibroblasts
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Newcastle 　disease　viT’us （NDV ）is　 no 亡 〔m 且y　onc 　Df 　the 　most 　ecollomicaUy

important 　pu 匸h〔，gcn　Dil　poulしry 　buし also 　has　a　p し｝tピrLtial　as 　an ［i−cancer
virothcrap ｝  The　 role 　of 　NDV 　V 　pro匸eh ユ irL　virus 　prDduction　kinetics　was

invesLigaしed 　usl 【lg 　DF ．lcen 　based　produc 匸i〔m 　s
｝
・s しem ．　The 　presell⊂e　ofan

anti ．interferon　 alph とL　anLib 〔，dy　rcsul しed 　i匸l　 enhanced 　NDV 　pl
・
〔，ductio【1

kinctics　in　a　dose−dependen しmanner 　in　th 巳 early 　phasc　of 　NDV 　in［ヒction

by 　 blocking 　 binding　 ot
．
　 NDV −induced　 in匸crfcron 　 tD 廴ts　 recep 匸o 【  ］te

examine 　whe しher　ovel
・
expressi 〔用 〔〕fNDV 　V 　pl

’
otein 　af驚 cしs　blo匸 king　h ⊂｝s匸

cellular　interferon 　 signaling 　et ｝icieutly，　 s乱able 〔e呈l　lines　expressing 　c 廴thcr

lヒntogenic 　or 　vclogenic 　NDV 　V 　proしein 　well 　kn〔）wn 　 as　an　inter土セron
antago 【list　were 　established．　The　overexprcssion 　of 　either 　Ientogenic〔，r
velogeni ⊂ Vpro 【ei ［L　cnbanccd 　NDV 　production　kineti〔s，but 　had 　n 〔｝cff じct
on 亅apanese 巳n ⊂ephalitis 　virus σEV ）production．　The 　maximum 　titers　Df

NDV 　prDduccd　in　NDV 　V−expressing 　cell　lines　werc 　2−f［）ld　higヒ1cr 　than

thaL ・flcon［rol　ceils．　NDV 　V 　prQtein血 n ⊂ti・ ns 　as　an 　inしerteron 　antagonist

b｝
・inhibiting しhe　NDV −indu〔ed 　increase　in　typc−I　inter吐ヒrons 　vat 畳ler 匸han

by　incorpora匸ing　itself　int〔》　virus 　p としrtides 　as　a　structurnl　pr〔｝tein 　or

degrading 　Stat　protcins．　Th じ interferon　signals 　irL　NDV 　V−expressing 　cell

lirles　were 　weakened 　bydecreased　activution ⊂｝r　cxprcssiDn 　D土
．
しhe　dsRNA −

activated　 enzymes ，　 PKR 　and 　OAS ．　Th ピ sc　 illtcl’tllrorl　 antagonjs 匸 ac ［ivities
enhance 　rapid 　vil

’
us 　reph 〔atioll 　and 　spread 　in 匸he　earl

ア phasc ‘，正．　viral

江n 丘6cdon 　and 　 will 　be　usefi ］1　in　improvi【19　Lhe 　production　of 　viral 　 vacdnc

strains ．

2Cp14 DNA の ビーズデ ィ スプ レイ法 を用 い た DNA 一酵母

　転写因子相互作用検 出シ ス テム

O 土 ハ ン 輝，兒島 孝 明，中野 秀雄

（名大院 ・生命農 ・生命技 術｝

匚背 景
・
目的］

当研究室で は、水／油相 Z マ ル ジ ョ ン 内で ビーズ固 定化プラ ．イマ
ー

を用 い

て 行 う
一

分子 PCR 〔W ！o エ マ ル ジ ョ ン P（

．
IR｝に よ り、　 DNA ラ イブ ラリ

ー
を

ビ ーズ ラ イブラ リ
ーに 変換す る技術 を開発 し た e 本研究で は、出芽酵 母

Sa．cfゾharom ）
’c”s　cerevisiae 由来の 転写因子で あ る Ga14を 取 り上げ、ス ク リーニ

ン グ系の 確立 と共に 、Gak4 が認識す る DNA 配列の 網羅的な 解析を 目的 とし

て い る。Gal4は、　 Gall、　 Gai2 ．　 G とd7、　 Gal10 な どガラ ク トース 代謝関連遺

伝子 の発現 を制御する 。
［方法 ・結果：

まず、Gal4結合DNA ス ク リ
ーニ ン グ系の 確立 の た め 、　 Gal4 の 結合能を 有す

る ポ ジ テ ィ ブDNA 及 び結合能を有さない ネガ テ f ブDNA を用 い て 1：le（1モ

デル DNA ライ ブ ラ リ
ー

を 作製 した．こ の ライ ブ ラリ
ー

を鋳型 と した エ マ ル

ジ ョ ンPCR に よ り、ラ イ ブラ リ
ー・

分子 由来 の 1〕NA をマ イ クロ ビーズ上に

増 幅 、固定 化 した ．得 られ た ビーズ ライ ブ ラリ
ー

に 対 し、無細胞 タン パ ク

質合 成 に よ り作 製 した His．　S グ
ーGa14 タ ン パ ク質及び蛍光標識 した抗 Hls

タ グ抗体 を加 えた 。こ の時 、転写 因 子 の 認 識 するDNA が 固 定化 された ビ…
ズ 上 で は、ビ ーズ

ーDNA 一
蛍 光標 識 抗 体の 複合 体が 形成 され、こ れ らの 蛍

光 を 有す る複合 体 は Fluort／scent ⊂ell．acdva 匸ed 　ce ］1　sortcr （｝
’
ACS ）を用い て

迅速 に選択 され る。得 ら れた DNA を 解析 した 結果、　 Gal4結合 DNA の 優先

的濃縮 が 確認 され た 。

Detection 　of 　DNA −protein　i耐 eractions 　using 　a　bead 　display　s アstem

ofDNA
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ク ル RNA に よ る RNA 干渉法

○ 阿部 洋
1，阿部 奈保子

1，烏 田 美和子
眼 ，常田 聡

2，
　伊藤 嘉浩

1

〔
1
理研 ・基幹研，2早稲 田

・
先進理工 ・

生 命）

RNA 干 渉 は、配列 特 異 的 な遺伝 f 発現 抑制効果か ら、理想 的な 医薬品開発

技 術 と して 期待 され 、日 米欧 で開 発 競 争 が 展 開 され て い る。現在、開発
・

利 用 され て い る RNA 干 渉 技 術 は 、ウ イ ル ス や プラ ス ミ ド由来 の ベ クタ
ー

と、化学 合成 した 二 木 鎖 RNA を用 い る 万法 に 大別 され る。前者 の ベ ク タ
ー

は 、主 に 基 礎生 物学実 験に 用 い ら れ て い る が 、医薬品 として応 用する場合

は 、その 安 全 性 に 問題 が あ る 。そ の た め、医 薬品 開 発に は 、後者 の 化学合

成 した 二 本 鎖 RNA が 用 い られ て い る。通 常、医 薬品 は 生体 内に 投与される

と血 液中 を移 動 し、患 部 の 細 胞 に 到 達す る 。しか しなが ら、天 然 RNA 分

子を 用 い た 場 合 、そ の 生 体 内 安定 性 が 著 し く低い ため に 、患部 の 細胞 に 到

達す る まで に RNA が 分 解 され て しま い 、　 RNA 十 渉効果が持続 しない こ

とが 大 きな 問 題 とな る。そ こで 、こ れ ま で 安定性を 高める ための 方法 と し

て 、非 天 然型 RNA が 開 発 さ れて きた 。例 え ば、2
’・フル オ ロ RNA 、や

2
’−O メチ ル RNA な どが あげられ る。しか し、安定性が高 まる 反面、

RNA 干 渉 効 果 が 低
．
ドす る こ とが 問題 となる 。さ らに 、非天然 核酸が 生体

に与 え る毒 性 も末 知で あ り、その 医薬品 として の 応用に は困難が予想さ れ

る．そ こ で、我 々 は RNA を安定化す るた め、新規ダン ベ ル 型ナ ノサ ーク ル

RNA を 考案 した ．末端の ない ダン ベ ル 型RNA は、生体内で 主 要な分解酵素

エ キ ソ ヌ ク レア
ー

ゼの 基質に な らない ため 、高い 安定性 を持つ 。一方、細

胞 内導入 され る と酵素ダ イサ
ー

に より切断を受け二 本鎖RNA を生 じ、RNA
干 渉 を引 き起 こす こ とが 明 らか とな っ た。
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