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生命体の 1つのあり方としてのウイルスは宿主個体，細胞との相互作用においてのみ生物学的
存在が規定される研究対象である。当研究室においては，近年，急速に研究が進展した動物ウイ
ルスである哺乳類レトロウイルスについて，その感染，増殖機構における未解決な問題，このウ
イルス群による各種疾病の発症機構，さらに，より付加価値の高い遺伝子導入ベクターとしての
開発に関する研究を行っている。また，多細胞生物の細胞の固有の機能（分裂，増殖，分化，ア
ポトーシスなど）のメカニズム，その制御についての研究も行っている。これらレトロウイルス，
細胞の諸研究の成果を総合して，様々な疾病の新たな治療法の進展への貢献を目ざしている。今
年度は，標的化レトロウイルスベクター，HIV-1 vpr 遺伝子産物，BLVによる白血病発症機構，
血液細胞の増殖分化，レチノイドの生理作用機構などの研究を行った。

1. レトロウイルスの生物医学的研究
（1）レトロウイルスベクターの基礎的研究（天沼，久保
＊1，片根 ＊2，高尾＊3）
細胞特異的に遺伝子導入する標的化レトロウイルスベク

ターの作製を試みた。増殖因子，サイトカイン，ホルモンな
どのペプチド性リガンドと，それに対する受容体との特異
的相互作用を利用し，これらのリガンドをレトロウイルス
の細胞への侵入を司るエンベロープタンパク質（Env）に組
み込んでキメラタンパク質とし，これによりリガンドに対
する受容体をレトロウイルスの細胞侵入のための受容体と
して機能させるという方法をとった。リガンドに対する受容
体が細胞特異的に発現すれば，その特異性を持つ遺伝子導
入ベクターが得られる。リガンドとしてはヒト上皮成長因
子（EGF）およびケモカインの一種であるヒトストローマ
細胞由来因子-1（SDF-1 α）を用いた。遺伝子治療研究に頻
繁に用いられるマウス同種指向性レトロウイルス（MLV），
モロニー白血病ウイルス Envの本来の感染受容体認識領域
（VRA）内においてこれらのリガンドとのキメラタンパク
質を作製した。VRA中の異なる 6つの部位を選び，それ
ぞれに EGF配列を挿入した。また，VRAの配列の一部を
除き，これを EGFの配列で置換した。挿入 EGFキメラの
うち site 3キメラ Envのみがウイルス粒子に再構成された
が，あとのキメラ Envは生合成過程の障害で細胞に発現す
るがウイルス粒子には取り込まれなかった。置換 EGFキ
メラ Envも同様であった。site 3 EGFキメラ Envを持つ
ベクターは同種指向性ウイルスの感染受容体である CAT-1

経由での細胞侵入能を維持していたが，EGF受容体経由で
の細胞侵入は起こさず，EGF受容体と CAT-1との両方を
発現する細胞では EGF受容体の存在により CAT-1経由で
の細胞侵入が阻害された。
SDF-1 α を site 3に挿入したキメラ Envはウイルス粒

子に再構成され，このベクターは SDF-1 の受容体である
CXCR4経由での細胞侵入を起こした。EGFの場合と同様，
このベクターは CAT-1経由での細胞侵入も起こし，CXCR4
経由での細胞侵入の効率は CAT-1経由のそれの約 1/100程
度であった。リガンドキメラ Envの方法により細胞侵入の

受容体特異性の改変に明確に成功したのは当研究が初めて
である。種々の膜タンパク質の中で MLVの細胞侵入の受
容体として機能できるものは限られていると考えられ，上
記の結果より受容体として機能するための膜タンパク質の
必要条件として複数回膜貫通タンパク質であることが示唆
された。
（2）短鎖ペプチドによる細胞増殖制御（小幡）
レトロウイルスベクターを用いたアンチセンス遺伝子導
入による子宮 がん細胞株の増殖抑制が 100%の細胞には
及ばないという前年度までの結果をふまえ，全細胞のコン
トロールのために短鎖ペプチドによる増殖抑制を試みた。
子宮 がんの原因因子である E6タンパク質の XS/TXV/L

モチーフに結合する，E6AP，E6BP，paxillin等に見られ
る LDモチーフから極力組織プロテアーゼ認識配列を避け
て 7merのペプチドを合成した。さらに両側にリンカー配
列を付加した 11merと 7mer × 2の 14merを合成し，こ
れらペプチドを子宮 がん細胞株培養に導入した。コント
ロールに NIH3T3細胞株を用いた。結果はコントロール細
胞が全滅する高濃度でも子宮 がん細胞株の増殖に変化は
見られなかった。
（3）AIDS発症における HIV-1アクセサリー遺伝子 vpr

の意義の解明（間，蒲田 ＊1，磯貝 ＊4，飯島＊3，倉光 ＊3）
HIV-1アクセサリー遺伝子の 1つである vpr の産物は，

感染効率の上昇および潜伏感染細胞でのプロウイルスの活
性化を導くなど，AIDS発症の key factorとして注目され
ている。一方，リンパ球を G2 arrestすること，細胞の分
化，多倍体化およびアポトーシスを誘導することが報告さ
れている。vpr の欠失変異体を HeLa 細胞に導入すること
により G2 arrest能を完全に消失しているが，G1 arrest能
と強いアポトーシス活性を獲得した Vprの C 末端欠失変
異体を見いだし，G2 arrestとアポトーシスは異なる経路
で発揮される可能性を示した。同様に，野生型 Vprも G2

arrestとは異なる機序によるアポトーシス誘導能を有する
ことを明らかにした。
Vprは相互作用する細胞因子も複数存在する。野生型Vpr

と同様の核膜・核への局在能を保持しているが細胞増殖抑
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制能を完全に消失している Vpr17-81を baitとして yeast

two-hybrid法を行った。UNG，DNA除去修復機構関連分
子HHR23Aを含む 5種類の既知タンパク質と，6種類の未
知タンパク質をコードする遺伝子が同定された。HHR23A
については，C末端側 UBAドメインが Vprとの結合に重
要であること，この結合には Vprの 2つの α-helixドメイ
ン内の 33位の His，67位の Leuおよび 74位の Ileの各ア
ミノ酸が重要であることを証明した。Vprは preintegration

complexに結合し，それを核に移行させることにより，マ
クロファージ等の非分裂細胞への HIV-1の感染を可能にす
る。Vprの機能ドメインの解析により，2 つの α-helixド
メインが共に核移行シグナルとして機能しうることを明ら
かにした。In vitro translationで作製した野生型および変
異型 Vprを用いて pull-down assayを行った結果，GST融
合型 Importin α および β は Vprの 2つ目の α-helixドメ
インと相互作用していることが示された。digitonin処理し
た HeLa細胞を用いた Nuclear import assayにより，Vpr
の 2つ目の α-helixドメインは核内への移行に，1つ目の
α-helixドメインは核膜局在に重要であることを明らかに
した。
（4）ウシ白血病ウイルス（BLV）による白血病発症機構
の解析（間，田島 ＊1，竹嶋＊4，今内 ＊3，高橋 ＊3）
BLVの転写活性化因子 Taxはウイルス遺伝子の発現を制

御し，初代培養細胞をトランスフォームする能力も有して
おり，白血病誘導の主要因と考えられる。BLV Taxにより
活性化される細胞遺伝子は未だ同定されておらず，白血病
誘導機構の解析も殆ど進展していない。これまでに，BLV
LTRに対し野生型に比べ著しく高い転写活性化能を示す高
活性型 Tax変異体を同定した。これらの活性は Tax応答配
列内の cAMP応答配列（CRE）に変異を導入すると著しく
低下した。一部の高活性型 Taxは CRE配列を有する c-fos

遺伝子のエンハンサーばかりでなく，HTLV-I と MMTV

LTRをも明らかに活性化した。MMTV LTRでは，CRE
配列を有しないにもかかわらず活性化は顕著であった。野
生型 Taxはいずれのエンハンサーも活性化しなかった。こ
の変異体の in vivo でのウイルス感染能および白血病誘導
能におよぼす影響を調べるために，感染性分子クローンを
ヒツジに接種した。野生型および高活性型分子クローンを
各 6頭に接種したところ，野生型 2頭および高活性型 3頭
で感染が成立した。個体間で，末梢血中の BLV陽性細胞の
割合およびウイルス発現量に差異が観察されたが，接種し
た分子クローンの種類との関連は認められなかった。高活
性型 Taxは，in vivo でのウイルス感染の成立，感染個体
内でのウイルスの伝搬および発現に対し，顕著な影響を及
ぼさないことが明らかとなった。
高度な多型を有するウシ主要組織適合遺伝子複合体

(BoLA)-DRB3 遺伝子が BLV による白血病発症の感受性
と抵抗性を規定している。その機序を明らかにするため
に BoLA-DRB3遺伝子の新しいタイピング法として PCR-

sequence-based typing（SBT）を開発し，黒毛和種，日本
短角，ホルスタイン種およびジャージー種の正常なアリル
頻度を明らかにし，それを基に各々の分子進化を解析した。
その結果，ホルスタインと黒毛和種は最も近縁で，次いで
日本短角，ジャージー種の順に位置していることが示され
た。さらに，BLVの有用な実験動物であるヒツジを，ヒツ

ジ MHC(OLA)-DRB1の塩基配列から予測されるアミノ酸
配列を元に，BLVによる白血病発症に対して抵抗性と感受
性群の二群に分類し，BLV 実験感染を行った。その結果，
MHCのハプロタイプ間にウイルス増殖および免疫応答に
差異があることを明らかにした。

2. 細胞増殖分化，細胞周期の制御機序の分子細胞生物
学的解析（戸所，永田＊5，加藤＊1，倉沢＊5，石原＊1，

草野＊1，春田＊5，望月＊5，須賀田＊3，正嵜＊3，小田＊3）
マウスより新規の，Gタンパク質複合体による細胞内情

報伝達の制御因子としてRGS18遺伝子を単離した。RGS18
は RGSサブファミリー Bに属し，脾臓と巨核球，血小板，
顆粒球・単球などの血液細胞に発現しており，細胞質に存在
した。RGS18は G α i，G α qに結合し，これらの GTPase

活性を促進する活性（GAP 活性）を持っていた。巨核球
コロニー形成を促進する SDF-1 を巨核球に作用させると
RGS18の G α iへの結合に影響を与えることから，RGS18
は巨核球の増殖，分化，移動に関与していると考えられる。
血液細胞増殖分化の支持細胞であるストローマ細胞にイン

ターロイキン-1（IL-1）によって誘導される新規の ankyrin

repeat 構造を持つ核タンパク質（INAP）の遺伝子を単離
した。INAPは Bcl-3や I κ Bのメンバーと相同性があっ
たが，RelA，NF-κ B1，NF-κ B2，C/EBP β と相互作用
せず，IL-1によって誘導される特異的遺伝子発現において
ユニークな役割を演じていると思われる。
セントロメア複合体の構成因子としてヒトの CENP-H遺
伝子を単離した。HeLa 細胞における共焦点顕微鏡による
観察により CENP-Hは CENP-A，C と局在を共にした。
CENP-Hはそれ自身で重合してマルチマーを形成し，ヒト
のセントロメア-キネトコア複合体の構成と機能にかかわっ
ていると考えられる。

3. レチノイドによる生理機能調節のメカニズム解明
（1）核内レチノイン酸受容体（RAR/RXR）と転写因子
Sp1との物理的相互作用を介する転写調節機構の解析（小
嶋，鈴木 ＊1，島田 ＊3）
レチノイドが血管内皮細胞や肝星細胞に働くと RARの
産生・活性化が起こり，RARが Sp1と物理的相互作用をす
る結果 Sp1の構造が変化し，標的配列 GC Boxへの結合が
増強し，GC Boxをプロモーターに有する TGF-β やその受
容体，活性化酵素（uPA）の転写が促進され，TGF-β の活
性化を介して，最終的に血管新生を阻害したり肝臓の線維
化を増悪することを見いだした。RAR，Sp1共に DNA結
合領域およびその近傍が相互作用に重要な役割を果してい
ることが変異体を用いた解析から示唆された。今後は，相
互作用に必要とされる領域をさらに絞り，同相互作用を特
異的に阻害するペプチドあるいはドミナントネガティブ変
異体の作製を試みる。また，血管形成を評価する in vivo実
験系としてニワトリ胚漿尿膜血管形成モデルを導入した。
この実験系を用いて，レチノイドによる血管形成阻害には
TGF-β 以外のどのような因子が関与しているのかを解析す
る予定である。
（2）トランスグルタミナーゼを介する新しい細胞死誘導
機構の解析（小嶋，小林 ＊3）
タンパク質のGln-Lys残基間にイソペプチド結合による架
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橋を形成する酵素，組織トランスグルタミナーゼ（tTGase）
は，Sp1を架橋不活性化することによりカスパーゼ非依存
性のアポトーシスを引き起こすことを見いだした。この現
象は，tTGaseを強制発現した NIH3T3細胞やレチノイド
によって内在性 TGase の発現を高めたヒト白血病細胞株
HL60，肝がん細胞株HuH7において観察される。血管内皮
細胞では，TGaseの強制発現は必要ではなく，レチノイン
酸などの刺激によって通常細胞質に存在する TGaseが核に
移行することがアポトーシス誘導に大事であること，この
とき，TGaseに存在する 2ヵ所の核移行シグナルが働いて
いるらしいことを見いだした。また，TGaseがカスパーゼ
3により分解を受けることも分かった。
（3）肝線維症・肝硬変の機構解明と新規治療・予防法の
開発（小嶋，秋田 ＊3）
ラット肝線維化モデルにおいては，肝臓が傷害を受けると
肝星細胞に蓄えられているビタミン Aの代謝が高まり，all-
trans-，9,13-di-cis- RAが生成し，星細胞に働いて「RAR
への結合・活性化→ Sp1の転写活性促進→ PA遺伝子の発
現促進→細胞表面プラスミン活性の上昇→ TGF-β 産生活
性化の誘導→コラゲンの産生促進，およびコラーゲナーゼ
の産生抑制，肝実質細胞の機能低下」という分子機序によ
り肝線維症・肝硬変の病態形成が促進されることを報告し
てきた。今年度は，プロテアーゼ阻害剤によって TGF-β の
活性化のプロセスを阻害すると肝線維化・肝硬変の発症を抑
制できるだけでなく，一旦発症した病態を改善できること
を示した。一方，感染症の際に見られる内毒素による肝再
生不全時には，内毒素により刺激を受けた Kupffer細胞か
ら TNF-αが放出され，これが肝星細胞に働くと血漿カリク
レインの細胞表面への結合が高まることによって血漿カリ
クレインによる TGF-β の活性化が起こり，生じた TGF-β

が肝細胞の増殖を抑えるという新しい TGF-β 活性化反応
が起こっていることを見いだした。さらに，ヒト肝がん組
織では，RXR αがリン酸化されることによって，その機能
を失うとともに，正常な分解を免れることを見いだした。

4. 造血幹細胞の個体発生的起源（渥美，上野＊3，杉山
＊3）
最近成体に由来する神経幹細胞が神経系のみならず多様

な体細胞に分化するという報告が相次いでいる。それは神
経幹細胞がより未熟な多能性幹細胞にまで逆戻りできる可
能性を示唆している。その機構を解明し，未知の多能性，体
性幹細胞を同定するために，神経幹細胞を in vitroで神経
系以外の細胞に分化させる系を開発した。まず 14 日目の
129マウス胎仔脳より，神経幹細胞のクローン Br2/4を樹
立した。この細胞は bFGFと EGFを含む無血清培地で維
持された。この細胞はネスチン陽性であり，アストロサイ
トに極めて分化しやすいアストロサイト前駆細胞の表現型
をとりながら，場合によっては神経細胞にも分化すること
ができた。従って神経幹細胞のクローンということができ
る。次にこの細胞を中胚葉系へ分化誘導するために 10%ウ
シ胎児血清，BMP-4，bFGFとアクチビンを加えて浮遊培
養し，1週間後よりラミニンコートしたディッシュに付着さ
せて培養したところ，1週間後より，神経系細胞のクラス
ターの周辺に上皮様の細胞（MS細胞）が出現した。MS細
胞はコンフレント後長期培養することによって脂肪細胞に

分化した。また BMP-4，bFGF，デキサメタゾン，TGF β，
LIFを含む無血清培地中で浮遊培養することによって，軟
骨へ分化させることができた。脂肪細胞への分化はオイル
レッド Oによる染色で，軟骨への分化はアルシアンブルー
染色や軟骨特異的プロテオグリカンに対する抗体，タイプ
2コラーゲンに対する抗体による染色で確認した。MS細胞
は安定に維持することができ，かつ単一細胞由来のクロー
ンを得ることも可能であった。

＊1 基礎科学特別研究員，＊2 研修生（筑大大学院），＊3 研修
生，＊4ジュニア・リサーチ・アソシエイト，＊5 協力研究員
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