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エイズと成人 T細胞白血病を引き起こすヒトレトロウイルス（HIV-1と HTLV-1）および地
方病性ウシ白血病を誘発する牛レトロウイルス（BLV）は，進化過程において，通常のレトロウ
イルスに共通な遺伝子群の他に，その増殖を制御する調節遺伝子と多くのアクセサリー遺伝子群
による複雑な増殖制御機構を獲得してきた。当研究ユニットでは，これらウイルスの生物学的特
性を担っていると考えられる調節遺伝子やアクセサリー遺伝子に焦点をあて，それらの遺伝子産
物の作用機構と機能発揮に関与する宿主因子を検索し，それらとの相互作用を介して制御される
情報伝達機構の解明を目指している。また，これらウイルスによる疾患発症の感受性を規定する
宿主の遺伝学的背景について分子レベルでの解析を精力的に進めている。以上の研究を通し，エ
イズと白血病発症機構の全容解明を目指すと共に，これらのレトロウイルスの新しい制御法の確
立と，これら疾病の新たなる予防，診断と治療の道を拓きたい。

1. エイズウイルスの病原性発現機構の解明（間，笠原
（仁田原）＊1，松田 ＊1，橋爪 ＊2，倉光 ＊2，宗田 ＊2，木全
＊2，鈴木 ＊2）

Vpr は HIV 粒子に取り込まれるアクセサリー遺伝子産
物であり，HIV-1 Pre-integration complex（PIC）のマク
ロファージにおける核移行に重要である。これまで我々は，
Vprが importin αのみを介して核移行することを明らかに
してきた。本研究では，Vprの核移行能と，Vprと importin

αおよび β との結合能との相関性を，典型的な核移行を示
す SV-40 NLSと比較した。in vitro核移行解析と importin

αおよび βとの結合をGST- pull down assayで解析した結
果，Vprは importin β の量依存的に核移行能が抑制され，
同時に importin αとの結合が失われる競合阻害が認められ
た。次に，α側の importin β binding domainを欠失した
変異体 ∆IBB importin α を用いて同様の解析を行った結
果，Vprは∆IBB importin αと結合し核移行したが，予想
に反して，importin βはその過程とVprの核膜への局在を
も阻害した。以上の結果から，Vprの核移行には importin

αとの結合と核膜局在が必要であることが明らかとなった。
また，最終分化マクロファージに Vprをマイクロインジェ
クション後，蛍光バイオイメージング解析を行うと，Vpr

は生細胞内においても核移行を示したが，importin αとの
結合および核膜局在を失った Vpr変異体は，核移行能を完
全に消失していた。さらに，これらの Vpr変異体を有する
HIV-1は最終分化マクロファージへの感染効率が著しく減
少した。以上の結果から，マクロファージへの感染は Vpr

の核移行および核膜局在を消失するだけで，阻止できるこ
とが示唆された。
最近我々は，Vprと特異的に相互作用する細胞内因子と
して spliceosome-associated protein 145（SAP145）の単離
に成功し，Vprはスプライソソーム中で SAP145，さらに
核内低分子リボ核タンパク質群と相互作用することにより，
細胞遺伝子のスプライシング反応を阻害することを世界に
先駆けて見いだした。次に，Vpr による HIV-1 のスプラ
イシングへの影響を調べた。HIV-1mRNA は 1 本のゲノ

ム DNAから転写され，大きく分けて 9K，4Kおよび 2K

フォームが合成される。さらに，各フォームの中には多種
類のmRNAが含まれており，少なくとも 30種類以上ある
とされている。その多様性は選択的スプライシングにより
制御されており，ウイルスの生活環に大きな役割を果たし
ていると考えられているが，その生成機構は未だ不明であ
る。そこで，Vprの HIV-1ゲノムのスプライシングパター
ンに対する影響を HIV-1の cDNA NL432より Gag-Pol領
域の大部分を欠失した p∆PSP（p∆PSP∆Vpr）を Vpr発
現ベクターと HeLa 細胞に共導入し，RNA を抽出し，半
定量的 RT-PCR法により解析した。Vprが存在する場合，
4K フォームの増加と 2K フォームの減少が観察された。
次に，各フォーム内の mRNA 種を調べるために，アクリ
ルアミドゲルにて泳動した結果，Vpr は HIV-1mRNA の
パターンに影響を及ぼす可能性を初めて見いだした。さら
に，HIV-1の 1種類のmRNAを特異的に増やすプライマー
を設計し，real-time PCR法により定量した結果，Vpr存
在下で，4Kフォームでは env 1，5 および 8mRNA の増
加，2Kフォームでは rev 2mRNAの増加と，tat 1および
2mRNA減少が観察された。興味深いことに，NL432ある
いは NL432∆Vpr HIV-1を感染させたmolt4細胞において
も，Vpr の存在および非存在において各 mRNA の量比に
変化が観察されたが，その効果はトランスフェクション系
より顕著であった。この成果は未解決である 30 種類以上
も存在する HIV-1ゲノムのスプライシングパターンの生成
機構を解明する研究につながる可能性がある。次に実際に
Vprが HIV-1プロウイルスから転写された pre-mRNAを
蓄積させることができるか否かを検討した。HIV-1の 3つ
の転写産物の中で，9 kbおよび 4 kb mRNAは不完全にス
プライシングを受けた転写産物である。REVはこれらに存
在する RRE に結合して RNA を強制的に核外移行し，タ
ンパク質生産を可能にする。そこで，Revによる核外移行
を防ぐために，NL432より gag-pol領域，vpr 遺伝子およ
び RRE 配列を欠損させたクローンを構築し，HeLa 細胞
に導入後 real-time PCRで Vpr の有無における 9 kbおよ
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び 4 kb mRNA を定量した。その結果，Vpr の発現によっ
て 9 kbおよび 4 kbの増加が観察された。以上の結果から，
Vprは細胞側の遺伝子と同様に，HIV-1プロウイルスから
転写された pre-mRNAに対しても蓄積させる効果があるこ
とを世界に先駆けて明らかにした。さらに，Rev依存的タ
ンパク質合成を示す Env mRNAと Env mRNAがスプラ
イシングされてできる Nef mRNA に着目した。Envおよ
びNefコード領域を CMVプロモーターの下流に連結した。
この構築物からの転写産物は，スプライシングされなけれ
ば RRE 配列を持ち Env と Vpu をコードする mRNA に，
スプライシングされると NefをコードするmRNAになる。
この系では，Envおよび Nefタンパク質を測定することで
Rev存在下における Vprの RNAスプライシングへの影響
を解析することを可能にする。構築したベクターには検出
を容易にするために Envには HAタグを，Nef には GFP

を付加した。EnvHA/NefGFP発現ベクターを HeLa 細胞
に導入し，24時間培養後に回収したタンパク質のウエスタ
ンブロッティングを行い Env-HAと Nef-GFPを検出した。
Revの非存在下において Vprの共発現により Nefの増加が
観察された。一方，Revの存在下では，Vprの共導入によ
り Envの増加が観察されたが，Nefの量はコントロールと
同レベルであった。以上の結果から，Vprは Rev依存的タ
ンパク質発現を促進することが初めて明らかとなった。

2. ヒトおよびウシレトロウイルスによる白血病発症機
構の解明（間，竹嶋 ＊1，佐藤 ＊1，赤松 ＊2，加堂 ＊2，白鳥
（田島）＊3，岡田 ＊4）

BLVは地方病性牛白血病（EBL）の原因ウイルスであり，
成人 T細胞白血病の原因ウイルスである HTLV-Iと最も近
縁なレトロウイルスである。BLV感染牛は，未発症健康，
持続的リンパ球増多症および白血病発症の 3つの異なる病
態を示す。我々はこのような個体差が生じる原因の 1つが，
ウシ主要組織適合抗原（MHC）（BoLA）-DR分子の多型性
にあることを示してきた。しかし，牛白血病の発症には複数
の因子が関与することが示唆されていることから，本研究
では DRに次いで多型性に富む DQに着目した。まず，多
数あるDQA1とDQA2のアリルと疾患との関連性を解析す
るために，新たにDQA1およびDQA2に対する PCR-SBT

法を開発した。さらに，それを用いて牛白血病発症に関与
する DQA アリルを探索するために，BLV 感染健康牛 23

頭および白血病発症牛 29頭のタイピングを行ったところ，
DQA1 アリル 13 種類と DQA2 アリル 6 種類が同定され
た。各々のアリルを 2 群で比較したところ，DQA1＊0101

の頻度は BLV感染健康牛では 24%であるのに対して，白
血病発症牛では 0%であり，非常に強い相関性が認められ
た（p = 0.0002241）。さらに，野外牛 83頭のアリル頻度を
算出したところ，DQA1＊0101 の頻度は 14%であり，未発
症健康牛のそれと同レベルであった。この DQA1＊0101 と
他のアリルがコードする DQ分子 α鎖のアミノ酸配列を比
較したところ，75番目のアミノ酸残基がDQA1＊0101 では
バリンであるのに対し，他のアリルは全てがイソロイシン
であった。ヒトMHC DQ分子の立体構造を参考にすると，
このアミノ酸残基はペプチド収容溝に位置し抗原ペプチド
を認識するのに重要な残基であった。従って，T細胞に提
示される抗原ペプチドの種類が異なることが疾患感受性の

個体差が生じる原因である可能性が示唆された。

＊1 協力研究員，＊2 研修生，＊3 共同研究員，＊4 客員研究員

We focused on the molecular mechanisms of AIDS in-
duced by human immunodeficiency virus type 1 (HIV-
1) and leukemogenesis induced by bovine leukemia virus
(BLV).

Vpr, one of the accessory gene products of HIV-1, is
a 96-residue protein with several functions. It is involved
in import of the HIV-1 preintegration complex into the
nucleus of nondividing cells, in cellular differentiation, in-
ducing cell cycle arrest at the G2/M phase, in immune sup-
pression, and in enhancement of replication of the virus.
We first found that HIV-1 Vpr was a new cargo which
utilizes the importin α solely for migration into nuclear,
and, in addition, importin β inhibits the nuclear import
of Vpr promoted by importin α. We also found that the
importin α-dependent nuclear import of Vpr requires not
only the interaction with importin α, but also localiza-
tion at the nuclear envelope. Furthermore, HIV-1 that
encoded mutant forms of Vpr that failed to interact with
importin-α and localize at the nuclear envelope replicated
at drastically reduced rates. Thus, Vpr might be a key
regulator of the viral nuclear-import process during infec-
tion in macrophages. Next, we found by RT-PCR, RNA
protection analysis, and in vitro splicing assay, that Vpr
caused the accumulation of incompletely spliced forms of
α-globin 2 and β-globin pre-mRNAs in cells that had been
transiently transfected with a Vpr expression vector. The
splicing of intron 1 of α-globin 2 pre-mRNA was effectively
inhibited by Vpr but the splicing of intron 2 was unaf-
fected. Thus, it is likely that Vpr contributes to the selec-
tive inhibition of the splicing of cellular pre-mRNA. To my
knowledge, this is the first report of an HIV-1 protein that
leads to inhibition of the splicing of cellular pre-mRNA.
Moreover, we found that Vpr also accumulated a 9 kb and
a 4 kb class of incompletely spliced HIV-1 RNA in HeLa
cells. Vpr changed the variation of tat and rev mRNA lev-
els but this variation was found not to be due to the effect
of Vpr on the cis-regulatory element around A3-A4 splice
site that generates tat and rev mRNA. Immunoblot analy-
ses of Env-HA, which is representative of an incompletely
spliced RNA, Vpr promoted Env-HA protein synthesis in
the presence of Rev. Thus, we found a novel function of
Vpr which promotes Rev-RRE dependent nuclear export
of HIV-1 RNA and promotes viral protein synthesis.

BLV, which is closely related to human T-cell leukemia
viruses types 1 and 2, is the etiologic agent of enzootic
bovine leucosis (EBL). We investigated the molecular anal-
ysis of influence of host genetic differences on the develop-
ment of BLV-induced leukemogenesis. We demonstrated
that bovine MHC class II DQA1 alleles are associated with
resistance or susceptibility to development of BLV-induced
bovine lymphoma.

Research Subjects

1. Elucidation of molecular mechanisms of HIV-I-

induced AIDS

2. Elucidation of molecular mechanisms of leukemogen-

esis by human and bovine leukemia viruses
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