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論文内容の要旨

後天性免疫不全症候群，すなわちエイズを引き起こすウイルスとして発見された Human Immunodeficiency Virus 

type 1 (以下 HIV-1 と略す)は，その塩基配列，複製速度，シンシチューム形成能，細胞トロピズム等の遺伝的およ

び生物的特性において多様性を示す。この HIV -1 の phenotype の多様性は， HIV -1 感染者において無症候状態

からエイズおよびエイズ関連症候群への progression に関与している。例えば，無症候状態から CD4+T 細胞数の低

下に伴う発症過程において，優勢株がマクロファージトロピック HIV -1 (複製速度が遅くシンシチューム形成能の

ない)から T細胞トロピック HIV -1 (複製速度が速くシンシチューム形成能のある)に変異することが知られてい

る。このような phenotype 多様性は，主に外被タンパク質 gp120 上にある V3 ドメイン(以下V3 と略す)によっ

て支配されている。

V3 は，外被タンパク質の主要な immunodominant部位で，ジスルフィド結合によるループ構造を取り約35個のア

ミノ酸から成る。 V3 はアミノ酸の変異が起こりやすい部位にも関わらず，ループの中央部にある Gly -Pro -Gly -

Arg -Ala (GPGRA) 配列やループの高プラス電荷(換言すれば，塩基性アミノ酸が多い)は，本質的に多くの HIV

-1 株間で保存されている。 HIV -1 の感染に対する GPGRA 配列中のアミノ酸の役割については既に多くの報告

があり，それらのアミノ酸の人為的変異の多くは HIV -1 の生物活性を著しく低下させる。一方， V3中の塩基性アミ

ノ酸の役割についてはよく理解されていないが，最近の統計解析によると，細胞トロピズムと V3の塩基性アミノ酸数

との間に相関がある (T細胞トロピック HIV-1 の方がマクロファージトロピック HIV-1 に比べ塩基性アミノ酸の

数は多い)との興味ある報告がなされた。

本研究では， HIV -1 感染における V3 の塩基性アミノ酸の役割について調べるために， T細胞トロピック HIV-

1 の代表株である NL4-3株を用い，種々の変異体を作成しその生物活性について検討した。

〔方法ならびに成績〕

(1) HIV -1 の感染力およびシンシチューム形成能に対する V3 のアミノ酸変異の影響
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V3 のアミノ酸の人為的変異は， two -template polymerase chain reaction 法を用いて pNL4 -3 proviral 

DNA の V3部位に導入された。 V3の全ての塩基性アミノ酸 (Arg と Lys で計8個)， GPGRA 配列上にある Pro 311

と Gly 312，およびIle 318 と Asn 323 は，各々中性あるいは酸性アミノ酸に変異された。また， 2つの塩基性アミノ酸を同

時に中性アミノ酸に変えたダブル変異体も作成した。変異 DNA は， CD4 + T 細胞株である CEM 細胞にトランス

フェクションした後，その細胞を 2-3 日培養し上澄みを感染実験に供試した。尚，全ての変異 DNA からウイルス

が産生されていることを逆転写酵素活性と p24抗原アッセイから確認した。 HIV -1NL4 -3 変異体の感染力は，種々

の CD4+ 細胞培養液に変異体を加えた後，一定期間培養した感染細胞から産出される HIV -1 量を逆転写酵素活性

の定量により決定された。

CD4+T 細胞株である MT-4 と CEM 細胞，それに末梢血から分離したリンパ球への変異体の感染力を調べた

結果， LYS303, Argベ Arg309 ， Arg313 および、 Arg325 の変異は供試した全ての CD4+T 細胞への感染を阻害した。しか

し他のアミノ酸の変異は少なくとも一つの細胞に感染を許した。 SupT 1 細胞を用いたシンシチューム形成能実験

で，上記 5 つの塩基性アミノ酸の変異だけがシンシチューム形成能の著しい低下を導いた。

次に，変異による細胞トロピズムの変化を調べるため，末梢血から分離したマクロファージを感染実験に用いた。そ

の結果，マクロファージトロピック HIV -1 に特徴的な酸性アミノ酸， Glu320 と ASp323 への変換を含む単一アミノ

酸の変異体はマクロファージに感染しなかった。また， 2つの塩基性アミノ酸を同時に中性アミノ酸に変え， V3のプ

ラス電荷を低下させた変異体も感染力を示さなかった。

(2) 抗 V3抗体の結合能に対する V3 のアミノ酸変異の影響

V3上にあるアミノ酸の変異が V3の立体構造に影響を与えるか否かを調べるために，各変異 DNA でトランスフ

ェクションした CEM 細胞への抗 V3抗体(エピトープの異なる 2種類の抗体: 0.5β ， NEA 9284) の結合能をフ

ローサイトメトリーで測定した。その結果，抗体エピトープ部分のアミノ酸変異は，当然ながら抗 V3抗体の結合を

抑制した。しかしながら， L抑制， Argベおよび Arg309 は ， 0.5β抗体のエピトープに位置しないアミノ酸にも関わ

らず，それらの変異は 0.5β抗体の結合を低下させた。同様な結果は， NEA 9284 のエピトープに位置しない Arg313

の変異で得られた。また，両抗体のエピトープに位置しないアミノ酸 (Arg296 ， Ile羽， Lys 320, Asn323 ) の変異は，両

抗体の結合能に全く影響を与えなかったけれども，唯一 Arg325 の変異は各抗体の結合能を 50 %'まで減少させた。

以上のように， HIV-1 の感染力やシンシチューム形成能に重要な役割を果たしているアミノ酸 (Lysベ Arg306 ，

Arg汽 Arg313，および A沼郡)の変異は，エピトープの異なる 2種類の抗体の結合能に影響を及ぼしたことから， HIV 

-1 の生物活性と V3 の高次構造との聞に密接な関係があることかを示している。

(3) 中和抗体による HIV -1 の感染問害に対する V3 のアミノ酸変異の影響

予備実験において，抗 V3抗体の結合に対し抵抗性のある gp120 を有し， CD4+ 細胞への感染力は保持している

HIV -1 変異体がいくつか見つかった。そこで，これらの変異体の感染力が，実際に中和抗体による感染阻害から逃

れることができるのかを調べた。尚，実験に使用した Arg302 あるいは Gly312 の変異は，各々 NEA 9284 と 0.5 ß の

結合能を低下させた。野生型 NL4 -3 の感染力は両抗 V3抗体によって強く間害されたけれども， Arg302 と Gly312

の変異体は各々 0.5β と NEA 9284 による感染阻害作用から逃れた。この結果，フローサイトメトリーで得られた

抗体結合能の結果とよく一致した。

〔総括〕

本研究， T細胞トロピック HIV -1 の生物活性における V3 の塩基性アミノ酸の役割について調べた。

(1)野生型 NL4-3株の感染力およびシンシチューム形成能は， 5つの塩基性アミノ酸， Lys 303, Argベ Arg309 ， Arg313 

および Arg却の変異により完全に失われた。興味あることに，これらのアミノ酸変異はエピトープの異なる 2種類

の抗 V3抗体 (0.5β と NEA 9284) の結合能を著しく低下させた。この結果， 5つの塩基性アミノ酸がV3の高次

構造の維持に重要な役割を果たしていることを示しており， HIV-1 の生物活性と V3の高次構造との間に密接な関

係が示唆された。

(2) V3中の塩基性アミノ酸を中性アミノ酸に，あるいはマクロファージトロピック HIV-1 に特徴的な酸性アミノ酸，
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Glu320 と ASp323 tこ変異させ V3 のプラス電荷を減少させたが， NL4 -3 株の細胞トロピズムは変化しなかった。

(3) V3 の一部のアミノ酸変異は， HIV -1 の感染力を失わせず抗体による中和を制御させることが出来た。この現象

は， HIV -1 が生体内免疫防御作用から逃れる一つの方法かもしれない。

論文審査の結果の要旨

ヒト免疫不全ウイルスは生体内において頻繁に突然変異を起こし塩基配列が同じ 2つの株はあり得ない Quasispecies

の呼称で呼ばれるウイルス集団を形成している。その中でも gp120 の V3 ドメインには変異が多くみられる。ウイル

スとレセプタ一分子 (CD4) との結合にはこのドメインは関与しないがウイルス感染性の抗体による中和， CTL によ

る感染細胞の破壊に関与するエピトープを形成している。すなわち，ウイルス吸着後の膜融合の段階で V3 ドメインの

果たす役割が大きいと思われる。本論文では 35 コのアミノ酸よりなる V3 ドメインにおける塩基性アミノ酸の役割を

細胞融合能，細胞トロピズム，抗体による中和などを総合し， CD4+T リンパ球へのトロピズムをもっ HIV-1 (NL4 

-3株)のアミノ酸の置き換えした変異体を用いて，この系における感染には V3 ドメインの塩基性アミノ酸が大きな

役割を果たすことや，さらにこの部位における置換はエピトープの異なる 2種類の抗V3抗体の結合能に影響を与える

ことを示した。

このような事実と，エイズ発症への過程で生体内の主流を占めるウイルスはマクロファージトロピックより， T リン

パ球トロピックに変化する点と併せて，今後，エイズ発症過程をウイルスの性状より解析する場合に重要な示唆を与え

るものと認め学位に値するものと考える。

司tつ
u




