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輪 文 内 容 の 要 旨

ヒト免疫不全ウイルス (Humanimmunodeficiencyvirus;HIV)のNef蛋白質はアクセサリー遺伝子産物の一つで,ウ

イルス粒子中にはほとんど検出されないがinvivoにおいてはAIDS発症に重要な役割を果たしていることが明らかになっ

ているoまたinvitroにおいてはCD4などのダウンレギュレーションや,種々のキナ-ゼと結合しシグナル伝達系に影響を

与えることでウイルス増加の修飾を行っていることが示唆されているが,そめ詳細な作用機序は明らかではない.本研究で

はHIVの感染性分子クローンであるNL432とLAIのnef欠損変異体においてウイルス増殖に差が認められること,その

違いがNefとgag-poi領域との機能的な相互作用に基づくことを示したo

NL432とLAIのnef欠損変異体を作製 し,ウイルス増殖を逆転写辞素活性で比較 したところ,NL432はnefを欠損する

ことによる影響,すなわちnefのウイルス増殖促進効果がLA王に比べ大きいことが明らかになった0両クローンのNefには

4アミノ酸の違いが認められるが,NL432のnef欠損変異体DNAにNL432かLAIのnefのみの発現ベクタ-を共導入

して作製したウイルスの再感染性を比較測定したところ差が認められなかったので,これらウイルスの増殖促進効果は雨ク

ローンのNef自体の差ではないことが示された｡ さらに両クローンの組換え体であるLain1,3を作製 しウイルス増殖実験

を行ったところ,nefのウイルス増殖促進効果はgagやol,vifとVprの5'末端を含むウイルスゲノムの5'側と関連がある

ことが明らかになった｡Nefの作用に関係する領域を明らかにするためにウイルスゲノムの5'側についてさらに7種の組

換え体を作製したところ,NL432のApaI-BstllO7Ⅰ領域を持っLain5,9,12ではNL432型のウイルス増殖がみられたのに

対して,LAIのApaI-BstllO7Ⅰ領域を持っLain6,10ではLAI型のウイルス増殖を示した｡ この組換え体のnef領域にレ

ポーター遺伝子としてルシフェラーゼ遺伝子を挿入し,さらにrev遺伝子をtrmsに補うことでシングルラウンドの感染に

より感染効率を測定する系を確立した｡このレポーターウイルスを用いてnefの増殖促進効果を測定したところ,gagやolに

またがるAbaI-BstllO7Ⅰ領域がNL432由来の場合にnefの感染性増強効果が大きく表れることが明らかになった｡この領

域にはgagにコードされるヌクレオキャップシドとP6,♪olにコードされるプロテアーゼ,逆転写酵素のN東側が含まれて

おり,Nefとgagやolと′の機能的な相互作用が示唆された｡今回明らかになったnefを介したウイルス増殖促進効果が,ウイ

ルス増殖のどの段階において機能するのかを逆転写酵素活性,侵入効率,逆転写効率,挿入効率の各段階で比較したところ,

侵入後から逆転写の過程で差が認められることが明らかになった｡

gag-901にまたがるAPaIIBst1107Ⅰ領域がnefの感染性増強効果に関連する領域として重要であることが示唆されたこと

から,Nefは粒子に取り込まれる前のGag･Polと何らかの形で相互作用をしていることが示唆される｡ これまでの報告にあ

るようにNefは種々のキナーゼと結合することが知られている.また,Gagのリン酸化が槙的細胞への侵入後重要であると

の報告があることから,Nefとキナ-ゼの複合体が,Gag-Pol前駆体と結合するモデルが想定されるo
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論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

ヒト免疫不全ウイルスHⅠⅤのnefはアクセサリー遺伝子の一つで,AIDS発症に重要な役割を果たしていることが知られ

ている｡nefの詳細な作用機序を明らかにすることは,ウイルス増殖における調節遺伝子の必要性のみならず,HIVの病原

性の理解の一助となる｡本研究では,まずいろいろなHIV感染性クローンよりNL432とLAⅠ株がncf欠税によりその増殖

性に顕著な差のみられることを明らかにした.次に対立形質を持っこのウイルス株間のキメラウイルスを作製 し,nef欠損

による増殖性の差に関与する遺伝子を同定したところ,南棟のnefには機能上の差は無く,gag-9ol領域にまたがるApaI-

SnaI間の867bp内にnefの作用点が存在することが明らかになった｡同様の結果がルシフェラーゼ遺伝子を挿入したレ

ポーターウイルスを用いた一過性の感染実験によっても得られたogag･polにまたがる領域がnefの感染性増強効果に関連

する領域として重要であることが示唆されたことから,Nefは粒子に取り込まれる前のGag･Polと何らかの形で相互作用を

していることが示唆された｡

以上の研究はHIVアクセサリー遺伝子nefと構造過伝子gag-polとの機能的相互作用による感染性増強機構の解明に貢

献しAIDS発症の理解に寄与するところが多い｡

したがって,本論文は博士 (医学)の学位論文として価値あるものと認める｡

なお,本学位授与申請者は,平成 12年 2月7日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け,合格と認められたものであ

る｡
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