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(論文内容の要旨 )  
 こ れ ま で ， 植 物 お よ び 動 物 (ヒ ト )に お い て 病 気 を 引 き 起 こ す

様々 なウ イル スが 知ら れて おり ，ウ イル スに 対す る感 染予 防法

や治 療法 の開 発が 行わ れて きた 。し かし ，こ れま で開 発さ れて

きた 感染 予防 法や 治療 法で はま だ十 分で はな く， 新た なウ イル

ス感 染予 防法 およ び治 療法 の開 発が 強く 望ま れて いる 。そ こで

本 論 文 で は ， 人 工 DNA 結 合 タ ン パ ク 質 ( a r t i f i c i a l  z inc - f inge r  
p ro t e in :  AZP)誘導体を用いた新規ウイルス阻害法を開発した。本

論文は 4 章から構成されており，第 1 章および第 2 章では AZP
のみを用いたウイルス DNA 複製阻害，第 3 章および第 4 章では

人工制限酵素 ( z inc - f inger  nuc lease :  ZFN)を用いたウイルス DNA
複製阻害について述べている。  
 序 論で は， 本研 究実 施の 背景 とな った 現在 の抗 ウイ ルス 剤の

問題点， ZFP を用いた細胞内機能制御の有用性，および本研究

の位置づけと目的などがまとめられている。  
 第 1 章では，AZP のみを用いたウイルス DNA 複製阻害を行っ

た。ウイルス DNA 複製のためには，ウイルス複製タンパク質が

ウイ ルス ゲノ ム上 の複 製起 点に 結合 する こと が重 要で ある こと

に着目し， AZP による子宮頸癌を誘発させるヒトパピローマウ

イルス (human  pap i l l omavi rus :  HPV)の DNA 複製阻害を試みた。

すなわち， HPV のウイルスゲノム上の複製起点に結合する AZP
をデザインし， AZP によってウイルス複製タンパク質の複製起

点への結合を阻害することで，HPV の DNA 複製阻害に成功して

いる。このアプローチは，同じメカニズムで複製する DNA ウイ

ル ス (臨 床 上 重 要 な ウ イ ル ス と し て 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス や サ

イトメガロウイルスなど )の DNA 複製阻害にも有効であり，ま

た耐 性ウ イル スが 出現 しづ らい こと など の特 長を 有す るた め，

効果的なウイルス阻害法に成り得ると考えられる。  
 第 2 章では， AZP に基づく抗ウイルスタンパク質製剤の開発

を試みた。第 1 章で行った AZP の遺伝子導入によるウイルス

DNA 複製阻害は，恒常的に AZP を細胞内で発現し続けることが

出来 るた め長 い期 間の 治療 に有 効と 考え られ る。 一方 ，迅 速に

機能 させ たい 場合 や限 られ た期 間で のみ 機能 させ たい 場合 など

は，AZP のタンパク質導入によるウイルス DNA 複製阻害が有効

と考えられる。そこで， AZP のタンパク質導入による HPV の   
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DNA 複製阻害を行った。すなわち，第 1 章でデザインした AZP
タンパク質に細胞膜透過能を付与するために， AZP に細胞膜透

過ペプチド ( ce l l -pene t r a t i ng  pep t ide :  CPP)を融合させた CPP–AZP
を作製し， CPP–AZP のタンパク質導入による HPV の DNA 複製

阻害に成功している。更に，この CPP–AZP はウイルス複製タン

パク質の DNA 結合部位のみに CPP–AZP と同様に CPP を融合さ

せたドミナントネガティブ体よりも少量で効果的に HPV の DNA
複製を阻害し，また CPP–AZP の安全指数 (S I  =  IC 5 0 /EC 5 0 )が 300
以上 であ り， 有効 な抗 ウイ ルス タン パク 質製 剤に 成り 得る 事を

明らかにしている。  
 第 3 章では，ZFN を用いたウイルス DNA 切断によるウイルス

DNA 複製阻害を行った。すなわち，第 1 章でデザインした AZP
に nuc lease を融合させた ZFN による HPV の DNA 複製阻害を試

み，ZFN が細胞内で HPV ゲノムを切断し，効果的に HPV の DNA
複製を阻害することを明らかにしている。この ZFN を用いたア

プローチは，ウイルス DNA 複製メカニズムが解明されていなく

ても，ウイルスゲノムの配列が同定されている DNA ウイルスに

対し て適 応可 能で あり ，有 用な ウイ ルス 治療 法に 成り 得る と考

えられる。  
 第 4 章では，1 つの ZFN によって効果的に 2 本鎖 DNA を切断

できる新たな FokI の DNA 切断ドメインを作製した。 DNA 切断

ドメインとして FokI を用いた従来の ZFN は，効果的な 2 本鎖

DNA 切断のために FokI の 2 量化が必要であるため，1 つの t a rge t  
s i t e の切断のために 2 つの ZFN をデザインしなければならない。

しかし，全ての DNA 配列に対して ZFN をデザインできるわけ

では ない ため ，従 来の 方法 では ター ゲッ トサ イト が大 幅に 制限

されていた。そこで，本章では 1 つの ZFN のみで効果的な 2 本

鎖 DNA 切断を生じる新たな FokI ドメインとして， 2 つの FokI
をペプチド鎖で繋いだ s ing le -cha ined  FokI  ( s cFokI )を開発した。

そして，s cFokI を融合した 1 つの ZFN が従来の 2 つの ZFN を用

いた場合と同等以上の DNA 切断活性を有することを明らかにし

ている。  
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(論文審査の結果の要旨 )  
 本 論 文 は ， 人 工 DNA 結 合 タ ン パ ク 質 ( a r t i f i c i a l  z inc - f inge r  
p ro t e in :  AZP)誘 導 体 を 用 い た 新 規 ウ イ ル ス 阻 害 法 の 確 立 を 目 標

に研 究し た成 果に つい てま とめ たも ので あり ，得 られ た成 果は

次の通りである。  
1 .   ウイルス DNA 複製のためには，ウイルス複製タンパク質

が ウ イ ル ス ゲ ノ ム 上 の 複 製 起 点 に 結 合 す る こ と が 重 要 で あ

ることに着目し， AZP によるウイルス DNA 複製阻害を行っ

た。すなわち，ウイルスゲノム上の複製起点に結合する AZP
をデザインし，AZP によってウイルス複製タンパク質の複製

起点への結合を阻害することで，子宮頸癌を誘発させるヒト

パピローマウイルス (human  pap i l l omav i rus :  HPV)の DNA 複製

阻害に成功している。  
2 .   上述の研究では， AZP の遺伝子導入によるウイルス DNA

複製阻害に成功した。本研究では，AZP のタンパク質製剤の

開発を行った。すなわち，AZP に細胞膜透過ペプチドを融合

させ，AZP のタンパク質導入による HPV の DNA 複製阻害に

成功している。  
3 .   上述の研究では， AZP のみによるウイルス DNA 複製阻害

に成功したが，本研究では人工制限酵素によるウイルス DNA
複製阻害を行った。すなわち， AZP に nuc lease として SNase
を融合させた人工制限酵素 AZP–SNase による HPV の DNA 複

製阻害に成功している。  
4 .   Nuclease として FokI を用いた従来の人工制限酵素は，1 つ

の t a rge t  s i t e の切断のために 2 つの人工制限酵素が必要であ

る。そこで，本研究では 1 つの人工制限酵素のみで効果的な

2 本鎖 DNA 切断を生じる新たな FokI ドメインとして 2 つの

FokI をペプチド鎖で繋いだ s ing l e -cha ined  FokI  ( s cFokI )を開

発した。そして， AZP に scFokI を融合させた人工制限酵素

AZP–scFokI による HPV の DNA 複製阻害に成功している。  
 本論文は，上記の通り， AZP 誘導体を用いた効果的なウイル

ス阻 害法 の開 発に 成功 して おり ，学 術上 ，実 際上 寄与 する とこ

ろが少なくない。よって，本論文は博士 (工学 )の学位論文として

価値あるものと認める。また，平成 21 年 2 月 20 日，論文内容

とそ れに 関連 した 事項 につ いて 試問 を行 った 結果 ，合 格と 認め

た。  
 


