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はじめに

エイズの原因ウイルスであるヒト免疫不全ウイルス l

型（Human !mmunodeficiency 主irus type 1 ; HIV - 1 ) 

が1983 年に発見されてから既に10 数年が経過した。エイ

ズは人類全体に対する脅威となる非常に重篤な疾患であ

るだけに，これまで様々な領域の数多くの研究者によっ

て，基礎と臨床の両面から広範な研究が展開されてきた。

その結果， HIV- 1のウイルス学は遺伝子レベルで相当

程度解明され，基本的なパラダイムは形成されたと言っ

て良い状況になりつつある1-4 ）。 HIV-1 に特異的に存在

する遺伝子群，すなわち， tat, rev, vif, vpr ，νpu, nef 

と呼称、される遺伝子群は注目を浴び＼そのウイルス複製

に於ける役割，作用機構，さらには，病原性との関連等

についてウイルス学史上にない質と量で研究が行われた。

しかし，未だ不明の点は数多く残されており，これから

も持続的な解明の努力が必要とされるだろう。一方，全

てのレトロウイルスに共通して存在する構造遺伝子 gag,

pol, env に関しても精力的に研究が行われ， HIV-1 研

究で初めて明らかにされた事実も多い。これに関しては

ウイルス感染初期機構についての研究成果が注目されて

いる。今後の主な研究課題は これら 9 種の遺伝子群に

コードされるウイルス蛋白質の作用機序の分子レベルで

の解明である。特に，細胞因子との相互作用が重要であ

ろう。このような研究により HIV の病原性に関する

理解も深まる可能性がある。

抗エイズ療法に関しては基礎研究ほどの進展がない。

ウイルス病の治療法としては，ワクチン療法，化学療法，

それに新しい試みとして遺伝子治療があげられる。今の

ところ HIV- 1 に効果的であることが臨床の現場で明ら

かなものは化学療法だけである。特に多剤併用療法（逆

転写酵素阻害剤・プロテアーゼ阻害剤）の有効性は広く

認識されている 5）。しかし 副作用や抵抗性株の出現な

ど問題も多く，他のアプローチも必要不可欠である。抗

HIV- 1 ワクチンは安全性や効果に疑問があり今のとこ

ろ実用の見通しが立たない。遺伝子治療は遺伝子工学の

手法に基づく最新の治療法であり 6），未だ実績は殆ど無

いが，エイズという致死的難病に対処するためには試み

る価値がある。本稿では エイズ遺伝子治療のための抗

HIV- 1遺伝子としてウイルス自身の変異体をとりあげ，

その研究成果を概説する。

1 . HIV- 1複製の概略

HIV- 1及び1985 年に発見された第二のヒトエイズウ

イルス HIV- 2 （アカゲザル由来のサル免疫不全ウイル

スSIVMAC と同じウイルス）はレトロウイルスの一員で

あり，その複製様式は基本的にレトロウイルスのそれと

同じである （図 1）。ウイルス粒子の細胞への吸着と侵

入に始まり，逆転写酵素によるウイルス DNA の合成と，

それに続くウイルス DNA の細胞染色体 DNA への組込

みまでの初期過程と，組み込まれたプロウイルス DNA

の転写，翻訳から子孫ウイルスの細胞外への放出に至る

後期（生合成）過程の 2 つに大別される。初期過程の逆

転写と組込みという複製様式がレトロウイルスと他のウ

イルスの主な違いであるが後期過程で行われる種々の

調節・制御機構が HIV- 1 を他のレトロウイルスと根本

的に異なるものにしている。 HIV のプロウイルスの遺

伝子構造をマウス白血病ウイルス（Murine Leukemia 
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図 l レトロウイルスの生活環。
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HIV プロウイルスの遺伝子構造を上段に HIV 粒子構造を下段に示
した。遺伝子構造中，黒箱は LTR を示す。

Virus ; MuL V ）に代表される単純なレトロウイルスと

比較すると HIV の複雑さがよくわかる（図 2 ）。僅か10

キロベース程度のゲノムから 9個の遺伝子が発現してお

り，さらに蛋白質のプロセッシングにより 15 を越える最

終産物が産生される。これらには レトロウイルスに共

通する構造蛋白質 Gag, Pol, Env に加えて HIV に特有

の Tat, Rev, Vif, Vpr, Vpx (HIV- 2 のみにある），

Vpu (HIV 噌 1 のみにある） , Nef と呼ばれる蛋白質群が

ある。現在 Tat とRev は調節蛋白質（トランス活性化
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図 3 感染後期過程に於ける遺伝子発現調節。
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Tat とRev により初期遺伝子群 （3種）と後期遺伝子群 （7種）
の発現が調節されている。

因子），その他のものはアクセサリー蛋白質と称されて

いる。HIV 遺伝子の転写から始まる感染後期過程はさ

らに， Tat 依存性の初期遺伝子群 （tat, rev, nザ）の発

現と Tat 及び Rev 双方に依存性の後期遺伝子群 （gag,

pol, en ν，vザ， vpr, vpu, vpx ）の発現の 2 つのステッ

プにわけられる（図 3 ）。以下順に簡単に複製の過程を

追ってみる（図 1）。詳細は文献1.-4. を参照されたい。

HIV 粒子は RNA ゲノムと主に構造蛋白質 Gag, Pol, 

Env から構成されている（図 2 ）。この他 Vpr, Vpx, 

Vif, Nef もウイルス粒子中に存在する（Vpr とVpx は

量が多い） 4）。ウイルス感染の最初の段階， CD4 レセプ

ターへの吸着・侵入には Env の SU (surface ）糖蛋白

質（gpl20 ）と TM (!ransmembrane ）糖蛋白質（gp41)

が働く。 Pol の逆転写酵素，リボヌクレアーゼ H ，イン

テグラーゼにより，ウイルス DNA 合成から細胞染色体

への組み込みが行われ初期過程が完了する（プロウイル

スの生成）。このプロウイルスからウイルス遺伝子の発

現が起こる。この過程に必須のウイルス蛋白質が Tat

であり，全ウイルス遺伝子のスイッチ役を果たしている。

Tat はHIV ブρロウイ ）Li スのLTR (!ong !erminal _!:epeat ; 

転写の開始や終結等のためのシグナル配列が存在する）

に働いて，その転写活性を飛躍的に増大させる。Tat の

働きによりまず発現してくるのが Rev とNef である。

Nef の機能の詳細は不明だが Rev は残りの全ウイルス

蛋白質（構造蛋白質及び Nef を除くアクセサリー蛋白

質）の発現に必須の機能を有している。Rev はウイルス

mRNA 上にある特定の配列に結合し，その mRNA を効

率良く核から細胞質に輸送する。その結果，その配列を

持つ mRNA （後期遺伝子群の mRNA ）は効率良くウイ

ルス蛋白質へと翻訳されることになる。Gag 及び Env

は前駆体として合成され，後にプロテアーゼの働きによ

り成熟ウイルス蛋白質が生成される D Gag 前駆体の開裂

には自身のプロテアーゼ（Pol の 1つ）が，また Env 前
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ターゲットである。実際 HIV 争 l蛋白質でドミナント

ネガテイブ変異体の報告があるのは， Gag, Pol, Env, 

Tat ，及び、 Rev である 7-15 ）。 Gag ではマトリックス（MA)

とキャプシド（CA ）変異体s-iol Pol ではプロテアーゼ

変異体n), Env では膜貫通蛋白質 TM 変異体7, 12 ）が効果

的に野生株の複製を抑制する。実験で比較されているわ

けではないが報告されているデータから， Tat, Rev 及

び Pol のドミナントネガテイブ変異体は Gag や Env の

ドミナントネガテイブ変異体より効果が弱く 12-1s), Env 

のドミナントネガテイブ変異体は Gag のドミナントネ

ガティブ変異体より弱い活性を示す7）と考えられる。

足立

Gag とEnv のドミナン卜ネガティブ変異体

我々はこれまでに作製した一連の HIV- 1変異体の一

部（表 1）を使い，そのー複製サイクルにおけるドミナン

3. 

駆体の開裂には宿主細胞由来プロテアーゼが使われる。

さらに，リボソームフレームシフトにより合成される

Gag-Pol 前駆体からウイルスプロテアーゼにより 4 種の

Pol （いずれも酵素）が生成する。ウイルス粒子の成熟

は感染後期過程の最終段階で起こる。 Vpr とVpx を除

く（Vpr のウイルス複製に対する役割は全く不明であ

るし， Vpx は感染初期に働くと考えられている）全て

のアクセサリー蛋白質はこの後期過程で働いて，結果的

にウイルス複製を正に制御している。 Vif は Gag あるい

は Env に作用し，何らかのメカニズムで子孫ウイルス

粒子の感染性を高める。 Vpu はウイルス複製の最後の

段階，子孫ウイルス粒子の放出，の効率を上昇させる。

最後に Nef であるが，現在エイズ発症との関係で最も

注目されている HIV 蛋白質である。 Nef は何らかのメ

カニズムでウイルス粒子を修飾し，結果として粒子の感

染価が上昇する。
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ドミナントネガテイブ効果を検証した HIV- 1変異体表 1.

ドミナントネガティブ（dominant negative ）変

異体

2. 
ドミナントネガティブ効果変異部位変異体

pro, protease ; RT, reverse transcriptase ; endo, endonuclease ; SU, 
surface; TM, transmembrane. 結果については，図 5参照。
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HIV 遺伝子に関する変異体は我々を含め多くの研究

グループが多数作製している 7）。これらはウイルス蛋白

質の機能を詳細に解析するための分子遺伝学的研究に用

いられたものである。トランスフェクションにより感染

性ウイルスを産生する完全な分子クローンに種々の変異

（塩基置換，欠失，挿入）を試験管内で導入し，得られ

た変異体の表現型を解析することにより元の遺伝子の機

能を推定する手法である。当然 解析法は分子生物学的

なもので，標的蛋白質の作用機序，作用点などを疑問の

余地なく解明し得る。 HIV に関する知見の非常に多く

がこの分子遺伝学的研究により得られている。 HIV の

ウイルス学の理解に必須であった変異体であるが，その

作用を詳しく調べていくうちに，野生株の複製をドミナ

ントに抑制する（dominant negative ）ものが多数ある

ことがわかってきた。効率の良いドミナントネガテイブ

変異は，結合部位と活性部位とがありマルチマー

(multimer ）構造の蛋白質に生じやすい。この種の変

異体は蛋白質の機能の解明に関して極めて強力な武器と

なる。他の蛋白質や正常の蛋白質と結合は出来るが活性

がない変異体で，さらにモノマーが多数集合した形のマ

ルチマー蛋白質の変異体であれば，発現レベルが低くて

も正常蛋白質に対してネガテイブな効果が期待できる。

従って，図 2 の粒子構造からもわかるように， HIV-1

の Gag や Env はドミナントネガテイブ変異の理想的な
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図4 シングルラウンドレプリケーションアッセイ法。
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HIV 変異体の欠損部位をウイルス複製サイクル中にマップするシ
ステム。複製欠損性マーカークローン（pNLnCAT ）と完全長プ
ロウイルスクローン（野生株pNL432 あるいは変異体）を利用し，
トランスフェクションと CAT ウイルスの感染実験で変異体の欠
損部位を同定し，目的の遺伝子の産物の作用部位を明らかにする。
CAT assay- 1, RT (reverse transcriptase) assay, CAT assay-
2の値を野生株と比較することで，変異体の複製過程の効率が測
定できる。 CAT. chloramphenicol acetyltransferase. 

トネガティブ効果を系統的に検証した7,9）。検証に用い

たシステムは我々が開発したシングルラウンドレプリ

ケーションアッセイ法（図4）で，ウイルス複製サイク

ル（図 1）における変異体の欠損の程度を初期（ウイル

スの細胞への吸着・侵人からウイルス DNA の細胞染色

体DNA への組込まで）と後期（プロウイルスからの転

写・翻訳から細胞外へのウイルス粒子放出まで）に分け

て，あるいはまた， トータルに定量できる16）。このシス

テムにより， gag 変異体を中心に全ての遺伝子をカバー

する合計36の変異体を調べた。マーカーとなる完全長の

クローン（pNLnCAT ）と各種変異体を同時にトランス

フェクションすることで正常のウイルス蛋白質と変異体

蛋白質を同時に細胞内で存在させる。図4にあるように，

このウイルスサンプルを CD4 陽性細胞に感染させ一定

時間後にマーカー酵素の活性を測定すれば，変異体の野

生株に対する効果が容易に定量出来る。なお， rev 変異

体と nザ変異体に関しては別のマーカークローン（Rev

とNe£ を発現できる複製欠損性マーカークローン

pNLenvCA T17l ）を使用した。スクリーニングの結果，

野生株に対して明らかに抑制効果を示したものが13あっ

285 

図5 変異体による HIV-1 複製阻害効果。
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Aには gag 変異体以外7)B には gag 変異体制の結果をまとめた。変
異体の名称、については表l参照。トランスフェクションで得られ
たCAT ウイルスサンプルを同量用いて CD4 陽性細胞に感染させ，
図4のCAT assay 『 2で複製効率を比較した7l,9l o neg.er ，陰性コ

ントロール； 432 ，野生株。クロラムフェニコールのアセチル化率
で表示。常に陽性コントロールの20% 以下の値を示すものを阻害
有りとした。

図6 変異体の複製サイクルにおける阻害作用点。
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シングルラウンドレプリケーションアッセイ法（図4）で表 lの
変異体Hi (A-C ）と C6 b (D-F ）の阻害効果が認められるステッ
プを決定した川）。左から，複製後期の CAT アッセイ， RT アッ
セイ，及び複製初期の CAT アッセイ。 neg.er ，陰性コントロール；
NL432 ，野生株。RT は32p のカウント， CAT はクロラムフェニコー

ルのアセチル化率で表示。

た（図5)o gag 変異体12種と mν 変異体1種である。

作製した Gag-CA 変異体は殆ど抑制効果を示したのに対

し，他の領域の Gag 変異体は Gag-MA 1種のみが野生

株複製を阻害した。 Env-TM 変異体Hiの抑制効果は明

らかに Gag-CA 変異体C6b のそれより劣った。次に，

これら変異体が感染サイクルのどの段階で野生株の複製

を阻害するかを再びシングルラウンドレプリケーション



286 

アッセイ法（図 4 ）で検討してみた。図 6 から明らかな

ように， Gag-CA 変異体 C6b の抑制効果は初期と後期

に認められ， Env-TM 変異体 Hi は初期のみであった。

ドミナントネガテイブ Gag-CA 変異体の中には後期過程

にはあまり欠損のないものもあるので18 ），初期過程だけ

に抑制効果を示す変異体もあるかもしれない。これらの

変異体による野生株複製抑制過程をさらに詳しくするた

め，初期過程ではウイルスの細胞へのエントリー及びウ

イル DNA 合成の程度，後期過程ではウイルス蛋白質の

合成パターンを検討した。その結果 C6b はウイルス

DNA 合成かそれ以前の過程及ぴ Gag 前駆体の開裂過程

に作用すること 10 l Hi はウイルスの細胞への侵入過程

に働くこと 7）が明らかになった。 HIV-1 が感染した時に

のみ Gag-CA C 6 b 変異体を発現する CD4 陽性細胞株

を作製し， HIV- 1感染実験を行ったところ，ウイルス

は全く増殖出来なかった9）。

これまでに述べた種々の成績から， トランスドミナン

トネガテイブ変異を持つ HIV- 1遺伝子は Baltimore の

提唱する細胞内免疫法19 ）に使用できる。この遺伝子を持

つ細胞は全て HIV- 1 に対して抵抗性になる 9, 15, 20 -23 ）か

らである。

おわりに

臨床の現場で具体的な成果はあがっていないものの，

少なくとも実験室レベルでは抗 HIV ’ 1遺伝子治療は確

実に有効である。ここで紹介したウイルス遺伝子変異体

の他に抗 HIV- 1遺伝子治療として， RNA デコイ

(decoy ），リボザイム（ribozyme ），アンチセンス RNA

などが試されているが それほど際だった効果はないと

思われる。また，細胞側の遺伝子産物，例えば HIV- 1 

に対するレセプター，を利用することも行われているが，

これも実用的ではない。従って， ドミナントネガティブ

HIV- 1遺伝子変異体が現時点では最も有望であろう。

しかしながら，非常に多くの困難な課題が残されたまま

である。どのような細胞にどのような手段で特異的に抗

HIV - 1遺伝子を導入すれば良いのか，充分な発現量 （発

現細胞数及び細胞あたりの量）を個体内で確保できるの

か，などである。動物実験なしには解答は得られないと

思われるが， HIV- 1 の狭い宿主域のために未だ適当な

システムがない。多くの基礎研究が必要である。
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