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リ バ ー ス ジ ェ ネテ ィ ク ス の 手法を用 い る こ と に より
,

イ ン フ ル エ ン ザウ イ ル ス を発現 ベ ク タ
ー

と し て利用す る こ とが 可

能と な り
,

こ れ まで ウイ ル ス 血 球凝集素 O l e m a g gl u ti n i n
,
H A ) 及 び ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ ( n e u r am i nid a s e

,
N A) 遺伝子を利用 した

ベ ク タ ー 系が 開発 され て きた . しか し
, 挿入 遺伝子の 許容範囲や そ の 発現 レ ベ ル は滞足 の い く もの で は な か っ た ･ 本研 究で は

,

8 本あ るイ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス 分節中最も短く
,

か つ 10 種類 ある ウ イ ル ス タ ン パ ク 質中,
比較的発現効率 の 高い 非構 造タ ン

パ ク 質1 (n o n st r u c tu r al p r o t ei n l
,
N S l) 遺伝子 に着目 し

,
こ れ を利用 して新 しい イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス ベ ク タ ー 系を開発す

る こ と を目 的と した . イ ン フ ル エ ン ザウ イル ス W S N 株 を親株 と して
,

N S l タ ン パ ク 質 の C 端 側52 % を欠失 した遺伝 子組換え

N S l 変異株 N l l O を単離 し
,

こ の N S l 変異 遺伝子 の 下 流 に
, 自己切断活性を持 つ 17 ア ミ ノ酸 か ら成 る2 A プ ロ テ ア

ー

ゼ 配列を

介在配列 と して ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル アセ チ ル 基転位酵 素 (c hl o r am p h e n i c ol a c et ylt r an Sf e r a s e
,
C A T) レ ポ

一

夕
ー 遺伝子を挿 入

し
, 融 合 タ ン パ ク 質と して 発現 させ た .

こ こ で 回収 さ れ た 遺伝子組 み換 えウ イ ル ス は
,
3 4 ℃ で は野 生 株 と比 べ 弱 毒化 され て

おり ,
さ ら に 39 ℃で は ウイル ス の 産生 が 阻害 さ れ 温度感 受性 と な っ た .

マ ウ ス に 対する 病原性 に つ い て経鼻接種後2 週 間の 経

過観察を行 っ た と こ ろ
,

少なくと も2 桁以 上の 50 % 致死量 (50 % 1 eth al d o s e
,
L D 50) の 上 昇が あり高度 に弱毒化 さ れ て い た ▲

タ

ン パ ク 貿 の 発現 は
35
s - メ チ オ ニ ン によ る パ ル ス 標識 と 免疫沈澱

,
な ら び に蛍光抗体 法 によ り解析 した ･ 発現 した 融合 タ ン パ ク

質のうち約20 % が 速や か に 2A プ ロ テ ア
ー

ゼ に より自 己切 断さ れ
,

成熟型タ ン パ ク質 と な る こ と が 観察 され た ･

一 方 , 導入 し

た外来遺伝子 の 安定性 は
,
遺伝子組み 換え ウイ ル ス を培養細胞で 5 回継代 した 後, 感染細胞 内の C ÅT 活性 の 定量 に よ り判定 し

た . C A T 活性 は継代 を繰 り返 して も高く
, 導入 した 外来遺伝子 の 安定性 は椎持 さ れ た . な お

,
導入 した外 来遺伝子 の 発 現 レ

ベ ル は
,

N A 遺伝子 を利用 した ベ ク タ
ー

系 と比 べ 少なく とも10 か ら 10 0 倍程度高か っ た ･ 以 上
,

こ の イ ン フ ル エ ン ザウ イ ル ス

ベ ク タ ー 系 は 弱毒 ワ ク チ ン や遺伝子治療 へ の 応用 の た め に
,
非常 に 適 した性質を持 つ こ と が 示さ れ た ･

E e y w o r d s i n fl u e n z a vi ru S , Vir u s v e ct o r
,
C hl o r a m p h e nic ol a c et ylt r a n sf e r a s e (C A T) ,

n O n S t ru C t u r al

P r O t ein l (N S l)

イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス は
,

A
,

B 型が8 本 ,
C 型が 7 本 に分

節 化 した マ イ ナ ス 鎖 の R N A を遺伝 子と し て持 つ エ ン ベ ロ ー プ

ウ イ ル ス で あ る
1 ) 2 )

.
1 9 8 2 年 に イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス

A/ P R/8/ 34 株 の 全遺 伝子配列が 決定 され
3)

,
遺伝 子組み 換 え を

柱と する分子 生物学 的手法が 導入 さ れ た . 1 9 9 0 年代 に 入 り , 感

染性イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 遺伝子操作技術が 開発 され
4) 6)

,

さ ら に最 近で は 榎並 ら
7) 8)

によ り ヘ ル パ ー ウ イ ル ス を 用 い な い

系 (R N a s e H 法) も 開発され
,

弱毒 ワク チ ン や ウ イ ル ス ベ ク タ
ー

と し て の 実用化研究が 行 われ て い る .

遺伝子機能研究 や 遺伝子治療研 究の 分野 で は ウ イ ル ス ベ ク タ

ー

と して
,

レ ト ロ ウ イ ル ス
,

ア デ ノ ウ イ ル ス
,

ア デ ノ 随伴 ウ イ

ル ス お よ び 単純 ヘ ル ペ ス ウイ ル ス な どが 用い ら れ て い る . しか

し
,

こ れ ら の ウ イル ス ベ ク タ ー には
, 細胞毒性 , 低遺伝子 導入

効 率,
作 製方法の 煩雑性, 導入 遺伝子の 不安定性の 点 で 問題 が

ある 他 そ の 抗原性 の ため 反復櫻 種が 困経で あ る な ど の 欠点が

あ る
9 ) 10 )

. こ れ ら の 系 に比 べ て
,

イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス は ウ

イ ル ス ペ ク タ
ー

と し て応用 した場 合
,

次の い く つ か の 長所 が 期

待さ れ る . まず
,

遺伝子 発現 が 速く, また 発現 レ ベ ル が 高い た

め 高 い 免疫能を 有す る こ と . 人 を含め 山 一宿 主域を 有 し
, 発育

鶏卵 を用 い て 安価 に大童 培養が ロJ
`

能で あ る こ と . 人 に接 種 して

も細胞の 遺伝 子の 中に組 み 込まれ る こ とが なく
,

発癌性 も な い

ため 安全で ある こ と . そ して
, 抗原性 の 異な る ウイ ル ス を月巨､

る事 に よ り反復援碓が 可 能で ある こ と な どで ある .

以 上 の 点 か ら , イ ン フ ル エ ンザ ウ イ ル ス は 従来の 系 よりも優

れ た ベ ク タ ー と して 利用 でき る可 能性 が ある と 考え られ , そ の

開発研究 が 行わ れ て き た . そ れ ら の 殆 どの イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ

ル ス ベ ク タ
ー

系の 研 究
11 卜 1 6)

に お い て は
,

組み 換 え ウイ ル ス の

単維の 容 易 さか ら
,

ウ イ ル ス 粒子表面タ ン パ ク質 を コ
ー ドする

ウ イ ル ス 血 球凝集 素 (h e m a g gl u ti ni n
,
Ii A) や ノ イ ラ ミ ニ ダ

ー

ゼ

( n e u r a m i n id a s e
,
N A) 遺伝子 が 利用 さ れ て きた . しか し

,
こ れ

らの 系は ワ クチ ン ベ ク タ
ー

と して はあ る程度 の 有 効性 が 実証さ

れ た もの の
, 導入遺伝子 の 長 さ の 許容範 囲や 発現 レ ベ ル は 満足

平成1 0 年1 1 月 2 7 日受付, 平成1 0 年 1 月 7 日受理

A b b r e v i ati o n s : B S A
,
b o v in e s e r u m alb u m i n ; C A T ,

C h l o r a m p h e n i c ol a c e t y lt r a n s f e r a s e; C T L
,

C y t O t O Xi c T

ly m p h o c y t e; D M E M , D u lb e c c o m o difi e d E a gl e
,

s m e d i u m ; d N T P ･ d e o x y rib o n u c r e o tid e t ri p h o s p h a t e; D T T ,

di th i o th r eit ol; FI T C
,
fl u o r e s c ei n is o th i o c y an a t e; H A

,
h e m a g gl u ti ni n; L D 5 0 , 5 0 % 1 e th al d o s e; M D B K , M a din - D a rb y
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の い く もの で は なか っ た . そ こ で 本研究 で は
,

8 本あ るイ ン フ

ル エ ン ザ ウイ ル ス 分節中最 も短く ,
か つ 1 0 種類 ある ウイ ル ス

タ ン パ ク 質 中 比 較 的 発 現 効 率 の 高 い 非 構 造 タ ン パ ク 質 1

( n o n s tr u c tu r al p r o t ei n l
,
N S l) 遺伝子 に着日 し

, 新 たな べ ク タ

一 系の 開発を試み た .

そ の ため に
,

リ バ ー ス ジ ェ ネ テ ィ ク ス の 手 法を用 い て 榎並

ら
7)17 )

に より作成 さ れ た 第8 ゲ ノ ム 分節 の N S l 変異株 N ll O を用

い る こ と と し た . こ の 変異株 は N S l 遺伝子内部に ナ ン セ ン ス 変

異 を導 入 する こ と に より,
N S l タ ン パ ク質 の C 端側の 12 0 残基

の ア ミ ノ 酸配列を欠来 させ たもの で ある . 即ち N S l タ ン パ ク 質

は全体の 48 % にあた る N 端側 の ア ミ ノ酸 配列 だ けを持 つ . こ の

変異 は 第8 分節 が コ
ー

ドす る もう1 つ の 遺伝 子非構造 タ ン パ ク

質2 ( n o n st ru C tu r al p r ot ei n 2
,
N S 2) の ス プ ライ シ ン グ シ グナ ル

,

お よ び コ
ー

ディ ン グ領 域に は 影響 を与え な い の で
,

N S 2 タ ン パ

ク質 の 合成 に は異常 が ない
.

こ の N l l O 変異株で は
,

温度 に 関

係 なく ウ イ ル ス 産生 量 は野 生株 と比 べ10 分の 1 程度に 抑制さ れ

る . 感 染細 胞 内 で の ウ イ ル ス R N A の 転 写 ･ 複 製
,

お よ び

m R N A の 核 と細胞 質で の 局 在性 は
, 野生株と 変異株の 間に 有意

な差 は な い
7) 17)

. ウ ィ ル ス タ ン パ ク 質合成 に つ い て は
,
感 染初

期 タ ン パ ク 質で ある ヌ ク レ オ プ ロ テ イ ン ( n u cl e o p r ot ei n
,
N P) や

N S l の 合成 に は顕著 な 阻害 は見 ら れ な い
. しか し , 後期タ ン パ

ク質合成 は阻害 され
, 野 生株の 10 % 程度に まで低 下 し ,

こ れ が

ウイ ル ス 産生 量の 低 下 の 原 因の 1 つ と な っ て い ると 考えら れ る .

こ の N l l O 変異 株 の N S l タ ン パ ク 質発現 シ グ ナ ル を利用 し
,

イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス ベ ク タ ー

系 の 開発 を行 っ た . 即ち
,

N 端側 の 約 半分 に短縮 し た N S l タ ン パ ク 質の-1 r 流 に
,

2 A プ ロ

テ ア ー ゼ 配列
15)

を 介在 配列 と して外 来タ ン パ ク 質 を挿入 し
,

ポ

リ プ ロ テ ィ ン と して 発現さ せ た . 本実験で は外来 タ ン パ ク 貿と

し て 細 菌 の ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ ナ ル 基 転 位 酵 素

(c hl o r a m p h e ni c ol a c e tylt r a n sf e r a s e
,

C A T) 遺伝 子を用 い た
. 発

現 さ れ た ポ リ プ ロ テ ィ ン は
,

2 A プ ロ テ ア ー ゼ の 自 己切 断活性

に よ り N S l 変異 タ ン パ ク 質と C A T タ ン パ ク 質 に な る こ と が 期

待 さ れ る .

本研究 で は
,

こ の イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス ベ ク タ
ー

系 に つ い

て
, 従 来の 糸 と の 比較

,
病 原性

, 挿 人 し た外来遺伝子 の 発現 レ

ベ ル お よ び そ の 安定性 に つ い て 検討 し た .

T a ble l . P C R p rl m e r S

S e q u e n c e 5
'

→ 3
一

E C O T7 N S

X B A H G A N S

M F E X H O N S

M F E C A T

X H O 2 A C A T

C A T I

C A T 2

材料 お よ び方法

Ⅰ . 細胞培養

使 用 し た細胞 は ウ シ 腎上 皮細胞 由来 ( M a di n - D a r b y b o vi n e

k id n e y ,
M D B K) 細胞 で あ る . 細胞 は10 % 牛 胎児血清 (f e t al

b o vi n e s e ru m ) ( H y cl o n e
,

U ta h
,

U S A) ,
5 0 0 0 単位/ m l ペ ニ シリ

ン q C N B i o m e di c al s
,
I n c .

,
O h i o

,
U S A) ,

お よ び5 m g/ m l ス ト

レ プ トマ イ シ ン (IC N B i o m e di c al s
,
I n c .) を含む ダ)L/ ベ ッ コ 変

法 イ
ー

グ ル 培地 O) u lb e c c o m o di丘e d E a gl e
'

s m e d iu m
,

D M E M )

( 日 水, 東京) にて 37 ℃
,
5 % C O 2 存在下 で培 養 した .

県 債用ウイ ル ス お よび その 調製

1 . ウイ ル ス の 調製

イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス A/ W S N / 3 3 株 は
,

M D B K 細胞 に感

染多重度 ( m ulti pli city of i n f e cti o n , m Oi) 0 .1 で3 0 分 間吸着 させ

た 後 ,
上 清を 除去 し0 .2 % 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン (b o vi n e s e ru m

al b u m i n
,

B S A) (B a y e r C o r p o r ati o n
,

K a n k a k e e
,

U S A ) 添加

D M E M を加 え37 ℃
,
5 % C O 2 存在下 で 2 日 間培養 し

, その 培養

上宿 か ら精製 した .

2 .
ウイ )L / ス 粒子 リ ボヌ ク レオ プ ロ テイ ン (rib o n u cl e o p r o tei n

,

R N P) の 調製

精 製 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 5 m g ( タ ン パ ク 量) あ た り

1 m l の 破砕液 [ 10 0 m M T ri s
- ⅢC l (p H 8 .0) , 1 0 0 m M 塩 化カ リ

ウ ム
,
5 m M 塩 化 マ グネ シ ウ ム

,
1 . 5 % T r it o n N - 1 0 1

,
5 % グ

リ セ リ ン
,

1 . 5 m M ジ チ オ ト レ イ ト ー )t/ (d i t h i o th r e it o l
,

D T T ) ,
1 0 m g / m 1 3 -

S n
J ) ソ フ ォ ス フ ァ チ ジ ル コ l) ン (3 - S n -

1 y s o ph o s p h a ti d yl c h oli n e)] を 加え注射針 に て 懸濁 し3 1 ℃
,

2 5

分間加温後水 冷 した . 水冷 した ウ イ ル ス 破砕液の 1 m l を
, 段 階

的 グリ セ 1) ン密 度勾配溶液 [50 m M T ri s
- H C l (p H 7 .8) ,

1 5 0 m M

塩化ナ トリ ウ ム に33 %
,

4 0 %
,

5 0 % お よ び70 % の グリ セ リ ン

を含む溶 液の そ れ ぞれ1 .7 m l
,

0 .3 8 m l
,

0 .7 5 m l お よ び1 .O m l を 重

層 し て 作 製] .1二 に 重層 し4 ℃
,

4 5 0 0 0 r p m
,

4 時 間超遠心 後
,

0 .3 m げ つ に 分画し た
. 各画分の 3ノ∠1 を11 % ポ リ ア ク リ ル ア ミ

ド ゲ ル に てS D S -P A G E を行 い
,

ゲ ル を銀染 色 して R N P を 含む

両分を 回収 し
, 実験 に使用 した

f))

.

3 .
コ ア タ ン パ ク 質の 調製

R N P 両分 の 0 . 6 m l を 段 階 的塩 化 セ シ ウ ム 密 度 勾 配 溶 液

C C G A A T T C T T A A T A C G A C T C A C T A T A A G T A G A A A C A A G G G T G

G C G C G C T C T A G A C G C C C G G G A G C A A A A G C A G G G T G A C A A A G A C A T

C C A A C A A T T G T C C C C T C G A G G G T G A A G G C C

G G C C C A A G T T A C G C C C C G C C C T G C C A C T

C A C C C T C G A G A A T T T T G A T T T A T T A A A G C T A G C T G G T G A T G T T -

G A A T C T A A T C C T G G T C C T A T G G A G A A A A A A A T C A C T G G G

G T C A G T T G C T C A A T G T A C C T

A T G G A A A A C G G T G T A A C A A G

b o vin e kid n e y ; m Oi
,

m ultiplicit y of i nf e cti o n ; N A
,

n e u r a m i nid a s e; N P
,

n u Cl e o p r ot ei n; N S l
,

n O n S t ru Ct u r al p r ot ei n l;

N S 2 , n O n St ru C t u r al p r ot ei n 2; P B S
, p h o s p h at e

-b u 鮎 r e d s al in e; R N P , rib o n u cle o p r o t ein ; R T I P C R , r e V e r S e t r a n S C rib e d -

P C R



5 0

[ 5 0 m M T ri s
- H C l (p H 7 .6) ,

1 0 0 m M 塩化 ナ ト
1
) ウ ム に1 .5 M 塩化

セ シウ ム/30 % グ リ セ リ ン
. 2 M 塩化 セ シ ウ ム/ 35 % グリ セ リ ン

,

2 .5 M 塩化 セ シ ウ ム/ 40 % グリ セ リ ン
,

3 M 塩 化セ シウ ム/ 45 %

グリ セ l) ン を含 む溶液 の それ ぞ れ 0
.9 m l

,
1 .2 m l

,
1 .7 m l お よ び

0 .5 m l を重層 して作 製] 上 に重層 し4 ℃
,
4 5 00 0 r p m

,
2 5 時 間超

遠心後,
0 .3 m l ず つ に分画 した . 各画分の 6 〃l を11 % ポ リ ア ク

リ ル ア ミ ドゲ)t / にて S D S - P A G E を行 い
,

ゲ ル を銀染 色 して ウイ

ル ス R N A ポ リ メ ラ ー ゼ タ ン パ ク 質 (P B l
,

P B 2
,

P A) お よ び ウ

イ ル ス N P を含む 画分を回収 し コ ア タ ン パ ク 質と した
9)

.

4 . c D N A 断片 の 調製

R N a s e H に より第8 ゲ ノ ム 分節 の R N P 中 の ゲ ノ ム R N A を消化

する た め に
, 第8 分節 ゲ ノ ム R N A に相補 的な1 本鎖 の c D N A 断

片を使 用 した .
こ の c D N A 断片を調製す る た め に

,
C D N A l iL g

当たり0 .0 5 単位 の R Q I I) N a s e (P r o m e g a
,

M ad i s o n
,

U S A ) を用

い て 37 ℃
,

5 分 間加温 に よ り部分切 断 し
, 精 製後,

0 .5 /ノ g/ 〃l

と なる よう に した
9)

.

Ⅱ . 動物 感染 実験

マ ウス 感染実験 は大 阪薬科大学微 生物学 第二 講座 黒 田和遣先

生 の 協力 を得て
, 同講座 に て行 っ た .

Ⅳ. 培養細胞 での C A T 遺伝子 の発現

1 . 発現 プ ラ ス ミ ドの 構 築

図 1 A に プ ラ ス ミ ド構 築 の 概 略 を 示 す . E C O T 7 N S と

ⅩB A H G A N S プ ライ マ
ー

(表1) [ グ ライ ナ
ー

･ ジ ャ パ ン (束京)

で 委託合成] を用 い て
,

P C R 反応 で N S 遺伝子 の c D N A を増幅

した .
こ の P C R 産物 を制限酵素J鞠αⅠ

,
励 β点Ⅰで 切断 した後 ,

ラ

イ ゲ
ー シ ョ ン キ ッ ト (宝 酒造, 京都) を用 い て 発現 ベ ク タ

ー

p u c l 1 9 (宝酒造) に挿 入 し
,

プ ラ ス ミ ドp T 7/ W S N - N S を得 た ･

こ の プ ラ ス ミ ドを鋳 型 と し
,

M F E X H O N S と ⅩB A H G A N S プ ラ

イ マ
ー

(表1) [ グ ラ イ ナ
ー ･

ジ ャ パ ン で 委託合成] を用 い て
,

N S l 変 異株 N ll O の 停止 コ ド ン 配列 と
,

その 下 流 に制 限酵 素部

位j 挽oI を持 つ c D N A をP C R 反応で 増幅 し た
.

こ の P C R 産物を

制 限 酵 素 仰 gI
,

g ∂α1 で 切 断 し た 後 ,
上 述 の プ ラ ス ミ ド

p T 7/ W S N - N S に挿入 し,
こ れ を プ ラ ス ミ ドp T 7/ N S ( ⅩH O) と

名付 けた . 次 に C A T の c D N A をM F E C A T とX H O 2 A C A T プ ラ イ

マ
ー

(表1) [ 国際試薬 (神戸) で委 託合成] を用 い て P C R 反応で

増幅 し た .
こ の P C R 産物 は2 A プ ロ テ ア

ー ゼ 配列 と
,

そ の 下 流

に C A T 遺伝 子 配 列 を融 合 して い る .
こ れ を制 限酵 素g 如Ⅰ

,

朗枠Ⅰで切断 し た後,
上 述 の プラス ミ ドげr7/ N S ⅨH O) に挿 入し

た . 最終的 に得 ら れた プ ラ ス ミ ドが
,

本実験 で使 用す る発現 プ

ラ ス ミ ドp T 7/ N S 2 A C A T で あ る (図1) .
こ の プ ラ ス ミ ドで は

,

N S l 変異株 N ll O の 短縮 N S l 遺伝子配列 に引き続 き2 A プ ロ テ ア

ー

ゼ 配列を 介 し て C A T 遺伝子 配列が 直 列 に配置 され
,

そ の 下

流 に第8 分節 の 嘩 Ⅰ部位 か ら3
,

末端まで と
,

T 7 プ ロ モ ー

タ
ー

( マ イ ナ ス セ ン ス) が 連結され て い る . な お
,
P C R 反応 はす べ て

,

9 4 ℃
,
2 分 の 初期 変性 の 後,

1 行程94 ℃で 30 秒 ,
5 5 ℃ で 2 分

,

7 2 ℃で3 分か らな る サ イ ク ル を30 サ イ ク ル 行 っ た .

2
. 遺伝 子組み 換えイ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 匝川又

M D B 椚田胞を35 m m プ ラス チ ッ ク デ ィ ッ シ ュ に 約1 × 10
5

/ m l

の 膿度で
,

1 0 % F B S 添加D M E M にて 37 ℃
,
2 4 時間培養後, 榎

並 ら の R N a s e H 法
7ト 9)

に より遺伝子 組み換 え ウイ ル ス の 回収 を

行 っ た . 即ち
,

ウイ ル ス 粒子R N P l O /∠1 を
,

[ - 4 で 得 た第8 分

節ゲノ ム 配列に 相補 的な c D N A 断片2 iL g と5 M 塩化 ナ トリ ウ ム

0 .6 FLl ( 終濃 度0 .3 5 M ) の 存在下 に 37 ℃
,
5 分間加温 して D N A ･

R N A ハ イ ブ リ ッ ドを形成させ
,

R N a s e H (宝酒 造) 30 単位を加

え37 ℃
,
5 分間加温 して 第8 分節ゲ ノ ム m A を分解 した . さ ら

に 加えた c D N A 断片を完全 に分解 する た め に
,

ヒ ト胎盤R N a s e

阻害因子 ( m si n) (宝 酒造) 50 単位 の 存在 下で RQ I D N a s e 4 単位

を加え て37 ℃
,

5 分間加 温 し た .

一 方
,

N S / N l l O - C A T キ メ ラ

ゲ ノ ム m A と ウ イ ル ス コ ア タ ン パ ク 質 の 複 合体 を以 下 の 方法

で 調製 し た . N S / N l l O - C A T 遺伝 子 を 導 入 し た プ ラ ス ミ ド

D N A I FL g ,
1 M D T T O . 5 FL l

, 各2 5 m M 4 種 デ オ キ シリ ボ ヌ ク

レ オチ ド三 リ ン 酸 (d e o x y rib o n u c r e otid e trip h o s p h at e
,

d N T P) 1

〃1 ,
脚 si n 2 5 単位

,
イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス コ ア タ ン パ ク質5

F Ll
, 及 びT 7 R N A ポリ メ ラ

ー ゼ (宝 酒造) 10 0 単位 を50 FLl の 反応

液 [40 m M T ri s
- H C l (p H 8 .0) ,

8 m M 塩化 マ グネ シ ウ ム
,

5 0 m M

塩 化ナ トリ ウ ム
,
2 m M ス ペ ル ジ ミ ン] 中で37 ℃

,
3 0 分 間加温

,

さ ら に プ ラ ス ミ ドD N A を分解す る た め に R Q I D N a s e 4 単位 を

加えて37 ℃ , 5 分 間加温 した . こ の 試験 管内反応で 合成 さ れ た

キ メ ラ ゲ ノ ム R N A は
, 反応 液中 に 存在す る ウイ ル ス コ ア タ ン

パ ク 質と 結合 して複 合体 を形成す る .
こ の 複 合体を前報 将

に従

い
,

上 述 の R N a s e E で 第8 分節 ゲ ノ ム R N A を分解 した ウイ ル ス

R N P と 共に
,

ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン溶 液 [0 .0 3 3 % D E A E デ キ

ス ト ラ ン
,

0 .5 % ジ メ チ ル ス ル ホキ シ ド (di m eth yl s ulf o x id e) お

よ び0 .1 m g / m l ゼ ラチ ン 添加 P B S] で3 0 分間前処理 した M D B K

細胞 に 加 え1 時 間静 置 し た 後 , 正 常 な M D B K 細 胞を 加 え て

35 m m プ ラ ス チ ッ ク デ ィ ッ シ ュ に播 い た . 細 胞が 定着 し て か ら

0 .6 % ア ガ ロ ー ス
,

0 .1 % B S A を 含む培 地で 重層 し
,

濃 度5 %

C O 2 の 条件 下 で 34 ℃
,

4 日 間培 養 した . 出現 した プ ラ
ー

クを単

P T7 / W S N- NS

PT 7/ N S(X H O)

÷
E C 示 而~ 暮

｢ ･

毒垂 琴
ii 七H ｡ Z A ｡ A ,

>

P T 7/ N S 2 A C A T

W S N 3
'

N S 2 A C A T 3
,

F i g . 1 . (A ) C o n s t r u c ti o n o f t h e pl a s m i d s p T 7 / W S N - N S
,

p T 7/ N S ⅨH O) ,
a n d p T 7 / N S 2 A C ÅⅠ

､

. T b e s e q u e n c e of th e

s e lf -

Cl e a vi n g 2 A p r o t e a s e w a s i n s e rt e d b et w e e n th e m u t a n t

N l l O N S l an d th e C A T s e q u e n c e s . O3)
′

n l e g e n O m e St ru C tu r e

o f th e W S N an d th e N S 2 A C 〟Ⅰ
､

vi r al R N A s e g m e n t 8 ,
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離 し
,

M D B K 細胞 に継代 し2 日 間培養 し た .

3 .
C A T 遺伝子導入 の 確認

組 み 換 え ウイ ル ス へ の C A T 遺伝 子導 入 の 確 認 は逆 転写酵素

P C R (r e v e r s e tr a n s c ri b e d - P C R
,

R T P C R) 法に て 行 っ た . ⅣM 2

で得 ら れ た培 養上 宿 へ は組み 換え ウイ ル ス が放出 さ れ て い る と

期待 さ れ る の で
,

こ の 上清 か ら R N A を抽出 し, 反応液 [50 m M

T ri s
- H C l (p H 8 .3) ,

7 5 m m 塩化 カ リ ウ ム
,

3 m M 塩化 マ グネ シ ウ

ム
,

2 0 m M D T r
,
2 m M 4 種d N T P

,
R N si n l O 単位 , 逆転写酵 素

(M ol o n e y m u ri n e l e u k e m i a v i r u s r e v e r s e t r a n s c rip t a s e
,

Lif e

T e c h n ol o gi e s
,
I n c .

,
R o ck vill e

,
U S A ) 4 0 単位, 各5FL M の C A T

プ ラ イ マ
ー

1
,

2 ( 国際試 紫で 委 託合 成
,

表1)] 5 〃1 と 混 合
,

4 2 ℃ で 30 分 間反応 させ c D N A を合成 さ せ た . c D N A 2 /11 をP C R

反 応 液 [ 10 m M T ri s
- H C l ( p H 8 .3) ,

5 0 m M 塩 化 カ リ ウ ム
,

1 .5 m M 塩化 マ グネ シ ウ ム
,

T a q D N A ポ リ メ ラ ー ゼ (宝 酒造) 1

単位] と混合 しP C R を行 っ た . 反応 条件は
,

94 ℃
,

2 分 の 初期

変性 の 後 ,
1 行程94 ℃で 30 秒 ,

5 5 ℃ で30 秒 ,
7 2 ℃で 30 秒か ら

な るサ イ ク ル を30 サ イ ク ル 行 っ た . P C R 産物は
,

2 % ア ガ ロ ー

ス ゲ ル に て電気泳動 し た .

4 .
マ ウ ス に対す る痛原性

マ ウ ス に対す る病原性を確認 する た め
, 組み 換え ウイ ル ス を

マ ウ ス に経鼻接種 し
,

5 0 % 致死 量 (50 % 1 e th al d o s e
,
L D 5O) お よ

び体重 の 経時 的変 化 を調 べ た . また
,

防御 効果をみ る た め に
,

L D 5 0 の 6 0 倍 の 濃度 の W S N ウイ ル ス を さ ら に繹 鼻接 種 し体重の

経時的変化を調 べ た .

5 . C A T タ ン パ ク 質の 発現

組み 換 えウ イ ル ス を M D B K 細胞 に 加え室温で 30 分間吸着さ

せ た 後 ,
上 浦を 除去 し

,
0 .2 % B S A を含 む D M E M に て34 ℃ ま

た は 39 ℃
,

5 % C O 2 存 在下 で 培養 し た . 培養開始後5 時間の 時

点 で 最 終 濃 度 0 . 4 p C i / m l の 3 5

s - メ チ オ ニ ン ( A m e ri c a n

R ad i ol a b el e d C h e m i c al s
,
I n c .

,
S t .L o ui s

,
U S A) に て1 時間の パ

ル ス 標識 を行 っ た . ウ イ ル ス 感染細胞 は 冷却 した リ ン 酸裾衝化

食塩水 (ph o s p h at e
-b u ff e r e d s ali n e

,
P B S) で 1 回洗浄 した 後,

ラ

バ ー ポ リ ス マ ン に て 回収 し
,

細胞懸濁 液を4 ℃
,

1 5 0 0 0 r p m
,
1

分間 遠心 して 細 胞を 集め た .
こ の 細胞 を細 胞溶角牢液 [0 .2 5 M

T ri s
- H C l (p H 7 .6)] に懸濁 して ア ス ト ラ ソ ン 超音波細胞破砕 器

ⅩL20 2 0 ( H e a t S y st e m s
,

F a rm i n g d al e , U S A) に て細胞を破砕 し

4 ℃
,

1 5 0 0 0 r p m
,

1 分 間遠心 して 不溶物 を除去 し た . 上 浦 の 細

胞抽 出液 に抗C A T
, 抗 N P

, 抗 N S l
,

お よ び抗 N S 2 抗体を加え,

水中で 30 分 間静置 した 後,
2 0 / ノ1 の 5 0 % プ ロ テ イ ン G セ フ ァ ロ

ー ス (P h a r m a ci a
,

A p p s al a
,

S w e d e n) を加え4 ℃
,

3 0 分間震 捜

した
. 4 ℃

,
3 0 0 0 r p m

,
1 分 間遠心 して 上宿 を除去 し

, 沈澱 を

RIf n 洗浄液 [10 m M T ri s
- H C l (p H 8 .0) ,

14 0 m M 塩化ナ トリ ウ ム
,

1 % T ri t o n X -1 0 0
,
0 .1 % S D S

,
1 m M フ ツ 化 フ ユ ニ ル メ チ ル ス ル

ホ ニ ル b h e n yl m e th yl s u lf o n yln u o rid e) ,
1 0 0 単位/ m l ア プ ロ チ ニ

ン
,
2 m M ア ジ 化ナ トリ ウ ム

,
1 % デ オ キ シ コ

ー ル 酸ナ トリ ウ ム]

に て 3 回洗 浄 し
, さ ら に P B S に て 1 回洗 浄を行 っ た . 洗浄 した

沈澱 に ゲ ル 電気泳動試料液 [0 .1 2 5 M Tナi s
- H C l (p H 6 .8) ,

2 0 % グ

リ セ ロ ー

ル
,

2 % S D S
,

2 % ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー

,

0 ･1 m g/ m l メ ル カ プトエ タ ノ
ー

ル] 1 0 〃1 を加 え100 ℃
,
3 分 間加

熱 した 後,
1 0

-

2 0 % 濃度勾配ポ リ ア クリ ル ア ミ ドゲ ル A E -6 0 0 0

( ア ト
ー

,
東京) に てS D S q P A G E を行 っ た . 泳動終了後,

ゲ ル を

固定液 [4 5 % メ タ ノ ー ル
,

1 0 % 酢酸] ,
1 M サ リ チ ル 酸 ナ トリ

ウ ム の 順 に浸 し て それ ぞれ 3 0 分 間震 塗 し た . 乾燥 し た ゲ ル

は
-

8 0 ℃ , 2 4 時 間Ⅹ線 フ イ ル ム に露 光 さ せ た . 必 要 に 応 じ
,

パ ル ス 標 識後 に 3 4 ℃ と 3 9 ℃ で そ れ ぞ れ 1 時 間 の チ ェ イ ス

( c h a s e) を行 っ た .

6 . 導入 遺伝子の 安定性

ウ イ ル ス ゲ ノ ム に導 入 した C A T 遺伝 子の 安定性 をみ る た め

に
, 組 み換 えウ イ ル ス を M D I∋E 細胞 内で 5 回継代を繰り返 し

,

得 ら れた バ ッ サ
ー

ジ0 (P O) か ら バ ッ サ ー ジ5 (P 5) まで の ウ イ ル

ス を M D B E
.細 胞に 室温 で30 分間吸着 させ た後, 上 宿を除去 し

,

0 .2 % B S A 添加D M E M に て 34 ℃
,

5 % C O 2 存在¶■I;
J

で5 時 間培養

し た . ウ イ ル ス 感染細胞 は 冷却 した P B S にて 1 回洗浄 した 後,

ラ バ ー

ポ リ ス マ ン に て 回収 し4 ℃
,

1 5 0 0 0 r p m
,

1 分 間遠心 し て

細胞 を集め
, 細胞溶解 液 に懸濁 し て起 首披破 砕 し た . こ の 細

胞破 砕液を4 ℃,
1 50 0 0 r p m

,
1 分間遠心 して 不溶物 を除去 し

,

得 ら れ た細胞 抽出液 をC A T 反応 液 [0 .2 5 M T ri s
- H C l (p H 7 .6) ,

0 .1 / L C i
1 4

c
M

ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ
ー

ル ( N E N R e s e ar C h P r o d u c ts
,

B o st o n
,

U S A ) ,
8 m M ア セ ナ ル コ エ ン ザ イ ム A (和 光

,
大阪)]

と 混 合 し3 7 ℃
,

2 4 時間 静 匿後 , 酢 酸 エ チ ル と 混 合 し4 ℃
,

1 5 0 0 0 r p m
,

1 分 間遠心 し て上 層の 酢酸 エ チ ル 層 を エ ツ ペ ン ド

ル フ ナ ュ
ー ブ に回収 し

, 凍結乾燥 器 (ヤ マ ト
, 東京) に て30 分

間 凍結 乾燥 し た . 乾燥 後,
2 0 〃l の 酢 酸 エ チ ル に 溶解 さ せ

,

T L C プレ ー

ト u .T .B a k e r , I n c .
,

P h illi p s b u r g ,
G e r m a n y) に ス

ポ ッ ト し, 展 開液 [9 5 % ク ロ ロ ホ ル ム
,

5 % メ タ ノ ー ル] で

30 分 間展 開 した . X 線 フ イ ル ム へ の 露 光は
,

-

8 0 ℃で 24 時間

行 っ た
1 9)

.

7 . 蛍光抗体法 によ るウ イ ル ス タ ン パ ク 質発現 の 確認

ス ライ ドグ ラ ス (C h a m b e r Slid e
,

N u n c
,
I n c .

,
N a p e r vi 11 e ,

U S A ) 上 で培養 した M D B K 細胞 に 組み 換え ウイ ル ス を m oi l で

3 0 分 間吸着 さ せ た 後,
上 浦を 除去 し0 .2 % B S A 添加 D M E M に

て34 ℃ , 5 % C O 2 存 在~~li
`

で5 時間培養 し た . ス ラ イ ド グラ ス を

冷却し たP B S に て洗浄 し
,
ア セ ト ンで

-

2 0 ℃
,
2 0 分間固定し た .

乾燥 衡 1 次抗体 (抗C A T
,

抗 N S l
,

お よ び抗 N P 抗体) の そ れ

ぞ れ を加え1 時間静 置 L , 冷却 し た P B S に て 3 回洗浄 し た 後,

フ ル オ レ セ イ ン イ ソ テ オ シア ネ ー

ト(fl u o r e s c ei n is o thi o c y a n a t e
,

F 汀C) 標識抗 ウ サ ギIg G 抗体 を加 え 1 時間静置 した . さ ら に冷

却 し た P B S に て 3[･lli先浄後 , 蛍 光顕 微鏡 ( A x i o s c o p e
,

C a rl

Z ei s s
,

O b e rk o c h e n
,

G e r m a n y) に て細 胞の 観察を行 っ た
.

8 . 使用抗体

イ ン フ ル エ ン ザ ウ イル ス タ ン パ ク 質N P
,

N S l お よ び N S 2 に

対 する抗体 は
,

大腸菌 内で 党規 させ たそ れ ぞれ の タ ン パ ク 質 を

ウ サ ギ に投与 し て常法 に より免疫 し
, 得 ら れ た血 清 より作製 し

た もの を侍月= / た . 抗C A T 抗体 (5 P ri m e
→ 3 P ri m e

,
I n e .

,
W e s t

C h e s t e r
,

U S A ) , F I T C に て 標 識 し た 抗 ウ サ ギ I g G 抗 体

(Bi o m e di c al T e c h n ol o gi e s
,
I n c .

,
S t o u g h t o n

,
U S A ) は市販の も

の を使用 し た .

成 績

Ⅰ . 遺伝子組 み換えウイ ル ス の 回収

イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス を用 い た新 し い ベ クタ ー 系の 開発を

目 的と して
, 第8 分節ゲ ノ ム の N S l 遺 伝子 の 下流に外 来遺伝子

を組み 込 む試 み を行 っ た . その ため
, 本研 究 で は N 端側48 %

の ア ミ ノ 酸配 列か らな る 短縮 N S l の 下 流 に
,

1 7 ア ミ ノ酸 か ら

なる 2A プ ロ テ ア
ー ゼを 介在 配列 と して外 来遺伝子 を接続 する

こ と と し, 外来遺伝子 と して は C A T 遺伝子を用い た (図1) , 短

縮 N S l と C A T タ ン パ ク 質は融合 タ ン パ ク質と して 合成さ れ る

が
, 両者間 に 介在する 2A プロ テ ア

ー ゼ 配列の 自己切 断作 用 に
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よ り, そ れ ぞ れ の タ ン パ ク 質 に分 離 する こ と が 期待 さ れ る .

試験 管内 で 合成 し た こ の 組 み 換え 第8 分節 ゲ ノ ム R N A を持 つ

イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス ( N S 2 A C A T ウ イ ル ス) を作 成す る た

め に ,
ヘ ル パ ー ウ イ ル ス を用 い な い 新 しい 方法

,
即 ちR N a s e R

法 に よ っ て 遺伝子組 み 換え ウイ ル ス の 回収を試み た (材 料お よ

び 方法 Ⅳ
-

2 参照) . ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に より 出現 した プ

ラ
ー

ク を 単離 し M D B K 細 胞 に継代培 養 し た
.

こ の 培養 上 清 か

ら R N A を抽 出 し
,

R T - P C R 法を行 っ た .
P C R 産物を ,

2 % ア ガ

ロ ー

ス ゲ ル に て 電 気泳動 した と こ ろ
,

C A T 遺伝子 を導 入 さ れ

た もの に特異 的 に
,

C A T プ ライ マ
ー に よ り士酎幅さ れ た バ ン ド

が 確 認 さ れ た ( 図 , 省 略) .
バ ン ド が 検 出 さ れ た 試 料 を

3 4 ℃

Fi g . 2 . Pl a q u e f o r m ati o n of th e r e c o m b i n a n t N S 2 A C A T v i r u s ･

Vi r u s w a s i n f e ct e d t o M D B K c ell s o n 3 5 -

m m di s h e s . I n f e c t e d

c ell s w e r e o v e rl aid w ith O .6 % a g a r in th e p r e s e n c e of O .1 % B S A
,

a n d i n c u b a t e d a t 3 4 ℃ o r 3 9 ℃f o r 4 d a y s . T h e c ell s w e r e

st ai n e d w i th O .1 % c r y st al vi 01 e ti n 2 0 % m e th a n ol .

α N S l α C A T

N S 2 A C A T ウ イ ル ス と した .

Ⅱ . 遺伝子組 み換 えウ イ ル ス の性 状

N S 2 A C A T ウ イ ル ス を M D B K 細胞 に3 0 分 間吸着 さ せ 上 清 を

除 い た 後,
0 .6 % ア ガ ロ

ー ス
,

0 .1 % B S A を含 む培 地で 重層 し
,

濃 度5 % C O 2 の 条件 下 で 34 ℃ と 39 ℃で 4 日 間培 養 し
, 出現 し

た プ ラ
ー

ク の 性状 を観察 した , N S 2 A C A T ウ イ ル ス は
,

3 4 ℃ で

野 生 株 と比 べ プ ラ
ー

ク サ イ ズ が 小 さく な り弱毒 化 され て い た .

こ の 性質 は ベ ク タ
ー ウイ ル ス で あ る親株 の N ll O ウ イ ル ス と 同

じで
,

短縮 N S l タ ン パ ク 質に 帰せ ら れ る . 3 9 ℃ で は さ ら に弱

毒化 が 強ま り ウ イ ル ス の 産生 が 阻害 さ れ
, 温度感 受性 と な っ

た (図2) . なお , 親株 の N l l O ウ イ ル ス の 増 殖は 温度感 受性で

は な い
.

軋 培養細胞 で の C 〟r タ ン パ ク質の 発現

N S 2 A C A T ウ イ ル ス 感染細 胞を感染 後5 時間 か ら1 時間
3 5
s - メ

チ オ ニ ン で パ ル ス 標 識 し た . 細 胞抽 出液を調 製 し て 抗 N S l 抗

体,
お よ び抗 C A T 抗体 で 免疫 沈澱 を行い

, 沈澱 をS D S - P A G E

で 分 離 し た と こ ろ
,

短 縮 N S l と C A T の 融 合 タ ン パ ク 質

( p o l y p r o te i n ) ,
2 A プ ロ テ ア ー ゼ に よ り切 断さ れ た 成熟 型短縮

N Sl ( △ N S l) と C A T タ ン パ ク 質,
お よ び N P タ ン パ ク 質の バ ン

ドが み られ た . N P が抗 N Sl 抗体 で 共沈する 理 由は
,

N P と
^ 郡

の N S l が ウ イ ル ス R N P の 構成 分 と な っ て い る た め で ある .
バ

ン ドの 濃度 より推 定 して
, 発現 した融 合タ ン パ ク質 の うち

,
約

20 % が 速や か に
一
2A プ ロ テ ア

ー

ゼ に より 自己切断 さ れ 成熟型 タ

ン パ ク 質 とな る こ とが 示 さ れ た (図3 A) . C A T タ ン パ ク 質の 発

現量 は
, 融合 タ ン パ ク 質 と して は W S N 株 N S l タ ン パ ク 質の 10

～ 2 0 % で あ っ た が
,

成熟型 タ ン パ ク 質 と して は 1 ､ 2 % 程 度で

あり,
お よ そ W S N 株 N A タ ン パ ク 質の 発現 レ ベ ル と 同等 で あ

1 2 3 4 5 6

■トP o]y p r o t ei n

■トN S l

欄卜C A T

■卜A N S l

増トN S l / N l l O

■

■
- N P

疇卜N S Z

F ig . 3 . T h e sy n th e si s
,
th e s el L cl e a v a g e

,
a n d th e st a b ilit y o f th e N S 2 A C A T p o l y p r o t ei n ･ (A ) M D B K c ell s w e r e i n f e ct e d w ith th e

r e c o m b i n a n t N S 2 A C A T vi ru S a t 3 4 ℃
,

a n d l a b el e d w ith [
3 5
s】 m e th i o n i n e f o r l h r at 5 h r p o st in f e cti o n ･ T h e l ab el e d c ell l y s a t e s w e r e

p r e p ar e d a n d i m m u n o p r e ci pit at e d e m pl o yi n g a n ti - N S l ( α N S l) ,
O r a n ti- Cjr r ( α C A T) a n tib o d y ･ T h e i m m u n o p r e ci pit a te s w e r e s e p a r at e d

o n s I) S l O
-

2 0 % p oly a c r yl a m i d e g r a di e n t g el el e c tr o p h o r e si s ･ N P
,
Vi r al n u c r e o p r o tei n ; N S l ･

Vi r al n o n st ru Ct u r al p r o tei n l; △ N S l
,
N l l O

N S l p r ot ei n ; P B l
,
P B 2

,
a n d P A

,
Vi r al p ol ym e r a S e p r O t ei n s ･ (B) 此 e r th e i n c u b ati o n o f th e i n f e c te d c ell s fb r 5h r a t 3 4 ℃ (1 a n e l

,
2

･
5 a n d 6)

o r 3 9 ℃ O a n e 3 an d 4) ,
th e c ell s w e r e l a b el e d w ith [

35
s] m e th i o n i n e f o r l h r

,
a n d ch a s e d (1 a n e 2 a n d 4) o r n o t O a n e l

,
3

･
5 an d 6) fo r fu r th e r

lh r at 3 4 ℃o r 3 9 ℃ . T h e l ab el e d c ell ly s at e s w e r e i m m u n o p r e ci pit at e d e m pl o yi n g a n ti - N S l a n d an ti - C A T (u p p e r p a n el) ,
an ti- N P ( m id dl e

p an el) ,
a n d a n ti - N S 2 O o w e r p a n el) a n tib o d y a n d s e p a r a t e d o n S D S l O

-

2 0 % p ol y a c r yl a m id e g r a di e n t g el el e c tr o p h o r e si s ･ I-
Ja n e S l t o 4

,

N S 2 A C H r vi ru S
-i n f e ct e d c ell s; 1 a n e 5

, N l l O vi ru S
-i n f e c t e d c ell s; 1 a n e 6

,
W S N vi ru S

-i n f e c t e d c ell s; N S 2
,
vi r al n o n s tr u c tu r al p r o t ei n 2 ･ F o r

O th e r s ym b oI s
,
S e e ( 朗 .
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っ た .

→ 方 , 3 9 ℃ で は34 ℃と比 べ て N S l や C A T タ ン パ ク 質の

融合型お よ び 成熟型 の 発現 に顕著 な 差 は認 め ら れ な か っ たが
,

1 時 間の チ ェ イ ス で
,

こ れ ら の タ ン パ ク 質の 分解 が み ら れ た .

また
,

1 時間 の チ ェ イ ス に より
,
2 A プ ロ テ ア

ー

ゼ の 自己切 断の

促進 は認 め ら れ な か っ た
. さ ら に

,
い ず れ の 温度 で もC A T 遺

伝子 を挿入 す る こ と に より N S2 タ ン パ ク 質の 発現が 有意に 減少

して い た (図3 B) .

Ⅳ■. 遺伝 子組 み換 え ウイ ル ス の マ ウ ス に対 する病原 性

N S2 A C A T ウ イ ル ス で は
,

L D 50 は野生 株と 比 べ て 少 なく と も

二 桁 以 上 上 昇 し て お り 高度 に弱 毒 化 さ れ て い た . 1 0
5

pf u の

W S N ウ イ ル ス お よ び N ll O 変異 ウイ ル ス を接種 した マ ウ ス は
,

2

(

豊
せ

最
古
宣

P o s ti n o c ul a ti o n d ay

F i g . 4
. A tt e n u a ti o n a n d i m m u n o g e ni ci ty o f th e N S 2 A C A T v i ru S

i nf e ct e d to m i c e .
T h e m i c e w e r e i nft ct e d n a s a11 y w ith l O

5

p F U

O f W S N
,
th e m u t a n t N l l O a n d th e r e c o m b i n a n t N S 2 A C A T

V ir u s e s
,

a n d o b s e rv e d f o r 2 w e e k s
. 仏) W S N

, (B) N l l O
, ( C)

N S 2 A C A T . (D ) T h e m i c e i n f e c t ed w ith th e N S 2 A C A T vi r u s

Sh o w n i n ( C) w e r e c h all e n g e d w ith 6 0 L D 5(, d o si s o f W S N vir u s .

お よ そ
一

週 間で 殆 ど死 に 至 っ た が (図4 A
,

B ) ,

一

九 同量 の

N S 2 A C A T ウイ ル ス を接種 し た マ ウ ス は 全例 生 存 し体重減少も

み ら れ な か っ た (図4C) . また
,

あら か じめ N S 2 A C A T ウ イ ル ス

を接 種し た こ れ ら の マ ウ ス に対 しL D 50 の 6 0 倍 の 膿度 の W S N ウ

イ ル ス に よ る チ ャ レ ン ジ実験 を行 っ た と こ ろ
,

死 亡する マ ウ ス

はなく完全な防御効果が み られ た (図4 D) .

Ⅴ . 導入細胞内で の C ギr 遺伝子 の安定性

ウ イ ル ス ゲ ノ ム に 導 入 し た C A T 遺伝子 の 安定性 を み る た め

に
,
N S 2 A C A T ウ イ ル ス をM D B K #朋包内で 5 回継代を繰り 返 し

,

得 ら れ た バ ッ サ
ー

ジ0 (P O) か ら バ ッ サ ー ジ5 (P 5) まで の ウ イ

ル ス を M D B K 細胞 に5 時 間感染 させ
, 細胞抽 出液中 に 党規 し

P a s s a g e N u m b e r

0 1 2 3 4 5 N 1 1 0 C A T

Fi g . 5 . S t a bility o f th e C A T g e n e i n th e N S 2 A C A T vi r u s v e ct o r

d u I
･

i n g m ul ti pl e p a s s a g e s . M D B K c ell s w e r e i n f e ct e d wi th

i n 且tl e n Z a Vi r u s r e c o m bi n a n t N S 2 A C A T . A fte r i n c u b a tio n o f

th e vir u s -i nf e c t e d M D B K c ell s fo r 5 h r a t 3 4 ℃
,
th e c ell ly s a te s

W e l
-

e p r e p a r e d
, a n d 5 0 % of th e m w e r e u s e d f o r th e C A T a s s a y .

T h e p a s s a g e n u m b e r (1 - 5) i s sh o w n a b o v e e a c h l a n e . T h e

a u th e n ti c C A T e n z y m e w a s u s e d a s th e p o siti v e c o n t r ol (C A T) .

T h e m u t a n t N l l O v il
･

u S-i nf e e t e d ly s a t e s w e r e u s e d a s th e

n e g ati v e c o n tr ol (N l l O) .

Fi g ･ 6 ･ P r o t e in e x p r e s si o n i n
.1 th e N S 2 A C A T vi ru S

-i n 鎚 ct e d c ell s . M D B K c ell s w e r e i n f e c te d w ith th e r e c o m b i n a n t N S 2 A C A T vi ru S (M O l
,

1) ･ ¶ 1 e i n f e c t e d c ell s w e r e in c u b a t e d f o r 5 h r at 3 4 ℃
,
飯 e d

,
a n d st ai n e d w ith a n ti - C A T

,
a n d a n ti - N P a n tib o di e s

,
S h o w n i n th e l ef t a n d th e

m id dl e p a n el s
,
r e S P e C ti v el y ,

f oll o w e d b y vi $ u ali z ati o n u si n g F r r C -

C O qju g a t e d s e c o n d a r y a n tib o di e s . A s th e n e g ati v e c o nt r ol
,
th e c ell s w e r e

i n f e c te d w i th th e m u t a n t N l l O vi ru S
,
a n d st ai n e d wi th an ti - C A T a n tib o d y (th e ri gh t p a n el) .
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た C A T 活性 を測 定 した . P O か らP 5 ま で の す べ て の ウ イ ル ス

間 の C A T 活性誘 導能 に は 有意差 は 認め ら れ ず, 安定 に 発現 さ

れ た (囲5) .

Ⅵ . 蛍光抗体法に よ る C A 一 夕 ン バ ク質の発 現の確 認

N S 2 A C A T ウ イ ル ス 感染細胞中で の C A T 遺伝子 の 発現 を確認

す る た め
, 蛍 光抗 体法に より N P タ ン パ ク 質と C A T タ ン パ ク質

の 発現を比較 した , N P タ ン パ ク 質の 発現 は ウ イ ル ス 感 染細胞

を示すが
,

N P と C A T タ ン パ ク 質の 染色 は ほぼ 仝視 野 に渡 っ て

同様の 分 布を示 し た . 即 ち
,

ほぼ す べ て の 感 染細 胞で 安定 に

C A T タ ン パ ク 質が 発現 し て い ると 考え られ た (図6) .

考 察

N S 遺伝 子組 み 換 えイ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス N S 2 A C A T の

C A T タ ン パ ク 質の 発 硯 レ ベ ル は
, 融合タ ン パ ク 質の 形で は イ ン

フ ル エ ン ザウイ ル ス W S N 株 N S l 蛋白の 10 ､ 2 0 % で
,

成熟型タ

ン パ ク 質と し て は 1
～ 2 % 程 度 と推 定 され た . こ れ は お よ そ

W S N 株 N A タ ン パ ク 質の 発現 レベ ル と同等で あ る . 従来 の N A

遺伝子を 用い た ベ ク タ
ー

系の 外来遺伝子 の 発現 レ ベ ル は N A タ

ン パ ク 質の 1 0 分 の 1 か ら 10 0 分 の 1 と推 定 さ れ る の で
14 卜 15)

,

N S 2 A C A T ベ ク タ
ー

の C A T タ ン パ ク 質の 発現 レ ベ ル は N A 遺伝

子 ベ ク タ
ー

に比 べ 10 か ら10 0 倍高い と推定さ れ る . さ ら に 回収

さ れ た N S2 A C A T ウ イル ス は
,

湿度感受性となり弱毒化 す る の

で 遺伝 子治療用 ベ ク タ
ー

と して好 都合で ある
. N S 2 A C A T ウイ

ル ス の タ ン パ ク質 合成を
35

s - メ チ オ ニ ン に よ る1 時 間パ ル ス 標

識 で 調 べ る と
,

融 合 タ ン パ ク 質, 成熟型 N S l お よ び C A T タ ン

パ ク 質と も34 ℃ と39 ℃で パ ル ス 直後 で は 合成量 に差 は なか っ

た . しか し1 時 間チ ェ イ ス した場 合,
N S l タ ン パ ク 質 は両温 度

と も に著 し い 分解 を受けた . C A T タ ン パ ク 質は 34 ℃で の チ ェ

イ ス に よ る分解 は わ ずか で あ っ た が
,

3 9 ℃ で は著 しい 分解 が み

ら れ た .

一

方 , 融合 タ ン パ ク 質の 分解 は少 なか っ た .
こ の 道伝

子組み 換え ウ イ ル ス が 温度感受性 と な る原 因は不 明で ある が
,

N S l タ ン パ ク 質 の 不安 定 さ が そ の 一 因 で あ る と 考 え ら れ る .

N S l タ ン パ ク 質が 不安 定 で あ る理 由と して は
, 変 異株 N ll O の

N S l は安 定で ある こ と か ら考 えて短 縮化そ の もの の 影響で は な

く
,

1 6 ア ミ ノ 酸の 余分な配列が N Sl の C 端側 に存在 し て い る こ

と に よる と推測され る
.

2 A プロ テ ア ー ゼ の 自己切 断作用 に よ り
, 発現 し た 融合 タ ン

パ ク質の うち , 約20 % が 速 や か に自 己切断 さ れ 成熟 型 タ ン パ

ク 質 と な っ て い た .

3 5
s - メ チ オ ニ ン で 1 時 間 パ ル ス 標 識 後 ,

34 ℃と39 ℃で そ れ ぞ れ1 時間チ ェ イ ス を行 っ た が
,
自 己切 断の

促進は なく ,
また 温度 に よる 切断効率の 差異 は な か っ た . お そ

らく ウイ ル ス タ ン パ ク 質の 翻訳と 連動 して
,

融合 タ ン パ ク 質が

成熟型 タ ン パ ク 質 に切 断さ れ て い る もの と 考え ら れ た . また
,

自己切断作用が こ の ウイ ル ス の 温度感受性の 原 因で は な い と 結

論 され た .

イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス N S 2 遺伝 子 は N S l 遺伝 子 と
一

部 オ

ー バ ー

ラ ッ プ して おり
,

ス プライ シ ン グ機構に より発 現され る

が
,

い ずれ の 温度 で も C A T 遺伝子 を挿 入する こ と に よ り N S 2

タ ン パ ク質の 発現 が 有意 に 減少 して い た . こ れ は
,

C A T 遺伝

子を挿入す る こ と に より
,

ス プライ シ ン グ の 効率が 低下 す る た

め と推察され た . ま た
,

こ の 減少 の程 度は 34 ℃
,

3 9 ℃ と も 同

じなの で
,

こ の ウ イ ル ス の 温度感受性の 直接 の 原因で は な い で

あ ろう.

実 際 に遺伝 子組 み 換 え ウイ ル ス を ワ クチ ン ベ ク タ ー と して

使用 する 場 合
, 挿 入 遺 伝子 の 安定性 が 問題 と な る . 本研究 で

回 収さ れ た 遺伝 子組 み 換え ウ イ ル ス で そ の 安 定性 を確認す る

た め
, 継代 を5 回行 っ て C A T 活性 を定 量 し た が , 継 代 に よ る

活 性低下 は なく
,

組 み 換 え遺伝 子 は ウ イ ル ス 中 に 安定 に保 存

さ れ て い た .

1 9 8 0 年代 前半 に T e m i n
2 0)

,
W ei n b e r g

21)
,
S c ol ni c k

22)
の 3 つ の

グル ー プ が 独立 に,
レ ト ロ ウ イ ル ス を使用 し た ベ ク タ

ー を 開発

して以 来
,

ウイ ル ス ベ ク タ ー が 遺伝 子治療の ため の 最 も重要 な

遺 伝子導 入 法 と な っ て い る
9) 23) 2 4)

. 現在 臨床研 究で 使 用 さ れ て

い る ウ イ ル ス ベ ク タ
ー

は
,

レ ト ロ ウイ ル ス
,

ア デ ノ ウ イ ル ス お

よ び ア デ ノ 随伴 ウ イ ル ス が あり
,

それ ぞ れ 以 下 の よう な特徴を

有 して い る . まず
,

レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は
, 殆 どすべ て の

種類の 細胞 に遺伝子 を導入 で き る
,

導入 遺伝子 が 染色 体に 組み

込まれ る た め長期 間遺伝子発現が 期待で きる , お よ び パ ッ ケ
ー

ジ ン グ細胞を使用 して容 易 に大量 の ウ イ ル ス ベ ク タ
ー を作製で

き る な ど の 長所 を有する . そ の-
一

方で
, 細胞 分裂を行 っ て い な

い 細胞 に は 遺伝 子導入 が で き な い
, 遺 伝子導 入 の 効率 が 低い

,

お よ び染色体 に 組み 込ま れ る際 の 挿 入変異 と
, 増殖性 ウイ ル ス

が 出現す る 危険性が あ る な どの 欠点が あ る
2 5)

. ア デ ノ ウイ ル ス

ベ ク タ
ー

は
, 遺伝 子導入 の 効率 が 高い

,
非分裂細胞 にも感染が

可 能で ある な ど
,

レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ
ー の 欠点を補うも の で

ある が
, 導入 遺伝子が 染色体 に組 み込 まれ な い ため 反復投与 が

必 要で ある にもか か わ ら ず
,
抗 原性が 強い た め

一

般 的に は再投

与が不 可 能で あ る . 加 えて
,
細 胞傷害性が 強 い

, 作 製方法が 複

雑 で ある と い っ た 欠点をも つ
2 6)

.
ァ デ ノ 随伴 ウ イ ル ス ベ ク タ

ー

で は
,

導入 遺伝子 が 染色 体に 組み 込まれ る
, 非分裂細胞 に も感

染が 可 能 で あ る
,

病原性 や細 胞毒性 が な い な どの 長所を も つ
.

しか し
,
4 .5 k b 以 上 の 遺伝 子は 導入 で き な い

,
ウイ ル ス ベ ク タ

ー の 大量生 産が で きな い な ど の 欠点 が ある
2 7)

.
こ れ ら の 系と 比

較す る と
, 本研究 で 開発 し たイ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス ベ ク タ ー

系 は
, 遺伝子導 入 の 効率が 高く

,
広範 な宿主 域をもち

,
安価 に

大量培養 が 可能 で あり
,

ま た導 入遺伝子 は 染色体 に組み 込まれ

ない が
, 抗 原性 の 異 な る ウイ ル ス を用 い る事 によ り反復接種が

可能で
, 病 原性 や 細胞毒性 も軽度 で

,
か つ 高い 免疫能を有 し て

おり
, 従来 の 系の 欠点を カ バ ー する優 れ た ベ ク タ ー 系 と考え ら

れ る .

従来 の イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス を利用 し た ウイ ル ス ベ ク タ
ー

系
1() 卜 1 5) で は

,
ウ イ ル ス 粒 子表面 タ ン パ ク 質の H A お よ び N A 遺

伝 子が 利用 さ れ て き た . H A 遺伝子を 利用す る 方法 は
,

数 ア ミ

ノ 酸か ら なる抗 原 エ ピ ト
ー

プを イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス H A の

抗原活性 部位 に挿 入 する もの で あ るが
, 抗原提示 が 効率よ く行

わ れ る た め ワ ク チ ン ベ ク タ
ー

と し て用 い る と 高い レ ベ ル の 免疫

を得る こ とが 可 能で ある . こ の 実 際例 と して
,

L i ら
1 0) は

,
ヒ ト

免疫不全 ウ イ ル ス 1 型の 表面抗原 卯120 の V 3 ル ー

プ を形成す る

12 ア ミ ノ酸残 基 を イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス B A タ ン パ ク 質 に挿

入し た .
こ の 様 に して得 ら れ た キ メ ラ ウ イ ル ス は 抗 g p 1 2 0 ヒ ト

モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗 体で 中和 さ れ
,

また
,

こ の ウイ ル ス で 免疫 し

た マ ウ ス 血清 は g p 1 2 0 と 反応 し
,

ヒ ト免 疫不全 ウ イ ル ス 1 型 に

対 し 中和活性 を有 した . 加 えて
,

こ の ウイ ル ス は ヒ ト免疫不全

ウ イ ル ス 1 型配 列 を特異 的 に 認識 す る 細胞 傷 害性 T リ ン パ 球

(c y t o to xi c T l y m p h o c yt e
,

C T L) 誘導活性を有 した . 他 の 実際例

と して
,

M u st e r ら
1 1) 12)

は
,

ヒ ト免疫不 全ウ イ ル ス 1 型 の 表面抗

原g p 4 1 の 保存性 の 高 い 中和 エ ピト ー プをH A 遺伝子 に 挿入 した

実験を行 い
,

マ ウ ス 粘膜 で1 年 以上 に わ た りIg A 抗体 の 産生が
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確認さ れ た
. さ ら に同様の 手法で

,
上 述 の u ら

1 3)
は

,
マ ラ リ ア

原虫由来の C D 8
+

T 細胞 エ ピ ト
ー

プを H A 遺伝子に挿 入 した . 得

ら れ た キ メ ラ ウイ ル ス は
,

C T L 誘導活性 を有 し
,

また
,

マ ウ ス

に 対 し抗 マ ラ リ ア 防御 免疫 能を誘 導 した . し か し
,

こ れ ら の

H A 遺伝 子 を用 い た系 の 場合, 感 染防御 に有効 な エ ピ ト
ー

プが

同定 さ れ て い る こ と が 必要で あり
,

ま た単 一

の エ ピ ト
ー

プを用

い る た め エ ス ケ
ー

プ変異体 が問題 と な る こ と があ る .

一 方
,

N A 遺伝子を利 用す る方法 は
,

こ の 遺伝子 を持 つ ゲ ノ

ム 分 節 に 目 的 の 外 来 遺 伝子 を 直 列 に 挿 入 す る 方 法 で あ る .

P e r c y ら
14) は N A 遺伝 子を コ

ー

ドする 第6 ゲ ノ ム 分節上 に
,

本実

験 で 用 い た の と 同 じ自 己切漸 活性を持 つ 2 A プ ロ テ ア ー ゼ 配列

を 介し て
,

N A 遺伝子 と C A T 遺伝子を直列 に 挿入 する 実験 を行

っ た . 発現 さ れ た タ ン パ ク質 は自 己切 断さ れ
,

C År 活性 の 発硯

が 確認 さ れ た . 同様に
,

G a r ci a
-S a st r e ら

1 5)
は

,
ヒ ト免疫不全 ウ

イ ル ス 1 型 の g p4 1 遺伝 子を N A 遺伝子 の 上 流 に 直列 に挿 入 し
,

両遺伝 子間 に ヒ ト免疫 グ ロ ブ リ ン H 鎖結合 蛋白 m R N A の 5
,

非

コ
ー

ド 領 域 に 存在 す る 内部 リ ポ ゾ ー ム 侵 入 部 位 (i n t e r n al

rib o s o m al e n tr y sit e
,
I R E S) を介在 させ た . た だ し

, g P4 1 タ ン

パ ク 質 は
, イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス H A タ ン パ ク 質の シ グナ ル

配列と 膜質通部位 をそ れ ぞ れ N 端,
C 端 に挿 入 した キ メ ラ タ ン

パ ク 質と して 発現 させ た . そ の 結 果, g p 4 1 蛋白 は 細胞表面 に

発現 し
, さ ら に ウ イ ル ス 粒子 に取り込 ま れ る事が 確認 さ れ た .

だ が こ れ ら の N A 遺伝子 を用い た 糸で は
,

長い 遺伝子を挿 入す

る と R N A の 複 製 と転 写が 阻害 さ れ
,

挿 入 遺伝子 に 欠失を生 じ

る と い う 問題 が ある . また
, ⅢA お よ び N A 遺伝子 を用い た こ

れ ら の 系 に共通 して
, 挿 入遺伝子の 発現 レ ベ ル は 決 して 高い と

は 言え な い
.

こ れ ら と比較 する と
, 本研 究で 開発 し た N S 遺伝

子 を用い た系で の 挿 入 遺伝子の 発現 レ ベ ル は N A を用 い た系 の

少な く と も1 0 倍以 上 と 高率で あ っ た . 但 し , 挿入 遺 伝子の 長

さ の 許容 範囲に つ い て は
, 今後検討が 必要 と考え ら れ る が

,
硯

段階 で は イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス ベ ク タ
ー

系 と し て は最 良の も

の で あ ろう.

結 論

イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス N S ゲ ノ ム を利用 し た ベ ク タ
ー

系の

開発を行 い
,

以 F
▲

の 結論を得 た
.

1 . 挿 入 した 外来 遺伝子 の 発現 レ ベ ル は
,

従来 の N A 遺 伝-j
'

▲

を用い た 系の 10 か ら10 0 倍程度と 推定 され た
.

2
. 回収さ れ た遺伝 子組み 換 えウ イ ル ス は 温度感受性 で

,
マ

ウ ス に対 し高度 に弱毒化 さ れ て い た . ま た
, 充分 な免疫原性 を

有 して い た
.

3 . 数 回 の 継代 を 繰り 返 し て も 挿 入 遺 伝子 は 安 定 に 発現 さ

れ た .

以 上 の 結果よ り, 今後 は弱毒 ワ クチ ン や 遺伝子 治療 へ の 応用

が期待 さ れ る .
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