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璽。文献的考察

翌。豊。　　醗珊アクセサリー遺伝子産物VPRの機能と役割

瓢誼。　睡V4の遺伝子構造

　ヒト免疫不全ウイルス田～し1はgαg、ρ01、ε酬の構造遺伝子と競、肥v、灘以甲歓

塑π、vグの6つの遺伝子から構成されている（Freed　EO．，2001）。競、酬は調節遺伝子

と呼ばれウイルスの複製には必須であるが、η4脚、Ψダ、vガ遺伝子は劾痂mでの

ウイルス複製に必ずしも必要でないためにアクセサリー遺伝子と呼ばれている（Freed

EO．，200D。しかしながら動物モデルを用いた解析から、これらのアクセサリー遺伝

子はノη卿。でのウイルス複製やAIDS発症に重要な役割を担っていることが明らか

にされている（Ue簸。　T，　e重aL，2002）。

離．2。　VPRの機能

　VPRは96アミノ酸の塩基性タンパク質であり、HIV－1、　HIV－2およびSrVでよく

保存されている（Tristem　M　et　al．1992）。　VPRは小さなタンパク質であるにもかかわら

ずウイルスRNAの逆転写、ウイルスDNAを含む複合体PICの核内輸送、　B：1平urR

（lo煎g　te㎜i豊ahepeat）の転写活性化、細胞周期の制御などウイルス複製に関わる多く

のステップに関与している（舳dersen　JL　et　aL，2005）。さらにVPRはウイルス粒子中

に存在するのに加えて、エイズ患者の血清や脳脊髄液など広範囲に存在する（舳dersen

兀e£a1．，2005）ことから、未知の生物学的機能を持つ可能性も考えられている。

L13。　ウイルスへのVPRの取り込み

　ウイルス粒子中へのVPRの取り込みはGAGタンパク質のカルボキシ末端p6領域
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との直接結合を介して行われる（Accda　MA　et　al．，1999；Bachand　F　et　aL，1999；Jenk並s　Y

e£a豆．，2001）。この結合からVPRは、　VPRIGAGの比が約豆：7で存在し、ウイルス粒子

中275分子程度存在すると考えられている（Muller　B　e重al．，2000）。またVPRが取り込

まれる際、宿主細胞に由来するタンパク質として、uraci且DNA　glycosy丑ase　2（uNG2）

をウイルス粒子内に誘導することが報告された（C短nRet　a亘．，2002）。　UNG2はDNA

中の、シトシンの脱アミノ反応や、dUMPの誤った組込みによって生じたウラシル

を除去することで生体内のDNA変異を抑制する（K∫okan　HE　e寛a1．，2001）。

豊．照。　VPRの逆転写における働き

　ウイルスが標的細胞に感染するとウイルス粒子内のウイルスRNA、ウイルスタン

パク質（RT、脳、　NCp7、　VPR）、マトリクスタンパク質及びVPRによってウイルス

粒子に取り込まれたUNG2などから構成される複合体RTCが感染細胞に放出される

（Fassati　A　et　aL，2001；MiUer　MD　e宅a1．，2000）。このR：TC中でウイルスRNAは逆転写酵

素によってDNAに転写されるが、高頻度にヌクレオチドの誤った取り込みによる

DNAの可能性を伴っている。　UNG2はRTによる逆転写の正確1生を保持しDNAの

変異を抑制するために必要である事が明らかになった（ChenR．eta1．，2002；Ch鐙Reta1，

2004）。

璽。蔦。　VPRの聾Cの核内移行における役割

　レトロウイルスは感染細胞のゲノムDNAに組み込まれた後、初めてRNAに転写

され、ウイルスが産生される（Bukri豊sky　M．2004）。したがってウイルスゲノムが核内

に入る事が必須である。それには2種類の方法があり、一つは核膜の消失する分裂

期に染色体へ到達する方法と、何らかの能動的な機構により核膜を通過する方法で
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ある。MLVやH：TLV－1のオンコレトロウイルスは前者の方法により感染すると考え

られており核膜が崩壊しない非分裂細胞には感染することができない（Tsukasaki　K　et

al。，2000）。一方、レンチウイルスであるHIVは非分裂細胞に対しても感染すること

が可能であるという際立った特徴を有している（Buk麟sky　M．2004；He並zinger　NK　e重

al．，1994；GaUay　P　et　al．，1995；Gallay　P　et　a亙，1997）。　VP：Rを欠失したH：1平1はT細胞な

どの分裂細胞では野生型ウイルスと同様に増殖するが、マクロファージなどの非分

裂細胞ではほとんど増殖しないことが知られている。このことから、VPRによるHC

の核内移行は非分裂細胞への感染に極めて重要な役割を果たしていることが示唆さ

れる。VPRは核移行シグナルを持たないため、既知の核輸送経路とは異なる経路で

PICを核へ移行させていると考えられる（LuY：L　et　aL，1993；）。しかし、その詳細な機

構はまだ解明されていない。これまでに提唱された機序の一つとして、VPRは核膜

孔の構成成分であるヌクレオポリンと結合することでNPCの複合体形成を阻害し、

核膜の構造を変化させることで、HCの核内輸送に関与している事が考えられてい

る（Depieme　C　et　al．，2000；Rei丑H就a旦．，1998；H＆f臨r　OK　et　a丑．，2000；Dupont　S　et　al．，1999）。

また、インポルチンαと結合することによる核輸送が提唱された（Kama生a　M　et　a亘．，

2005）

購。6。　VPRによるLTRの転写活性化

　VPR機能の一つとして転写活性化が報告されている（Cohen　EA　et　al．，1990；Ogaw＆K，

1989）。その機構としてVPRは、宿主細胞の転写因子であるSp　lやTFIIBと結合し

効率よくLTR（豆ong　te㎜inahepeat）に結合させることでこれらの転写因子による転写

を活性化させると考えられている（Wa簸g：L　e重aL，1995；Ag◎sti簸i　I　eね1．，1999）。転写活

性誘導はLTRだけではなく、解析されたプロモーターすべてについて認められた。
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臆。7。　VPRによる細胞周期異常の誘導

　最もよく解析されているVP：Rの機能として、　VPRは分裂細胞をG2／M期で貯留さ

せる働きが報告されている（Bartz　SR　et　a1．，1996；Zimme㎜鍛ES　et　a豆，2004）。その機構

としてmaturatio蝕promoting　factor（MPF）複合体の構成成分であるcdc2の不潜性化や

（Re　F　e重aL，1995）、　DNA損傷シグナル伝達の中で中心的な役割を担っているArRを

介したチェックポイント機i構の関与が示されている（：Roshal　M　et　a亘．，2003）。このよう

な細胞周期の停止によりウイルス産生量が増加する可能性が提唱されているが（Goh

WC　et　al．，1998）、　HIVの病原性に対する意義は明らかにされていない。またVPRに

よるG2／M期の貯留は、単に細胞周期の遅延だけではなく、染色体の異数倍体化

（Shimura　M　et　a1．，1999a）、異常な小核の形成（Shimura　M　et　al．，1999b）、中心体の数の

異常などを伴ったゲノム不安定性とも密接に関連している事が報告され（Mi豊emoto　Y

et　al．，1999）、高頻度にエイズ症例で認められる悪性腫瘍の発症にも関与している可

能性が指摘されている。

且。2。　　R躍GTPIRCαによる細胞内の物質輸送

璽．2．1。　細胞における核膜を介した輸送

　ヒトの細胞をはじめとする真核細胞は核膜によって核と細胞質に隔てられている。

核内で合成されたmRNAは細胞質に移行し、このmRNAに含まれる遺伝情報が、

リボソームで正確にタンパク質に翻訳される。一方、合成されたタンパク質のうち

核内で機能するタンパク質は速やかに核内へ移行する。またある種の転写因子や細

胞周期制御因子は、核内での働きを終えると細胞質に輸送されることも知られてい

る。この様に核膜を介して様々な高分子が能動的輸送によって細胞質一核問を行き
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来する事が細胞の生命維持に必須になっている。

L2．2。　R懸の機能

　：Ranは低分子量Gタンパク質ファミリーに属し（Bischoff　FR　eね1．，1991a）、細胞質

一核間のタンパク質輸送において非常に重要な役割を担っている。一方、近年R離

は核膜を介した物質輸送だけではなく、細胞分裂においても例えば核膜形成、中心

体の数の制御、紡錘体形成などの重要な局面で大切な役割を担っていることが明ら

かになってきた。

L23。　R踊とグアニンヌクレオチドの結合

　Ranは他の分子との相互作用によりGTP結合型あるいはGDP結合型に変換され

る。即ち、GTP結合型のR徳は、　GTPase活性化因子であるR躁GAPなどの作用に

よる加水分解でGDP結合型に変i換され（Seewald　MJ　et　a豆．，2003）、　GDP結合型の：R躁

はGDP／GTP変換因子であるRCCIの作用によりGTP結合型に変換される（Bisch◎ff　FR

et　aL，1991b）。細胞内では、：R磁GAPが細胞質に、：RCCIが核に局在することから

RanGTPは主として核に、：RanGDPは細胞質に存在していると考えられている。

亜．鍋．　R懸による核膜を介した輸送の制御

　一般に核内で機能するタンパク質は核局在シグナルであるnudear　loc農豆izatio鎚ig強a1

（NLS）を有しておりインポルチンと結合することで核移行が生じる（Gorhch　D　e蝕し，

1995）。インポルチンはインポルチンα、βからなっており、一旦細胞質で核タンパク

質と複合体を形成して核内に移行した後、複合体から解離する。この際、核内に存

在するRanGTPがインポルチンと結合することで、核タンパク質とインポルチンの
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複合体が解離し、核内における機i能が発現すると考えられている（Gorli磁Det　al．，

1996）。一方、タンパク質の核外移行においては、核外移行シグナルである難dear

expo丘si帥al（NES）を持つタンパク質が核内においてR躍GTPの存在化でエクスポル

チンと複合体を形成し、細胞質に輸送される。そして細胞質に移行した後は、R蹴GAP

などの作用でRa豊GTPがRaRGDPに変換されることにより、核外移行タンパク質は

複合体から遊離する（Richards　SA　et　a亘．，1997）。即ち、　R離はGTP／GDP結合型の変換

によって細胞質一核間輸送の制御因子として機能している。

且。3。　　R離GTPによる細胞周期の制御

璽。3護。　R雛GTPによる核膜の形成

　Ranは、上述した様に細胞質一核間の輸送における機能が主たる役割として考え

られてきた。しかし近年Ranシステムがクロマチン・核膜形成にも重要な役割を担

っている事が分かってきた。R蹴GTPはクロマチンに接着したRCCIによってクロ

マチン近傍で作り出される。ゲルビーズにRanGTPを固定化し、ヒト培養細胞間期

の抽出液を加えるとクロマチン非存在下でもビーズの表面に核膜が形成された

（Zhang　C　et　aL，2001）。このことからRanGTPは核の位置を定め核膜形成に必要な核

膜小胞の集積と融合に必要であることが示された。

購。2。　R躍GTPによる中心体の制御

　正常細胞において中心体の複製は一回の細胞分裂あたり一度のみ行われるよう厳

密に制御されている（Balczon既，2000）。その抑制を担うタンパク質の一つとしてヌ

クレオホスミンが報告されている（To㎞yama　Y　et　al．，2001）。ヌクレオホスミンは、　NES

を持つタンパク質でエクスポルチンの一つであるCrmlとR離GTPの複合体として
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核外に移行した後、複合体から遊離する。そしてこのヌクレオホスミンは中心体に

作用してその複製を抑制する（Wang　W　et　a1．，2005）。つまりR離の核外輸送機構に依

存して中心体の数は制御されていることが示唆された。

L33。　R雛GTPによる紡錘体形成の促進

　また紡錘体形成でもクロマチン近傍に形成されるR餓GTPが重要な役割を担って

いる事が分かってきた（図D。即ちインポルチンα、βとの結合により不活性化された

紡錘体形成因子（SAF）はクロマチン上で形成されたRanGTPによって活性化され、紡

錘体形成が誘導される（図1）。SAFの一つであるTPX2は、インポルチンから解き放

たれた後A“roraAと結合し、紡錘体に沿って局在しながら微小管重合を促進する

（Gruss　O∫e寛a1．，2002，　Tsai　MY　e重a1．，2003）。また別のSAFであるN賎MAは、活性化後

に微小管結合タンパク質であるダイニンと結合して微小管の中心体側に移動する。

移動によって中心体近傍に到達したNuMAは、中心体と微小管を繋ぎとめる役割を

果たし、紡錘体の形成が完了する（Kisurina－Evge且ieva　O　et　aL，2004）。

　私は今回、VPRによる細胞周期異常の分子機序の解析過程でR鎗が関与している

ことを見出した。そこで上述したように分裂期で広範囲な機能を有するR蹴とVPR

との関係に興味がもたれることから本論文では、VPRによる分裂期の異常とR躍の

制御に関する実験データを提示し、そのウイルス感染における役割について論じた

い。
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2。研究の目的

HIV－1アクセサリー遺伝子翌ργはG2∠Mへの貯留を引き起こし核の多数性や異数性、

また中心体の数の異常などを伴ったゲノム不安定性を誘発することが報告されてい

る。今回私はVPRの発現による細胞周期の異常とその分子機構を明らかにすること

を目的として解析し、VPRがR蹴GTPの形成を抑制することを見出した。本研究で

は、VP：RによるRanGTP形成障害の分子機序を明らかにするとともに、この現象の

ウイルス感染における意義についても考察を行った。
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3。実験手技

3．璽。　　細胞

　各細胞の培養は互0％牛胎児血清を含むDu豆becco’s　mod面ed　Eagle’s鵬ediumで培養

した。細胞周期の解析にはH：e：La細胞を、ウイルス調製にはH：EK293T細胞を用いた。

MIT－23とコントロール細胞の△VPR細胞はヒト繊維芽肉腫細胞（HT1080）から作製さ

れた（Shmura　M　et　al．，1999a）。　VPRの発現誘導およびコントロールにはDOX（3μg／m1）

を添加した。

32。　　ウイルスの調製

　pNL－Luc－ER÷とpNLLuc－ER需はH：IV－1のNL4－3株から作製された《Adachi　A　et　a且．，

1986）。それぞれのプラスミドは、ε卿、η4遺伝子を欠失してマーカー遺伝子として

ルシフェラーゼ遺伝子を導入している。またpNL－Luc－ERは翌ぴをコードする5180塩

基にフレームシフト変異を導入しており四は欠失している。ウイルスの作製には

HEK293TにpNL一：Luc－E－RもしくはpNL一：Luc－ER＋、のVSV－Gをコードするp騒T／Gのプ

ラスミドDNAを共に遺伝子導入試薬であるFuge礁e－6（Roc紅e）を用い遺伝子導入した。

翌日培養液を交換し培養を続け、遺伝子導入から48時間後に培養上清を回収した。

回収した培養上清は120×g、5分の条件で遠心しVPR一ウイルス（以下Rウイルス）も

しくはVP：R＋ウイルス（以下Kウイルス）とした。ウイルス量はp24　EUSA　ki愈

（ZeptoMetdx）で測定した。ウイルスは一80。Cで保存し、各ウイルス保存液の感染効率

はMagic－5細胞を用い確認した。各ウイルスをp24が200簸g／mlの濃度で感染させると

70－80％の細胞がβ一ガラクトシダーゼ染色陽性になった（MOI＝0．7－0．8）。
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3．3。　　細胞周期の解析

　細胞周期の解析にはレーザースキャニングサイトメーター（Lsc2；Olympus）を用い

た。細胞を固定後、RNase　A（200μg／ml）とPI（50μg／ml）で30分処理し解析した。　DNA

は蛍光総量と蛍光強度のパラメーターで測定した。蛍光総量はDNAの量と一致し、

蛍光強度は染色体の凝縮度を示す。

3．4。　　プロテオーム解析

　細胞からのタンパク質の抽出には緩衝液（15mM　Tris－HCI　pH75，60　mM：KCI，15　mM

NaCl，5mM　MgC12，1mM　CaCI2，2mM　Sodium　o曲ova豊abate，250　mM　S聾crose，　l　mM

DTT，0．3％NP－40，0．1％P戴ease　ir｝hibitor　cocktail（SIGMA））で処理後2000　g＿5分遠心

し、沈殿物を同緩衝液で再懸濁してから2000g＿3分遠心することを2回繰り返し

た。さらに沈殿物を緩衝液（10mM　PPES　pH6．5，旦O　mM　EDTA，0．1％Pro£ease　i簸hibitor

cocktai1（SIGMA））で懸濁後6000　g＿20分遠心して沈殿物をクロマチン画分とした。

二次元電気泳動の一次元目（等電点）の電気泳動には等電点電気泳動装置である

IPGphor（Amersham　Biosciences）を用いpH：3－10のゲルにクロマチン画分を泳動用溶液

（8M　Urea，2％CHAPS）で溶解した試料を添加して泳動した。一次元目が終了後、ゲル

をSDS及び還元アルキル化処理して二次元目のSDS－PAGEにより分離後、銀染色法

あるいはウエスタンプロッティング法によって解析した。銀染色法によって染色し

たタンパク質のスポットの同定には、スポットを切り出してトリプシン（Promega）で

ゲル内のタンパク質をペプチドに特異的切断後、T呼MASであるAXIMA－CFR

（SHIMADZU）を用いてペプチドの質量を測定した。タンパク質の同定にはT屡MAS

解析によって得られたペプチドの質量を用いネット上のサイトである

Protei畑rospectorのMS－HT（ht・／／ros　ectorucsfedu／ucsfht翻4．0／ms童t．htm）で解析した。
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3．5。　　リコンビナントタンパク質の発現と精製

　リコンビナントGST・VPR、　GST・R躍およびコントロールGSTはpGEX6p－1ベクタ

ー（A亙nersham　Biosciences）を用い大腸菌BL21codo豊脚s（STRA：AGENE）で発現した。

各タンパク質はAKTAprime（Amersham　Bioscie豊ces）を用いマニュアルに従い精製した。

3．6。　R囎GDPおよびR蹴GTPの調製

　タグが付いていないリコンビナント：Ranの発現及び精製はPURESYSTEM　class重。　H

mi丑i（PURESYSTEM）を用いマニュアルの標準プロトコールに従い行った。精製した

Ranは緩衝液（30　mM　K－PO4　pH：7．4，2Mb－mercaptoetha豊01，5MMgα2）に透析後、10mM

EDTAと、　R蹴に対しGDPもしくはGTPを11100のモル比になるように添加した。

試料は、室温にて60分静置後10mM　MgC且2を加え再び緩衝液（30　mM：K－PO4　P：H7。4，

2mMβ一mercaptoethano1，5mM　MgC12）に透析後、それぞれをR蹴GDPおよび：RanGTP

とした。

3．7。　　グアニンヌクレオチド結合の解析

　GST、　GST－Ran及びGST－VPRとグアニンヌクレオチドの結合の解析と解離定数の

測定にはBIACORE3000（BIACORE）を用いた。緩衝液はHBS－EPに且OmM　MgC且2を

添加して用いた。リコンビナントGST－VP：R、GST－RanおよびコントロールGSTをCM5

センサーチップに固定し、GDP及び’GTPの結合及び解離を測定し解離定数を求めた。

認．　　抗体

　VPRに対する抗体（8D1）はVPR合成ペプチドをマウスに免疫して作成した（ニッポ
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ンバイオテスト）。1次抗体としてm～qのgag　p24（ZeptoMetrix）、ルシフェラーゼ

（Promega）、　MPM－2（Becton　Dickinso簸）、サイタリンBl（Sa燃Cruz　Biotechno夏ogy）、

GAPDH（TREVIGEN）、ヒストンH豆（Santa　Cruz　Biotech豊ology）、　R蹴（BD　Bioscience）、

RCC1（Transduction　laborat磁es）、チュブリンβ（NeoMakers）、　TPX2（Oliver　Gmss博士

より供与された）を用いた。2次抗体として西洋ワサビペルオキシダーゼ標識された

抗ウサギlgG（Amersham　Biosciences）、抗ヤギlgG（Jacksodmmu強oResearch）、抗マウ

スlgG（Amersham　Biosciences）もしくは蛍光標識された抗ウサギlgG侮vi漁ge臥抗

ヤギIgG（lnvi偽gen）、抗マウスIgG（lnvitrogeのを用いた。ウエスタンプロッティン

グ法はECL－P1“s　Westem　Blot　Detect豆。豆System（Amersham　Bioscie豊ces）を用いた。
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爆．結果

翻。　　VPR＋ウイルスによる細胞周期の異常

　感染に用いたウイルスはエンベロープタンパク質を欠失しているため二次ウイル

スは産生されず再感染性は示さない。まずp24が50蝕g相当のR＋ウイルス中に250－500

pgのVPRが取り込まれていることをウエスタンプロッティングによって確認した（図

2）。その結果、野生型ウイルスについて報告されているのと同様にウイルス粒子内

にVPRが取り込まれている事が明らかとなった（図2　R＋）。このウイルスを用いてHeLa

細胞にp24が200　ng／m1の濃度でウイルスを感染させ細胞周期を解析したところ感染後

12時間でG2／M期への蓄積が見られ、さらに54時間まで継続して増加した（図3下段）。

また感染後54時間では染色体DNA量の増加を示す細胞が観察された（図3下段矢印）。

一方、R“ウイルスを感染させた細胞では細胞周期の変化は観察されなかった（図3上

段）。

4。2。　　VPR＋ウイルスによる分裂；期の細胞の蓄積

　分裂期の細胞を解析するため、レーザースキャニングサイトメーター（：LSC）により

蛍光総量（横軸）と蛍光強度（縦軸）からDNA量と染色体の凝縮度を解析し、4NでDNA

量が等しい分裂期（region　B）とG2期（regio簸D）の細胞を分離して解析した（図4）。ウイ

ルスの感染後、経時的な細胞周期の変化を解析した。図5で示すようにR＋ウイルス感

染後24時間で約50％の細胞がG2期（regio豊D）に蓄積した。一方、分裂期の細胞は36時

間後から増加し始め感染後54時間で約15％の蓄積が見られた（図5左下regio麺B）。さ

らにR＋ウイルスの感染後、36時間から多倍体化を示す細胞の増加が見られた（図5右
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上regio強C）。対照的に分裂後期から終期の細胞は減少が見られた（図5左上region　A）。

これらの変化はR＋ウイルスの感染にのみ観察され、Rウイルスの感染によっては細

胞周期に特に変化は見られなかった（図3、4上段）。

　次にウイルスを感染54時間後の染色体の形態を観察した。図4で示したregio難Bに

おいてコントロールや：R一ウイルスを感染した細胞のほとんどが、染色体が細胞中央

部に並んだ分裂前期（図6cont，　R一）であるのに対し、　R＋ウイルス感染細胞では染色体

の細胞中央部への集積を示さない分裂前中期（図6R＋）の状態であった。さらに分裂期

で多倍体化（図4region　C）を示す細胞においても分裂前中期でありラギング染色体と

呼ばれる染色体が観察された（図6R＋右）。

輪。　　VPR＋ウイルスによる分裂前中期の蓄積

　R＋ウイルス感染細胞の分裂期の細胞の蓄積をさらに確認するため分裂期のマーカ

ーであるMPM－2の免疫染色を行った。図7において分裂期の同調剤であるノコダゾー

ルで処理し分裂；期に集積した細胞では44．3％でMPM－2の染色1生が強く観察されるの

に対し、サイミジンを過剰量添加してG互一S期に集積した細胞では0．7％とほとんどの

細胞でMPM－2の染色性が認められなかった。コントロール細胞及びウイルス感染細

胞においてMPM－2の染色を行ったところDNA量が4Nで凝縮度が高い分裂期の細胞で

染色性が認められた（図8）。コントロール細胞においてMPM－2陽性細胞は65％に対し

R＋ウイルスの感染60時間後は25％と大きく上昇し分裂期の蓄積が見られた。一方R．一

ウイルスでは8％とコントロール細胞との明らかな差異は認められなかった（図9）。

　次に分裂期に発現が大きく上昇するサイタリンB丑の免疫染色を行った。その結果、

R＋ウイルス感染細胞においてM期の細胞がサイタリンBlの染色性が見られた。この
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結果からもVPRによる分裂期の蓄積の誘発は分裂前期で細胞周期が遅延した結果を

反映していることが示唆された（図10）。

4。4。　　VPRによるR懸の等電点変化

　VPRの局在を明らかにするため、　VPR発現細胞を細胞質画分とクロマチン画分に

分画しウエスタンプロッティング法で解析した。その結果、VPRはクロマチン画分

においてバンドが見られ、細胞質画分にはVPRのシグナルは見られなかった（図ID。

このようにVPRはクロマチン画分に局在することから、クロマチン画分を標的とし

て、2次元電気泳動法で展開し銀染色法でタンパク質を染色した後、VPR発現細胞と

コントロール細胞由来検体間でスポットを比較した。その結果、VPR発現細胞に特

異的な約25kDa、　p17．0に位置するスポットを見出した（図12右）。

　このVPR発現細胞に特異的なスポットを同定するためゲルから切り出しトリプシ

ン処理後、To£MAS（SHIMADZU）で解析したところタンパク質由来の質量ピークを

得た。この質量をタンパク質同定用ソフトウェアであるMS－FITで同定を試みたとこ

ろ最も高い確立でRanが同定された（表1）。　R躍は25kDa、　p亙7．0のタンパク質でありス

ポットの位置の数値もほぼ一致した。次に2次元電気泳動法とR徽の抗体を用いたウ

エスタンプロッティング法を組み合わせて解析したところ、VPR発現細胞で認めら

れるRanの変化はタンパク量そのものの増加ではなくplが高くなることで誘導される

ことが示唆された（図13）。

45。 VPRによるR離GTP結合型の減少
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　リコンビナントRanより調製したRanGDPおよびRanGTPを2次元電気泳動法後、　R躁

抗体を用いてウエスタンプロッティング法で解析したところGDPを付加されたR蹴は

GTPを添加された：Ranより高いplを示した（図14）。

4．6。　VPRとR踊の結合

　VPRとRanの結合を解析するためVPR発現細胞においてVP：R抗体を用いた免疫沈降

法を行った。免疫沈降後のウエスタン解析によりVPRとRanが共沈することを確認し

た（図i5中段　矢印）。この結果から、　VPRとR雛は細胞において複合体を形成するこ

とが明らかとなった。しかしながらRCCIとの結合は見られなかった（図豆5上段破

線矢印）。

　次にVPRとR躍の直接的結合性を調べるため、リコンビナントタンパク質を用いた

免疫沈降法を行った。VPRとR雄のリコンビナントタンパク質を用いてそれぞれモル

比を変えて混合し、VPR抗体を用いて免疫沈降を行った。その結果、　R躍が共沈し（図

16左）、逆にR雛抗体を用いて免疫沈降するとVPRが共沈した（図16右）。また結合はVPR

とRanのモル比が1：1の時に共沈する量が最も多くなることから、　VPRとRanは1：1

で直接結合することが示唆された（図16）。

4．7。　VPRとグアニンヌクレオチドの結合

　VPRとグアニンヌクレオチドの結合をBIACORE3000によって解析した。　GST、

GST－Ran及びGST－VPRをそれぞれ結合したCM5センサーチップとGTP、　GDPの結合

を解析するとGST一：R麗とGST－VPRはGTP、　GDPの濃度依存的に結合したが、コント

ロールであるGSTは結合を示さなかった。この時のGTPに対する解離定数はGST一：Ran

は0．00113、GST－VPRは8．74e－5でありGST－VPRがGST－R離より約13倍結合力が高い事
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を示した。一方、GDPに対する解離定数はGST－Ranは8．19e－8、　GST－VPRは1．42e－4で

ありGST－VPRがGST－Ranより約亘／5，75e4倍と結合力が低い事が示唆された（表2）。

聡。　　VPRによる紡錘体形成の阻害

　微小管の構成成分であるβ一チュブリンに対する抗体を用いた免疫染色を行うと、

コントロール細胞の分裂期には紡錘体の形成が観察された。しかし微小管重合阻害

剤であるノコダゾールを処理すると紡錘体の形成は観察されなかった。一方、VPR

発現細胞ではβ一チュブリンの局在が見られず紡錘体の形成は見られなかった（図

17）。また分裂期においてTPX2の免疫染色を行った。その結果、コントロールの細

胞ではTPX2が紡錘体に沿って局在する様子が観察されたのに対して、　VPR発現細胞

では高濃度な領域が観察されるものの明確な局在は観察されなかった（図18）。
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5。考察

5。璽。VPRによる分裂期細胞の蓄積

　これまで最もよく解析されてきたVPRの機能として分裂細胞でVPRが発現すると

細胞周期のG2期で増殖遅延が誘導されることが知られている（B磁zS：RetaL，豆996；

Z豊mmemlan　ES　et　a豆，2004）。　R＋ウイルスを感染させると（図5右下regio簸D）24時間後に

約50％の細胞がG2期に貯留し、その後徐々に減少する傾向が認められた。一方、分

裂前中期の細胞数はコントロール群では6％であるのに対し、感染後12から24時間で

約3％に減少し、徐々に増加し54時間後には約15％にまで達した（図5右下regio簸B）。

これはVPRによるG2；期の貯留が完全ではなくG2期で一端停留した細胞がM期に進入

するためと考えられる。さらに図8、9においてR＋ウイルス感染細胞におけるMPM－2

陽性細胞が増加することからも分裂期細胞が増加していることが支持される。一方、

図5左上（region　A）で示すように分裂終期の細胞は減少し続けていることが推察され

る。以上のことからVPRによって誘導される細胞周期異常はG2期ばかりではなく分

裂前中期でも認められる事が明らかになった。

5．2。VPRによるDNAの多倍体化

　VPRの機能として染色体DNAの異数倍体化（Shim賢ra　M　et　al．，1999a）、異常な小核の

形成（Shi亙nura　M　et　a1．，1999b）、中心体の数の異常（Mi麺ernoto　Y　et　aL，1999）が報告され

た。図5右上では感染後36時間から多倍体化した分裂期の細胞が増え54時間後には約

4％に達する。VPRによって分裂期前中期に貯留するにも関わらず多倍体化した細胞

が増加することはDNAの複製が分裂期をスキップして継続的に行われていることを

示唆する。通常DNAの複製は一細胞周期中で一回のDNA合成が生じる様、厳密に制
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御されている。（Pacek　M　et　a1．，2004）。この機構としてDNAと結合する複製ライセン

シング因子が細胞周期に伴って複合体の機能を変える事が報告されている（Pacek　M

et　al．，2004）。したがってVPRによって複製ライセンシング因子が機能しなくなるた

め分裂期をスキップしてDNAの複製が行われている可能性が考察される。

5．3。VPRによるR踊GTP形成阻害

　図13、14の二次元電気泳動の結果はVPRによって：Ra豊GTP形成が阻害されることを

示した。クロマチン上においてVPRがR餓GTP形成を阻害する機構としてRCCIによ

るGEF活性の阻害が考えられる。図15、16からVPRはR蹴と直接結合するがRCCIと

はクロマチン上で結合しない。また図17からVPRはGTPと強く結合し、その解離定

数から計算すればGTPに対する親和性はRanより13倍高い。一方G碑に対してはRan

より結合は弱い。このことからVPRはR雄と結合することによってRCCIによるGEF

活性を阻害すること、またはRanと結合しR膿GTPのGTPを：R躍から奪う可能性が考察

される。ハムスターにおいてRCCI温度感受性変異体は細胞周期の異常が認められ

DNA合成期においても未成熟な染色体の凝縮が誘導される（Nishijima　B：et　a且．，2000）。

この機構は明らかではないがRCCiの機能が消失することでR離GTPの形成が阻害さ

れ細胞周期のチェックポイント機構が破綻するためと考えられている（Mshijima　H　et

a1．，2000）。　VPR発現時にはRanGTP形成が阻害されるもののDNA合成期において未成

熟な染色体の凝縮は認められない。これはVPRによってR．雄GTP生成が完全には阻害

されていない事、またG2／M期で貯留する働きがより強いためと考察される。

5．4。VPRによるラギング染色体の誘導
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　図6ではDNAの凝縮は見られるが染色体の細胞中央部への集積が見られずラギング

染色体が生じている様子が観察された。最近の研究ではうギング染色体を生じる機

構としてキネトコアと微小管の結合異常が報告されている（Cimini　D　et　aL，2003）。通

常、染色体の分離には一つの染色体のキネトコアに対し紡錘体の両極のうち片側の

極からの微小管のみが結合する（Cimini　D　et＆L，2003）。しかしながら、一つのキネト

コアに紡錘体の両極からの微小管が結合する、相同染色体の二つのキネトコアの両

方に片側の極の微小管が結合する、あるいはキネトコアに対する微小管の結合が起

こらない異常によって染色体の細胞中央部への移動が妨げられラギング染色体が生

じる（Cimini　D　et　al．，2003）。キネトコアに対する微小管の結合異常はRCC1温度感受性

変異体において報告され（Amaoutov　A　et　aL，2003）、　R餓GTP依存的にRa籍GAP1と

R躍BP2がキネトコアに結合することによって制御されている事が明らかとなった

（Amao聾tov　A　e宅al．，2005）。これらの報告からVPRによるラギング染色体の誘導は

R韻GTPの形成阻害により生じる可能性も示唆される。

5．5。VPRによるR懸の制御と紡錘体形成

　RanGTPはTPX　2の活性化によって紡錘体形成に関わる事が報告された（Gr腿ss　OJ　e愈

a1．，2002）。図17の結果においてVPRは紡錘体形成を阻害し、TPX2の免疫染色の結果（図

18）からTPX2の活性化が低下している事が示唆された。その機構として図19で示す

ようにクロマチン上のVP：Rは、　R躍GTPへの変換を阻害しTPX2の活性化を阻害する

事によって、微小管の重合及び紡錘体の形成阻害を誘導するのではないかと推察し

た。この仮説を証明するため現在、’TPX2の活性化に関与するインポルチンα、β及び

AuroraAとの会合の有無について、コントロール細胞とVPR発現細胞を用いて比較検
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討中である。この結果によりVPRにより誘導されるM期の異常の分子機序として、

Ran－TPX2の活性化障害の重要性が明確に出来るものと思われる。

5。6。V膿によるR懸の制御と中心体の異常

　VPRの発現により中心体の数の異常が報告された（Mi翌emot◎Yet　al。，1999）。一方で

RanGTPの形成はヌクレオホスミンを活性化し、中心体に作用してその複製を抑制す

る（Wang　W　et　a1．，2005）。これらの報告からVPRはRanGTPの阻害を介して中心体の数

の異常を誘発する事が推測される。

5。7．VPRによる分裂期の異常のウイルス感染における意義

　これまで考察してきたようにVPRによって誘導される分裂期の異常はR餓の制御に

よって誘導される事が示唆された。最近の研究では、HIV－1を末梢血細胞に感染する

と染色体異数倍体化の頻度が増加し多倍体化する事が報告された（Shimura　M　et　aL，

2005）。今回の解析によって、このHIV－1に伴って生じる感染細胞の多倍体化はVPR

に起因することが推察される。VPRによって染色体が多倍体化し一細胞あたりのDNA

が増加することは、宿主DNAに組み込まれたウイルスのコピー数を増加させ、ウイ

ルス産生に有利に働くと考えられる。さらに核膜のない分裂期に感染細胞を貯留す

ることで再感染を生じ易い細胞環境を作っている事も予想される。これらの仮説を

証明するために一細胞あたりのウイルスのコピー数を定量的に測定することが必要

であるが、この実験によりVPRによる分裂期の異常の意義を明らかにすることがで

きると考えている。
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図表の説明

図豊紡錘体形成におけるR踵の役割　○印は各タンパク質を示した。

図2R＋ウイルス粒子中のVPR　R一及びR＋ウイルスをVPR及びp24の抗体を用いウエ

　　スタンブロッティング法で解析した。R一及びR＋のレーンにはp24タンパク質50

　　ng相当のウイルスタンパク質をアプライした。コントロールとして125－500　pg

　　のVPRをアプライした。

図3　VPRによる：DNA量の変化　コントロール及びウイルス感染から核時間を経た

　　細胞をPI染色した後LSCによって解析した。横軸はDNA量を縦軸は細胞数を示

　　した。矢印で示した4nはG2期とM期の細胞を、8nは多倍体化した細胞を示した。

図4VPRによる細胞周期の変化　図3の試料を横軸にDNA量、縦軸にDNAの凝縮度

　　で示した。各領域はA．分裂後終期、B．分裂前中期、　C．多倍体分裂期、　D．　G2期

　　を示した。

図5V膿による各細胞周期の増減　図4の各領域の細胞数の割合の経時的変化をグ

　　ラフ化した。横軸に感染後の時間、縦軸には細胞総数に対する各領域の細胞の

　　割合を示した。

図6VPRによる分裂期の異常　図4の各領域に相当するコントロール及びR一、　R＋の

　　染色体を顕微鏡観察し、代表的な状態の細胞を三つずつ示した。分裂中期の計

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　23



数は染色体が細胞中央に並んだ細胞を数えた。ラギング染色体の計数は一部の

染色体が離脱を示す細胞を数えた。

図7雌PM－2を用いた分裂期細胞の染色　MPM－2抗体による蛍光免疫染色とDNAの

　　PI染色後、　LSCで解析した。横軸はDNA量を縦軸は細胞数を示した。　MPM－2陽

　　性細胞は、MPM－2抗体で染色していない細胞をネガティブコントロールとし、

　　より輝度の高い細胞を陽性として赤色で示した。Thymidi豊eはS期、　NocはM期、

　　contは無処理の細胞を示した。

図毬VPRによる分裂期細胞の増加且　コントロール及びウイルス感染から各時間を

　　経た細胞をMPM－2による蛍光免疫染色とDNAのPI染色後LSCによって解析し

　　た。横軸はDNA量を縦軸は細胞数を示した。　MPM－2陽性細胞は赤色で示した。

図墾VPRによる分裂期細胞の増加2　図8のMPM－2陽性細胞の経時的変化をグラフ

　　化し示した。横軸は感染後の時間を縦軸はMPM－2陽性細胞の割合を示した。

図鱒　VFRによるサイタリン醗陽性細胞の増加　サイタリンBl抗体による蛍光免疫

　　染色とDNAのPI染色後、：LSCで解析した。上側2段はコントロール細胞におい

　　てDNAの量と凝縮度から各細胞周期の細胞のDNAとサイタリンB1の染色性を

　　示した。下側2段は図4region　Bに相当するR＋ウイルス感染細胞のDNAとサイ

　　タリンB1の染色性を示した。

24



図U　細胞におけるVPRの局在　VPR発現細胞とコントロール細胞の細胞質とクロ

　　マチン画分をVPR、　GAPDH、ヒストンH豆の各抗体を用いてウエスタンブロッ

　　ティング法で解析した。GAPDHは細胞質のマーカー、ピストンHlはクロマチ

　　ンのマーカーとして用いた。

図膿　VPRによって誘導されるタンパク質の同定VPR発現細胞とコントロール細

　　胞のクロマチン三分を二次元電気泳動後、銀染色法により染色しタンパク質ス

　　ポットのパターンを比較した。写真は25kDa、　p17．0を中心に拡大して示した。

　　変化の見られたスポットを赤丸で示した。

表且T盛MASによる解析　To£MASを用いたタンパク質スポットの解析によって一

　　致する確立が高いタンパク質をスコア順に示した。

図璽3　VPRによるR蹴の等電点の変化　図12と同じ条件で二次元電気泳動後、　Ran抗

　　体を用いてウエスタンプロッティング法により解析した。矢印で示した点線は

　　R一及びR＋におけるRanのplを示した。

図鍾VPRとグアニンヌクレオチドの結合による等電点の変化　リコンビナントR離

　　より調製した。：R．anGDPとR雛GTPを二次元電気泳動後、　R躍抗体を用いてウエ

　　スタンブロッティング法により解析した。矢印で示した点線はそれぞれGDP結

　　合型及びGTP結合型Ranのp亙を示した。
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図璽5細胞内におけるVPRとR蹴の結合　VPR発現細胞とコントロール細胞の抽出

　　液を用いてVPR抗体（8Dl）による免疫沈降法した後、　R．CCI、　Ran及びVPR抗体

　　を用いてウエスタンプロッティング法により解析した。実線の矢印はそれぞれ

　　R韻とVPRのバンドの位置を、点線の矢印はRCCIのバンドの位置を示した。

図且6VPRとR懸の直接結合　リコンビナントR蹴とVPRをモル比が1：0．25から且：2

　　になるように混合し、VPR抗体（8DDもしくは：R躁抗体による免疫沈降法した後

　　R蝕及びVPR抗体を用いてウエスタンプロッティング法により解析した。

表2VPRとグアニンヌクレオチドの解離定数BIACORE3000の解析ソフトフェア

　　を用いて各結合の解離定数を導いた。KD値はVPRもしくはR雛に対するGTP、

　　GDPの解離定数を示した。　Fold　i簸creaseにはR躍を1とした時のVPRに対する

　　GTP、　GDPの結合性を示した。

図豊7VPRによる紡錘体形成への影響β一チュブリン抗体による蛍光免疫染色とDNA

　　のヘキスト33258染色後、蛍光顕微鏡により観察し、DNAが凝縮した代表的な

　　状態の細胞を二つずつ示した。緑色はβ一チュブリン、青色は染色体を示す。

図購　VPRによるTPX2の局在の変化　TPX2抗体による蛍光免疫染色とDNAのヘキ

　　スト33258染色後、蛍光顕微鏡により観察し、DNAが凝縮した代表的な状態の

　　細胞を二つずつ示した。赤色はTPX2、青色は染色体を示す。

図聾　V膿、による紡錘体形成阻害のメカニズム　○印は各タンパク質を示した。
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表2

KD値

VPR Ran
Fold　increase
　（Ranハ1PR》

GTP

GDP

8．74e・5

1．42e・4

0．00113

8．19e凹8
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