
(57)【要約】
本発明は、ヒト免疫不全ウイルス 1型（ HIV-1）の PTAPPモチーフまたは Lドメインに結合す
る哺乳動物 Tsg101タンパク質中のペプチドを同定するための方法を提供する。そのような
ペプチドは、 Tsg101-HIV Gag結合を抑制するために使用することが可能であり、したがっ
て、 HIV粒子の産生を減少させるのに有効である。本発明は、本発明の方法により同定さ
れたペプチド、および HIV感染を治療するための、そのようなペプチドの使用方法も提供
する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
HIV粒 子 の 産 生 を 減 少 さ せ る の に 有 効 で あ る 、 哺 乳 動 物 Tsg101タ ン パ ク 質 由 来 の ペ プ チ ド
ま た は 断 片 を 同 定 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
（ a） 哺 乳 動 物 tsg101遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 の 一 部 分 を 含 む 発 現 構 築 物 を 哺 乳 動 物 細 胞 内 に
導 入 し 、
（ b） HIV gag、 polお よ び revコ ー ド 配 列 を 含 む 1以 上 の 発 現 構 築 物 を 該 哺 乳 動 物 細 胞 内 に
導 入 し 、
（ c） 該 ト ラ ン ス フ ェ ク ト 哺 乳 動 物 細 胞 を 、 適 当 な 培 地 中 、 約 37℃ の 温 度 で 十 分 な 時 間 に
わ た り イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 哺 乳 動 物 tsg101遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 の 該 部 分 に コ ー ド さ れ る
遺 伝 子 産 物 な ら び に HIV gag、 polお よ び rev遺 伝 子 に コ ー ド さ れ る 遺 伝 子 産 物 を 発 現 す る
哺 乳 動 物 細 胞 を 含 む 哺 乳 動 物 細 胞 培 養 物 を 取 得 し 、
（ d） 該 哺 乳 動 物 細 胞 培 養 物 に お い て 、 粒 子 に 結 合 し た p24の レ ベ ル を 測 定 し 、
（ e） 哺 乳 動 物 tsg101遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 の 一 部 分 を 含 む 該 発 現 構 築 物 で ト ラ ン ス フ ェ ク
ト さ れ て い な い 対 照 の 哺 乳 動 物 細 胞 培 養 物 と 比 較 し た 場 合 の 、 粒 子 に 結 合 し た p24の レ ベ
ル の 低 下 を 、 HIV粒 子 の 産 生 を 減 少 さ せ る の に 有 効 な ペ プ チ ド ま た は 断 片 の 同 定 と 相 関 づ
け る 、
こ と を 含 ん で な る 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
HIV粒 子 の 産 生 を 減 少 さ せ る の に 有 効 で あ る 、 哺 乳 動 物 Tsg101タ ン パ ク 質 由 来 の ペ プ チ ド
ま た は 断 片 を 同 定 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
（ a） 哺 乳 動 物 tsg101遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 の 一 部 分 を 含 む 発 現 構 築 物 を 哺 乳 動 物 細 胞 内 に
導 入 し 、
（ b） HIVを 該 哺 乳 動 物 細 胞 内 に 導 入 し 、
（ c） ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ か つ 感 染 し た 該 哺 乳 動 物 細 胞 を 、 適 当 な 培 地 中 、 約 37℃ の 温
度 で 十 分 な 時 間 に わ た り イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 哺 乳 動 物 tsg101遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 の 該 部
分 に コ ー ド さ れ る 遺 伝 子 産 物 を 発 現 し か つ HIV粒 子 を 産 生 す る 哺 乳 動 物 細 胞 を 含 む 哺 乳 動
物 細 胞 培 養 物 を 取 得 し 、
（ d） 該 哺 乳 動 物 細 胞 培 養 物 に お い て 、 粒 子 に 結 合 し た p24の レ ベ ル を 測 定 し 、
（ e） 哺 乳 動 物 tsg101遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 の 一 部 分 を 含 む 該 発 現 構 築 物 で ト ラ ン ス フ ェ ク
ト さ れ て い な い 対 照 の 哺 乳 動 物 細 胞 培 養 物 と 比 較 し た 場 合 の 、 粒 子 に 結 合 し た p24の レ ベ
ル の 低 下 を 、 HIV粒 子 の 産 生 を 減 少 さ せ る の に 有 効 な ペ プ チ ド ま た は 断 片 の 同 定 と 相 関 づ
け る 、
こ と を 含 ん で な る 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
HIV粒 子 の 産 生 を 減 少 さ せ る の に 有 効 で あ る 、 哺 乳 動 物 Tsg101タ ン パ ク 質 由 来 の ペ プ チ ド
ま た は 断 片 を 同 定 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
（ a） 哺 乳 動 物 tsg101遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 の 一 部 分 を 含 む 発 現 構 築 物 を 哺 乳 動 物 細 胞 内 に
導 入 し 、
（ b） HIVを 該 哺 乳 動 物 細 胞 内 に 導 入 し 、
（ c） 該 ト ラ ン ス フ ェ ク ト 哺 乳 動 物 細 胞 を 、 適 当 な 培 地 中 、 約 37℃ の 温 度 で 十 分 な 時 間 に
わ た り イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 哺 乳 動 物 tsg101遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 の 該 部 分 に コ ー ド さ れ る
遺 伝 子 産 物 を 発 現 し か つ HIV粒 子 を 産 生 す る 哺 乳 動 物 細 胞 を 含 む 哺 乳 動 物 細 胞 培 養 物 を 取
得 し 、
（ d） 該 細 胞 か ら 放 出 さ れ た HIV粒 子 を 定 量 し 、
（ e） 哺 乳 動 物 tsg101遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 の 一 部 分 を 含 む 該 発 現 構 築 物 で ト ラ ン ス フ ェ ク
ト さ れ て い な い 対 照 の 哺 乳 動 物 細 胞 培 養 物 と 比 較 し た 場 合 の 、 HIV粒 子 の 産 生 の 減 少 を 、 H
IV粒 子 の 産 生 を 減 少 さ せ る の に 有 効 な ペ プ チ ド ま た は 断 片 の 同 定 と 相 関 づ け る 、
こ と を 含 ん で な る 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
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HIV粒 子 の 産 生 を 減 少 さ せ る の に 有 効 で あ る 、 哺 乳 動 物 Tsg101タ ン パ ク 質 由 来 の ペ プ チ ド
ま た は 断 片 を 同 定 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
（ a） HIV gag、 polお よ び revコ ー ド 配 列 を 含 む 1以 上 の 発 現 構 築 物 を 哺 乳 動 物 細 胞 内 に 導
入 し 、
（ b） 哺 乳 動 物 Tsg101タ ン パ ク 質 由 来 の ペ プ チ ド ま た は 断 片 を 該 哺 乳 動 物 細 胞 内 に 導 入 し
、
（ c） 1以 上 の 該 発 現 構 築 物 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ か つ 哺 乳 動 物 Tsg101ペ プ チ ド 由 来 の ペ
プ チ ド ま た は 断 片 を 浸 透 さ せ た 該 哺 乳 動 物 細 胞 を 、 適 当 な 培 地 中 、 約 37℃ の 温 度 で 十 分 な
時 間 に わ た り イ ン キ ュ ベ ー ト し て 細 胞 培 養 物 を 取 得 し 、
（ d） 該 哺 乳 動 物 細 胞 培 養 物 に お い て 、 粒 子 に 結 合 し た p24の レ ベ ル を 測 定 し 、
（ e） 哺 乳 動 物 Tsg101タ ン パ ク 質 由 来 の ペ プ チ ド ま た は 断 片 を 浸 透 さ せ て い な い 対 照 の 哺
乳 動 物 細 胞 培 養 物 と 比 較 し た 場 合 の 、 粒 子 に 結 合 し た p24の レ ベ ル の 低 下 を 、 HIV粒 子 の 産
生 を 減 少 さ せ る の に 有 効 な ペ プ チ ド ま た は 断 片 の 同 定 と 相 関 づ け る 、
こ と を 含 ん で な る 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
HIV粒 子 の 産 生 を 減 少 さ せ る の に 有 効 で あ る 、 哺 乳 動 物 Tsg101タ ン パ ク 質 由 来 の ペ プ チ ド
ま た は 断 片 を 同 定 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
（ a） HIVを 哺 乳 動 物 細 胞 内 に 導 入 し 、
（ b） 哺 乳 動 物 Tsg101タ ン パ ク 質 由 来 の ペ プ チ ド ま た は 断 片 を 該 哺 乳 動 物 細 胞 内 に 導 入 し
、
（ c） HIVで ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ か つ 哺 乳 動 物 Tsg101タ ン パ ク 質 由 来 の ペ プ チ ド ま た は 断
片 を 浸 透 さ せ た 該 哺 乳 動 物 細 胞 を 、 適 当 な 培 地 中 、 約 37℃ の 温 度 で 十 分 な 時 間 に わ た り イ
ン キ ュ ベ ー ト し て 細 胞 培 養 物 を 取 得 し 、
（ d） 該 細 胞 培 養 物 に お い て 、 粒 子 に 結 合 し た p24の レ ベ ル を 測 定 し 、
（ e） 哺 乳 動 物 Tsg101タ ン パ ク 質 由 来 の ペ プ チ ド ま た は 断 片 を 浸 透 さ せ て い な い 対 照 の 哺
乳 動 物 細 胞 培 養 物 と 比 較 し た 場 合 の 、 粒 子 に 結 合 し た p24の レ ベ ル の 低 下 を 、 HIV粒 子 の 産
生 を 減 少 さ せ る の に 有 効 な ペ プ チ ド ま た は 断 片 の 同 定 と 相 関 づ け る 、
こ と を 含 ん で な る 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
HIV粒 子 の 産 生 を 減 少 さ せ る の に 有 効 で あ る 、 哺 乳 動 物 Tsg101タ ン パ ク 質 由 来 の ペ プ チ ド
ま た は 断 片 を 同 定 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
（ a） HIVを 哺 乳 動 物 細 胞 内 に 導 入 し 、
（ b） 哺 乳 動 物 Tsg101タ ン パ ク 質 由 来 の ペ プ チ ド ま た は 断 片 を 該 哺 乳 動 物 細 胞 内 に 導 入 し
、
（ c） HIVで ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ か つ 哺 乳 動 物 Tsg101タ ン パ ク 質 由 来 の ペ プ チ ド ま た は 断
片 を 浸 透 さ せ た 該 哺 乳 動 物 細 胞 を 、 適 当 な 培 地 中 、 約 37℃ の 温 度 で 十 分 な 時 間 に わ た り イ
ン キ ュ ベ ー ト し 、
（ d） 該 細 胞 か ら 放 出 さ れ た HIV粒 子 を 定 量 し 、
（ e） 哺 乳 動 物 Tsg101タ ン パ ク 質 由 来 の ペ プ チ ド ま た は 断 片 を 浸 透 さ せ て い な い 対 照 の 哺
乳 動 物 細 胞 培 養 物 と 比 較 し た 場 合 の 、 HIV粒 子 の 産 生 の 減 少 を 、 HIV粒 子 の 産 生 を 減 少 さ せ
る の に 有 効 な ペ プ チ ド ま た は 断 片 の 同 定 と 相 関 づ け る 、
こ と を 含 ん で な る 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
哺 乳 動 物 tsg101遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 が Tsg101の UEV Aド メ イ ン に 由 来 す る 、 請 求 項 1、 2ま
た は 3の い ず れ か 1項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
HIV粒 子 の 産 生 を 減 少 さ せ る の に 有 用 な ペ プ チ ド ま た は 断 片 で あ っ て 、 哺 乳 動 物 Tsg101タ
ン パ ク 質 の 少 な く と も 4個 連 続 し た ア ミ ノ 酸 を 含 ん で な り 、 請 求 項 1～ 6の い ず れ か 1項 記 載
の 方 法 に よ り 同 定 さ れ た も の で あ る 、 上 記 ペ プ チ ド ま た は 断 片 。
【 請 求 項 ９ 】
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哺 乳 動 物 Tsg101タ ン パ ク 質 が マ ウ ス Tsg101タ ン パ ク 質 （ 配 列 番 号 1） 、 ヒ ト Tsg101タ ン パ
ク 質 （ 配 列 番 号 2） ま た は 他 の 哺 乳 動 物 Tsg101タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 8記 載 の ペ プ チ ド
ま た は 断 片 。
【 請 求 項 １ ０ 】
4個 連 続 し た ア ミ ノ 酸 が 哺 乳 動 物 Tsg101タ ン パ ク 質 の UEV Aド メ イ ン に 由 来 す る 、 請 求 項 8
記 載 の ペ プ チ ド ま た は 断 片 。
【 請 求 項 １ １ 】
前 記 ペ プ チ ド が HIV粒 子 の 産 生 を 少 な く と も 約 3倍 減 少 さ せ る 、 請 求 項 8記 載 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ２ 】
1種 以 上 の 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 ま た は 希 釈 剤 と 哺 乳 動 物 Tsg101タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断
片 と を 含 ん で な る 、 HIV粒 子 の 産 生 を 減 少 さ せ る た め の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ３ 】
1種 以 上 の 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 ま た は 希 釈 剤 と 請 求 項 8記 載 の ペ プ チ ド と を 含 ん で な る 、
HIV粒 子 の 産 生 を 減 少 さ せ る た め の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ４ 】
Tsg101タ ン パ ク 質 が マ ウ ス Tsg101タ ン パ ク 質 （ 配 列 番 号 1） で あ る 、 請 求 項 13記 載 の 医 薬
組 成 物 。
【 請 求 項 １ ５ 】
Tsg101タ ン パ ク 質 が ヒ ト Tsg101タ ン パ ク 質 （ 配 列 番 号 2） で あ る 、 請 求 項 13記 載 の 医 薬 組
成 物 。
【 請 求 項 １ ６ 】
4個 連 続 し た ア ミ ノ 酸 が 哺 乳 動 物 Tsg101タ ン パ ク 質 の UEV Aド メ イ ン に 由 来 す る 、 請 求 項 13
記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ７ 】
Tsg101タ ン パ ク 質 と HIV Gagと の 相 互 作 用 を 阻 害 す る 、 HIV-1 Gagp6後 期 （ L） ド メ イ ン PTA
PP（ 配 列 番 号 3） を 含 む ペ プ チ ド を 同 定 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
（ a） HIV-1 Gagま た は HIV-1 Gagp6後 期 （ L） ド メ イ ン を 含 む ペ プ チ ド を 、 少 な く と も 第 1
お よ び 第 2の 固 相 支 持 体 ま た は 表 面 上 に 固 定 化 し 、 こ こ で 、 該 固 定 化 ペ プ チ ド は 特 異 的 抗 G
agも し く は Lド メ イ ン 抗 体 ま た は 他 の リ ン カ ー に 連 結 さ れ て お り 、
（ b） 標 識 Tsg101タ ン パ ク 質 と 、 適 当 な バ ッ フ ァ ー と 、 HIV-1 Gagp6後 期 （ L） ド メ イ ン の
少 な く と も 4個 連 続 し た ア ミ ノ 酸 を 含 む ペ プ チ ド と 、 を 含 む 第 1反 応 混 合 物 を 、 約 4℃ で 十
分 な 時 間 に わ た り イ ン キ ュ ベ ー ト し 、
（ c） 標 識 tsg101と 適 当 な バ ッ フ ァ ー と を 含 む 第 2反 応 混 合 物 を 、 約 4℃ で 十 分 な 時 間 に わ
た り イ ン キ ュ ベ ー ト し 、
（ d） 工 程 （ b） の 第 1反 応 混 合 物 を 工 程 （ a） の 第 1固 相 支 持 体 ま た は 表 面 混 合 物 に 加 え 、
液 相 中 に て 約 4℃ の 温 度 で 十 分 な 時 間 に わ た り イ ン キ ュ ベ ー ト し 、
（ e） 工 程 （ c） の 第 2反 応 混 合 物 を 工 程 （ a） の 第 2固 相 支 持 体 ま た は 表 面 混 合 物 に 加 え 、
液 相 中 に て 4℃ の 温 度 で 十 分 な 時 間 に わ た り イ ン キ ュ ベ ー ト し 、
（ f） 該 第 1固 相 支 持 体 ま た は 表 面 を 工 程 （ d） の 液 相 か ら 分 離 し て 、 第 1固 相 を 取 得 し 、
（ g） 該 第 2固 相 支 持 体 ま た は 表 面 を 工 程 （ e） の 液 相 か ら 分 離 し て 、 第 2固 相 を 取 得 し 、
（ h） 工 程 （ f） の 第 1固 相 中 お よ び 工 程 （ g） の 第 2固 相 中 の 標 識 tsg101の 量 を 測 定 し 、
（ i） 工 程 （ g） の 第 2固 相 中 の 標 識 tsg101の 量 と 比 較 し た 場 合 の 工 程 （ f） の 第 1固 相 中 の
標 識 tsg101の 量 の 減 少 を 、 HIV-1 Gagp6後 期 （ L） ド メ イ ン の 少 な く と も 4個 連 続 し た ア ミ
ノ 酸 を 含 み か つ Tsg101タ ン パ ク 質 と HIV Gagと の 相 互 作 用 を 阻 害 す る ペ プ チ ド の 同 定 と 相
関 づ け る 、
こ と を 含 ん で な る 上 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
Tsg101タ ン パ ク 質 が マ ウ ス 、 ヒ ト ま た は 他 の 哺 乳 動 物 Tsg101タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 17
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
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HIV-1 Gagp6後 期 （ L） ド メ イ ン PTAPP（ 配 列 番 号 3） の 少 な く と も 4個 連 続 し た ア ミ ノ 酸 を
含 ん で な り 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 に よ り 同 定 さ れ た 、 Tsg101タ ン パ ク 質 と HIV Gagと の 相
互 作 用 を 阻 害 す る た め の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
ALQSRPEPTAPPEES（ 配 列 番 号 4） の 少 な く と も 5個 連 続 し た ア ミ ノ 酸 を 更 に 含 む 、 請 求 項 19
記 載 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ １ 】
前 記 ペ プ チ ド が TSG101-HIV Gag相 互 作 用 を 少 な く と も 約 3倍 減 少 さ せ る 、 請 求 項 19ま た は 2
0記 載 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
1種 以 上 の 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 ま た は 希 釈 剤 と 請 求 項 19ま た は 20記 載 の ペ プ チ ド と を 含
ん で な る 、 TSG101と HIV Gagと の 相 互 作 用 を 阻 害 す る た め の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
治 療 に 有 効 な 量 の 請 求 項 8記 載 の ペ プ チ ド を 投 与 す る こ と を 含 ん で な る 、 HIVま た は 他 の レ
ト ロ ウ イ ル ス に 感 染 し た 患 者 の 治 療 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
治 療 に 有 効 な 量 の 請 求 項 9記 載 の ペ プ チ ド を 投 与 す る こ と を 含 ん で な る 、 HIVま た は 他 の レ
ト ロ ウ イ ル ス に 感 染 し た 患 者 の 治 療 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
治 療 に 有 効 な 量 の 請 求 項 10記 載 の ペ プ チ ド を 投 与 す る こ と を 含 ん で な る 、 HIVま た は 他 の
レ ト ロ ウ イ ル ス に 感 染 し た 患 者 の 治 療 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
治 療 に 有 効 な 量 の 請 求 項 11記 載 の ペ プ チ ド を 投 与 す る こ と を 含 ん で な る 、 HIVま た は 他 の
レ ト ロ ウ イ ル ス に 感 染 し た 患 者 の 治 療 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
治 療 に 有 効 な 量 を 請 求 項 19ま た は 20記 載 の ペ プ チ ド を 投 与 す る こ と を 含 ん で な る 、 HIVま
た は 他 の レ ト ロ ウ イ ル ス に 感 染 し た 患 者 の 治 療 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
治 療 に 有 効 な 量 の 請 求 項 12記 載 の 医 薬 組 成 物 を 投 与 す る こ と を 含 ん で な る 、 HIVま た は 他
の レ ト ロ ウ イ ル ス に 感 染 し た 患 者 の 治 療 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
治 療 に 有 効 な 量 の 請 求 項 13記 載 の 医 薬 組 成 物 を 投 与 す る こ と を 含 ん で な る 、 HIVま た は 他
の レ ト ロ ウ イ ル ス に 感 染 し た 患 者 の 治 療 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
治 療 に 有 効 な 量 の 請 求 項 14記 載 の 医 薬 組 成 物 を 投 与 す る こ と を 含 ん で な る 、 HIVま た は 他
の レ ト ロ ウ イ ル ス に 感 染 し た 患 者 の 治 療 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
治 療 に 有 効 な 量 の 請 求 項 15記 載 の 医 薬 組 成 物 を 投 与 す る こ と を 含 ん で な る 、 HIVま た は 他
の レ ト ロ ウ イ ル ス に 感 染 し た 患 者 の 治 療 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
治 療 に 有 効 な 量 の 請 求 項 16記 載 の 医 薬 組 成 物 を 投 与 す る こ と を 含 ん で な る 、 HIVま た は 他
の レ ト ロ ウ イ ル ス に 感 染 し た 患 者 の 治 療 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
治 療 に 有 効 な 量 の 請 求 項 22記 載 の 医 薬 組 成 物 を 投 与 す る こ と を 含 ん で な る 、 HIVま た は 他
の レ ト ロ ウ イ ル ス に 感 染 し た 患 者 の 治 療 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
HIV粒 子 の 産 生 を 減 少 さ せ る の に 有 効 で あ る 、 哺 乳 動 物 Tsg101タ ン パ ク 質 由 来 の ペ プ チ ド
ま た は 断 片 を 同 定 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
（ a） 哺 乳 動 物 細 胞 の 培 養 物 中 に 放 出 さ れ た HIV粒 子 の レ ベ ル を 測 定 し 、 た だ し 、 該 哺 乳 動
物 細 胞 は 、 哺 乳 動 物 tsg101遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 の 一 部 分 を 含 む 発 現 構 築 物 を 含 ん で い て 、
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哺 乳 動 物 tsg101遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 の 該 部 分 に コ ー ド さ れ る 遺 伝 子 産 物 を 発 現 し 、 か つ HI
Vウ イ ル ス に 感 染 し て お り 、
（ b） 該 HIV粒 子 の レ ベ ル と 、 類 似 し た 条 件 下 で 対 照 の 哺 乳 動 物 細 胞 の 培 養 物 中 に 放 出 さ れ
た HIV粒 子 の レ ベ ル と 、 を 比 較 し 、 た だ し 、 該 対 照 の 哺 乳 動 物 細 胞 は 、 哺 乳 動 物 tsg101遺
伝 子 の コ ー ド 配 列 の 一 部 分 を 含 む 発 現 構 築 物 を 含 ま な い が 、 HIVウ イ ル ス に 感 染 し て お り
、
そ の 際 、 工 程 （ a） で 測 定 し た HIV粒 子 の レ ベ ル が 、 対 照 の 哺 乳 動 物 細 胞 の 培 養 物 の HIV粒
子 の レ ベ ル と 比 較 し て 所 定 の 閾 値 レ ベ ル 未 満 で あ れ ば 、 前 記 の 哺 乳 動 物 tsg101遺 伝 子 の コ
ー ド 配 列 の 該 部 分 に コ ー ド さ れ る 遺 伝 子 産 物 を 、 HIV粒 子 の 産 生 を 減 少 さ せ る の に 有 効 な
も の と し て 同 定 す る 、
こ と を 特 徴 と す る 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
HIV粒 子 の 産 生 を 減 少 さ せ る の に 有 効 で あ る 、 哺 乳 動 物 Tsg101タ ン パ ク 質 由 来 の ペ プ チ ド
ま た は 断 片 を 同 定 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
（ a） 哺 乳 動 物 細 胞 の 培 養 物 中 に 放 出 さ れ た HIV粒 子 の レ ベ ル を 測 定 し 、 た だ し 、 該 哺 乳 動
物 細 胞 は 、 （ i） 哺 乳 動 物 tsg101遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 の 一 部 分 を 含 む 発 現 構 築 物 、 お よ び
（ ii） HIV gag、 polお よ び revコ ー ド 配 列 を 含 む 1以 上 の 発 現 構 築 物 、 を 含 ん で い て 、 前 記
の 哺 乳 動 物 tsg101遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 の 該 部 分 に コ ー ド さ れ る 遺 伝 子 産 物 と HIV gag、 pol
お よ び rev遺 伝 子 に コ ー ド さ れ る 遺 伝 子 産 物 と を 発 現 し 、
（ b） 放 出 さ れ た HIV粒 子 の レ ベ ル と 、 類 似 し た 条 件 下 で 対 照 の 哺 乳 動 物 細 胞 の 培 養 物 中 に
放 出 さ れ た HIV粒 子 の レ ベ ル と 、 を 比 較 し 、 た だ し 、 該 対 照 の 哺 乳 動 物 細 胞 は 、 HIV gag、
polお よ び revコ ー ド 配 列 を 含 む 1以 上 の 発 現 構 築 物 を 含 ん で い て 、 HIV gag、 polお よ び rev
遺 伝 子 に コ ー ド さ れ る 遺 伝 子 産 物 を 発 現 す る が 、 哺 乳 動 物 tsg101遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 の 一
部 分 を 含 む 該 発 現 構 築 物 は 含 ん で お ら ず 、
そ の 際 、 工 程 （ a） で 測 定 し た HIV粒 子 の レ ベ ル が 、 対 照 の 哺 乳 動 物 細 胞 の 培 養 物 中 に 放 出
さ れ た HIV粒 子 の レ ベ ル と 比 較 し て 所 定 の 閾 値 レ ベ ル 未 満 で あ れ ば 、 前 記 の 哺 乳 動 物 tsg10
1遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 の 該 部 分 に コ ー ド さ れ る 遺 伝 子 産 物 を 、 HIV粒 子 の 産 生 を 減 少 さ せ る
の に 有 効 な も の と し て 同 定 す る 、
こ と を 特 徴 と す る 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
HIV粒 子 の 産 生 を 減 少 さ せ る の に 有 効 で あ る 、 哺 乳 動 物 Tsg101タ ン パ ク 質 由 来 の ペ プ チ ド
ま た は 断 片 を 同 定 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
（ a） 哺 乳 動 物 細 胞 の 培 養 物 中 に 放 出 さ れ た HIVウ イ ル ス 粒 子 の レ ベ ル を 測 定 し 、 た だ し 、
該 哺 乳 動 物 細 胞 は 、 （ i） 哺 乳 動 物 tsg101遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 の 一 部 分 を 含 む 発 現 構 築 物
、 お よ び （ ii） HIV gagコ ー ド 配 列 を 含 む 発 現 構 築 物 、 を 含 ん で い て 、 前 記 の 哺 乳 動 物 tsg
101遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 の 該 部 分 に コ ー ド さ れ る 遺 伝 子 産 物 と HIV gag遺 伝 子 に コ ー ド さ れ
る 遺 伝 子 産 物 と を 発 現 し 、
（ b） 放 出 さ れ た HIVウ イ ル ス 粒 子 の レ ベ ル と 、 類 似 し た 条 件 下 で 対 照 の 哺 乳 動 物 細 胞 の 培
養 物 中 に 放 出 さ れ た HIVウ イ ル ス 粒 子 の レ ベ ル と 、 を 比 較 し 、 た だ し 、 該 対 照 の 哺 乳 動 物
細 胞 は 、 HIV gagコ ー ド 配 列 を 含 む 1以 上 の 発 現 構 築 物 を 含 ん で い て 、 HIV gag遺 伝 子 に コ
ー ド さ れ る 遺 伝 子 産 物 を 発 現 す る が 、 哺 乳 動 物 tsg101遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 の 一 部 分 を 含 む
発 現 構 築 物 を 含 ん で お ら ず 、
そ の 際 、 工 程 （ a） で 測 定 し た HIVウ イ ル ス 粒 子 の レ ベ ル が 、 対 照 の 哺 乳 動 物 細 胞 の 培 養 物
中 に 放 出 さ れ た HIV粒 子 の レ ベ ル と 比 較 し て 所 定 の 閾 値 レ ベ ル 未 満 で あ れ ば 、 前 記 の 哺 乳
動 物 tsg101遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 の 該 部 分 に コ ー ド さ れ る 遺 伝 子 産 物 を 、 HIV粒 子 の 産 生 を
減 少 さ せ る の に 有 効 な も の と し て 同 定 す る 、
こ と を 特 徴 と す る 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
哺 乳 動 物 細 胞 の 培 養 物 中 に 放 出 さ れ た HIV粒 子 の レ ベ ル 、 お よ び 対 照 の 哺 乳 動 物 細 胞 の 培
養 物 中 に 放 出 さ れ た HIV粒 子 の レ ベ ル が 、 粒 子 に 結 合 し た p24の 測 定 レ ベ ル に よ り 表 さ れ る
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、 請 求 項 34、 35ま た は 36記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
哺 乳 動 物 tsg101の コ ー ド 配 列 の 前 記 部 分 が Tsg101遺 伝 子 の UEV Aド メ イ ン 中 の 配 列 で あ る
、 請 求 項 34、 35ま た は 36記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
所 定 の 閾 値 レ ベ ル が 、 対 照 の 哺 乳 動 物 細 胞 の 培 養 物 の HIV粒 子 の レ ベ ル と 比 較 し て 、 工 程
（ a） で 測 定 し た HIV粒 子 の レ ベ ル の 2倍 の 減 少 で あ る 、 請 求 項 38記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
所 定 の 閾 値 レ ベ ル が 、 対 照 の 哺 乳 動 物 細 胞 の 培 養 物 の HIV粒 子 の レ ベ ル と 比 較 し て 、 工 程
（ a） で 測 定 し た HIV粒 子 の レ ベ ル の 4倍 の 減 少 で あ る 、 請 求 項 38記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
所 定 の 閾 値 レ ベ ル が 、 対 照 の 哺 乳 動 物 細 胞 の 培 養 物 の HIV粒 子 の レ ベ ル と 比 較 し て 、 工 程
（ a） で 測 定 し た HIV粒 子 の レ ベ ル の 90％ 減 少 で あ る 、 請 求 項 40記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
所 定 の 閾 値 レ ベ ル が 、 対 照 の 哺 乳 動 物 細 胞 の 培 養 物 の HIV粒 子 の レ ベ ル と 比 較 し て 、 工 程
（ a） で 測 定 し た HIV粒 子 の レ ベ ル の 95％ 減 少 で あ る 、 請 求 項 41記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
所 定 の 閾 値 レ ベ ル が 、 対 照 の 哺 乳 動 物 細 胞 の 培 養 物 の HIV粒 子 の レ ベ ル と 比 較 し て 、 工 程
（ a） で 測 定 し た HIV粒 子 の レ ベ ル の 99％ 減 少 で あ る 、 請 求 項 42記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
所 定 の 閾 値 レ ベ ル が 、 対 照 の 哺 乳 動 物 細 胞 の 培 養 物 の HIV粒 子 の レ ベ ル と 比 較 し て 、 工 程
（ a） で 測 定 し た HIV粒 子 の レ ベ ル の 99.5％ 減 少 で あ る 、 請 求 項 43記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
レ ト ロ ウ イ ル ス の 産 生 を 減 少 さ せ る の に 有 効 で あ る 、 哺 乳 動 物 Tsg101タ ン パ ク 質 由 来 の ペ
プ チ ド ま た は 断 片 を 同 定 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 レ ト ロ ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 の PTAPモ チ
ー フ を 含 む ペ プ チ ド と 結 合 す る ペ プ チ ド を 同 定 す る こ と を 含 ん で な る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
前 記 レ ト ロ ウ イ ル ス が レ ン チ ウ イ ル ス で あ る 、 請 求 項 45記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
前 記 レ ン チ ウ イ ル ス が HIV-1ウ イ ル ス で あ る 、 請 求 項 46記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
前 記 レ ン チ ウ イ ル ス が HIV-2ウ イ ル ス で あ る 、 請 求 項 46記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
前 記 レ ン チ ウ イ ル ス が サ ル 免 疫 不 全 ウ イ ル ス で あ る 、 請 求 項 46記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
PTAPモ チ ー フ を 含 む ペ プ チ ド が HIV Gagタ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 45記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
PTAPモ チ ー フ を 含 む ペ プ チ ド が 配 列 番 号 4の ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 45記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
レ ト ロ ウ イ ル ス の 産 生 を 減 少 さ せ る の に 有 効 で あ る 、 PTAPモ チ ー フ を 含 む ペ プ チ ド を 同 定
す る た め の 方 法 で あ っ て 、 TSG101タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 と 結 合 す る 、 PTAPモ チ ー フ を
含 む ペ プ チ ド を 同 定 す る こ と を 含 ん で な る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
前 記 レ ト ロ ウ イ ル ス が レ ン チ ウ イ ル ス で あ る 、 請 求 項 52記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
前 記 レ ン チ ウ イ ル ス が HIV-1ウ イ ル ス で あ る 、 請 求 項 53記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
前 記 レ ン チ ウ イ ル ス が HIV-2ウ イ ル ス で あ る 、 請 求 項 53記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
前 記 レ ン チ ウ イ ル ス が サ ル 免 疫 不 全 ウ イ ル ス で あ る 、 請 求 項 53記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ５ ７ 】
前 記 ペ プ チ ド が 配 列 番 号 4の 配 列 を 含 む 、 請 求 項 52記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
前 記 tsg101遺 伝 子 が ヒ ト tsg101遺 伝 子 で あ る 、 請 求 項 34～ 36お よ び 45～ 57の い ず れ か 1項
記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
1．
本 発 明 は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 粒 子 の 産 生 （ 例 え ば 、 HIV粒 子 の 産 生 ） を 阻 害 す る の に 有 効 で
あ る 、 哺 乳 動 物 Tsg101タ ン パ ク 質 中 の ペ プ チ ド を 同 定 す る た め の 方 法 に 関 す る 。 本 発 明 は
ま た 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 同 定 さ れ た ペ プ チ ド 、 お よ び レ ト ロ ウ イ ル ス 感 染 、 HIV感 染 を
治 療 す る た め の 前 記 ペ プ チ ド の 使 用 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
2．
ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス I型 （ HIV-1） の Pr55 G a g タ ン パ ク 質 は 、 細 胞 膜 上 の 集 合 (assembly)
部 位 へ の 輸 送 、 ゲ ノ ム RNAと の 結 合 お よ び 細 胞 外 腔 へ の 放 出 に 必 要 な 情 報 の す べ て を 含 有
す る （ 例 え ば 、 E. G., Swanstrom, R. & Wills, J. W., 1997, in Retroviruses, Coffin
, J. M., Hughes, S. H. & Varmus, H. E.編 , Cold Spring Harbor Laboratory Press, N
ew York, pp. 263-334を 参 照 さ れ た い ） 。 し か し 、 Gagは ウ イ ル ス 集 合 に 十 分 な も の で は
あ る が 、 細 胞 性 タ ン パ ク 質 が こ の 過 程 を 促 進 し て い る 可 能 性 が あ る 。 精 製 さ れ た ビ リ オ ン
か ら 幾 つ か の 細 胞 性 タ ン パ ク 質 が 回 収 さ れ う る が 、 こ の こ と は 、 集 合 粒 子 へ の 接 近 性 を 示
唆 し て い る （ 例 え ば 、 Arthur, L. O., Bess, J. W., Jr., Sowder, R. C. I., Benvenist
e, R. E., Mann, D. L., Chermann, J.-C. & Henderson, L. E., 1992, Science 258,193
5-1938お よ び Ott, D. E., Coren, L. V., Kane, B. P., Busch, L. K., Johnson, D. J. 
Sowder, R. C. I., Chertova, E. N., Arthur, L. O. & Henderson, L. E., 1996, J. Vi
rol. 70,7734-7743を 参 照 さ れ た い ） 。 他 の タ ン パ ク 質 は Pr55 G a g と 直 接 的 に 相 互 作 用 す る
（ 例 え ば 、 Luban, B., Bossolt, K. L., Franke, E. K., Kalpana, G. V. & Goff, S. P.
, 1993, Cell 73,1067-1078を 参 照 さ れ た い ） 。 Gagは 翻 訳 後 修 飾 を 含 有 す る た め 、 そ の 他
の タ ン パ ク 質 と の 相 互 作 用 も 示 唆 さ れ て い る （ 例 え ば 、 Bryant, M. & Ratner, L., 1990,
 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87,523-527; Camaur, D., Gallay, P., Swingler, S. & T
rono, D., 1997, J. Virol. 71,6834-6841; Gottlinger, H. G., Sodroski, J. G. & Has
eltine, W. A., 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86,5781-5785; Ott, D. E., Coren,
 L. V., Copeland, T. D., Kane, B. P., Johnson, D. G., Sowder, R. C., 2nd, Yoshin
aka, Y., Oroszlan, S., Arthur, L. O. & Henderson, L. E., 1998, J Virol. 72,2962-
2968） 。 成 熟 粒 子 の 放 出 に 必 要 な Gag中 の 領 域 で あ る 後 期 （ L） ド メ イ ン （ 例 え ば 、 Wills,
 J. W., Cameron, C. E., Wilson, C. B., Xiang, Y., Bennett, R. P. & Leis, J., 199
4, J Virol. 68, 6605-6618; Gottlinger, H. G., Dorfman, T., Sodroski, J. G. & Has
eltine, W. A., 1991, Proc. Natl. Acad Sci. USA 88,3195-3199; Huang, M., Orenstei
n, J. M., Martin, M. A. & Freed, E. O., 1995, J : Virol. 69,6810-6818を 参 照 さ れ
た い ） が 該 タ ン パ ク 質 と ユ ビ キ チ ン 化 機 構 と の 相 互 作 用 を 指 令 す る こ と が 新 た に 報 告 さ れ
て い る （ 例 え ば 、 Schubert, U., Ott, D. E., Chertova, E. N., Welker, R., Tessmer, 
U., Princiotta, M. F., Bennink, J. R., Krausslich, H. G. & Yewdell, J. W., 2000,
 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97,13057-13062; Strack, B., Calistri, A., Accola, M.
 A., Palu, G. & Gottlinger, H. G., 2000, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97,13063-130
68; Vogt, V. M., 2000, Proc. Natl. Acad Sci. USA 97,12945-12947; Ott, D. E., Cor
en, L. V., Chertova, E. N., Gagliardi, T. D. & Schubert, U., 2000, Virology 278,
111-121, Patnaik, A., Chau, V. & Wills, 3. W., 2000, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
97,13069-13074を 参 照 さ れ た い ） 。 Tsg101は 、 そ の 配 列 お よ び 最 近 の 研 究 に 基 づ け ば 、 細
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胞 内 輸 送 の 調 節 、 転 写 調 節 お よ び 細 胞 周 期 の 制 御 に 関 与 す る ユ ビ キ チ ン （ b） 結 合 性 2酵
素 変 異 体 （ ariant） （ UEV） タ ン パ ク 質 で あ る （ 例 え ば 、 Babst, M., Odorizzi, G., Est
epa, E. J. & Emr, S. D., 2000, Traffic 1,242-258; Lemmon, S. K. & Traub, L. M., 
2000, Curr. Opin Cell Biol. 12,457-466, Xie, W., Li, L. & Cohen, S. N., 1998, Pr
oc. Natl. Acad. Sci. USA 95,1595-1600; Zhong, Q., Chen, Y., Jones, D. & Lee, W. 
H., 1998, Cancer Res. 58,2699-2702; Sun, Z., Pan, 3., Hope, W. X., Cohen, S. N. 
& Balk, S. P., 1999, Cancer 86,689-96を 参 照 さ れ た い ） 。 UEVタ ン パ ク 質 は 、 タ ン パ ク
質 基 質 ま た は Ub結 合 性 （ E3） 酵 素 へ の Ubの 結 合 お よ び 移 行 に 不 可 欠 な き わ め て 重 要 な Cys
残 基 を 欠 い て い る （ Koonin, E. V. & Abagyan, R. A., 1997, Nat. Genet. 16,330-331; 
Ponting, C. P., Cai, Y.-D. & Bork, P., 1997, J. Mol. Med. 75,467-469） 。 そ れ ら は
進 化 に お い て 高 度 に 保 存 さ れ て お り 、 E2酵 素 と 構 造 的 に 関 連 し た タ ン パ ク 質 の 新 規 フ ァ ミ
リ ー を 構 成 す る が 、 E2酵 素 と は 明 確 に 区 別 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
す べ て の レ ト ロ ウ イ ル ス は 、 そ の ウ イ ル ス の 構 造 的 機 能 お よ び 酵 素 的 機 能 を 定 め る 3つ の
遺 伝 子 gag、 polお よ び envを 共 有 し て い る （ 例 え ば 、 Swanstrom, R. & Wills, J. W., 199
7, in Retroviruses, Coffin, J. M., Hughes, S. H. & Varmus, H. E.編 , Cold Spring 
Harbor Laboratory Press, New York, pp. 263-334を 参 照 さ れ た い ） 。 gag遺 伝 子 は 単 独
で 、 未 熟 ウ イ ル ス 様 粒 子 の 集 合 、 お よ び 感 染 細 胞 か ら の そ の 放 出 に 十 分 な も の で あ る 。 感
染 粒 子 を 形 成 す る よ う に 成 熟 す る た め に は 、 pol中 に コ ー ド さ れ て い る ウ イ ル ス コ ー ド 化
プ ロ テ ア ー ゼ （ PR） が 必 要 で あ る 。 gagが コ ー ド す る タ ン パ ク 質 （ Gag） は 、 集 合 お よ び 放
出 に 関 与 し て い る 、 明 確 に 区 別 さ れ る ド メ イ ン を 含 有 す る 。 N末 端 マ ト リ ッ ク ス （ MA） 領
域 に 位 置 す る 細 胞 膜 結 合 性 （ M） ド メ イ ン 、 ゲ ノ ム を 封 入 す る コ ア 構 造 体 を 形 成 す る キ ャ
プ シ ド （ CA） ド メ イ ン 、 ヌ ク レ オ キ ャ プ シ ド （ NC） 領 域 内 の タ ン パ ク 質 相 互 作 用 （ I） ド
メ イ ン 、 お よ び 細 胞 膜 か ら の 出 芽 に よ る 放 出 に 必 要 な 後 期 （ L） ド メ イ ン が 存 在 す る 。 Lド
メ イ ン は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス に お い て 高 度 に 保 存 さ れ た Proリ ッ チ モ チ ー フ で あ る 。 ラ ブ ド
ウ イ ル ス 、 フ ィ ブ （ fib） ウ イ ル ス 、 エ プ ス タ イ ン バ ー ウ イ ル ス な ど の 他 の 包 膜 ウ イ ル ス
、 お よ び 細 胞 性 タ ン パ ク 質 も 、 Proリ ッ チ モ チ ー フ を も っ て い る （ Harty, R. N., Brown, 
M. E., Wang, G., Huibregtse, I. & Hayes, F. P., 2000, Proc. Natl. Acad Sd. USA 9
7,13871-13876; Wills, J. W., Cameron, C. E., Wilson, C. B., Xiang, Y., Bennett, 
R. P. & Leis, J., 1994, J : Virol.68,6605-6618; Gottlinger, H. G., Dorfman, T., 
Sodroski, J. G. & Haseltine, W. A., 1991, Proc. Natl. Acad Sci. USA 88,3195-3199
; Huang, M., Orenstein, J. M., Martin, M. A. & Freed, E. O., 1995, J. Virol. 69,
6810-6818; Ikeda, M., Ikeda, A., Longan, L. C. & Longnecker, R., 2000, Virol. 26
8,178-191; Yasuda, J. & Hunter, E., 1998, J. Virol. 72, 4095-4103; Harty, R. N.,
 Paragas, J., Sudol, M. & Palese, P., 1999, J. Virol. 73,2921-2929） 。 レ ト ロ ウ イ
ル ス に お け る Lド メ イ ン は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 と そ れ ぞ れ の ウ イ ル ス 構 造 タ ン パ ク 質 内 の 位 置
が 様 々 で あ る も の の 、 機 能 的 に は 互 換 性 が あ り （ Wills, J. W., Cameron, C. E., Wilson
, C. B., Xiang, Y., Bennett, R. P. & Leis, J., 1994, J. Virol. 68, 6605-6618; Pa
rent, L. J., Bennett, RP., Craven, R. C., Nelle, T. D., Krishna, N. K., Bowzard,
 J. B., Wilson, C. B., Puffer, B. A., Montelaro, R. C. & Wills, J. W., 1995, J. 
Virol. 69,5455- 5460） 、 こ の こ と は 、 機 能 が 共 通 し て い る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
TSG101遺 伝 子 の タ ン パ ク 質 産 物 は 元 々 は 、 マ ウ ス 繊 維 芽 細 胞 に お い て そ の 機 能 的 不 活 性 化
に 関 連 し た 可 逆 的 異 常 増 殖 に よ り 同 定 さ れ た も の で あ る （ Li, L. & Cohen, S. N., 1996,
 Cell 85, 319-329） 。 Tsg101は 転 写 の モ ジ ュ レ ー シ ョ ン （ Sun, Z., Pan, J., Hope, W. 
X., Cohen, S. N. & Balk, S. P., 1999, Cancer 86,689-96; Watanabe, M., Yanagi, Y.
, Masahiro, Y., Yano, T., Yoshikawa, H., Yanagisawa, J., & Kato, S., 1998, Bioch
em, Biophys. Res. Commun. 245,900-905; Hittleman, A. B., Burakov, D., Iniguez-Ll
uhi, J. A., Freedman, L. P., & Garabedian, M. J., 1999, Embo 3,18,5380-5388） と
、 ユ ビ キ チ ン 化 お よ び タ ン パ ク 質 分 解 の 抑 制 （ Li, L., Liao, J., Ruland, J., Mak, T. 
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W., & Cohen, S. N., 2001, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98,1619-1624） と の 両 方 に お
い て 機 能 し う る こ と が 、 配 列 分 析 か ら 示 唆 さ れ て お り （ Li, L. & Cohen, S. N., 1996, C
ell 85, 319-329; Koonin, E. V. & Abagyan, R. A., 1997, Nat. Genet. 16,330-331; P
onting, C. P., Cai, Y.-D. & Bork, P., 1997, J : Mol. Med. 75,467-469） 、 ま た 、 実
験 的 証 拠 に よ り 示 さ れ て い る 。 後 者 の 作 用 は N末 端 領 域 に よ り 媒 介 さ れ 、 そ の N末 端 領 域 は
、 ユ ビ キ チ ン （ Ub） コ ン ジ ュ ガ ー ゼ （ conjugase） （ E2） 様 ド メ イ ン を 含 有 す る が 、 Ubの
結 合 に き わ め て 重 要 な 活 性 部 位 で あ る Cys残 基 を 欠 い て る 。 Tsg101の UEVド メ イ ン の 構 造 、
な ら び に Ubお よ び PTAPと の そ の 相 互 作 用 様 式 も 報 告 さ れ て い る （ Pornillosら , 2002, EMB
O J. 21: 2397-2406） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
Tsg101を 欠 損 し た 細 胞 は 核 、 微 小 管 お よ び 紡 錘 体 の 種 々 の 異 常 を 示 し （ Xie, W., Li, L. 
& Cohen, S. N., 1998, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95,1595-1600; Zhong, Q., Chen, 
Y., Jones, D. & Lee, W. H., 1998, Cancer Res. 58,2699-2702） 、 tsg101ヌ ル 突 然 変 異
マ ウ ス は 、 不 完 全 な 細 胞 増 殖 お よ び 早 期 胎 児 死 を 呈 す る （ Ruland, J., Sirard, C., Elia
, A., MacPherson, D., Wakeham, A., Li. L., de la Pompa, J. L., Cohen, S. N., & M
ak, T. W., 2001, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98,1859-1864） 。 Tsg101の 定 常 状 態 レ ベ
ル は 、 通 常 、 培 養 さ れ た マ ウ ス お よ び ヒ ト 細 胞 系 に お い て は 翻 訳 後 に 狭 い 範 囲 内 で 制 御 さ
れ て お り （ Feng, G. H., Lih, C.-J., & Cohen, S. N., 2000, Cancer Research 60,1736
-1741） 、 外 来 性 プ ロ モ ー タ ー か ら の 過 剰 発 現 お よ び tsg101の 欠 損 は 悪 性 形 質 転 換 を 招 く
こ と が あ る （ Li, L. & Cohen, S. N., 1996, Cell 85,319-329） 。 Tsg101タ ン パ ク 質 レ ベ
ル の 調 節 は 、 Ubリ ガ ー ゼ で あ る Mdm2に よ る 影 響 を 受 け る こ と が あ り （ Li, L., Liao, J., 
Ruland, J., Mak, T. W., & Cohen, S. N., 2001, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98,1619
-1624） 、 ヒ ト 、 線 虫 C. elegans、 分 裂 酵 母 S. pombeお よ び キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ （ D. 
melanogaster） に 及 ぶ 多 様 な 生 物 に お い て 進 化 的 に 高 度 に 保 存 さ れ た C末 端 Tsg101配 列 を
必 要 と す る （ Feng, G. H., Lih, C.-J., & Cohen, S. N., 2000, Cancer Research 60, 1
736-1741; Bishop Nお よ び Woodman P., 2001, J Biol Chem. 276: 11735-42） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
S. cerevisiaeに お け る ク ラ ス E液 胞 タ ン パ ク 質 ソ ー テ ィ ン グ （ vps） タ ン パ ク 質 で あ る Stp
22p/Vps23は Tsg101の オ ル ソ ロ グ と し て 同 定 さ れ て お り 、 Tsg101自 体 は 膜 結 合 型 タ ン パ ク
質 の 輸 送 に 関 与 し て い る （ Bishop Nお よ び Woodman P., 2001, J Biol Chem. 276: 11735-
42; Babst, M., Odorizzi, G., Estepa, E. J. & Emr, S. D., 2000, Traffic 1, 242-25
8; Li, Y., Kane, T., Tipper, C., Spatrick, P. & Jenness, D. D., 1999, Mol. & Cel
l. Biol. 19,3588-3599） 。 ま た 、 SL6細 胞 は 、 複 数 の 表 面 結 合 型 タ ン パ ク 質 の ソ ー テ ィ ン
グ に 欠 陥 が あ る こ と が 示 さ れ て い る （ Babst, M., Odorizzi, G., Estepa, E. J. & Emr, 
S. D., 2000, Traffic 1, 242-258） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
前 記 の 参 考 文 献 の 引 用 は 、 そ の よ う な 参 考 文 献 が 本 発 明 の 先 行 技 術 で あ る こ と を 認 め る も
の と 解 釈 さ れ る も の で は な い 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
3．
本 発 明 は 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス 1型 （ HIV-1） の PTAPモ チ ー フ ま た は Lド メ イ ン に 結 合 す
る 、 哺 乳 動 物 Tsg101タ ン パ ク 質 中 の ペ プ チ ド を 同 定 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 そ の よ う
な ペ プ チ ド は 、 Tsg101-HIV Gag結 合 を 阻 害 す る た め に 使 用 す る こ と が 可 能 で あ り 、 し た が
っ て 、 HIV粒 子 の 産 生 を 減 少 さ せ る の に 有 効 で あ る 。 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て
は 、 （ a） 哺 乳 動 物 細 胞 （ 該 哺 乳 動 物 細 胞 は 、 哺 乳 動 物 tsg101遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 の 一 部
分 を 含 む 発 現 構 築 物 を 含 ん で い て 、 哺 乳 動 物 tsg101遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 の 該 部 分 に コ ー ド
さ れ る 遺 伝 子 産 物 を 発 現 し 、 か つ HIVウ イ ル ス に 感 染 し て い る ） の 培 養 物 中 に 放 出 さ れ た H
IVウ イ ル ス 粒 子 の レ ベ ル を 測 定 し 、 （ b） 該 HIVウ イ ル ス 粒 子 の レ ベ ル と 、 類 似 し た 条 件 下
で 対 照 の 哺 乳 動 物 細 胞 （ 該 対 照 の 哺 乳 動 物 細 胞 は 、 哺 乳 動 物 tsg101遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 の
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一 部 分 を 含 む 上 記 発 現 構 築 物 を 含 ま な い ） の 培 養 物 中 に 放 出 さ れ た HIVウ イ ル ス 粒 子 の レ
ベ ル と 、 を 比 較 す る こ と を 含 む 方 法 に よ り 、 哺 乳 動 物 tsg101タ ン パ ク 質 中 の ペ プ チ ド を 同
定 す る 。 前 記 方 法 に お い て は 、 工 程 （ a） で 測 定 し た HIVウ イ ル ス 粒 子 の レ ベ ル が 、 対 照 の
哺 乳 動 物 細 胞 の 培 養 物 中 の HIVウ イ ル ス 粒 子 の レ ベ ル と 比 較 し て 所 定 の 閾 値 レ ベ ル 未 満 で
あ れ ば 、 前 記 の 哺 乳 動 物 tsg101遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 の 該 部 分 に コ ー ド さ れ る 遺 伝 子 産 物 は
、 HIV粒 子 の 産 生 を 減 少 さ せ る の に 有 効 で あ る と 同 定 さ れ る 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て
は 、 哺 乳 動 物 細 胞 の 培 養 物 中 に 放 出 さ れ た HIVウ イ ル ス 粒 子 の レ ベ ル 、 お よ び 対 照 の 哺 乳
動 物 細 胞 の 培 養 物 中 に 放 出 さ れ た HIVウ イ ル ス 粒 子 の レ ベ ル は 、 粒 子 に 結 合 し た p24の 測 定
レ ベ ル に よ り 表 さ れ る 。 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 所 定 の 閾 値 レ ベ ル は 、 対
照 の 哺 乳 動 物 細 胞 の 培 養 物 の HIVウ イ ル ス 粒 子 の レ ベ ル と 比 較 し て 、 工 程 （ a） で 測 定 し た
HIVウ イ ル ス 粒 子 の レ ベ ル の 2倍 、 4倍 、 90％ 、 95％ 、 99％ ま た は 99.5％ の 減 少 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
本 発 明 の も う 1つ の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 （ a） 哺 乳 動 物 細 胞 ［ 該 哺 乳 動 物 細 胞 は
、 （ i） 哺 乳 動 物 tsg101遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 の 一 部 分 を 含 む 発 現 構 築 物 お よ び （ ii） HIV g
agコ ー ド 配 列 を 含 む 発 現 構 築 物 を 含 ん で い て 、 前 記 の 哺 乳 動 物 tsg101遺 伝 子 の コ ー ド 配 列
の 該 部 分 に コ ー ド さ れ る 遺 伝 子 産 物 と HIV gag遺 伝 子 に コ ー ド さ れ る 遺 伝 子 産 物 と を 発 現
す る ］ の 培 養 物 中 に 放 出 さ れ た HIVウ イ ル ス 粒 子 の レ ベ ル を 測 定 し 、 （ b） 該 放 出 HIVウ イ
ル ス 粒 子 の レ ベ ル と 、 類 似 し た 条 件 下 で 対 照 の 哺 乳 動 物 細 胞 （ 該 対 照 の 哺 乳 動 物 細 胞 は 、
HIV gagコ ー ド 配 列 を 含 む 1以 上 の 発 現 構 築 物 を 含 ん で い て 、 HIV gag遺 伝 子 に コ ー ド さ れ
る 遺 伝 子 産 物 を 発 現 す る が 、 哺 乳 動 物 tsg101遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 の 一 部 分 を 含 む 発 現 構 築
物 を 含 ま な い ） の 培 養 物 中 に 放 出 さ れ た HIVウ イ ル ス 粒 子 の レ ベ ル と 、 を 比 較 す る こ と を
含 む 方 法 に よ り 、 哺 乳 動 物 tsg101タ ン パ ク 質 中 の ペ プ チ ド を 同 定 す る 。 本 発 明 の 更 に も う
1つ の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 （ a） 哺 乳 動 物 細 胞 ［ 該 哺 乳 動 物 細 胞 は 、 （ i） 哺 乳
動 物 tsg101遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 の 一 部 分 を 含 む 発 現 構 築 物 お よ び （ ii） HIV gag、 polお よ
び revコ ー ド 配 列 を 含 む 1以 上 の 発 現 構 築 物 を 含 ん で い て 、 前 記 の 哺 乳 動 物 tsg101遺 伝 子 の
コ ー ド 配 列 の 該 部 分 に コ ー ド さ れ る 遺 伝 子 産 物 と HIV gag、 polお よ び rev遺 伝 子 に コ ー ド
さ れ る 遺 伝 子 産 物 と を 発 現 す る ］ の 培 養 物 中 に 放 出 さ れ た HIVウ イ ル ス 粒 子 の レ ベ ル を 測
定 し 、 （ b） 該 放 出 HIVウ イ ル ス 粒 子 の レ ベ ル と 、 類 似 し た 条 件 下 で 対 照 の 哺 乳 動 物 細 胞 （
該 対 照 の 哺 乳 動 物 細 胞 は 、 HIV gag、 polお よ び revコ ー ド 配 列 を 含 む 1以 上 の 発 現 構 築 物 を
含 ん で い て 、 HIV gag、 polお よ び rev遺 伝 子 に コ ー ド さ れ る 遺 伝 子 産 物 を 発 現 す る が 、 哺
乳 動 物 tsg101遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 の 一 部 分 を 含 む 発 現 構 築 物 を 含 ま な い ） の 培 養 物 中 に 放
出 さ れ た HIVウ イ ル ス 粒 子 の レ ベ ル と 、 を 比 較 す る こ と を 含 む 方 法 に よ り 、 哺 乳 動 物 tsg10
1タ ン パ ク 質 中 の ペ プ チ ド を 同 定 す る 。 こ れ ら の 実 施 形 態 に お い て は 、 工 程 （ a） で 測 定 し
た HIVウ イ ル ス 粒 子 の レ ベ ル が 、 対 照 の 哺 乳 動 物 細 胞 の 培 養 物 中 に 放 出 さ れ た HIVウ イ ル ス
粒 子 の レ ベ ル と 比 較 し て 、 所 定 の 閾 値 レ ベ ル 未 満 で あ れ ば 、 前 記 の 哺 乳 動 物 tsg101遺 伝 子
の コ ー ド 配 列 の 該 部 分 に コ ー ド さ れ る 遺 伝 子 産 物 は 、 HIV粒 子 の 産 生 を 減 少 さ せ る の に 有
効 で あ る と 同 定 さ れ る 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 哺 乳 動 物 細 胞 の 培 養 物 中 に 放 出 さ
れ た HIVウ イ ル ス 粒 子 の レ ベ ル 、 お よ び 対 照 の 哺 乳 動 物 細 胞 の 培 養 物 中 に 放 出 さ れ た HIVウ
イ ル ス 粒 子 の レ ベ ル は 、 粒 子 に 結 合 し た p24の 測 定 レ ベ ル に よ り 表 さ れ る 。 本 発 明 の 好 ま
し い 実 施 形 態 に お い て は 、 所 定 の 閾 値 レ ベ ル は 、 対 照 の 哺 乳 動 物 細 胞 の 培 養 物 の 粒 子 結 合
p24の レ ベ ル と 比 較 し た 場 合 、 工 程 （ a） で 測 定 し た 粒 子 結 合 p24の レ ベ ル の 2倍 、 4倍 、 90
％ 、 95％ 、 99％ ま た は 99.5％ の 減 少 で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
本 発 明 は ま た 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 粒 子 （ 例 え ば 、 HIV-1お よ び HIV-2、 サ ル 免 疫 不 全 ウ イ ル ス
（ SIV） を 含 む レ ン チ ウ イ ル ス の 粒 子 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い
） の 産 生 を 減 少 さ せ る の に 有 効 で あ る 、 哺 乳 動 物 Tsg101タ ン パ ク 質 由 来 の ペ プ チ ド ま た は
断 片 を 同 定 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 前 記 方 法 は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 （ 例 え ば
、 HIV Gagタ ン パ ク 質 ） の PTAPモ チ ー フ を 含 む ペ プ チ ド に 結 合 す る ペ プ チ ド を 同 定 す る こ
と を 含 む 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 PTAPモ チ ー フ を 含 む ペ プ チ ド は 配 列 番 号 4の ペ
プ チ ド で あ る 。 も う 1つ の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 PTAPモ チ ー フ を 含 む ペ プ チ ド は H
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IV Gagタ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
本 発 明 は ま た 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 粒 子 （ 例 え ば 、 HIV-1お よ び HIV-2、 サ ル 免 疫 不 全 ウ イ ル ス
（ SIV） を 含 む レ ン チ ウ イ ル ス の 粒 子 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い
） の 産 生 を 減 少 さ せ る の に 有 効 で あ る 、 PTAPモ チ ー フ を 含 む ペ プ チ ド を 同 定 す る た め の 方
法 を 提 供 す る 。 前 記 方 法 は 、 TSG101タ ン パ ク 質 に 結 合 す る PTAPモ チ ー フ を 含 む ペ プ チ ド を
同 定 す る こ と を 含 む 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 該 ペ プ チ ド は 配 列 番 号 4の 配 列 を 含
む 。
【 ０ ０ １ ２ 】
本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 同 定 さ れ た ペ プ チ ド 、 お よ び HIV感 染 を 治 療 す る た め
の 、 そ の よ う な ペ プ チ ド の 使 用 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
4．
図 1． 　 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド ア ッ セ イ を 用 い た 、 Tsg101結 合 に 必 要 と さ れ る Pr55 G a g 中 の 領 域
の 同 定 。 β ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 単 位 の 測 定 に よ り 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 活 性 化 を 定 量 し た 。
図 1A： Gagお よ び pl-p6と Tsg101と の 相 互 作 用 。 Gagお よ び pl-p6の β ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 活 性
は 、 2つ の 独 立 し た 試 験 に お い て 同 等 で あ っ た 。 図 1B： pl-p6と Tsg101と の 相 互 作 用 （ 100
％ と み な す ） は 、 20の 独 立 し た 試 験 に お い て 約 10～ 30 β ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 単 位 の 範 囲 で
あ っ た 。 陰 性 相 互 作 用 は 、 Tsg101を 欠 く ベ ク タ ー で pl-p6を 同 時 形 質 転 換 し た 場 合 に 得 ら
れ た も の と 同 等 で あ っ た （ <0.3単 位 ） 。 こ の 図 は 、 野 生 型 相 互 作 用 に 対 す る パ ー セ ン ト +/
- 1％ と し て 6つ の 独 立 し た 試 験 に お い て 突 然 変 異 体 に 関 し て 得 ら れ た 平 均 値 を 示 し て い る
。
【 ０ ０ １ ４ 】
図 2． 　 PR55 G a g と Tsg101と の in vitro結 合 。 図 2A： 免 疫 捕 捉 さ れ た 放 射 能 標 識 Tsg101を 検
出 す る オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー 。 レ ー ン 1， RRLに お い て 合 成 さ れ た Tsg101。 レ ー ン 2～ 9，
プ ロ テ イ ン Aビ ー ズ 上 に 固 定 化 さ れ た 抗 T7（ レ ー ン 3） 、 抗 CA（ レ ー ン 7、 8） ま た は 抗 p6（
レ ー ン 9） IgGに 結 合 し た 未 標 識 Pr55GSへ の 放 射 性 Tsg101の 結 合 の 測 定 。 抗 体 は 「 材 料 お よ
び 方 法 」 に お い て 定 義 さ れ て い る 。 レ ー ン 2～ 9に お い て 使 用 し た RRLの 量 は 、 レ ー ン 1に お
い て 使 用 し た 量 よ り 5倍 多 か っ た 。 図 2B： ウ ェ ス タ ン 分 析 に よ る 該 ビ ー ズ 上 の PR55 G a g の 存
在 の 証 明 。 Aに お い て 使 用 し た 抗 体 で 免 疫 沈 降 し た Gagタ ン パ ク 質 を 可 視 化 す る た め に 、 CA
ド メ イ ン 中 の 抗 原 部 位 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 し た 。 該 パ ネ ル の 左 側 に 分 子 量
マ ー カ ー （ kDa） が 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
図 3． 　 細 胞 質 抽 出 物 由 来 の PR55 G a g と Tsg101と の 共 免 疫 沈 降 。 図 3A： 全 細 胞 質 抽 出 物 。 re
v（ レ ー ン 1） 、 rev、 gagお よ び pol（ レ ー ン 2） 、 ま た は rev、 gagΔ p6お よ び pol（ レ ー ン 3
） で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 か ら 抽 出 物 を 調 製 し た 。 図 3B： rev（ レ ー ン 1） ； rev、
野 生 型 gagお よ び pol（ レ ー ン 2） ； ま た は rev、 gagΔ p 6 お よ び pol（ レ ー ン 3） で ト ラ ン ス
フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 の 抽 出 物 を 使 用 し た 、 抗 Tsg101モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で の 免 疫 沈 降 （ 抗
NCポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ り 検 出 ） 。 免 疫 沈 降 物 中 の Tsg101の 存 在 を 確 認 す る た め に 、 ブ
ロ ッ ト を 抗 Tsg101ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 再 び プ ロ ー ブ し た （ レ ー ン 4～ 6） 。 図 3C： rev（
レ ー ン 1） ま た は rev、 gagお よ び pol（ レ ー ン 2） で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 か ら の 抽
出 物 を 使 用 し た 、 抗 CAポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で の 免 疫 沈 降 （ 抗 Tsg101モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に
よ り 検 出 ） 。 免 疫 沈 降 物 中 の Gagの 存 在 を 確 認 す る た め に 、 ブ ロ ッ ト を 抗 CAモ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 で 再 び プ ロ ー ブ し た （ レ ー ン 3、 4） 。 パ ネ ル の 左 側 に 分 子 量 マ ー カ ー （ kDa） が 示
さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
図 4． Pr55 G a g 結 合 に 必 要 と さ れ る Tsg101中 の 領 域 の 同 定 。 Tsg101の ト ラ ン ケ ー ト 型 （ 図 4A
） お よ び 置 換 型 （ 図 4Bお よ び 4C） 突 然 変 異 体 を 、 pl-p6融 合 タ ン パ ク 質 と の 相 互 作 用 に 関
し て ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド ア ッ セ イ で 試 験 し た 。 こ の 図 は 、 野 生 型 相 互 作 用 に 対 す る 割 合 （ ％
） （ +/- 2～ 6％ の 誤 差 を 伴 う ） と し て の 平 均 値 を 示 し て い る 。 表 示 は 図 1の 説 明 の と お り
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で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
図 5． ウ イ ル ス 産 生 お よ び 細 胞 局 在 に 及 ぼ す Tsg101欠 損 の 影 響 。 図 5A： gagト ラ ン ス フ ェ ク
ト 細 胞 か ら 調 製 し た NIH 3T3お よ び SL6ラ イ セ ー ト を SDS-PAGEに よ り 分 離 し 、 全 タ ン パ ク 質
に 対 し て ク ー マ シ ー ブ ル ー に よ り 染 色 し （ レ ー ン 1お よ び 2） 、 Na + K + ATPア ー ゼ 、 ア ク チ ン
お よ び Tsg101に 関 し て ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ り 分 析 し た （ レ ー ン 3お よ び 4） 。 図 5B～
5D： （ 5B） ウ イ ル ス 粒 子 、 （ 5C） NIH 3T3お よ び SL6細 胞 の S1抽 出 物 ［ 挿 入 図 ， pHIVト ラ ン
ス フ ェ ク ト NIH 3T3細 胞 の S100（ レ ー ン 1） お よ び P100（ レ ー ン 2） 画 分 ］ 、 （ 5D） SL6細 胞
の S1お よ び P1抽 出 物 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 。 該 ブ ロ ッ ト は 、 抗 CAウ サ ギ 血 清 （ 図 5Bお よ び
5C） ま た は 抗 NCヤ ギ 抗 血 清 （ 図 5D） で プ ロ ー ブ し た 。 ウ ェ ス タ ン 分 析 用 の 同 等 の サ ン プ ル
を バ イ オ ラ ッ ド （ Biorad） ア ッ セ イ に よ り 測 定 し た 。
【 ０ ０ １ ８ 】
図 6． HIV-1粒 子 の 放 出 に 及 ぼ す 野 生 型 Tsg101の 過 剰 発 現 の 影 響 。 図 6A： 野 生 型 Tsg101 F L A G
の 誘 導 発 現 。 ト ラ ン ス フ ェ ク ト COS-1細 胞 か ら 調 製 し た S1画 分 を 、 抗 Tsg101抗 体 を 使 用 す
る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ り 分 析 し た 。 pa， 誘 導 物 質 ポ ナ ス テ ロ ン 。 図 6B： 抗 CA抗 体 を
使 用 す る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に 粒 子 を 付 す こ と に よ り 分 析 し た 、 COS-1細 胞 か ら の HIV-1
の 放 出 に 及 ぼ す Tsg101-FLAG過 剰 発 現 の 影 響 。 左 側 に 分 子 サ イ ズ マ ー カ ー の 移 動 位 置 が 示
さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
図 7． HIV-1粒 子 の 放 出 に 及 ぼ す 突 然 変 異 Tsg101の 過 剰 発 現 の 影 響 。 図 7A： Tsg101 F L A G Δ 3 4

8 - 3 5 1 G の 誘 導 発 現 。 図 7B： HIV-1粒 子 の 産 生 に 及 ぼ す Tsg101-FLAG過 剰 発 現 の 影 響 。 図 6の
説 明 に 記 載 の と お り に 、 S1画 分 お よ び ウ イ ル ス 粒 子 を 分 析 し た 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
図 8． 抗 Tsg101抗 体 に よ る 細 胞 質 抽 出 物 中 の ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 の 免 疫 沈 降 。 図 8A： FLAG
標 識 野 生 型 （ レ ー ン 1お よ び 3） ま た は 突 然 変 異 型 （ レ ー ン 2お よ び 4） Tsg101を 発 現 す る 模
擬 ト ラ ン ス フ ェ ク ト （ レ ー ン 1お よ び 2） お よ び gagト ラ ン ス フ ェ ク ト （ レ ー ン 3お よ び 4） C
OS-1細 胞 か ら 調 製 し た 細 胞 質 抽 出 物 を 、 抗 p6抗 体 を 使 用 す る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ り
分 析 し た 。 tsg101を コ ー ド す る 2μ gの DNAお よ び 5μ M paを 使 用 し て 、 発 現 を 誘 導 し た 。 図
8B～ 8D： 該 抽 出 物 を 抗 Tsg101ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 免 疫 沈 降 さ せ 、 （ 8B） 抗 p6抗 体
、 （ 8C） 抗 FLAG抗 体 お よ び （ 8D） 抗 Tsg101マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で タ ン パ ク 質 に 関 し
て プ ロ ー ブ し た 。
【 ０ ０ ２ １ 】
図 9． ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 の 細 胞 内 定 常 状 態 レ ベ ル に 及 ぼ す Tsg101過 剰 発 現 の 影 響 。 Rev（
図 9A、 レ ー ン 1お よ び 3） 、 野 生 型 Gag（ 図 9Bお よ び 9C、 レ ー ン 1お よ び 3） ま た は GagΔ p6（
図 9Bお よ び 9C、 レ ー ン 2お よ び 4） 、 お よ び FLAG標 識 野 生 型 （ 図 9B） ま た は 突 然 変 異 型 （ 図
9C） Tsg101を 発 現 す る 細 胞 か ら 、 細 胞 質 抽 出 物 を 調 製 し た 。 S1（ レ ー ン 1お よ び 2） お よ び
P1（ レ ー ン 3お よ び 4） 画 分 を 、 抗 CA抗 体 を 使 用 す る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ り 分 析 し た
。
【 ０ ０ ２ ２ 】
5．
本 発 明 に よ れ ば 、 Gag前 駆 体 ポ リ タ ン パ ク 質 の C末 端 p6領 域 内 に 位 置 す る 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ
イ ル ス 1型 （ HIV-1） の PTAPモ チ ー フ ま た は Lド メ イ ン が 、 in vitroで ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細
胞 の 細 胞 質 中 の tsg101遺 伝 子 の タ ン パ ク 質 産 物 と 結 合 す る こ と が 見 出 さ れ た 。 本 発 明 は 、
Tsg101-HIV Gag結 合 を 阻 害 す る 分 子 、 例 え ば 、 PTAPモ チ ー フ の 少 な く と も 4個 連 続 し た ア
ミ ノ 酸 を 含 む ペ プ チ ド 、 を 試 験 す る た め の ア ッ セ イ を 提 供 す る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の ア
ッ セ イ は 、 HIVウ イ ル ス 放 出 の 少 な く と も 2倍 、 4倍 、 90％ 、 95％ 、 99％ ま た は 99.5％ の 減
少 を 達 成 す る 分 子 （ 例 え ば 、 ペ プ チ ド ） を 同 定 す る た め に 使 用 す る 。 前 記 ア ッ セ イ に よ り
同 定 さ れ た 分 子 （ 例 え ば 、 ペ プ チ ド ） は 、 HIV-1ま た は 他 の レ ト ロ ウ イ ル ス に 感 染 し た 患
者 を 治 療 す る た め の 治 療 用 組 成 物 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
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ま た 、 驚 く べ き こ と に 、 Tsg101タ ン パ ク 質 の 過 少 発 現 ま た は 過 剰 発 現 に よ る Tsg101タ ン パ
ク 質 の 定 常 レ ベ ル の 変 動 （ perturbation） が 、 マ ウ ス お よ び 霊 長 類 細 胞 か ら の HIV-1ウ イ
ル ス 様 粒 子 の 放 出 に マ イ ナ ス の 影 響 を 及 ぼ す こ と を 見 出 し た 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 1
以 上 の 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 ま た は 希 釈 剤 と 哺 乳 動 物 Tsg101タ ン パ ク 質 と を 含 ん で な る 医
薬 組 成 物 を 提 供 す る 。 本 発 明 の も う 1つ の 態 様 に お い て は 、 HIV粒 子 の 産 生 を 減 少 さ せ る の
に 有 効 で あ る 哺 乳 動 物 Tsg101タ ン パ ク 質 の 断 片 を 同 定 す る た め の ア ッ セ イ を 提 供 す る 。 本
発 明 で 用 い る 「 HIV粒 子 」 は 、 成 熟 ウ イ ル ス 様 粒 子 お よ び 未 熟 ウ イ ル ス 様 粒 子 の 両 方 を 含
む 。 HIV粒 子 の 産 生 を 減 少 さ せ る の に 有 効 で あ る と 本 ア ッ セ イ に よ り 同 定 さ れ た 、 本 発 明
で Tsg101の 「 ペ プ チ ド 」 と 称 さ れ る Tsg101の 断 片 は 、 HIV-1ま た は 他 の レ ト ロ ウ イ ル ス に
感 染 し た 患 者 を 治 療 す る た め の 治 療 用 組 成 物 と し て 有 用 で あ る 。 し た が っ て 、 1種 以 上 の
本 発 明 の ペ プ チ ド と 1種 以 上 の 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 ま た は 希 釈 剤 と を 含 む 医 薬 組 成 物 も
提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
し た が っ て 、 本 発 明 の 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 HIV粒 子 の 産 生 を 減 少 さ せ る の に 有 効 で
あ る 、 哺 乳 動 物 Tsg101タ ン パ ク 質 由 来 の ペ プ チ ド を 同 定 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 前 記
方 法 は 、 （ a） 第 1発 現 構 築 物 （ 第 1発 現 構 築 物 は 哺 乳 動 物 tsg101遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 の 一
部 分 を 含 む ） を 哺 乳 動 物 細 胞 内 に 導 入 し 、 （ b） HIVウ イ ル ス 、 ま た は HIV gag、 polお よ び
revコ ー ド 配 列 を 含 む 1以 上 の 発 現 ベ ク タ ー を 該 哺 乳 動 物 細 胞 内 に 導 入 し 、 （ c） 該 ト ラ ン
ス フ ェ ク ト 哺 乳 動 物 細 胞 を 、 適 当 な 培 地 中 、 十 分 な 時 間 に わ た り 及 び 十 分 な 条 件 下 で イ ン
キ ュ ベ ー ト し て 、 哺 乳 動 物 tsg101遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 の 該 部 分 に コ ー ド さ れ る 遺 伝 子 産 物
な ら び に HIV gag、 polお よ び rev遺 伝 子 に コ ー ド さ れ る 遺 伝 子 産 物 を 発 現 す る 哺 乳 動 物 細
胞 の 培 養 物 を 得 る 工 程 を 含 む 。 HIV gag、 polお よ び rev遺 伝 子 を 含 む 1以 上 の 発 現 ベ ク タ ー
を 使 用 し て 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 場 合 に は 、 粒 子 に 結 合 し た p24（ キ ャ プ シ ド タ ン
パ ク 質 ） の レ ベ ル を 測 定 す る こ と が で き る 。 哺 乳 動 物 tsg101遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 の 一 部 分
を 含 む 発 現 構 築 物 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ て い な い 対 照 の 哺 乳 動 物 細 胞 培 養 物 と 比 較 し て
、 粒 子 結 合 p24の レ ベ ル が 低 い と い う 知 見 は 、 HIV粒 子 形 成 を 減 少 さ せ る の に 有 効 な Tsg101
ペ プ チ ド の 同 定 と 相 関 す る 。 哺 乳 動 物 細 胞 に HIVウ イ ル ス を 加 え た 場 合 に は 、 前 記 の と お
り 、 粒 子 結 合 p24を 測 定 し 、 相 関 づ け る こ と が 可 能 で あ る 。 あ る い は 、 哺 乳 動 物 細 胞 に HIV
ウ イ ル ス を 加 え た 場 合 に は 、 該 細 胞 か ら 放 出 さ れ た HIV粒 子 を 定 量 す る こ と が で き る 。 哺
乳 動 物 tsg101遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 の 一 部 分 を 含 む 発 現 構 築 物 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ て い
な い 対 照 の 哺 乳 動 物 細 胞 培 養 物 と 比 較 し て 、 HIV粒 子 の 産 生 が 少 な い と い う 知 見 は 、 HIV粒
子 の 産 生 を 減 少 さ せ る の に 有 効 な ペ プ チ ド の 同 定 と 相 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
本 発 明 の も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 （ a） 哺 乳 動 物 細 胞 （ 該 哺 乳 動 物 細 胞 は 、 哺 乳 動
物 tsg101遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 の 一 部 分 を 含 む 発 現 構 築 物 を 含 ん で い て 、 哺 乳 動 物 tsg101遺
伝 子 の コ ー ド 配 列 の 該 部 分 に コ ー ド さ れ る 遺 伝 子 産 物 を 発 現 し 、 か つ HIVウ イ ル ス に 感 染
し て い る ） の 培 養 物 中 に 放 出 さ れ た HIVウ イ ル ス 粒 子 の レ ベ ル を 測 定 し 、 （ b） 該 HIV粒 子
の レ ベ ル と 、 類 似 し た 条 件 下 で 対 照 の 哺 乳 動 物 細 胞 （ 該 対 照 の 哺 乳 動 物 細 胞 は 、 哺 乳 動 物
tsg101遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 の 一 部 分 を 含 む 該 発 現 構 築 物 を 含 ま な い ） 培 養 物 中 に 放 出 さ れ
た HIV粒 子 の レ ベ ル と を 、 比 較 す る こ と を 含 む 方 法 に よ り 、 哺 乳 動 物 tsg101タ ン パ ク 質 中
の ペ プ チ ド を 同 定 す る 。 前 記 方 法 に お い て は 、 工 程 （ a） で 測 定 し た HIV粒 子 の レ ベ ル が 、
対 照 の 哺 乳 動 物 細 胞 の 培 養 物 の HIV粒 子 の レ ベ ル と 比 較 し て 、 所 定 の 閾 値 レ ベ ル 未 満 で あ
れ ば 、 前 記 の 哺 乳 動 物 tsg101遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 の 該 部 分 に コ ー ド さ れ る 遺 伝 子 産 物 は 、
HIV粒 子 の 産 生 を 減 少 さ せ る の に 有 効 で あ る と 同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
本 発 明 の 更 に も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 （ a） 哺 乳 動 物 細 胞 ［ 該 哺 乳 動 物 細 胞 は 、 （
i） 哺 乳 動 物 tsg101遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 の 一 部 分 を 含 む 発 現 構 築 物 お よ び （ ii） HIV gagコ
ー ド 配 列 を 含 む 発 現 構 築 物 を 含 ん で い て 、 哺 乳 動 物 tsg101遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 の 該 部 分 に
コ ー ド さ れ る 遺 伝 子 産 物 と HIV gag遺 伝 子 に コ ー ド さ れ る 遺 伝 子 産 物 と を 発 現 す る ］ の 培
養 物 中 に 放 出 さ れ た HIVウ イ ル ス 粒 子 の レ ベ ル を 測 定 し 、 （ b） 該 放 出 HIVウ イ ル ス 粒 子 の
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レ ベ ル と 、 類 似 し た 条 件 下 で 対 照 の 哺 乳 動 物 細 胞 （ 該 対 照 の 哺 乳 動 物 細 胞 は 、 HIV gagコ
ー ド 配 列 を 含 む 1以 上 の 発 現 構 築 物 を 含 ん で い て 、 HIV gag遺 伝 子 に コ ー ド さ れ る 遺 伝 子 産
物 を 発 現 す る が 、 哺 乳 動 物 tsg101遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 の 一 部 分 を 含 む 該 発 現 構 築 物 を 含 ま
な い ） の 培 養 物 中 に 放 出 さ れ た HIVウ イ ル ス 粒 子 の レ ベ ル と を 、 比 較 す る こ と を 含 む 方 法
に よ り 、 哺 乳 動 物 tsg101タ ン パ ク 質 中 の ペ プ チ ド を 同 定 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
本 発 明 の 更 に も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 （ a） 哺 乳 動 物 細 胞 ［ 該 哺 乳 動 物 細 胞 は 、 （
i） 哺 乳 動 物 tsg101遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 の 一 部 分 を 含 む 発 現 構 築 物 な ら び に （ ii） HIV gag
、 polお よ び revコ ー ド 配 列 を 含 む 1以 上 の 発 現 構 築 物 を 含 ん で い て 、 哺 乳 動 物 tsg101遺 伝
子 の コ ー ド 配 列 の 該 部 分 に コ ー ド さ れ る 遺 伝 子 産 物 と HIV gag、 polお よ び rev遺 伝 子 に コ
ー ド さ れ る 遺 伝 子 産 物 と を 発 現 す る ］ の 培 養 物 中 に 放 出 さ れ た HIV粒 子 の レ ベ ル を 測 定 し
、 （ b） 該 放 出 HIV粒 子 の レ ベ ル と 、 類 似 し た 条 件 下 で 対 照 の 哺 乳 動 物 細 胞 （ 該 対 照 の 哺 乳
動 物 細 胞 は 、 HIV gag、 polお よ び revコ ー ド 配 列 を 含 む 1以 上 の 発 現 構 築 物 を 含 ん で い て 、
HIV gag、 polお よ び rev遺 伝 子 に コ ー ド さ れ る 遺 伝 子 産 物 を 発 現 す る が 、 哺 乳 動 物 tsg101
遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 の 一 部 分 を 含 む 該 発 現 構 築 物 を 含 ま な い ） の 培 養 物 中 に 放 出 さ れ た HI
V粒 子 の レ ベ ル と を 、 比 較 す る こ と を 含 む 方 法 に よ り 、 哺 乳 動 物 tsg101タ ン パ ク 質 中 の ペ
プ チ ド を 同 定 す る 。 こ れ ら の 実 施 形 態 に お い て は 、 工 程 （ a） で 測 定 し た HIVウ イ ル ス 粒 子
の レ ベ ル が 、 対 照 の 哺 乳 動 物 細 胞 の 培 養 物 中 に 放 出 さ れ た HIVウ イ ル ス 粒 子 の レ ベ ル と 比
較 し て 、 所 定 の 閾 値 レ ベ ル 未 満 で あ れ ば 、 哺 乳 動 物 tsg101遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 の 該 部 分 に
コ ー ド さ れ る 遺 伝 子 産 物 は 、 HIV粒 子 の 産 生 を 減 少 さ せ る の に 有 効 で あ る と 同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 同 定 さ れ た ペ プ チ ド は 、 放 出 さ れ た HIV粒 子 の レ
ベ ル ま た は 培 養 物 中 の 粒 子 結 合 p24の レ ベ ル の 少 な く と も 2倍 、 4倍 、 90％ 、 95％ 、 99％ ま
た は 99.5％ の 減 少 を 引 き 起 こ す 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 HIV粒 子 の 産 生 を 減 少 さ せ る の に 有 効 で あ る 、 哺 乳 動 物 Ts
g101タ ン パ ク 質 由 来 の ペ プ チ ド を 同 定 す る た め の 方 法 は 、 前 記 の 方 法 に お い て 、 哺 乳 動 物
tsg101遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 の 一 部 分 を 含 む 発 現 構 築 物 を 使 用 す る 代 わ り に 、 哺 乳 動 物 Tsg1
01タ ン パ ク 質 の ラ ン ダ ム な 断 片 （ ペ プ チ ド ） を 作 製 し 、 同 様 に HIVに 感 染 し た 又 は HIV gag
、 polお よ び revコ ー ド 配 列 を 含 む 1以 上 の 発 現 構 築 物 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 哺 乳 動 物
細 胞 に 添 加 す る こ と に よ り 行 う こ と が 可 能 で あ る 。 Tsg101断 片 （ ペ プ チ ド ） は 、 周 知 の 浸
透 （ permeation） 方 法 を 用 い て 哺 乳 動 物 細 胞 内 に 導 入 す る こ と が で き る 。 こ の 実 施 形 態 は
、 HIVま た は 他 の ウ イ ル ス 粒 子 の 産 生 を 減 少 さ せ る の に 有 効 で あ る 他 の 分 子 の 同 定 に も 適
用 可 能 で あ る こ と が 、 当 業 者 に は 明 ら か で あ ろ う 。 し た が っ て 、 本 発 明 の も う 1つ の 態 様
に お い て は 、 HIVま た は 他 の ウ イ ル ス 粒 子 の 産 生 を 減 少 さ せ る の に 有 効 で あ る 分 子 を 同 定
す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 粒 子 （ 例 え ば 、 HIV-1お よ び HI
V-2、 サ ル 免 疫 不 全 ウ イ ル ス （ SIV） を 含 む レ ン チ ウ イ ル ス の 粒 子 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら
に 限 定 さ れ る も の で は な い ） の 産 生 を 減 少 さ せ る の に 有 効 で あ る 、 哺 乳 動 物 Tsg101タ ン パ
ク 質 由 来 の ペ プ チ ド ま た は 断 片 を 同 定 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 前 記 方 法 は 、 HIV Gag
タ ン パ ク 質 の PTAPモ チ ー フ を 含 む ペ プ チ ド に 結 合 す る ペ プ チ ド を 同 定 す る こ と を 含 む 。 好
ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 PTAPモ チ ー フ を 含 む ペ プ チ ド は 配 列 番 号 4の ペ プ チ ド で あ る
。 も う 1つ の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 PTAPモ チ ー フ を 含 む ペ プ チ ド は HIV Gagタ ン パ
ク 質 で あ る 。 ペ プ チ ド の 結 合 を 同 定 す る た め の 、 当 業 者 に 公 知 の 任 意 の 標 準 的 な 方 法 を 用
い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
好 ま し く は 、 哺 乳 動 物 tsg101遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 の 前 記 部 分 は 、 Tsg101の UEV Aド メ イ ン
の 少 な く と も 一 部 を 含 む 。 UEV A領 域 は 哺 乳 動 物 Tsg101の ア ミ ノ 酸 1～ 140に ま た が っ て い
る 。
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【 ０ ０ ３ ２ 】
も う 1つ の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 哺 乳 動 物 細 胞 が 霊 長 類 細 胞 で あ る 。 本 発 明 を 実
施 す る の に 有 用 な 哺 乳 動 物 細 胞 に は 、 ミ ド リ ザ ル 腎 細 胞 、 ヒ ト HeLa細 胞 お よ び ヒ ト 293細
胞 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 こ れ ら の 及 び 他 の 哺 乳 動 物 細 胞 系 は
、 American Type Culture Collection (ATCC) (Manassas, Va)の よ う な 種 々 の 入 手 源 か ら
入 手 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
哺 乳 動 物 tsg101遺 伝 子 は ど の よ う な 哺 乳 動 物 細 胞 か ら 得 て も よ い 。 例 え ば 、 ヒ ト tsg101遺
伝 子 は B細 胞 ま た は B細 胞 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 す る こ と が で き る （ Durfee T.ら , 1993, G
enes Dev. 7: 555-569） 。 同 様 に 、 マ ウ ス ま た は 他 の 哺 乳 動 物 tsg101遺 伝 子 を B細 胞 ま た
は B細 胞 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 す る こ と も で き る 。 ヒ ト tsg101遺 伝 子 お よ び マ ウ ス tsg101
遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び 対 応 ア ミ ノ 酸 配 列 は 公 知 で あ る 。 例 え ば 、 参 照 に よ り 本
明 細 書 に 組 み 入 れ る Li, L.ら  (1997) Cell 88: 143-154を 参 照 さ れ た い 。 関 連 す る マ ウ ス
お よ び ヒ ト tsg101遺 伝 子 も 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る 米 国 特 許 第 5,807,995号 、
第 5,892,016号 、 第 5,679,523号 お よ び 第 5,891,668号 に 開 示 さ れ て い る 。 前 記 の 開 示 お よ
び 本 明 細 書 に 記 載 の 他 の 任 意 の 刊 行 物 を 、 そ れ ら の 内 容 が 本 明 細 書 に 完 全 に 記 載 さ れ て い
る も の と し て 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る こ と と す る 。 ま た 、 マ ウ ス Tsg101タ ン パ
ク 質 は 、 本 明 細 書 で は 配 列 番 号 1と し て 記 載 さ れ て い る 。 ヒ ト Tsg101タ ン パ ク 質 は 、 本 明
細 書 で は 配 列 番 号 2と し て 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
哺 乳 動 物 Tsg101タ ン パ ク 質 由 来 の ペ プ チ ド は 、 tsg101コ ー ド 配 列 の 3'末 端 、 5'末 端 、 ま た
は 3'末 端 お よ び 5'末 端 の 両 方 を 遺 伝 子 操 作 に よ り ト ラ ン ケ ー ト す る こ と に よ り 得 る こ と が
で き る 。 in vitro突 然 変 異 誘 発 は 、 簡 便 な 制 限 部 位 を 導 入 す る の に 有 用 で あ る 。 こ の 用 途
に 特 に 適 し た 種 々 の 商 業 的 に 入 手 可 能 な キ ッ ト が あ り 、 例 え ば 、 T7-Gene in vitro Mutag
enesis Kit（ USB, Cleveland, OH） お よ び Quikchange Site Directed Mutagenesis Kit（
Stratagene, San Diego, CA） が 挙 げ ら れ る 。 あ る い は 、 tsg101コ ー ド 配 列 の 特 定 の 部 分
の 直 接 的 な 増 幅 を 可 能 に す る よ う な PCRプ ラ イ マ ー を 画 定 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 実
施 例 1を 参 照 さ れ た い ） 。 好 ま し く は 、 tsg101コ ー ド 配 列 の 前 記 部 分 は UEVA領 域 の 一 部 分
に 対 応 す る 。 哺 乳 動 物 tsg101遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 の 前 記 部 分 は 、 多 種 多 様 な タ イ プ の 配 列
ベ ク タ ー 内 に 挿 入 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 哺 乳 動 物 tsg101遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 の 部 分
を 含 む 発 現 構 築 物 は 、 哺 乳 動 物 細 胞 内 で 機 能 す る 任 意 の 発 現 構 築 物 で あ り う る 。 よ り 好 ま
し い 実 施 形 態 に お い て は 、 ヘ テ ロ 二 量 体 の エ ク ジ ソ ン 誘 導 性 受 容 体 ［ こ れ は 、 ホ ル モ ン で
あ る エ ク ジ ソ ン ま た は エ ク ジ ソ ン 類 似 体 （ 例 え ば 、 プ ロ ナ ス テ ロ ン ） と 一 緒 に な っ て 、 転
写 ア ク チ ベ ー タ ー 複 合 体 を 形 成 し 、 該 複 合 体 は tsg101の 発 現 を 駆 動 す る プ ロ モ ー タ ー に 結
合 す る ］ の 両 方 の 単 量 体 を コ ー ド す る ベ ク タ ー 内 に 、 tsg101遺 伝 子 の 一 部 の コ ー ド 配 列 を
配 置 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
種 々 の HIV遺 伝 子 を コ ー ド す る 発 現 ベ ク タ ー が 広 く 知 ら れ て お り 、 入 手 可 能 で あ る 。 例 え
ば 、 tgp-RRE-r（ Smithら  1990 J. Virol. 64:2743-2750） は 、 gagコ ー ド 領 域 お よ び polコ
ー ド 領 域 の 両 方 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー で あ る 。 pCMV-revは 、 HIV-1 rev遺 伝 子 を 含 む 発 現 ベ
ク タ ー で あ る 。 Revは 、 gagお よ び polの 発 現 に 必 要 な HIV-1コ ー ド 化 タ ン パ ク 質 で あ る 。 哺
乳 動 物 宿 主 細 胞 に お い て は 、 tsg101コ ー ド 配 列 の 一 部 な ら び に HIV gag、 polお よ び revコ
ー ド 配 列 を 発 現 さ せ る た め に 、 ウ イ ル ス お よ び 細 胞 DNAか ら の エ レ メ ン ト を 用 い る 多 数 の
発 現 系 を 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
細 胞 か ら 放 出 さ れ た HIV粒 子 を 定 量 す る た め に は 、 任 意 の 公 知 方 法 を 用 い る こ と が で き る
。 細 胞 か ら 放 出 さ れ た HIV粒 子 の 定 量 は 、 種 々 の 方 法 、 例 え ば 、 p24 ELISAに よ り 又 は Flin
t, S. J.ら , 2000, Principles of Virology : Molecular Biology, Pathogenesis and C
ontrol, ASM Press, Washington, D. C.に 記 載 の 感 染 性 ア ッ セ イ に よ り 行 う こ と が で き る
。 ま ず 、 フ ィ ル タ ー （ 例 え ば 、 0.22μ mの フ ィ ル タ ー ） に 通 し 、 つ い で 20％  ス ク ロ ー ス ク
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ッ シ ョ ン に よ る 超 遠 心 に 付 す こ と に よ り 、 ウ イ ル ス 粒 子 を 培 地 ま た は 上 清 か ら 単 離 す る 。
適 当 な 界 面 活 性 剤 （ 例 え ば 、 1％  SDS） で HIV粒 子 を 破 壊 し た 後 、 12.5％  SDSポ リ ア ク リ ル
ア ミ ド ゲ ル に よ る 電 気 泳 動 お よ び そ れ に 続 く 、 p24に 特 異 的 な 抗 体 ［ 例 え ば 、 天 然 形 態 の C
Aタ ン パ ク 質 に 対 し て 産 生 さ せ た 抗 CAウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ehrlich, L. S.ら , 199
0 AIDS Res & Hum. Retro. 6:1169-1175） ま た は 抗 CAマ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ NEN-Du
Pont） ］ を 使 用 す る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ り 、 p24タ ン パ ク 質 を 分 離 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
本 発 明 に お い て は 、 HIV粒 子 の 産 生 を 減 少 さ せ る の に 有 効 で あ り 、 か つ 前 記 の 本 発 明 ア ッ
セ イ に よ り 同 定 さ れ た 、 哺 乳 動 物 Tsg101タ ン パ ク 質 の 少 な く と も 約 4個 連 続 し た ア ミ ノ 酸
を 含 む Tsg101ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 好 ま し く は 、 本 ペ プ チ ド は 、 HIV粒 子 の 産 生 を 減 少 さ
せ る の に 有 効 で あ り 、 前 記 の 本 発 明 ア ッ セ イ に よ り 同 定 さ れ た 、 少 な く と も 約 5個 連 続 し
た ア ミ ノ 酸 を 含 む 。 よ り 一 層 好 ま し い の は 、 少 な く と も 6個 連 続 し た ア ミ ノ 酸 を 含 み 、 HIV
粒 子 の 産 生 を 減 少 さ せ る の に 有 効 で あ り 、 前 記 の 本 発 明 ア ッ セ イ に よ り 同 定 さ れ た ペ プ チ
ド で あ る 。 最 も 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 本 ペ プ チ ド は 少 な く と も 約 7個 連 続 し た ア
ミ ノ 酸 を 含 む 。 し た が っ て 、 例 え ば 、 本 ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 1ま た は 配 列 番 号 2に 記 載 の
ア ミ ノ 酸 配 列 の 少 な く と も 約 4個 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 5個 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と
も 約 6個 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 7個 連 続 し た ア ミ ノ 酸 を 含 み う る 。 好 ま し く は 、 本
ペ プ チ ド は 、 哺 乳 動 物 Tsg101タ ン パ ク 質 の UEV Aド メ イ ン の 部 分 に 由 来 す る 又 は そ れ を 含
む 。 本 発 明 で 用 い る 「 ペ プ チ ド 」 は 、 少 な く と も 約 4個 の ア ミ ノ 酸 を 含 む Tsg101タ ン パ ク
質 の 断 片 を 意 味 す る 。 し た が っ て 、 ペ プ チ ド は 、 哺 乳 動 物 Tsg101タ ン パ ク 質 の わ ず か 約 4
個 の ア ミ ノ 酸 し か 含 ま な い も の で あ っ て も よ い 。 本 ペ プ チ ド は ま た 、 哺 乳 動 物 Tsg101タ ン
パ ク 質 由 来 の 約 4～ 約 140の 任 意 の 個 数 の 連 続 的 ア ミ ノ 酸 を 含 み う る 。 本 発 明 で は 、 約 140
ア ミ ノ 酸 よ り 大 き な ア ミ ノ 酸 配 列 は Tsg101断 片 と 称 さ れ る 。 ま た 、 本 ペ プ チ ド の 類 似 体 、
ホ モ ロ グ 、 断 片 、 化 学 誘 導 体 お よ び 製 薬 上 許 容 さ れ る 塩 も 、 「 ペ プ チ ド 」 な る 語 の 範 囲 内
に 含 ま れ る 。 本 ペ プ チ ド は ア ミ ノ 酸 単 位 の 反 復 も 含 み う る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
「 類 似 体 」 は 、 本 ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る 置 換 体 ま た は 改 変 体 を 意 味 し 、 こ こ で
、 ア ミ ノ 酸 残 基 の 置 換 ま た は 改 変 、 例 え ば 付 加 お よ び 欠 失 は 、 HIV粒 子 の 産 生 を 減 少 さ せ
る 又 は Tsg101-Gag結 合 を 阻 害 す る と い う 特 性 を 妨 げ な い 。 し た が っ て 、 類 似 体 は 、 本 ペ プ
チ ド と 実 質 的 に 同 一 な ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 か つ 1個 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 化 学 的 に 類 似
し た ア ミ ノ 酸 で 保 存 的 に 置 換 さ れ て い る ペ プ チ ド を 含 み う る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
本 ペ プ チ ド を 製 造 す る た め の 前 記 の 組 換 え DNA技 術 に 加 え て 、 多 数 の 公 知 技 術 に よ り 、 本
発 明 の ペ プ チ ド を 合 成 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Merrifieldに よ り J. Am. Chem. Soc. 
85:2149-2154 (1963)に 最 初 に 記 載 さ れ た 固 相 合 成 法 を 用 い て 、 ペ プ チ ド を 製 造 す る こ と
が で き る 。 他 の ペ プ チ ド 合 成 技 術 は 、 M. Bodanszkyら , Peptide Synthesis, John Wiley 
& Sons, 2d Ed. (1976)、 お よ び 当 業 者 に 容 易 に 入 手 可 能 な 他 の 参 考 文 献 に 記 載 さ れ て い
る 。 ポ リ ペ プ チ ド 合 成 技 術 の 概 要 は 、 J. Stuartお よ び J. D. Young. Solid Phase Peptid
e Synthesis, Pierce Chemical Company, Rockford, Ill., (1984)に 記 載 さ れ て い る 。 ま
た 、 The Proteins, Vol.II, 3d Ed., Neurath, H.ら 編 , p.105-236, Academin Press, Ne
w York, N. Y. (1976)に 記 載 さ れ て い る 液 相 法 に よ っ て も 、 ペ プ チ ド を 合 成 す る こ と が で
き る 。 種 々 の ペ プ チ ド 合 成 に 使 用 す る 適 当 な 保 護 基 は 、 前 記 文 献 お よ び J. F. W. McOmie,
 Protective Groups in Organic Chemistry, Pelenu Press, New York, N. Y. (1973)に
記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
ま た 、 哺 乳 動 物 Tsg101タ ン パ ク 質 の よ り 大 き な 部 分 ま た は 全 哺 乳 動 物 Tsg101タ ン パ ク 質 の
化 学 的 ま た は 酵 素 的 切 断 に よ っ て も 、 本 発 明 の ペ プ チ ド を 製 造 す る こ と が 可 能 で あ ろ う 。
本 発 明 の ペ プ チ ド は 、 好 ま し く は 、 Merrifieldの 固 相 法 に よ り 化 学 合 成 す る 。 一 般 に は 、
こ の 方 法 は 、 1個 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 逐 次 的 付 加 に よ り ペ プ チ ド 鎖 を 伸 長 さ せ る こ と を
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含 む 。 通 常 、 第 1ア ミ ノ 酸 残 基 の ア ミ ノ 基 ま た は カ ル ボ キ シ ル 基 を 、 選 択 的 に 除 去 し う る
適 当 な 保 護 基 で 保 護 す る 。 反 応 性 側 鎖 基 を 含 有 す る ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば 、 リ シ ン ） に は 、 選
択 的 に 除 去 し う る 異 な る 保 護 基 を 使 用 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
好 ま し い 固 相 合 成 法 は 、 保 護 さ れ た 又 は 誘 導 体 化 さ れ た ア ミ ノ 酸 を そ の 未 保 護 カ ル ボ キ シ
ル ま た は ア ミ ノ 基 を 介 し て 不 活 性 固 相 支 持 体 に 結 合 さ せ る こ と を 含 む 。 つ い で 該 ア ミ ノ ま
た は カ ル ボ キ シ ル 基 の 保 護 基 を 選 択 的 に 除 去 し 、 適 切 に 保 護 さ れ た 相 補 （ complementary
） （ ア ミ ノ ま た は カ ル ボ キ シ ル ） 基 を 有 す る 次 の 配 列 順 序 の ア ミ ノ 酸 を 混 合 し 、 固 相 支 持
体 に 既 に 結 合 し て い る 残 基 と の ア ミ ド 結 合 の 形 成 に 適 し た 条 件 下 で 反 応 さ せ る 。 つ い で ア
ミ ノ ま た は カ ル ボ キ シ ル 基 の 保 護 基 を 、 こ の 新 た に 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 残 基 か ら 除 去 し 、
次 の ア ミ ノ 酸 （ 適 切 に 保 護 さ れ た も の ） を 加 え る こ と を 繰 り 返 す 。 す べ て の 所 望 の ア ミ ノ
酸 が 適 当 な 配 列 で 連 結 さ れ た 後 、 残 存 し て い る 末 端 保 護 基 お よ び 側 鎖 保 護 基 （ 固 相 支 持 体
を 含 む ） を 逐 次 的 ま た は 同 時 に 除 去 し て 、 最 終 的 な ペ プ チ ド を 得 る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
本 発 明 の 更 に も う 1つ の 態 様 に お い て は 、 HIV-1後 期 （ L） ド メ イ ン の 少 な く と も 4個 連 続 し
た ア ミ ノ 酸 を 含 み か つ Tsg101タ ン パ ク 質 と HIV Gagと の 間 の 相 互 作 用 を 阻 害 す る ペ プ チ ド
を 同 定 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 HIV-1後 期 Lド メ イ ン は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 PTAPP（ 配 列 番
号 3） （ こ れ は PTAPPモ チ ー フ と も 称 さ れ る ） か ら 構 成 さ れ る 。 し た が っ て 、 前 記 方 法 に よ
り 同 定 さ れ た ペ プ チ ド は PTAPPモ チ ー フ の 少 な く と も 4個 連 続 し た ア ミ ノ 酸 を 有 し 、 ま た 、
ア ミ ノ 末 端 お よ び カ ル ボ キ シ 末 端 の 一 方 ま た は 両 方 に 追 加 的 な ア ミ ノ 酸 を 含 み う る 。 好 ま
し く は 、 前 記 方 法 に よ り 同 定 さ れ た ペ プ チ ド は 、 PTAPPモ チ ー フ を 含 む 少 な く と も 7個 の ア
ミ ノ 酸 を 含 む 。 よ り 好 ま し く は 、 前 記 方 法 に よ り 同 定 さ れ た ペ プ チ ド は 、 PTAPPモ チ ー フ
の 少 な く と も 4個 の ア ミ ノ 酸 と 、 天 然 に お い て PTAPPモ チ ー フ に 隣 接 し て い る 1個 以 上 の ア
ミ ノ 酸 と を 含 む 。 PTAPPか ら 誘 導 さ れ る ペ プ チ ド は 、 5ア ミ ノ 酸 PTAPPモ チ ー フ の 反 復 を 含
む こ と が で き る 。 PTAPPモ チ ー フ に 隣 接 し た ア ミ ノ 酸 を 以 下 に 示 す （ Lド メ イ ン が 下 線 で 示
さ れ て い る ） 。
ALQSRPE EES（ 配 列 番 号 4） 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
HIV-1 Gagp6後 期 （ L） ド メ イ ン を 含 み か つ Tsg101タ ン パ ク 質 と HIV Gagと の 相 互 作 用 を 阻
害 す る ペ プ チ ド を 同 定 す る た め の 方 法 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む 。 第 1に 、 HIV-1 Gagま た は HI
V-1 Gagp6後 期 （ L） ド メ イ ン を 含 む ペ プ チ ド を 固 相 支 持 体 ま た は 表 面 （ 例 え ば 、 ビ ー ズ 、
プ レ ー ト 、 ス ラ イ ド ま た は マ イ ク ロ タ イ タ ー デ ィ ッ シ ュ ） 上 に 固 定 化 す る 。 固 定 化 は 、 特
異 的 抗 Gagも し く は HIV Gagp6後 期 ド メ イ ン 抗 体 ま た は 他 の 化 学 的 リ ン カ ー （ 例 え ば 、 UVク
ロ ス リ ン カ ー ） を 使 用 し て 行 な う こ と が で き る 。 実 験 用 お よ び 対 照 用 の 両 方 の 試 験 を 行 う
。 し た が っ て 、 少 な く と も 2つ の 個 別 の 固 相 支 持 体 ま た は 表 面 （ す な わ ち 、 第 1お よ び 第 2
固 相 支 持 体 ま た は 表 面 ） は 、 そ の 上 に 固 定 化 さ れ た HIV-1 Gagま た は HIV-1 Gagp6後 期 （ L
） ド メ イ ン を 有 す る （ 例 え ば 、 実 験 用 試 験 の た め の 1つ の カ ラ ム お よ び 対 照 用 試 験 の た め
の 1つ の カ ラ ム ） 。 標 識 Tsg101タ ン パ ク 質 、 バ ッ フ ァ ー お よ び HIV-1 Gagp6後 期 （ L） ド メ
イ ン 含 有 ペ プ チ ド を 含 む 第 1（ 実 験 用 ） 反 応 混 合 物 を 、 十 分 な 時 間 に わ た り 約 4℃ で イ ン キ
ュ ベ ー ト す る 。 ま た 、 標 識 TSG101と バ ッ フ ァ ー と を 含 む 第 2（ 対 照 用 ） 反 応 混 合 物 を 、 十
分 な 時 間 に わ た り 約 4℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 好 ま し く は 、 十 分 な 時 間 は 約 60分 で あ る
。 第 1（ 実 験 用 ） 反 応 混 合 物 を 第 1固 相 支 持 体 ま た は 表 面 に 加 え 、 液 相 中 で 十 分 な 時 間 に わ
た り 約 4℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 同 様 に し て 、 第 2（ 対 照 用 ） 反 応 混 合 物 を 第 2固 相 支 持
体 ま た は 表 面 に 加 え 、 液 相 中 で 十 分 な 時 間 に わ た り 約 4℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 好 ま し
く は 、 十 分 な 時 間 は 約 60分 で あ る 。 次 に 、 第 1固 相 支 持 体 ま た は 表 面 を 液 相 か ら 分 離 し て
第 1固 相 を 得 る 。 同 様 に し て 、 第 2固 相 支 持 体 ま た は 表 面 を 液 相 か ら 分 離 し て 第 2固 相 を 得
る 。 つ い で 第 1固 相 お よ び 第 2固 相 中 の 標 識 Tsg101の 量 を 測 定 す る 。 第 2固 相 中 の 標 識 Tsg10
1の 量 と 比 較 し た 場 合 の 第 1固 相 中 の 標 識 TSG101の 量 の 減 少 は 、 HIV-1 Gagp6後 期 （ L） ド メ
イ ン を 含 み か つ Tsg101タ ン パ ク 質 と HIV Gagと の 間 の 相 互 作 用 を 阻 害 す る ペ プ チ ド の 同 定
と 相 関 す る 。 HIV-1 Gagま た は HIV-1 Gagp6後 期 （ L） ド メ イ ン を 含 む 固 定 化 ペ プ チ ド に 結
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合 さ れ 得 る 適 当 な 抗 体 に は 、 抗 p6ラ ッ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ ABI） お よ び 抗 Gag CA（ NEN
-Dupont） が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
本 発 明 は ま た 、 Tsg101が 相 互 作 用 す る ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 の PTAPま た は 関 連 モ チ ー フ と Ts
g101と の 相 互 作 用 を モ ジ ュ レ ー ト ま た は 阻 害 す る 、 PTAPモ チ ー フ を 含 む ペ プ チ ド を 同 定 す
る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 前 記 ペ プ チ ド は 、 ウ イ ル ス 粒 子 （ 例 え ば 、 HIV-1お よ び HIV-2、
サ ル 免 疫 不 全 ウ イ ル ス （ SIV） を 含 む レ ン チ ウ イ ル ス の 粒 子 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限
定 さ れ る も の で は な い ） の 産 生 を 減 少 さ せ る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 前 記 方 法 は 、
TSG101タ ン パ ク 質 と 結 合 す る PTAPモ チ ー フ を 含 む ペ プ チ ド を 同 定 す る こ と を 含 む 。 好 ま し
い 実 施 形 態 に お い て は 、 前 記 ペ プ チ ド は 配 列 番 号 4の 配 列 を 含 む 。 前 記 方 法 は 、 Tsg101が
相 互 作 用 す る ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 の PTAPま た は 関 連 モ チ ー フ （ 例 え ば 、 HIV Gagの PTAPモ
チ ー フ ） と Tsg101と の 相 互 作 用 を 、 Tsg101ま た は ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 の 活 性 部 位 へ の 結 合
に よ り モ ジ ュ レ ー ト ま た は 阻 害 す る 他 の 分 子 の 同 定 に も 適 用 可 能 で あ る 。 し た が っ て 、 本
発 明 の も う 1つ の 態 様 に お い て は 、 ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 の PTAPま た は 関 連 モ チ ー フ と Tsg10
1と の 相 互 作 用 を モ ジ ュ レ ー ト ま た は 阻 害 す る 分 子 を 同 定 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 ペ
プ チ ド の 結 合 を 同 定 す る た め の 当 技 術 分 野 で 公 知 の 標 準 的 な 方 法 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
Tsg101は 、 商 業 的 に 入 手 可 能 な 一 般 的 な シ グ ナ ル 生 成 系 の い ず れ か を 利 用 す る 蛍 光 物 質 、
酵 素 、 化 学 発 光 物 質 、 光 増 感 剤 、 懸 濁 可 能 粒 子 ま た は 放 射 性 同 位 体 で 標 識 さ れ て い て も よ
い 。 あ る い は 、 Tsg101は 、 抗 体 、 6Hisタ グ 、 GSTタ グ ま た は イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス エ ピ
ト ー プ （ HAタ グ ） の よ う な タ グ （ 標 識 ） で 標 識 さ れ て い て も よ い 。 前 記 の ア ッ セ イ で 使 用
す る Tsg101タ ン パ ク 質 は 、 マ ウ ス 、 ヒ ト ま た は 他 の 哺 乳 動 物 タ ン パ ク 質 由 来 で あ り う る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
好 ま し く は 、 前 記 ア ッ セ イ に よ り 同 定 さ れ た ペ プ チ ド は 、 Tsg101-HIV Gag相 互 作 用 の 少 な
く と も 約 3倍 の 減 少 を も た ら す 。 本 発 明 の ペ プ チ ド は い ず れ も 、 HIV粒 子 の 形 成 を 減 少 さ せ
る た め の 又 は Tsg101-HIV Gag相 互 作 用 を 阻 害 す る た め の 治 療 用 組 成 物 と し て 使 用 す る こ と
が で き る 。 好 ま し く は 、 治 療 用 組 成 物 は 医 薬 組 成 物 で あ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の ペ プ チ
ド は 、 好 ま し く は 、 治 療 に 有 効 な 量 の 少 な く と も 1つ の 本 発 明 ペ プ チ ド と 1種 以 上 の 製 薬 上
許 容 さ れ る 担 体 ま た は 希 釈 剤 と を 含 有 す る 医 薬 組 成 物 と し て ヒ ト 被 験 者 に 投 与 す る こ と が
で き る 。 「 治 療 に 有 効 な 量 」 な る 語 は 、 本 ペ プ チ ド の 作 用 様 式 に 応 じ て 、 HIV粒 子 の 形 成
ま た は 他 の レ ト ロ ウ イ ル ス の 形 成 を 減 少 さ せ る の に 又 は Tsg101-HIV Gag相 互 作 用 を 阻 害 す
る の に 必 要 な 用 量 を 意 味 す る 。 そ の よ う な 作 用 様 式 は 、 前 記 の 適 当 な ア ッ セ イ に よ り 決 定
さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
ペ プ チ ド 組 成 物 は 、 静 脈 内 に 投 与 さ れ る 場 合 に は 、 担 体 お よ び ／ ま た は 希 釈 剤 お よ び ／ ま
た は 補 助 剤 の よ う な 他 の 成 分 と 組 み 合 わ さ れ る 。 典 型 的 な 担 体 に は 、 例 え ば 、 水 緩 衝 化 水
溶 液 、 エ タ ノ ー ル 、 ポ リ オ ー ル 、 例 え ば グ リ セ ロ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ エ チ
レ ン グ リ コ ー ル 、 そ れ ら の 適 当 な 混 合 物 、 界 面 活 性 剤 ま た は 植 物 油 を 含 む 溶 媒 ま た は 分 散
媒 が 含 ま れ る 。 本 組 成 物 に は 、 糖 ま た は 塩 化 ナ ト リ ウ ム の よ う な 等 張 化 剤 を 含 有 さ せ る こ
と が 可 能 で あ る 。 血 液 か ら の ペ プ チ ド の ク リ ア ラ ン ス を 最 小 限 に 抑 え る た め に 、 ペ プ チ ド
を ア ル ブ ミ ン の よ う な タ ン パ ク 質 担 体 と 共 有 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 そ の 他 の 成 分 の 性
質 に 対 す る 制 限 は な い が 、 そ れ ら は 製 薬 上 許 容 さ れ る も の で あ り 、 意 図 さ れ る そ れ ら の 投
与 に 有 効 で な け れ ば な ら ず 、 該 組 成 物 の 有 効 成 分 の 活 性 を 低 下 さ せ な い も の で な け れ ば な
ら な い 。 本 発 明 の ペ プ チ ド 組 成 物 を 、 好 ま し く は 、 治 療 に 有 効 な 量 の 1種 以 上 の 本 ペ プ チ
ド が 被 験 者 に 徐 放 さ れ る よ う に 液 体 ま た は 半 液 体 形 態 で 、 経 皮 パ ッ チ 中 に 含 浸 さ せ た り 、
皮 下 イ ン サ ー ト 中 に 含 有 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
本 発 明 の ペ プ チ ド を 経 口 投 与 す る 場 合 に は 、 有 効 量 の ペ プ チ ド を 含 有 す る そ の 医 薬 組 成 物
は ま た 、 同 化 可 能 な 食 用 担 体 な ど の よ う な 不 活 性 希 釈 剤 を 含 有 し た り 、 硬 質 ま た は 軟 質 シ
ェ ル ゼ ラ チ ン カ プ セ ル 剤 で あ っ た り 、 錠 剤 に 圧 縮 さ れ て い た り 、 あ る い は エ リ キ シ ル 剤 、
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懸 濁 剤 、 シ ロ ッ プ 剤 な ど と す る こ と が 可 能 で あ る 。 し た が っ て 、 本 ペ プ チ ド は 、 薬 学 的 に
有 効 な 量 で の 簡 便 か つ 効 果 的 な 投 与 の た め に 、 治 療 に 有 効 な 量 の 製 薬 上 許 容 さ れ る 適 当 な
担 体 と 配 合 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
HIV感 染 者 の 治 療 方 法 に 使 用 す る ペ プ チ ド の 厳 密 な 治 療 に 有 効 な 量 は 、 対 象 者 の 年 齢 、 体
重 お よ び ／ ま た は 性 別 、 病 態 の 重 症 度 、 食 事 、 投 与 の 時 間 お よ び 頻 度 、 薬 物 の 組 合 せ お よ
び ／ ま た は 反 応 感 受 性 に 基 づ い て 、 臨 床 医 に よ り 決 定 さ れ る 。 好 ま し く は 、 ペ プ チ ド は 、
投 与 経 路 に 応 じ て 、 投 与 量 と し て 約 0.1～ 100,000μ gの 量 で 、 合 計 用 量 約 1gま で 投 与 す べ
き で あ る と 一 般 に は 述 べ ら れ て い る 。 本 発 明 の ペ プ チ ド 組 成 物 は 最 終 的 に は 血 流 か ら ク リ
ア ラ ン ス さ れ る た め 、 該 組 成 物 の 再 投 与 が 指 示 さ れ 、 そ う す る こ と が 好 ま し い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ５ ０ 】
6．
以 下 の 実 施 例 は 本 発 明 の 例 示 と し て 示 さ れ て お り 、 本 発 明 を 何 ら 限 定 す る も の で は な い 。
【 ０ ０ ５ １ 】

本 実 施 例 に お い て は 、 HIV-1 Pr55 G a g を 酵 母 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド ス ク リ ー ニ ン グ に お い て ベ
イ ト と し て 使 用 し 、 哺 乳 動 物 の 腫 瘍 感 受 性 遺 伝 子 Tsg101の 産 物 で あ る Tsg101（ Li, L. & C
ohen, S. N., 1996, Cell 85, 319-329） を 、 HIV-1 Gagと 相 互 作 用 す る 細 胞 性 タ ン パ ク 質
と し て 同 定 し た 。 本 実 施 例 は 、 in vitroお よ び ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 の 細 胞 質 の 両 方 に お
い て 、 Tsg101が HIV-1 Gagの p6領 域 と 特 異 的 に 相 互 作 用 し た こ と を 示 し て い る 。 p6中 の Lド
メ イ ン 内 の 高 度 に 保 存 さ れ た 2つ の Pro残 基 は 、 Tsg101の 結 合 に き わ め て 重 要 で あ っ た 。 さ
ら に 、 Tsg101中 の UEVド メ イ ン 内 の 改 変 さ れ た Ub結 合 部 位 、 お よ び Tsg101に 特 有 の 他 の 残
基 は 、 Gagと の 相 互 作 用 の 決 定 基 で あ っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 細 胞 輸 送 機 構 の 特 定 の 成 分
が ウ イ ル ス の 出 芽 お よ び 成 熟 に 関 与 し て い る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
ユ ビ キ チ ン 化 は 感 染 細 胞 か ら の ウ イ ル ス 粒 子 の 放 出 に 関 与 し て い る よ う で あ る 。 遊 離 ユ ビ
キ チ ン （ Ub） と 、 p6 Gagの 小 断 片 に 共 有 結 合 し た Ubと が 、 成 熟 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス 粒 子
に お い て 検 出 さ れ る 。 Pr55 G a g 構 造 前 駆 体 ポ リ タ ン パ ク 質 中 の p6領 域 は 、 細 胞 膜 結 合 タ ン
パ ク 質 の 輸 送 に 関 与 す る 推 定 Ub調 節 因 子 で あ る Tsg101と 結 合 す る 。 Tsg101は 、 （ i） 酵 母
ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド ア ッ セ イ 、 （ ii） 精 製 Pr55 G a g と ウ サ ギ 網 状 赤 血 球 ラ イ セ ー ト に よ り 合
成 さ れ た Tsg101と を 使 用 す る in vitro共 免 疫 沈 降 、 お よ び （ iii） gagで ト ラ ン ス フ ェ ク ト
さ れ た COS細 胞 の 細 胞 質 で in vivoに お い て 、 Gagと 相 互 作 用 す る こ と が 判 明 し た 。 p6中 の P
TAPPモ チ ー フ （ ま た は 後 期 （ L） ド メ イ ン ） は 、 細 胞 膜 か ら の 成 熟 ウ イ ル ス の 放 出 に 必 要
と さ れ 、 Pr55 G a g へ の 結 合 の 決 定 因 子 で あ る 。 Ub結 合 （ E2） 酵 素 の Ubc4ク ラ ス に 相 同 で あ
る 、 Tsg101中 の N末 端 領 域 は 、 p6と の 相 互 作 用 の 決 定 因 子 で あ っ た 。 E2酵 素 中 の Ubと 結 合
す る 活 性 部 位 Cysの 代 わ り に 存 在 す る Tsg101中 の Tyr110の 突 然 変 異 、 お よ び Tsg101に 特 有
の 他 の 残 基 の 突 然 変 異 は 、 p6と の 相 互 作 用 を 妨 げ た が 、 こ の こ と は 、 活 性 な E2酵 素 か ら Ts
g101を 区 別 す る 特 徴 が 該 ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 へ の 結 合 に 重 要 で あ っ た こ と を 示 し て い る 。
こ れ ら の 結 果 は 、 HIVに お け る Lド メ イ ン の 機 能 を 、 Ub機 構 と 細 胞 輸 送 装 置 の 特 定 成 分 と に
関 連 づ け る も の で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】

酵 母 内 で の 発 現 の た め の Pr55 G a g  pl-p6お よ び Tsg101 GAL4ハ イ ブ リ ッ ド 、 in vitro発 現 の
た め の ヒ ト Tsg101、 な ら び に 哺 乳 動 物 細 胞 内 で の 発 現 の た め の Pr55 G a g  Δ p 6 を 構 築 す る た
め の PCRお よ び 突 然 変 異 誘 発 に 使 用 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 方 法 を 以 下 に 記 載 し 、
表 1に 示 す 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
酵 母 で 発 現 さ せ る た め の Pr55 G a g お よ び pl-p6ハ イ ブ リ ッ ド ：
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実 施 例

6.1.　 実 施 例 1

材 料 お よ び 方 法
プ ラ ス ミ ド の 構 築



酵 母 発 現 ベ ク タ ー pGBT9ま た は pMA424お よ び pGAD424内 に 連 結 す る た め の イ ン サ ー ト を 合 成
す る た め の 鋳 型 と し て プ ラ ス ミ ド gpVIを 使 用 す る PCRに よ り 、 HIV-1配 列 を 増 幅 し た 。 pgpV
Iは 、 Pr55 G a g 、 お よ び polの 一 部 、 お よ び Pol中 の PR（ D 2 5 A） の 触 媒 部 位 内 の 不 活 性 化 突 然
変 異 を コ ー ド す る 。 完 全 長 gagの PCR断 片 を 合 成 す る た め に 、 5'末 端 プ ラ イ マ ー （ 表 1の オ
リ ゴ 番 号 1） お よ び 3'末 端 プ ラ イ マ ー （ 番 号 2） を 使 用 し た 。 そ れ ら の プ ラ イ マ ー は 、 そ れ
ぞ れ 、 gagの nt 333と PRコ ー ド 領 域 の 末 端 と に ア ニ ー ル し た 。 pGBT9お よ び pGAD424中 に 連
結 す る た め に 、 イ ン サ ー ト 中 の BamHIお よ び BglII部 位 を 操 作 し た 。 MA-CAイ ン サ ー ト の 場
合 に は 、 同 じ 5'末 端 プ ラ イ マ ー （ 番 号 1） お よ び 3'末 端 プ ラ イ マ ー （ 番 号 3） （ こ れ は 、 CA
の C末 端 に お け る gag遺 伝 子 中 の 1421位 に ア ニ ー ル す る ） を 使 用 し た 。 こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド は 、 そ れ ぞ れ 、 制 限 部 位 BglIIお よ び BamHIを 含 有 し て い た 。 CA-p2-NCイ ン サ ー ト
の 場 合 に は 、 CAの N末 端 に お け る gag遺 伝 子 の 730位 に ア ニ ー ル す る 5'プ ラ イ マ ー （ 番 号 4）
、 お よ び p1の C末 端 に お け る gag遺 伝 子 の 1673位 に 相 補 的 な 3'末 端 プ ラ イ マ ー （ 番 号 5） を
使 用 し た 。 PCR産 物 を BglIIで 切 断 し 、 該 ベ ク タ ー 中 の そ の 部 位 に 連 結 し た 。 p1-p6イ ン サ
ー ト の 場 合 に は 、 gag遺 伝 子 に 1636位 に お い て ア ニ ー ル す る 5'末 端 プ ラ イ マ ー （ 番 号 6） 、
お よ び pci遺 伝 子 中 の 2116位 に お い て ア ニ ー ル す る 3'末 端 プ ラ イ マ ー （ 番 号 7） を 使 用 し た
。 得 ら れ た イ ン サ ー ト は 、 gagフ レ ー ム に お け る Gagの p1-p6領 域 、 お よ び pciフ レ ー ム の 最
初 の 99ア ミ ノ 酸 に 及 ぶ も の で あ っ た 。 gagフ レ ー ム の 発 現 の み が 得 ら れ る よ う に 、 そ れ は
、 ヌ ク レ オ チ ド 1636の 上 流 の p1領 域 中 に 位 置 す る フ レ ー ム シ フ ト 部 位 を 欠 い て い た 。 両 方
の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は BglII部 位 を 含 有 し て い た 。 ユ ニ ー ク BglII部 位 に お け る 制 限 消 化
に よ り 、 Pr55 G a g Δ p 6 イ ン サ ー ト を 作 製 し た 。 最 終 的 に は 、 BamHIお よ び SalI部 位 を 使 用 し
て pMA424由 来 の イ ン サ ー ト を pGBT9に 導 入 す る こ と に よ り 、 gag配 列 を pGBT9ベ ク タ ー バ ッ
ク グ ラ ウ ン ド 中 に 配 置 し た 。 Gene Editor（ Promega） を 使 用 す る 突 然 変 異 誘 発 に よ り 、 pG
BT9-p1-p6中 の 欠 失 お よ び 部 位 特 異 的 突 然 変 異 を 作 製 し た 。 突 然 変 異 誘 発 性 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド （ 番 号 8～ 15） を 、 製 造 業 者 の プ ロ ト コ ル に 従 い 使 用 し た 。 ア ミ ノ 酸 の 変 化 に 至 る
点 突 然 変 異 ま た は 欠 失 突 然 変 異 の た め に 導 入 さ れ た ミ ス マ ッ チ 領 域 が 、 そ れ ぞ れ 下 線 ま た
は 「 /」 で 示 さ れ て い る 。 該 ベ ク タ ー 中 の SnaBI制 限 部 位 を 除 去 す る 第 2選 択 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド （ 番 号 13） を 使 用 し て 、 二 重 突 然 変 異 を 作 製 し た 。 SnaBI消 化 に 対 す る 抵 抗 性 に よ
り 突 然 変 異 プ ラ ス ミ ド を 選 択 し た 。 鋳 型 と し て の 突 然 変 異 体 K 4 8 7 Rと 共 に 第 2選 択 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド お よ び K 4 8 7 R突 然 変 異 誘 発 性 オ リ ゴ （ 番 号 11） を 使 用 し て 、 二 重 突 然 変 異 体 K 4 8
7 , 4 9 3 Rを 合 成 し た 。 鋳 型 と し て の Δ PTAPP 1 と 共 に 第 2選 択 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び Δ PTA
PP 2 突 然 変 異 誘 発 性 オ リ ゴ （ 番 号 9） を 使 用 し て 、 二 重 突 然 変 異 体 Δ PTAPP 1 , 2 を 合 成 し た 。
第 2選 択 オ リ ゴ な ら び に オ リ ゴ 番 号 14お よ び 15（ 表 1に 示 さ れ て い る と お り ） を 使 用 し て 、
突 然 変 異 体 Δ PTAPP 1 か ら 、 第 2Δ PTAPP 1 モ チ ー フ 中 の 点 突 然 変 異 を 合 成 し た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
酵 母 内 で 発 現 さ せ る た め の Tsg101ハ イ ブ リ ッ ド ：
pACTベ ク タ ー と し て B細 胞 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 さ れ た Tsg101を 、 酵 母 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド
系 用 の イ ン サ ー ト の PCRの た め の 鋳 型 と し て 使 用 し た 。 該 イ ン サ ー ト を 、 pGAD424中 に 連 結
す る た め に EcoRIお よ び SalI部 位 を 有 す る よ う に 操 作 し た 。 野 生 型 tsg101イ ン サ ー ト の 場
合 に は 、 フ ォ ワ ー ド （ 5'末 端 ） プ ラ イ マ ー （ 番 号 16） は Tsg101の コ ー ド 領 域 の 開 始 部 位 に
相 補 的 で あ っ た 。 リ バ ー ス （ 3'末 端 ） プ ラ イ マ ー は 番 号 17で あ っ た 。 tsg101フ ォ ワ ー ド プ
ラ イ マ ー （ 番 号 16） お よ び リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 番 号 18～ 20（ す べ て 、 該 遺 伝 子 の 下 流 末 端
に 導 入 さ れ た SalI部 位 お よ び 翻 訳 終 結 コ ド ン を 有 す る ） を 使 用 し て 、 3'末 端 に お け る ト ラ
ン ケ ー シ ョ ン を 導 入 し た 。 tsg101リ バ ー ス プ ラ イ マ ー （ 番 号 17） お よ び フ ォ ワ ー ド プ ラ イ
マ ー 番 号 21～ 23（ そ れ ぞ れ 、 該 配 列 の 5'末 端 の 前 に 導 入 さ れ た EcoRI部 位 を 有 す る ） を 使
用 し て 、 5'末 端 に お け る ト ラ ン ケ ー シ ョ ン を 導 入 し た 。 Gene Editorお よ び オ リ ゴ 番 号 24
～ 28を 使 用 し て 、 tsg101中 に 部 位 特 異 的 突 然 変 異 を 作 製 し た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
in vitro発 現 ：
T7プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 の pET3aベ ク タ ー （ Novagen） の BamHI部 位 に 、 ヒ ト tsg101を サ ブ
ク ロ ー ニ ン グ し た 。 5'プ ラ イ マ ー 番 号 29（ こ れ は 、 該 タ ン パ ク 質 中 の ア ミ ノ 酸 10に 対 応 す
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る 位 置 で ア ニ ー ル す る ） お よ び 3'プ ラ イ マ ー 番 号 30（ こ れ は 、 該 コ ー ド 領 域 の C末 端 に ア
ニ ー ル す る ） と 共 に 鋳 型 と し て の pACT-tsg101を 使 用 す る PCRに よ り 、 該 イ ン サ ー ト を 得 た
。
【 ０ ０ ５ ７ 】
哺 乳 動 物 細 胞 で 発 現 さ せ る た め の Pr55 G a g Δ p 6 ：
p6の 最 初 の コ ド ン 中 に 3つ の 点 突 然 変 異 を PCRに よ り 合 成 し て そ れ を 終 止 （ オ ー カ ー ） コ ド
ン に 変 換 す る た め の 鋳 型 と し て 、 pgp-RRE-rを 使 用 し た 。 5'プ ラ イ マ ー （ 番 号 31） は BH10 
gagの ヌ ク レ オ チ ド 1637-1687に ア ニ ー ル し 、 ユ ニ ー ク BglII部 位 を 含 む 。 3'プ ラ イ マ ー （
番 号 32） は 、 ユ ニ ー ク EcoRV部 位 の 下 流 の pol遺 伝 子 中 の ヌ ク レ オ チ ド 2655-2682に ア ニ ー
ル す る 。 pgp-RRE-rプ ラ ス ミ ド お よ び PCRか ら 得 ら れ た 断 片 を BglIIお よ び EcoRVで 切 断 し 、
所 望 の 断 片 を 連 結 し た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
す べ て の 構 築 物 は 、 ABI Prism BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reactionキ
ッ ト （ Perkin-Elmer, Foster City, CA） を 製 造 業 者 の 説 明 に 従 い 使 用 す る 配 列 決 定 に よ
り 確 認 し た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
例 え ば 、 Ehrlich, L. S., Fong, S., Scarlata, S., Zybarth, G. & Carter, C., 1996, 
Biochemistry 35,3933-3943; Durfee, T., Becherer, K., Chen, P.-L., Yeh, S.-H., Ya
ng, Y., Kilburn, A. E., Lee, W.-H. & Elledge, S. J., 1993, Genes Dev. 7,555-569;
 Smith, A. J., Cho, M. I., Hammarskjold, M. L. & Rekosh, D., 1990, J. Virol. 64,
2743-2750; Ratner, L., Hasteline, W., Patarca, R., Livak, K. J., Starcich, B., J
osephs, S. F., Doran, E. R., Rafalski, J. A., Whitehorn, E. A., Baumeister, K.ら
, 1985, Nature (London) 313,277-284を 参 照 さ れ た い 。
【 表 １ 】
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【 ０ ０ ６ ０ 】

B細 胞 ラ イ ブ ラ リ ー を 使 用 す る 酵 母 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド ス ク リ ー ニ ン グ （ Durfee, T., Beche
rer, K., Chen, P.-L., Yeh, S.-H., Yang, Y., Kilburn, A. E., Lee, W.-H. & Elledge
, S. J., 1993, Genes Dev. 7,555-569） に よ り 、 PR55 G a g -Tsg101相 互 作 用 を 確 認 し た 。 G
AL4活 性 化 お よ び 結 合 ド メ イ ン 融 合 タ ン パ ク 質 と し て PR55 G a g ま た は Tsg101配 列 を コ ー ド す
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ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド ア ッ セ イ



る ベ ク タ ー pGBT9お よ び pGAD424を 、 既 に 記 載 さ れ て い る 方 法 （ Bartel, P. L. & Fields, 
S., 1995, Methods Enzymol. 254,241-263） に よ り サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ シ エ （ Saccha
romyces cerevisiae） Y153中 に 形 質 転 換 し た 。 簡 潔 に 説 明 す る と 、 Trpお よ び Leu原 栄 養 性
に 関 す る 選 択 な ら び に そ れ に 続 く LacZ活 性 化 に 関 す る 定 量 的 ア ッ セ イ に よ り 、 相 互 作 用 を
検 出 し た 。 イ ン サ ー ト を 保 持 し な い ベ ク タ ー ま た は 非 特 異 的 遺 伝 子 （ ラ ミ ン ） を 保 持 す る
ベ ク タ ー と 相 互 作 用 し な い こ と を 示 す こ と に よ り 、 真 の 陽 性 体 を 確 認 し た 。 該 DNAを 自 動
配 列 決 定 に 付 し 、 そ れ を デ ー タ ベ ー ス 中 の タ ン パ ク 質 配 列 と 一 致 さ せ た 後 、 タ ン パ ク 質 を
同 定 し た 。 該 タ ン パ ク 質 の ト ラ ン ケ ー ト 型 、 欠 失 型 ま た は 点 突 然 変 異 型 と 融 合 し た 酵 母 GA
L4転 写 ア ク チ ベ ー タ ー タ ン パ ク 質 の DNA結 合 ま た は 活 性 化 ド メ イ ン を コ ー ド す る ベ ク タ ー
を 使 用 し て 、 相 互 作 用 ド メ イ ン の 位 置 決 定 を 行 っ た 。 相 互 作 用 は 両 方 向 で 試 験 し た 。 本 明
細 書 に は 、 GAL4 DNA-結 合 ド メ イ ン -Gagま た は -p1-p6融 合 タ ン パ ク 質 と GAL4活 性 化 ド メ イ
ン -Tsg101融 合 タ ン パ ク 質 と の 相 互 作 用 が 記 載 さ れ て い る 。 SDS-ゲ ル 電 気 泳 動 と 、 GAL4結
合 ド メ イ ン （ Upstate Biochemical） お よ び GAL4ト ラ ン ス 活 性 化 ド メ イ ン （ Santa Cruz）
に 対 す る 抗 体 で の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 と 、 に よ る 酵 母 細 胞 抽 出 物 の 分 析 に よ り 、 す べ て
の GAL4融 合 体 の 発 現 を 調 べ た 。
【 ０ ０ ６ １ 】

COS-1細 胞 を 、 ウ シ 胎 児 血 清 を 補 充 し た DMEM中 、 60％ コ ン フ ル エ ン ト に な る ま で 37℃ で 培
養 し た 。 FuGene 6試 薬 （ Roche） を 製 造 業 者 の 説 明 に 従 い 使 用 し て 、 該 細 胞 を ト ラ ン ス フ
ェ ク ト し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 48時 間 後 、 該 細 胞 を 培 地 中 に 回 収 し 、 遠 心 分 離 に よ
り 集 め た 。 ペ レ ッ ト 化 細 胞 を 冷 PBSで 洗 浄 し 、 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 を 含 有 す る 低 張 性 バ ッ
フ ァ ー （ 10mM Tris, pH 7.4, 1mM MgCl 2 ; 4℃ ） で 膨 潤 さ せ 、 Dounceホ モ ジ ナ イ ザ ー （ B型
乳 棒 ） で 破 壊 し た 。 全 ラ イ セ ー ト を 10,000× g、 4℃ で 10分 間 遠 心 し て 、 未 破 壊 細 胞 、 核 お
よ び ミ ト コ ン ド リ ア を 除 去 し た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】

Tsg101-Gag相 互 作 用 の in vitroア ッ セ イ の た め に 、 TNT T7 Quick Coupled Transcription
/Translation System (Promega)を 使 用 し て 、 [ 3 5 S]-Met（ DuPont NEN） 存 在 下 、 pET3a-ts
g101構 築 物 か ら ウ サ ギ 網 状 赤 血 球 ラ イ セ ー ト （ RRL） 中 で Tsg101を 発 現 さ せ た 。 T7 RNAポ
リ メ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー を 使 用 し て 産 生 さ れ た 、 T7遺 伝 子 10の ア ミ ノ 酸 1-10を N末 端 に 含
有 す る 組 換 え Pr55 G a g を 、 既 に 記 載 さ れ て い る と お り に （ Ehrlich, L. S., Fong, S., Sca
rlata, S., Zybarth, G. & Carter, C., 1996, Biochemistry 35,3933-3943） 、 大 腸 菌 （
E. coli） （ BL21-DE3） 発 現 株 か ら 精 製 し た 。 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 （ Roche） を 含 有 す る 非
変 性 バ ッ フ ァ ー （ 25mM Tris, pH 7.4, 150mM NaCl, 0.5mM MgCl 2 , 1mM CaCl 2 , 1 % IGEPA
L (Sigma)） で 予 め 洗 浄 し た プ ロ テ イ ン Aア ガ ロ ー ス ビ ー ズ （ Pierce） を 適 当 な 抗 体 と 共 に
イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 再 び 洗 浄 し 、 つ い で Gagと 共 に プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 つ い で 放 射
能 標 識 Tsg101を 加 え 、 さ ら に 該 混 合 物 を 回 転 装 置 中 で 4℃ で 60分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
ビ ー ズ を 洗 浄 し 、 SDS-PAGEロ ー デ ィ ン グ バ ッ フ ァ ー に 懸 濁 さ せ 、 95℃ で 5分 間 加 熱 し た 。
ま た 、 前 記 の と お り に 調 製 し た 細 胞 質 抽 出 物 を Tsg101-Gag相 互 作 用 に 関 し て 調 べ た 。 こ れ
は 、 該 抽 出 物 お よ び 該 抗 体 コ ー テ ィ ン グ プ ロ テ イ ン Aビ ー ズ を 10mM Tris, pH 7.4, 1mM Mg
Cl 2 中 に 維 持 し た 以 外 は 同 じ 方 法 を 用 い て 行 っ た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】

12.5％  SDSポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル で の 電 気 泳 動 に よ り タ ン パ ク 質 を 分 離 し た 。 電 気 泳 動
後 の 放 射 能 標 識 Tsg101の 検 出 の た め に 、 ゲ ル を 固 定 し 、 ゲ ル フ ル オ ロ グ ラ フ ィ ー の た め に
EN 3 HANCE（ DuPont NEN） オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー エ ン ハ ン サ ー 中 で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
し 、 乾 燥 さ せ た 。 イ メ ー ジ ン グ フ ィ ル ム （ BioMax, Kodak） を 使 用 し て 、 放 射 性 バ ン ド を
可 視 化 し た 。 非 放 射 性 サ ン プ ル を 含 有 す る ゲ ル を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス に 転 写 し 、 ウ ェ ス タ ン
ブ ロ ッ ト 法 に よ り 分 析 し た 。 本 明 細 書 中 に 特 定 さ れ て い る 以 下 の 抗 体 を 使 用 し た ： 抗 キ ャ
プ シ ド (CA) 1 お よ び CA 2 抗 体 （ CAタ ン パ ク 質 の そ れ ぞ れ 天 然 お よ び 変 性 形 態 に 対 し て 産 生 さ
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細 胞 培 養 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン お よ び 細 胞 質 抽 出 物 の 調 製
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せ た ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ； Ebbets-Reed, D., 1996, Molecular Microbiology, Sta
te University of New York (Stony Brook, Stony Brook, NY), pp.209; Ehrlich, L. S.
, Agresta, B. E. & Carter, C. A., 1992, J Virol. 66, 4874-4883） 、 抗 CA3抗 体 （ マ
ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 , NEN-Dupont） 、 抗 p6抗 体 （ C末 端 の 16ア ミ ノ 酸 に 対 す る ウ サ ギ
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 , S. Campbell, NCI-FCRDC） 、 抗 ヌ ク レ オ キ ャ プ シ ド 抗 体 （ NC、 ヤ ギ
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 , A. Rein, NCI-FCRDC） 、 抗 T7抗 体 （ Novagen） 、 抗 Tsg101 1 抗 体 （ モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 Santa Cruz） 、 抗 Tsg101 2 抗 体 （ S. Cohen (Stanford U.)か ら 得 た ウ
サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ） 。 Lumi-Light (Roche)を 使 用 す る 化 学 発 光 に よ り 、 タ ン パ ク 質
を 可 視 化 し た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】

ヒ ト B細 胞 由 来 の cDNAラ イ ブ ラ リ ー （ Durfee, T., Becherer, K., Chen, P.-L., Yeh, S.-
H., Yang, Y., Kilburn, A. E., Lee, W.-H. & Elledge, S. J., 1993, Genes Dev. 7,55
5-569） に お い て コ ー ド さ れ て い る 相 互 作 用 性 タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め に 、 酵 母 ツ ー ハ
イ ブ リ ッ ド ス ク リ ー ニ ン グ （ Bartel, P. L. & Fields, S., 1995, Methods Enzymol. 254
,241-263） に お け る ベ イ ト と し て HIV-1 Pr55 G a g を 使 用 し た 。 約 2百 万 個 の 形 質 転 換 体 を ス
ク リ ー ニ ン グ し 、 2個 の 陽 性 体 を 単 離 し た 。 配 列 決 定 お よ び GenBankデ ー タ ベ ー ス 中 の 登 録
配 列 と の 一 致 に よ り 、 一 方 の 相 互 作 用 相 手 は シ ク ロ フ ィ リ ン Bで あ る こ と が 確 認 さ れ た 。
こ れ は Pr55 G a g と 相 互 作 用 す る こ と が 既 に 判 明 し て い る （ Luban, B., Bossolt, K. L., Fr
anke, E. K., Kalpana, G. V. & Goff, S. P., 1993, Cell 73,1067-1078） 。 も う 一 方 の
相 互 作 用 タ ン パ ク 質 は ヒ ト 腫 瘍 感 受 性 遺 伝 子 Tsg101（ Li, L. & Cohen, S. N., 1996, Cel
l 85, 3 19-329; Li, L., Li, X., Francke, U. & Cohen, S. N., 1997, Cell 88, 143-1
54） の 産 物 で あ る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】

Tsg101と の 相 互 作 用 に 必 要 と さ れ る Pr55 G a g の 領 域 を 位 置 決 定 す る た め に 、 酵 母 GAL4タ ン
パ ク 質 の DNA結 合 ド メ イ ン に 融 合 し た Nま た は C末 端 欠 失 Pr55 G a g を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド を
、 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド ア ッ セ イ を 用 い て LacZレ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 活 性 化 に 関 し て 試 験 し た 。
該 融 合 タ ン パ ク 質 中 の GAL4 DNA結 合 ド メ イ ン に 対 す る 抗 体 を 使 用 す る ウ ェ ス タ ン 分 析 は 、
突 然 変 異 型 お よ び 野 生 型 タ ン パ ク 質 が す べ て 、 比 較 し う る レ ベ ル で 発 現 さ れ る こ と を 示 し
た 。 図 1Aに 示 す と お り 、 シ グ ナ ル は 、 Pr55 G a g の p1-p6領 域 が 欠 失 す る と 失 わ れ た が 、 p1-p
6を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド に お い て は 保 持 さ れ た 。 こ の よ う に 、 Tsg101と の 相 互 作 用 は Pr5
5 G a g の p1-p6内 の 要 素 に よ る 影 響 を 受 け た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
p6領 域 は 、 保 存 モ チ ー フ P 7 T/SAP 1 0 P 1 1 （ p6ド メ イ ン 内 の 番 号 づ け ） お よ び 反 復 Leu配 列 (LX
X) 4 を 含 有 す る 。 (LXX) 4 モ チ ー フ は 、 直 接 的 に は 相 互 作 用 し な い か も し れ な い が 、 Vpr結 合
の た め の 非 常 に 重 要 な 決 定 因 子 で あ る （ 例 え ば 、 Frankel, A. D. & Young, J. A., 1998,
 Annu. Rev. Biochem. 67,1-25を 参 照 さ れ た い ） 。 PTAPPモ チ ー フ ま た は 後 期 （ L） ド メ イ
ン 、 お よ び 特 に Pro 1 0 , 1 1 は 、 集 合 の 最 終 段 階 に お け る 成 熟 ウ イ ル ス の 放 出 の 決 定 因 子 で あ
る （ Gottlinger, H. G., Dorfman, T., Sodroski, J. G. & Haseltine, W. A., 1991, Pr
oc. Natl. Acad Sci. USA 88,3195-3199; Huang, M., Orenstein, J. M., Martin, M. A.
 & Freed, E. O., 1995, J. Virol. 69,6810-6818） 。 PTAPPモ チ ー フ は 、 集 合 し た ウ イ ル
ス 粒 子 内 へ の pol遺 伝 子 産 物 の 効 率 的 な パ ッ ケ ー ジ ン グ に き わ め て 重 要 で あ る 領 域 (P 5 XP 7 )
と 重 複 し て い る （ Dettenhofer, M. & Yu, X. F., 1999, J. Virol. 73,4696-4704） 。 p6
領 域 は ま た 、 ユ ビ キ チ ン 化 の た め の 基 質 で あ る Lys残 基 を 含 有 す る （ Ott, D. E., Coren, 
L. V., Copeland, T. D., Kane, B. P., Johnson, D. G., Sowder, R. C., 2nd, Yoshina
ka, Y., Oroszlan, S., Arthur, L. O. & Henderson, L. E., 1998, J. Virol. 72,2962-
2968） 。 前 記 の 保 存 モ チ ー フ の い ず れ か が Tsg101結 合 に 重 要 で あ る か ど う か を 判 定 す る た
め に 、 Pr55 G a g の p1-p6領 域 を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド 中 に 欠 失 お よ び 点 突 然 変 異 を 導 入 し 、
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ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド ア ッ セ イ に よ り タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 を 測 定 し た 。 こ れ ら の
研 究 に 使 用 し た pBH10ク ロ ー ン 由 来 の p6領 域 は 2コ ピ ー の PTAPPモ チ ー フ を 含 有 し （ Ratner,
 L., Haseltine, W., Patarca, R., Livak, K. 3., Starcich, B., Josephs, S. F., Dor
an, E. R., Rafalski, J. A., Whitehorn, E. A., Baumeister, K.ら , 1985, Nature 313
,277-284） 、 こ れ ら の そ れ ぞ れ を 、 独 立 し て 欠 失 さ せ た 。 第 1 PTAPPモ チ ー フ （ Gag中 で の
番 号 づ け で aa 455-459） の 欠 失 は 、 野 生 型 タ ン パ ク 質 結 合 の 約 50％ の レ ベ ル に ま で β ガ ラ
ク ト シ ダ ー ゼ 活 性 を 減 少 さ せ た （ 図 1B） 。 す べ て の HIV株 お よ び ほ と ん ど の レ ン チ ウ イ ル
ス 間 で 保 存 さ れ て い る 第 2 PTAPPモ チ ー フ （ aa 467-471） （ Myers, G., Korber, B., Wain
-Hobson, S., Smith, R. F. & Pavlakis, G. N., 1995, Los Alamos National Laborator
y, Los Alamos, NM） の 欠 失 は 、 野 生 型 タ ン パ ク 質 結 合 の 約 25％ に ま で β ガ ラ ク ト シ ダ ー
ゼ 活 性 を 減 少 さ せ た 。 両 方 の モ チ ー フ （ aa 455-459お よ び 467-471） の 欠 失 は 、 該 ベ ク タ
ー が イ ン サ ー ト を 欠 く 場 合 に 得 ら れ た レ ベ ル （ <0.3％ ） に ま で β ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 活 性 を
減 少 さ せ た 。 第 2モ チ ー フ 中 の Pro 7 か ら Alaへ の 置 換 と 組 み 合 わ せ た 第 1 PTAPPモ チ ー フ の
欠 失 は 、 野 生 型 の 25％ ま で 酵 素 活 性 を 減 少 さ せ た 。 同 じ 状 況 で 、 Pro 1 0 , 1 1 か ら Alaへ の 置
換 は 該 相 互 作 用 を 完 全 に 遮 断 し た 。 Ub修 飾 の た め の 基 質 と し て 働 く Lys残 基 （ Ott, D. E.,
 Coren, L. V., Copeland, T. D., Kane, B. P., Johnson, D. G., Sowder, R. C., 2nd,
 Yoshinaka, Y., Oroszlan, S., Arthur, L. O. & Henderson, L. E., 1998, J. Virol. 
72,2962-2968） の 一 方 ま た は 両 方 か ら Argへ の 置 換 は 野 生 型 β ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 活 性 を 与
え た が 、 こ の こ と は 、 p6中 の Ub基 質 が Tsg101認 識 に 必 要 と さ れ な い こ と を 示 し て い る 。 (L
XX) 4 反 復 モ チ ー フ の 欠 失 は 、 野 生 型 レ ベ ル の 約 55％ に ま で β ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 活 性 を 減 少
さ せ た 。 第 1 PTAPPモ チ ー フ の 全 体 を 除 去 し た 場 合 に 、 同 じ 減 少 が 得 ら れ た 。 第 2の 高 保 存
PTAPPモ チ ー フ 全 体 の 欠 失 に よ り 又 は こ の モ チ ー フ 中 の Pro 1 0 , 1 1 の 突 然 変 異 に よ り 引 き 起
こ さ れ る 、 よ り 有 害 な 影 響 は 、 そ れ が Tsg101結 合 の 主 要 な 決 定 因 子 で あ る こ と を 示 唆 し て
い る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】

ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド ア ッ セ イ に よ る 本 発 明 者 ら の 観 察 を 証 明 し 進 展 さ せ る た め に 、 細 菌 中 で
発 現 さ れ た 未 標 識 の バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ T7タ ン パ ク 質 タ グ 付 け し た 組 換 え Pr55 G a g （ Ehrli
ch, L. S., Fong, S., Scarlata, S., Zybarth, G. & Carter, C., 1996, Biochemistry 
35,3933-3943） お よ び RRLに お い て 発 現 さ れ た [ 3 5 S]-Met標 識 マ ウ ス ま た は ヒ ト Tsg101を 使
用 し て 、 in vitro共 免 疫 沈 降 実 験 を 行 っ た 。 マ ウ ス （ Stanford U.の S. Cohenか ら 入 手 ）
お よ び ヒ ト Tsg101（ B細 胞 ラ イ ブ ラ リ ー 由 来 ） は 94％ 同 一 で あ り 、 こ れ ら の ア ッ セ イ に お
い て 互 換 的 に 使 用 し た 。 図 2A（ レ ー ン 1） に 示 す 放 射 能 標 識 タ ン パ ク 質 は 、 Tsg101の 予 想
分 子 量 （ 391ア ミ ノ 酸 、 約 43kDa） で 移 動 し た 。 該 タ ン パ ク 質 は 、 一 貫 し て 二 重 線 と し て 検
出 さ れ た が 、 こ れ は お そ ら く 、 Met 1 0 に お け る 内 部 開 始 に よ る も の で あ ろ う 。 細 胞 質 抽 出
物 に お い て も 、 該 タ ン パ ク 質 は 時 々 、 二 重 線 と し て 検 出 さ れ た 。 Tsg101は 、 T7タ グ 、 CAま
た は p6ド メ イ ン に 対 す る 抗 体 が 固 定 化 さ れ て お り 、 か つ Pr55 G a g と 共 に プ レ イ ン キ ュ ベ ー
ト さ れ た プ ロ テ イ ン Aコ ー テ ィ ン グ ビ ー ズ に よ り 捕 捉 さ れ た （ レ ー ン 3、 7、 8お よ び 9） 。 G
agと 共 に プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ な か っ た （ レ ー ン 2、 4、 5、 6） ま た は 抗 体 の 非 存 在 下 で
Gagと 共 に プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た ビ ー ズ は 、 Tsg101を 捕 捉 し な か っ た 。 抗 p6抗 体 は 、
該 タ ン パ ク 質 の C末 端 の 16残 基 （ (Leu-X-X) 4 反 復 を 含 む ） 中 の 抗 原 部 位 を 認 識 す る 。 こ の
抗 p6抗 体 に 結 合 し た Pr55 G a g が 尚 も Tsg101を 捕 捉 し 得 た と い う 事 実 は 、 p6中 の Tsg101結 合
領 域 が 露 出 し て い た こ と を 示 し て い る 。 こ れ は 、 p6領 域 の C末 端 半 分 が Tsg101の 結 合 部 位
で は な い こ と 示 し た ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド ア ッ セ イ の 結 果 と 合 致 し て い る 。 競 合 ア ッ セ イ に お
い て は 、 PTAPPモ チ ー フ を 含 有 す る 、 5倍 モ ル 過 剰 の ペ プ チ ド （ ALQSRPE EES） の 添 加
は 、 Pr55 G a g に よ る Tsg101捕 捉 の 2.2倍 の 減 少 を 引 き 起 こ し た 。 該 ペ プ チ ド の 溶 解 度 が 限 ら
れ た も の で あ っ た た め 、 よ り 高 濃 度 で の 試 験 を 行 う こ と は で き な か っ た 。 こ れ と は 対 照 的
に 、 突 然 変 異 LIAPP配 列 を 含 有 す る 、 5倍 モ ル 過 剰 の ペ プ チ ド で は 、 何 の 変 化 も 検 出 さ れ な
か っ た が 、 こ の こ と は 、 PTAPPモ チ ー フ の 作 用 が 特 異 的 で あ っ た こ と を 示 し て い る 。 抗 CA
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で の ウ ェ ス タ ン 分 析 は 、 Tsg101を 捕 捉 す る 、 抗 T7、 CAお よ び p6抗 体 で
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コ ー テ ィ ン グ さ れ た ビ ー ズ 上 の 完 全 長 Pr55 G a g の 存 在 を 証 明 し た （ 図 2B、 レ ー ン 1～ 4） 。
免 疫 捕 捉 ア ッ セ イ の 結 果 は 、 Tsg101が 、 Lド メ イ ン と の 相 互 作 用 を 介 し て 、 Pr55 G a g と 特 異
的 か つ 安 定 に in vitroで 相 互 作 用 す る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】

ウ イ ル ス 集 合 中 に Tsg101と Gagと が 結 合 す る か ど う か を 確 認 す る た め に 、 Gagを 発 現 す る CO
S細 胞 を 共 免 疫 沈 降 ア ッ セ イ に よ り Tsg101-Gag複 合 体 に 関 し て 調 べ た 。 プ ラ ス ミ ド pgp-RRE
-rは 、 HIV-1 Gagお よ び Gag-Polポ リ タ ン パ ク 質 な ら び に Vifを SV40後 期 プ ロ モ ー タ ー の 制
御 下 で 発 現 す る （ Smith, A. J., Cho, M. I., Hammarskjold, M. L. & Rekosh, D., 1990
, J. Virol. 64,2743-2750） 。 発 現 に は 、 pCMV-revの 発 現 に よ り ト ラ ン ス で 付 与 さ れ る Re
vタ ン パ ク 質 が 必 要 で あ る （ Smith, A. J., Cho, M. I., Hammarskjold, M. L. & Rekosh,
 D., 1990, J. Virol. 64,2743-2750） 。 細 胞 質 内 の Tsg101-Gag相 互 作 用 の 特 異 性 が 保 証
さ れ る よ う 、 p6ド メ イ ン を 欠 く Gag突 然 変 異 体 を 加 え た 。 revの み 、 rev、 gagお よ び pol、
ま た は rev、 gagΔ p6お よ び polで ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 か ら 調 製 し た 細 胞 質 抽 出 物
を 抗 Tsg101マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 NCド メ イ ン に 対 す る ヤ ギ
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 す る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ り 免 疫 沈 降 体 を Gag関 連 タ ン パ
ク 質 に 関 し て 調 べ た 。 ま ず 、 全 細 胞 質 抽 出 物 を 調 べ た （ 図 3A） 。 抗 NC抗 体 は 、 野 生 型 Gag
タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 細 胞 か ら 調 製 し た 抽 出 物 に お い て 、 Pr55 G a g 、 18kDaの NC関 連 タ ン パ
ク 質 、 お よ び NCp7を 認 識 し た （ レ ー ン 7） 。 18kDaの バ ン ド は 、 抗 NC抗 体 お よ び 抗 p6抗 体 の
両 方 に 対 す る そ の 反 応 性 に 基 づ き 、 NC-p6で あ る と 確 認 さ れ た 。 抗 NC抗 体 は ま た 、 突 然 変
異 体 を 発 現 す る 細 胞 か ら 調 製 し た 抽 出 物 に お い て 、 NCp7、 お よ び 約 49kDaで 移 動 す る タ ン
パ ク 質 を 認 識 し た （ レ ー ン 3） 。 後 者 は 、 Pr55 G a g Δ p 6 前 駆 体 タ ン パ ク 質 の 予 想 分 子 量 で あ
る 。 こ の 結 論 と 一 致 し て 、 Revの み （ レ ー ン 1） ま た は 野 生 型 Gagタ ン パ ク 質 （ レ ー ン 2） を
発 現 す る 細 胞 か ら 調 製 し た 抽 出 物 に お い て は 、 そ の 49kDaの タ ン パ ク 質 は 検 出 さ れ な か っ
た 。 Tsg101に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 す る 免 疫 沈 降 は 、 野 生 型 Gag前 駆 体 お よ び N
C-p6タ ン パ ク 質 を 沈 降 さ せ た が 、 NCp7（ 図 3B、 レ ー ン 2） や 、 p6ド メ イ ン を 欠 く Gag（ レ ー
ン 3） は 沈 降 さ せ な か っ た 。 別 の 抗 Tsg101抗 体 で 同 じ ブ ロ ッ ト を 再 プ ロ ー ブ す る こ と に よ
り 、 全 3個 の 抽 出 物 の 免 疫 沈 降 体 中 の 細 胞 タ ン パ ク 質 の 存 在 が 証 明 さ れ た （ レ ー ン 4～ 6）
。 反 復 実 験 に お い て 、 抗 CA抗 体 は 、 Gagを 発 現 す る 細 胞 の 抽 出 物 か ら は Tsg101を 共 免 疫 沈
降 さ せ た が （ 図 3C、 レ ー ン 2） 、 Revの み を 発 現 す る 抽 出 物 か ら は Tsg101を 共 免 疫 沈 降 さ せ
な か っ た （ レ ー ン 1） 。 別 の 抗 CA抗 体 で 同 じ ブ ロ ッ ト を 再 プ ロ ー ブ す る こ と に よ り 、 Tsg10
1を 捕 捉 す る ビ ー ズ 上 の Gagの 存 在 が 証 明 さ れ た （ レ ー ン 4） 。 無 関 係 な 抗 体 （ ウ サ ギ 抗 マ
ウ ス IgG） で の 免 疫 沈 降 は Gagも Tsg101も 沈 降 さ せ な か っ た 。 そ の 結 果 は 、 Tsg101と Gagと
の 相 互 作 用 が 、 ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 を 含 有 す る 細 胞 の 細 胞 質 に お い て 生 じ る こ と を 示 し て
お り 、 Gagタ ン パ ク 質 の p6領 域 が 該 相 互 作 用 を 特 異 的 に 導 く こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】

Tsg101タ ン パ ク 質 は 、 E2酵 素 の Ub結 合 （ Ubc） 4サ ブ グ ル ー プ に 対 す る 相 同 性 を 有 す る N末
端 E2様 （ UEV） ド メ イ ン を 含 有 す る （ Koonin, E. V. & Abagyan, R. A., 1997, Nat. Gene
t. 16,330-331; Ponting, C. P., Cai, Y.-D. & Bork, P., 1997, J. Mol. Med. 75,467-
469） 。 そ れ は ま た 、 中 央 の Proリ ッ チ 領 域 お よ び コ イ ル ド コ イ ル 領 域 、 な ら び に そ の 定 常
状 態 レ ベ ル を 制 御 す る C末 端 ス テ デ ィ ネ ス （ steadiness） ボ ッ ク ス （ SB） を 含 有 す る （ 図 4
； Feng, G. H., Lih, C. J. & Cohen, S. N., 2000, Cancer Res. 60, 1736-1741） 。 Gag
の 集 合 に Ubを 関 連 づ け る 最 近 の 知 見 （ Ott, D. E., Coren, L. V., Copeland, T. D., Kan
e, B. P., Johnson, D. G., Sowder, R. C., 2nd, Yoshinaka, Y., Oroszlan, S., Arthu
r, L. O. & Henderson, L. E., 1998, J. Virol. 72,2962-2968; Schubert, U., Ott, D.
 E., Chertova, E. N., Welker, R., Tessmer, U., Princiotta, M. F., Bennink, J. R.
, Krausslich, H. G. & Yewdell, J. W., 2000, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97,13057-
13062; Strack, B., Calistri, A., Accola, M. A., Palu, G. & Gottlinger, H. G., 20
00, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97,13063-13068; Vogt, V. M., 2000, Proc. Natl. Ac
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ad Sci. USA 97,12945-12947; Ott, D. E., Coren, L. V., Chertova, E. N., Gagliardi
, T. D. & Schubert, U., 2000, Virology 278,111-121; Patnaik, A., Chau, V. & Will
s, J. W., 2000, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97, 13069-13074） に 基 づ き 、 Tsg101の ど
の 領 域 が ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 に よ り 認 識 さ れ る の か を 決 定 す る こ と に 関 心 が 持 た れ た 。 こ
れ を 調 べ る た め に 、 酵 母 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド 系 を 用 い て 、 Pr55 G a g と の 相 互 作 用 に 必 要 と さ
れ る Tsg101中 の 領 域 を 位 置 決 定 し た 。 GAL4タ ン パ ク 質 の 活 性 化 ド メ イ ン に 融 合 し た Nま た
は C末 端 ト ラ ン ケ ー ト 型 Tsg101を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド を 、 GAL4 DNA結 合 性 ド メ イ ン に 融
合 し た p1-p6と 結 合 す る 能 力 に 関 し て ア ッ セ イ し た 。 図 4Aに 示 す と お り 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝
子 の 活 性 化 の 評 価 は 、 p6-Tsg101相 互 作 用 が 、 N末 端 の 155ア ミ ノ 酸 を 保 有 す る 断 片 に お い
て は 維 持 さ れ る が 、 こ の 領 域 を 欠 く 突 然 変 異 体 に お い て は 失 わ れ る こ と を 示 し た 。 こ の こ
と は 、 N末 端 領 域 が 結 合 の 最 小 決 定 因 子 で あ る こ と を 示 唆 し て い る 。 ウ ェ ス タ ン 分 析 は 、
相 互 作 用 性 お よ び 非 相 互 作 用 性 断 片 の 比 較 可 能 な 発 現 を 示 し 、 し た が っ て こ の 結 論 を 支 持
し て い る 。 興 味 深 い こ と に 、 定 性 的 ア ッ セ イ に お い て は 、 N末 端 の 155、 215お よ び 311残 基
断 片 が 、 比 較 で き る ほ ど に p6と 結 合 し た が 、 定 量 的 ア ッ セ イ に お い て は 、 311残 基 断 片 が
著 し く 大 き な 程 度 に 相 互 作 用 し た （ 図 4A） 。 こ の 相 違 は 、 aa155の 下 流 の 結 合 部 位 を 反 映
す る も の で は な か っ た 。 な ぜ な ら 、 Tsg101の aa139か ら C末 端 に 及 ぶ 断 片 は 相 互 作 用 し な か
っ た か ら で あ る 。 さ ら に 、 Tsg101の 残 基 167-374に 融 合 し た GSTか ら 構 成 さ れ る ハ イ ブ リ ッ
ド タ ン パ ク 質 を 使 用 す る in vitro捕 捉 ア ッ セ イ に お い て は 、 結 合 は 検 出 さ れ な か っ た 。 N
末 端 の 155残 基 断 片 中 の p6結 合 領 域 の 最 適 な 提 示 に は 下 流 配 列 が 必 要 か も し れ な い 。 こ れ
に 関 し て 、 Tsg101は 、 約 150残 基 の 保 存 さ れ た 触 媒 コ ア ド メ イ ン と 、 基 質 認 識 に お い て 何
ら か の 役 割 を 果 た す と 推 測 さ れ て い る こ の コ ア ド メ イ ン に 結 合 し た 追 加 的 な C末 端 延 長 部
と を 有 す る ク ラ ス II E2酵 素 に 類 似 し て い る （ Jentsch, S., Seufert, W., Sommer, T. & 
Reins, H. A., 1990, Trends Biochem. Sd. 15,195-198; Li, L. Liao, J., Ruland, J.,
 Mak, T. W. & Cohen, S. N., 2001, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98,1619-1624） 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
Ubc4を 含 め た E2酵 素 に お い て は 、 Ubは 活 性 部 位 Cysに 結 合 す る 。 Tsg101で は 、 こ の Cys残 基
が Tyrに よ り 置 換 さ れ て い る 。 し か し 、 こ の Tyrに 隣 接 す る 14個 中 8個 の 残 基 は Tsg101お よ
び Ubc4の 両 方 に お い て 保 存 さ れ て い る （ Koonin, E. V. & Abagyan, R. A., 1997, Nat. G
enet. 16,330-331; Ponting, C. P., Cai, Y.-D. & Bork, P., 1997, J. Mol. Med. 75,4
67-469; 図 4B） 。 p6ド メ イ ン に よ る 認 識 が 、 Tsg101に 特 有 の ア ミ ノ 酸 残 基 に よ る も の で あ
っ た の か ど う か を 確 認 す る た め に 、 完 全 長 タ ン パ ク 質 中 の 活 性 部 位 相 同 体 に 点 突 然 変 異 を
導 入 し 、 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド ア ッ セ イ で p6と の 相 互 作 用 を 試 験 し た 。 融 合 タ ン パ ク 質 中 の GA
D部 分 に 対 す る 抗 体 を 使 用 す る ウ ェ ス タ ン 分 析 は 、 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 お よ び 野 生 型 タ ン
パ ク 質 が す べ て 、 比 較 し う る レ ベ ル で 発 現 さ れ る こ と を 示 し た 。 E2お よ び UEVタ ン パ ク 質
の す べ て の ク ラ ス に お い て 保 存 さ れ て お り 、 活 性 部 位 領 域 の C末 端 の 境 界 を 定 め る と 考 え
ら れ て い る Trp 1 1 7 （ Koonin, E. V. & Abagyan, R. A., 1997, Nat. Genet. 16,330-331; 
Hershko, A. & Ciechanover, A., 1998, Annu. Rev. Biochem. 67,425-479） の 突 然 変 異
は 結 合 を 完 全 に 妨 げ た が 、 こ の こ と は 、 こ の 残 基 が Tsg101お よ び Ubc4の 両 方 に お い て 重 要
で あ る こ と を 示 し て い る 。 Tsg101に 特 有 の 残 基 が Lド メ イ ン と の 相 互 作 用 を 決 定 づ け る と
い う 仮 説 と 一 致 し て 、 試 験 し た 4個 中 3個 の 非 保 存 残 基 の 置 換 が p6結 合 を 妨 げ た （ 図 4B） 。
Tyr 1 1 0 か ら Trpへ の 保 存 的 置 換 は 、 p6相 互 作 用 を 野 生 型 の 31％ に ま で 減 少 さ せ た 。 Tyr 1 1 3
か ら 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 Valへ の 置 換 は 、 結 合 を 野 生 型 の 33％ に ま で 減 少 さ せ た 。 Lys 1 1 8 か ら A
laへ の 置 換 は 、 よ り 低 い 程 度 に 結 合 を 減 少 さ せ た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
上 記 仮 説 を 更 に 検 証 す る た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 E2酵 素 に お い て 保 存 さ れ て い な い Tsg101
中 の 残 基 の う ち 、 Ubc4サ ブ グ ル ー プ に お け る 基 質 認 識 を 決 定 づ け る こ と が 既 に 示 さ れ て い
る 領 域 （ Koonin, E. V. & Abagyan, R. A., 1997, Nat. Genet. 16,330-331; Ponting, C
. P., Cai, Y.-D. & Bork, P., 1997, J. Mol. Med. 75,467-469; Oughtred, R., Bedard
, N, Vrielink, A. & Wing, S. S., 1998, J. Biol. Chem. 273, 18435-18442） と 整 列 す
る 残 基 を 調 べ た 。 Ubc4中 の 残 基 49お よ び 125は 、 構 造 的 に は 相 同 で あ る が 機 能 的 に は 異 な
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る Ubc4ア イ ソ フ ォ ー ム の 基 質 特 異 性 を 決 定 す る こ と が 判 明 し た （ Oughtred, R., Bedard, 
N, Vrielink, A. & Wing, S. S., 1998, J. Biol. Chem. 273,18435-18442） 。 残 基 49は T
sg101の Thr 6 7 （ Koonin, E. V. & Abagyan, R. A., 1997, Nat. Genet. 16,330-331; Sanc
ho, E. Vila, M. R., Sanchez-Pulido, L., Lozano, 3.3., Paciucci, R., Nadal, M., F
ox, M., Harvey, C. Bercovich, B., Loukili, N., Ciechanover, A., Lin, S. L., Sanz
, F. Estivill, X., Valencia, A. & Thomson, T. M., 1998, Mol. Cell Biol. 18,576-5
89） ま た は Asn 6 9 （ Ponting, C. P., Cai, Y.-D. & Bork, P., 1997, J. Mol. Med. 75,46
7-469） と 整 列 す る 。 残 基 125は Ser 1 4 9 (24)ま た は Tyr 1 5 0 と 整 列 す る （ Sancho, E. Vila, M
. R., Sanchez-Pulido, L., Lozano, 3.3., Paciucci, R., Nadal, M., Fox, M., Harvey
, C. Bercovich, B., Loukili, N., Ciechanover, A., Lin, S. L., Sanz, F. Estivill,
 X., Valencia, A. & Thomson, T. M., 1998, Mol. Cell Biol. 18, 576-589） 。 し た が
っ て 、 本 発 明 者 ら は 、 6 7 Thr-Tyr-Asn 6 9 お よ び 1 4 9 Ser-Tyr 1 5 0 を Alaに よ り 置 換 し 、 結 合 に
及 ぼ す 影 響 を 調 べ た 。 図 4Cに 示 す と お り 、 6 7 Thr-Tyr-Asn 6 9 の 突 然 変 異 は 野 生 型 レ ベ ル の 5
％ に ま で 結 合 を 減 少 さ せ た 。 1 4 9 Ser-Tyr 1 5 0 の 突 然 変 異 は 何 ら 影 響 を 及 ぼ さ な か っ た 。 ウ
ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 は 、 該 突 然 変 異 体 が 野 生 型 レ ベ ル で 発 現 さ れ る こ と を 証 明 し た 。 そ の
結 果 は 、 Gagと Tsg101と の 相 互 作 用 が 特 定 の 認 識 に 基 づ く と い う 結 論 と 一 致 し て お り 、 Tsg
101の N末 端 E2様 ド メ イ ン が p6結 合 の 最 小 決 定 因 子 で あ る と い う 示 唆 を 裏 付 け て い る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】

本 実 施 例 に は 、 in vitroお よ び in vivoで の Tsg101と HIV-1 Pr55 G a g と の 相 互 作 用 が 記 載 さ
れ て い る 。 Tsg101の N末 端 半 分 は 、 Gag結 合 の 決 定 因 子 を 含 有 し 、 Ub結 合 E2酵 素 に 相 同 で あ
る （ Koonin, E. V. & Abagyan, R. A., 1997, Nat. Genet. 16,330-331; Ponting, C. P.
, Cai, Y.-D. & Bork, P., 1997, J. Mol. Med. 75,467-469; Jentsch, S., Seufert, W.
, Sommer, T. & Reins, H. A., 1990, Trends Biochem. Sd. 15, 195-198） 。 Tsg101の C
末 端 半 分 は 、 微 小 管 ダ イ ナ ミ ッ ク ス （ 動 力 学 ） に 関 与 す る 細 胞 質 リ ン タ ン パ ク 質 の ス タ シ
ミ ン （ stathmin） と 相 互 作 用 し う る コ イ ル ド コ イ ル ・ ド メ イ ン を 有 し （ Li, L. & Cohen, 
S. N., 1996, Cell 85, 319-329） 、 か つ 該 タ ン パ ク 質 の 定 常 状 態 レ ベ ル を 調 節 す る 高 度
に 保 存 さ れ た 配 列 を 含 有 す る （ Smith, A. J., Cho, M. I., Hammarskjold, M. L. & Reko
sh, D., 1990, J Virol. 64,2743-2750） 。 Tsg101は 、 そ の 構 造 的 特 徴 に 基 づ き 、 （ i） ド
ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ Ub調 節 因 子 （ Koonin, E. V. & Abagyan, R. A., 1997, Nat. Genet. 
16,330-331; Ponting, C. P., Cai, Y.-D. & Bork, P., 1997, J. : Mol. Med. 75,467-4
69） 、 （ ii） 転 写 調 節 因 子 （ Sun, Z., Pan, 3., Hope, W. X., Cohen, S. N. & Balk, S.
 P., 1999, Cancer 86,689-96） 、 （ iii） 細 胞 周 期 の 調 節 因 子 （ Xie, W., Li, L. & Cohe
n, S. N., 1998, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95,1595-1600; Zhong, Q., Chen, Y., Jo
nes, D. & Lee, W. H., 1998, Cancer Res. 58,2699-2702） 、 お よ び （ iv） 膜 タ ン パ ク 質
輸 送 の 調 節 因 子 （ Babst, M., Odorizzi, G., Estepa, E. J. & Emr, S. D., 2000, Traff
ic 1,242-258; Lemmon, S. K. & Traub, L. M., 2000, Curr. Opin Cell Biol. 12,457-4
66） で あ る と 推 測 さ れ て い る 。 多 岐 に わ た る よ う に み え る こ れ ら の 役 割 が 、 該 タ ン パ ク 質
の 独 立 し た ま た は 関 連 し た 機 能 を 反 映 す る も の で あ る か ど う か は 明 ら か で な い 。 さ ら に 、
こ れ ら の 機 能 の 関 与 が ユ ビ キ チ ン 化 過 程 に お け る Tsg101の 役 割 と ど の よ う に 関 連 し う る の
か も 不 明 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
哺 乳 動 物 細 胞 内 で Tsg101が HIV-1 Gagと 相 互 作 用 す る と い う 観 察 は 、 該 相 互 作 用 が ウ イ ル
ス の 生 活 環 に 関 連 し て い る こ と を 示 唆 し て い る 。 か か る 相 互 作 用 は 、 細 胞 質 抽 出 物 に お い
て は 、 in vitroの 場 合 よ り 遥 か に 効 率 的 で あ る こ と が 認 め ら れ る が 、 こ れ は 恐 ら く 、 安 定
化 細 胞 因 子 ま た は 特 定 の Gag集 合 状 態 が 必 要 と さ れ る こ と を 示 唆 す る も の で あ ろ う 。 該 タ
ン パ ク 質 の Lド メ イ ン 含 有 p6領 域 が 結 合 に 必 要 と さ れ る こ と か ら 、 該 相 互 作 用 は 後 期 出 芽
機 能 に 関 連 づ け ら れ る 。 本 実 施 例 に 記 載 さ れ て い る 結 果 は 、 Lド メ イ ン PTAPPモ チ ー フ の 欠
失 が Gagと Tsg101と の 相 互 作 用 を 妨 げ る こ と を 示 し て い る 。 こ の Proリ ッ チ 配 列 は 、 ウ マ 伝
染 性 貧 血 ウ イ ル ス 以 外 の す べ て の レ ン チ ウ イ ル ス に お い て 高 度 に 保 存 さ れ て い る （ Myers,
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 G., Korber, B., Wain-Hobson, S., Smith, R. F. & Pavlakis, G. N., 1995, Los Alam
os National Laboratory, Los Alamos, NM） 。 HIV-1、 HIV-2お よ び サ ル 免 疫 不 全 ウ イ ル ス
（ SIV） の い く つ か の 分 離 株 に お い て は 、 そ れ は 重 複 し て い る 。 ヒ ト T細 胞 白 血 病 ウ イ ル ス
1型 （ HTLV-1） お よ び メ イ ソ ン フ ァ イ ザ ー サ ル ウ イ ル ス （ MPMV） Gagタ ン パ ク 質 は 、 レ ン チ
ウ イ ル ス モ チ ー フ （ PT(S)AP） お よ び (P)PPPYモ チ ー フ （ 機 能 的 に 互 換 性 の あ る ト リ レ ト ロ
ウ イ ル ス 対 応 物 ） の 両 方 を 含 有 す る （ Wills, J. W., Cameron, C. E., Wilson, C. B., X
iang, Y., Bennett, R. P. & Leis, J., 1994, J. Virol. 68,6605-6618; Parent, L. J.
, Bennett, R. P., Craven, R. C., Nelle, T. D., Krishna, N. K., Bowzard, J. B., W
ilson, C. B., Puffer, B. A., Montelaro, R. C. & Wills, J. W., 1995, J. Virol. 69
,5455-5460） 。 PYお よ び PTAPモ チ ー フ が Ub装 置 を 動 員 す る こ と 、 な ら び に 或 る プ ロ テ ア ソ
ー ム イ ン ヒ ビ タ ー が 、 PTAPPお よ び PYの 突 然 変 異 か ら 生 じ た 欠 陥 に 類 似 し た ウ イ ル ス 粒 子
出 芽 に お け る 改 変 を 引 き 起 こ す こ と 示 す 研 究 は 、 該 細 胞 の ユ ビ キ チ ン 化 装 置 が ウ イ ル ス 集
合 に 関 連 し て い る 可 能 性 を 支 持 し て い る （ Schubert, U., Ott, D. E., Chertova, E. N.,
 Welker, R., Tessmer, U., Princiotta, M. F., Bennink, J. R., Krausslich, H. G. &
 Yewdell, J. W., 2000, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97,13057-13062; Strack, B., Ca
listri, A., Accola, M. A., Palu, G. & Gottlinger, H. G., 2000, Proc. Natl. Acad.
 Sci. USA 97,13063-13068; Patnaik, A., Chau, V. & Wills, J. W., 2000, Proc. Natl
. Acad. Sci. USA 97,13069-13074） 。 し か し 、 こ の 関 連 性 が Ubの 直 接 的 ま た は 間 接 的 な
関 与 を 反 映 す る も の で あ る か ど う か は 、 現 時 点 で は 明 ら か で は な い 。 一 方 で 、 Ub修 飾 の た
め の 基 質 で あ る p6ド メ イ ン 中 の Lys残 基 の 突 然 変 異 は 、 ウ イ ル ス 集 合 ま た は 放 出 に 見 か け
上 の 影 響 を 及 ぼ さ な い （ Ott, D. E., Coren, L. V., Chertova, E. N., Gagliardi, T. D
. & Schubert, U., 2000, Virology 278,111-121） 。 他 方 で 、 Gagへ の Ubの 共 有 結 合 は 、
プ ロ テ ア ソ ー ム イ ン ヒ ビ タ ー に よ り 生 じ た 放 出 に お け る 欠 陥 を レ ス キ ュ ー す る こ と が 示 さ
れ た （ Patnaik, A., Chau, V. & Wills, J. W., 2000, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97,
 13069-13074） 。 p6中 の 好 ま し い 部 位 が 利 用 可 能 で な い 場 合 に は 、 お そ ら く 、 他 の Lys残
基 が Ub基 質 と し て 働 く の で あ ろ う 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
Tsg101が ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ Ub調 節 因 子 と し て 機 能 す る と い う 見 解 は 、 活 性 な E2酵 素 中
の Ubに 結 合 す る 活 性 部 位 Cys残 基 を Tsg101が 欠 く と い う こ と に 基 づ い て い る （ Koonin, E. 
V. & Abagyan, R. A., 1997, Nat. Genet. 16,330-331; Ponting, C. P., Cai, Y.-D. & 
Bork, P., 1997, J. Mol. Med. 75,467-469） 。 ユ ビ キ チ ン 化 過 程 は 2ま た は 3種 の 酵 素 の
連 続 的 作 用 を 必 要 と す る （ 例 え ば 、 Hershko, A. & Ciechanover, A., 1998, Annu. Rev. 
Biochem. 67,425-479を 参 照 さ れ た い ） 。 Ub活 性 化 酵 素 で あ る E1は 、 チ オ エ ス テ ル 結 合 を
介 し て Ubに 結 合 し 、 つ い で そ れ を E2に 伝 達 す る 。 E2酵 素 は 、 単 独 で 又 は E3 Ub-タ ン パ ク 質
リ ガ ー ゼ と 共 に 機 能 し て 、 Ubを 基 質 タ ン パ ク 質 中 の リ シ ン 残 基 に 結 合 さ せ う る 。 ポ リ ユ ビ
キ チ ン 化 に よ り 修 飾 さ れ た 基 質 は プ ロ テ ア ソ ー ム に よ り 分 解 さ れ る 。 モ ノ ユ ビ キ チ ン 化 は
、 エ ン ド サ イ ト ー シ ス の た め の シ グ ナ ル と し て 働 く （ Shili, S. C., Sloper-Mould, K. E
. & Hicke, L., 2000, Embo. J. 19,187-198） 。 活 性 部 位 Cysは Tsg101に お い て 保 存 さ れ
て い な い が 、 本 発 明 者 ら の 結 果 は 、 こ の 領 域 が HIV-1 Lド メ イ ン の 結 合 に お い て 直 接 的 ま
た は 間 接 的 に 機 能 す る こ と を 示 唆 し て い る 。 Lド メ イ ン PTAPPの 結 合 に 寄 与 す る Tsg101中 の
改 変 さ れ た Ub結 合 部 位 中 の 残 基 は 、 正 に 荷 電 し た Lys残 基 に 隣 接 す る Tyrお よ び Trp残 基 で
あ る こ と に 注 目 す べ き で あ る （ 図 4B） 。 荷 電 残 基 に 隣 接 し た 芳 香 族 ア ミ ノ 酸 は 、 SH3お よ
び WWド メ イ ン の よ う な タ ン パ ク 質 結 合 モ チ ー フ の た め の 非 常 に 重 要 な 結 合 決 定 因 子 で あ る
。 SH3ド メ イ ン は 、 PTAPPの よ う な コ ン セ ン サ ス PXXPを 有 す る Proリ ッ チ 配 列 と 結 合 す る 。 W
Wド メ イ ン は PPXYモ チ ー フ と 相 互 作 用 す る （ Kay, B. K., Williamson, M. P. & Sudol, M.
, 2000, Fasebj. 14,231-241; Gamier, L., Wills, J. W., Verderame, M. F. & Sudol, 
M., 1996, Nature 381,744-745） 。 さ ら に 、 Tsg101中 の こ れ ら の 芳 香 族 残 基 を 取 り 囲 む ア
ミ ノ 酸 は 、 活 性 な E2酵 素 に お い て 保 存 さ れ て い る た め 、 E2-Ub-E3相 互 作 用 性 複 合 体 に 関 し
て 示 唆 さ れ て い る と お り （ Laney, J. D. & Hochstrasser, M., 1999, Cell 97, 427-430;
 Nuber, U. & Schefflier, M., 1999, J. Biol. Chem. 274,7576-7582） 、 Tsg101は 、 Gag
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p6を 相 互 作 用 性 E3酵 素 に 提 供 す る E2様 能 力 を 維 持 し て い る か も し れ な い 。 そ う で あ れ ば 、
Tsg101-Gag複 合 体 が 活 性 な E3酵 素 と 結 合 し て 、 Lド メ イ ン の 機 能 に 関 連 し た 事 象 を 促 進 す
る か も し れ な い 。 さ ら に 、 Tsg101は 膜 タ ン パ ク 質 輸 送 に お い て 機 能 す る こ と が 示 さ れ て い
る （ Babst, M., Odorizzi, G., Estepa, E. J. & Emr, S. D., 2000, Traffic 1,242-258
; Lemmon, S. K. & Traub, L. M., 2000, Curr. Opin Cell Biol. 12,457-466） 。 膜 結 合
タ ン パ ク 質 の 再 循 環 に 必 要 と さ れ る 小 胞 を 調 節 す る 際 の そ の 関 与 （ Babst, M., Odorizzi,
 G., Estepa, E. J. & Emr, S. D., 2000, Traffic 1,242-258; Bishop N And Woodman P
., 2001, J Biol Chem. 276: 11735-42） が 、 粒 子 の 成 熟 お よ び 放 出 の 部 位 へ の Gagの 輸 送
に お い て 何 ら か の 役 割 を 果 た す こ と を 可 能 に し て い る の か も し れ な い 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
HIV-1 Gagが Tsg101中 の E2様 ド メ イ ン を 介 し て 結 合 す る と い う 知 見 は 幾 つ か の 仮 説 を 示 唆
し て い る 。 活 性 な E2酵 素 に 対 す る Tsg101の 類 似 性 に 基 づ け ば 、 Gagと Tsg101と の 相 互 作 用
は 偶 発 的 な も の で あ る か も し れ な い 。 あ る い は 、 示 唆 さ れ て い る よ う に （ Schubert, U., 
Ott, D. E., Chertova, E. N., Welker, R., Tessmer, U., Princiotta, M. F., Bennink
, J. R., Krausslich, H. G. & Yewdell, J. W., 2000, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97
,13057-13062; Strack, B., Calistri, A., Accola, M. A., Palu, G. & Gottlinger, H.
 G., 2000, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97,13063-13068; Patnaik, A., Chau, V. & Wi
lls, 3. W., 2000, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97,13069-13074） 、 Ubが 集 合 に 必 要 と
さ れ る の で あ れ ば 、 Tsg101は 、 活 性 な E2酵 素 と Gagと の 相 互 作 用 を 妨 げ る 細 胞 防 御 機 構 と
し て 機 能 す る の か も し れ な い 。 ま た 、 Tsg101が シ ャ ペ ロ ン と し て ウ イ ル ス に よ り 動 員 さ れ
て 、 Gagの ポ リ ユ ビ キ チ ン 化 と 、 そ れ に 続 く プ ロ テ ア ソ ー ム に よ る 分 解 を 阻 止 す る 可 能 性
が あ る 。 こ の 見 解 は 、 活 性 Cysの 代 わ り に Serを 含 有 す る サ イ ク リ ン 特 異 的 E2酵 素 が 実 際 に
サ イ ク リ ン 破 壊 の ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ イ ン ヒ ビ タ ー で あ る と い う こ と に よ り 裏 付 け ら れ
て い る （ Townsley, F. M., Aristarkhov, A., Beck, S., Hershko, A. & Ruderman, J. V
., 1997, Proc. Natl. Acad. Sci USA 94,2362-2367） 。 最 後 に 、 Tsg101は 、 相 互 作 用 性 E
3タ ン パ ク 質 の 機 能 を 改 変 す る 酵 母 UEV Mms2タ ン パ ク 質 の よ う に 機 能 す る の か も し れ な い
（ Hofmann, R. M. & Pickart, C. M., 1999, Cell 96, 645-653） 。 興 味 深 い こ と に 、 エ
ボ ラ ウ イ ル ス 基 質 タ ン パ ク 質 の Lド メ イ ン は 、 E3 Ubタ ン パ ク 質 リ ガ ー ゼ で あ る Nedd4と 相
互 作 用 す る （ Harty, R. N., Brown, M. E., Wang, G., Huibregtse, J. & Hayes, F. P.,
 2000, Proc. Natl. Acad Sci. USA 97,13871-13876） 。 Ubの 修 飾 に 影 響 を 及 ぼ す 細 胞 性
タ ン パ ク 質 と Lド メ イ ン と の 相 互 作 用 の 明 ら か な 保 存 は 、 Ub機 構 の 関 与 が 、 レ ト ロ ウ イ ル
ス フ ァ ミ リ ー 内 お よ び レ ト ロ ウ イ ル ス フ ァ ミ リ ー 外 の 両 方 の ウ イ ル ス の 集 合 お よ び 粒 子 放
出 に お け る 高 度 に 保 存 さ れ た 事 象 で あ る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
6.2.　
実 施 例 1は 、 Gag前 駆 体 ポ リ タ ン パ ク 質 の C末 端 の p6領 域 に 位 置 す る ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス 1
型 （ HIV-1） の PTAPPモ チ ー フ ま た は Lド メ イ ン が tsg101遺 伝 子 の タ ン パ ク 質 産 物 に 結 合 す
る こ と が 判 明 し た こ と を 示 し て い る 。 Tsg101は 転 写 の モ ジ ュ レ ー シ ョ ン と ユ ビ キ チ ン 化 お
よ び タ ン パ ク 質 分 解 の 抑 制 と の 両 方 に お い て 機 能 し う る こ と を 、 配 列 分 析 が 示 唆 し て お り
、 ま た 、 実 験 的 証 拠 も 示 し て い る 。 後 者 の 効 果 は 、 ユ ビ キ チ ン （ Ub） コ ン ジ ュ ガ ー ゼ （ E2
） 様 ド メ イ ン を 含 有 す る が Ub結 合 に き わ め て 重 要 な 活 性 部 位 Cys残 基 を 欠 く N末 端 領 域 に よ
り 媒 介 さ れ る 。 Tsg101の こ の ド メ イ ン は 、 HIV-1 Gagと の そ の 相 互 作 用 に 必 要 な 最 小 結 合
領 域 で あ る 。 エ ン ド ソ ー ム 輸 送 に お け る Tsg101の 関 与 、 な ら び に そ れ が in vitroお よ び 哺
乳 動 物 細 胞 に お い て HIV-1 Gagと 相 互 作 用 す る 能 力 （ 実 施 例 1に 示 し た と お り ） 、 お よ び Ga
gの p6領 域 内 の Lド メ イ ン が 、 結 合 に 特 に 必 要 と さ れ る と い う 知 見 は 、 細 胞 表 面 か ら の 成 熟
ウ イ ル ス の 放 出 を も た ら す 後 期 出 芽 機 能 に 及 ぼ す Tsg101の 効 果 を 検 討 す る た め の 本 実 施 例
で の 研 究 に つ な が っ た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
本 実 施 例 で は 、 成 熟 HIV-1粒 子 の 放 出 が 、 Tsg101を 欠 損 し て い る マ ウ ス SL6細 胞 （ Li, L. &
 Cohen, S. N., 1996, Cell 85, 319-329） 、 お よ び 野 生 型 Tsg101タ ン パ ク 質 を 過 剰 産 生
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す る 霊 長 類 COS-1細 胞 に お い て は 減 少 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 ま た 、 SL６ 細 胞 は 複 数 の
表 面 結 合 タ ン パ ク 質 の ソ ー テ ィ ン グ （ 選 別 ） に 欠 陥 が あ る こ と が 示 さ れ て い る （ Babst, M
., Odorizzi, G., Estepa, E. J. & Emr, S. D., 2000, Traffic 1,242-258） 。 Tsg101タ
ン パ ク 質 の 分 解 の 調 節 に は 必 要 で あ る が Gagの 結 合 に は 必 要 で な い 領 域 内 の Tsg101の 突 然
変 異 （ 実 施 例 1を 参 照 ） は 、 ウ イ ル ス の 放 出 に 対 す る Tsg101の 過 剰 発 現 の 抑 制 効 果 を 部 分
的 に 逆 転 さ せ た 。 Tsg101の 過 剰 産 生 の 効 果 は 、 Tsg101と 相 互 作 用 す る 配 列 が Gag中 に 存 在
す る こ と を 必 要 と し た 。 本 実 施 例 に お け る 結 果 は 、 Tsg101タ ン パ ク 質 が 、 Gagの Lド メ イ ン
と の 相 互 作 用 を 介 し て 、 HIV-1粒 子 の 輸 送 お よ び 成 熟 を 特 異 的 に 調 節 し て い る と い う 証 拠
を 提 供 す る も の で あ り 、 増 殖 性 ウ イ ル ス 集 合 に お け る Tsg101の 機 能 を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス 1型 （ HIV-1） に コ ー ド さ れ る 構 造 前 駆 体 ポ リ タ ン パ ク 質 で あ る Pr55
G a g 中 の p6領 域 は 、 gagト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 の 細 胞 膜 か ら の 成 熟 ウ イ ル ス 様 粒 子 の 放 出 を
導 く 。 実 施 例 1は 、 Gag p 6 が 、 膜 結 合 タ ン パ ク 質 の 輸 送 に 影 響 を 及 ぼ す タ ン パ ク 質 で あ る Ts
g101と 結 合 す る こ と を 示 し て い る 。 本 実 施 例 で は 、 ア ン チ セ ン ス 転 写 産 物 に よ る Tsg101 m
RNAの 機 能 的 不 活 性 化 に よ り 誘 導 さ れ る Tsg101の 欠 損 は 、 細 胞 膜 に 富 む 細 胞 画 分 に お け る G
agタ ン パ ク 質 の 成 熟 を 妨 げ 、 ウ イ ル ス 粒 子 の 放 出 を 減 少 さ せ る こ と が 示 さ れ て お り 、 こ の
こ と は 、 正 常 な Gagの 輸 送 お よ び プ ロ セ シ ン グ に は Tsg101が 必 要 で あ る こ と を 示 唆 し て い
る 。 逆 説 的 で あ る が 、 Tsg101の 過 剰 発 現 も ウ イ ル ス 粒 子 の 放 出 を 阻 害 し た が 、 Tsg101と 結
合 し な い GagΔ p6の 排 出 に は 影 響 を 及 ぼ さ な か っ た 。 阻 害 は 、 Tsg101分 解 の 適 当 な 自 己 調
節 に 必 要 と さ れ る 、 Tsg101の C末 端 ス テ デ ィ ネ ス （ steadiness） ボ ッ ク ス （ SB） ド メ イ ン
の 突 然 変 異 に よ り 減 少 し た 。 し か し 、 SBの 突 然 変 異 は 、 過 剰 発 現 さ れ た Tsg101が ウ イ ル ス
粒 子 の 放 出 を 妨 げ る 能 力 を 低 下 さ せ た が 、 粒 子 に 結 合 し た Gag前 駆 体 タ ン パ ク 質 の 成 熟 は
不 完 全 で あ っ た 。 本 実 施 例 の 結 果 は 、 Tsg101が HIV粒 子 の 成 熟 お よ び 放 出 の 両 方 に お い て
何 ら か の 役 割 を 果 た し て お り 、 HIV-1の 産 生 を 妨 げ る 新 規 標 的 と な る 可 能 性 が あ る こ と を
示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】

野 生 型 gag、 polお よ び vifを コ ー ド す る pgp-RRE-r（ Smith, A. J., Cho, M. I., Hammarsk
jold, M. L. & Rekosh, D., 1990, J. Virol. 64,2743-2750） を 、 PCRに よ り p6の 最 初 の
コ ド ン に 3つ の 点 突 然 変 異 を 導 入 し て 、 そ れ を 終 止 （ オ ー カ ー ） コ ド ン に 変 換 す こ と に よ
り Pr55 GagΔ p6を 合 成 す る た め の 鋳 型 と し て 使 用 し た 。 5'プ ラ イ マ ー （ GGAAGATCTGGCCTTC
CTACAAGGGAAGGCCAGGGAATT、 配 列 番 号 37） は BH10 gagの nt 1637-1687に ア ニ ー ル し （ Ratne
r, L., Haseltine, W., Patarca, R., Livak, K. J., Starcich, B., Josephs, S. F., D
oran, E. R., Rafalski, J. A., Whitehorn, E. A., Baumeister, K.ら , 1985, Nature 3
13,277-284） 、 ユ ニ ー ク BglII部 位 を 含 む 。 3'プ ラ イ マ ー （ CCATGTATTGATAGATAACTATGTCTG
、 配 列 番 号 38） は 、 ユ ニ ー ク EcoRV部 位 の 下 流 の pol遺 伝 子 中 の nt 2655-2682に ア ニ ー ル す
る 。 pgp-RRE-rプ ラ ス ミ ド お よ び PCRか ら 得 ら れ た 断 片 を BglIIお よ び EcoRVで 切 断 し 、 所 望
の 断 片 を 連 結 し た 。 突 然 変 異 を 、 ABI Prism BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready
 Reactionキ ッ ト （ Perkin-Elmer, Foster City, CA） を 使 用 す る 配 列 決 定 に よ り 確 認 し た
。 pIND-hTsg101-FLAG（ 野 生 型 ヒ ト Tsg101） お よ び pIND-SD5-59-FLAG（ ア ミ ノ 酸 348-351が
Glyに よ り 置 換 さ れ て い る ） は 記 載 さ れ て い る （ Feng, G. H., Lih, C.-J., & Cohen, S. 
N., 2000, Cancer Research 60,1736-1741） 。
【 ０ ０ ８ ０ 】

COS-1細 胞 を 、 ウ シ 胎 児 血 清 お よ び 抗 生 物 質 を 補 充 し た DMEM中 、 60％ コ ン フ ル エ ン ト に な
る ま で 37℃ で 培 養 し た 。 FuGene 6試 薬 （ Roche） を 使 用 し て 、 野 生 型 ま た は 突 然 変 異 pIND-
hTsg101-FLAG、 pVgRXR、 pCMV-rev、 お よ び 野 生 型 ま た は 突 然 変 異 pgp-RRE-rを 種 々 の 組 合
せ で 該 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 Revは 、 gagお よ び polの 発 現 に 必 要 な HIV-1コ ー ド 化
タ ン パ ク 質 で あ る （ Frankel, A. D. & Young, J. A., 1998, Annu. Rev. Biochem. 67,1-
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25） 。 PVgRXRは 、 ヘ テ ロ 二 量 体 の エ ク ジ ソ ン 誘 導 性 受 容 体 ［ こ れ は 、 該 ホ ル モ ン と 一 緒 に
な っ て 、 転 写 ア ク チ ベ ー タ ー 複 合 体 を 形 成 し 、 該 複 合 体 は tsg101の 発 現 を 駆 動 す る プ ロ モ
ー タ ー に 結 合 す る ］ の 両 方 の 単 量 体 を コ ー ド し て い る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 24時 間 後
に ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 を エ ク ジ ソ ン 類 似 体 プ ロ ナ ス テ ロ ン で 24時 間 処 理 し た と こ ろ 、 Ts
g101の 発 現 が 誘 導 さ れ た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 48時 間 後 、 該 細 胞 を か き 取 る こ と に よ
り 該 培 地 中 に 回 収 し 、 遠 心 分 離 に よ り 集 め た 。 ペ レ ッ ト 化 細 胞 を 冷 PBSで 3回 洗 浄 し 、 プ ロ
テ ア ー ゼ 阻 害 剤 を 含 有 す る 1mlの 冷 低 張 性 バ ッ フ ァ ー （ 10mM Tris, pH 7.4, 1mM MgCl 2 ）
で 膨 潤 さ せ （ 15分 間 、 4℃ ） 、 35ス ト ロ ー ク の Dounceホ モ ジ ナ イ ザ ー （ B型 乳 棒 ） に よ り 破
壊 し た 。 ラ イ セ ー ト を 10,000× g、 4℃ で 10分 間 遠 心 し て 、 未 破 壊 細 胞 、 核 お よ び ミ ト コ ン
ド リ ア を 除 去 し た 。 NIH 3T3お よ び SL6細 胞 を 、 抗 生 物 質 お よ び ウ シ 胎 児 血 清 を 補 充 し た DM
EM中 、 37℃ で 維 持 し た 。 SL6細 胞 は 、 既 に 記 載 さ れ て い る ラ ン ダ ム ホ モ 接 合 ノ ッ ク ア ウ ト
（ RHKO） 法 （ Li, L. & Cohen, S. N., 1996, Cell 85, 319-329） を 用 い て ア ン チ セ ン ス R
NAに よ り tsg101遺 伝 子 の 機 能 的 不 活 性 化 が 施 さ れ た 3T3誘 導 体 で あ る 。 FuGene6試 薬 を 使 用
し て 、 こ れ ら の 細 胞 を pHIV-APΔ e n v （ Sutton, R. E., Wu, H. T., Rigg, R., Bohnlein, 
E. & Brown, P. O., 1998, J. Virol. 72,5781-5788） と 、 明 細 書 中 に 示 さ れ て い る 場 合
に は pME VSV G（ Sutton, R. E., Wu, H. T., Rigg, R., Bohnlein, E. & Brown, P. O., 
1998, J. Virol. 72,5781-5788） と で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 全 細 胞 質 画 分 （ S1） 、 核 ／
ゴ ル ジ に 富 む 画 分 （ P1） 、 可 溶 性 画 分 （ S100） お よ び 細 胞 膜 に 富 む 画 分 （ P100） へ の 分 画
化 を 、 記 載 さ れ て い る と お り （ L. Alland, S. M. Peseckis, R. E. Atherton, L. Berthi
aume & Resh, M. D., 1994, J. Biol. Chem. 269,16701-16705） に 行 っ た 。 20％  ス ク ロ
ー ス の ク ッ シ ョ ン に よ る 30,000rpm、 4℃ で 80分 間 の 超 遠 心 分 離 （ Beckman SW41ロ ー タ ー ）
に よ り 、 0.45μ mフ ィ ル タ ー を 通 し た 培 養 上 清 か ら ウ イ ル ス 粒 子 を 単 離 し た 。 ペ レ ッ ト 化
ウ イ ル ス 粒 子 を 、 4℃ で 穏 や か に 振 と う す る こ と に よ り 1mlの リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 に 再 懸 濁 さ
せ た 。 VSV G偽 型 ウ イ ル ス 調 製 物 の 感 染 力 を 、 MAGIア ッ セ イ （ Vodicka, M. A., Goh, W. C
., Wu, L. I., Rogel, M. E., Bartz, S. R., Schweickart, V. L., Raport, C., & Emer
man, M., 1997, Virol. 233,193-198） を 用 い て 評 価 し た 。
【 ０ ０ ８ １ 】

プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 （ Roche） を 含 有 す る 非 変 性 低 張 性 バ ッ フ ァ ー （ 10mM Tris, pH 7.4, 
1mM MgCl 2 ） で 予 め 洗 浄 し た プ ロ テ イ ン Aア ガ ロ ー ス ビ ー ズ （ Pierce） を 適 当 な 抗 体 と 共 に
イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 サ イ ト ゾ ル 抽 出 物 に 加 え 、 4℃ で 60分 間 回 転 さ せ た 。 免 疫 沈 降 物 を 低
張 性 バ ッ フ ァ ー 中 で 洗 浄 し 、 5％  メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を 含 有 す る SDSサ ン プ ル バ ッ フ ァ
ー 中 で 煮 沸 し 、 SDS-PAGEに よ り 分 離 し 、 本 明 細 書 中 に 示 さ れ て い る 抗 体 を 使 用 す る ウ ェ ス
タ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ り 分 析 し た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】

12.5％  SDSポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル で の 電 気 泳 動 に よ り タ ン パ ク 質 を 分 離 し た 。 電 気 泳 動
後 、 該 ゲ ル を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス に 転 写 し 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ り 分 析 し た 。 本 明 細
書 中 に 特 定 さ れ て い る 以 下 の 抗 体 を 使 用 し た ： 抗 Tsg101マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Sant
a Cruz, Inc） 、 ア ミ ノ 酸 383-391に 対 し て 誘 導 さ れ た 抗 Tsg101ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 ペ
プ チ ド 抗 体 、 抗 FLAGマ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Sigmaか ら 入 手 ） 、 天 然 形 態 の CAタ ン パ
ク 質 に 対 し て 誘 導 さ れ た 抗 CAウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ehrlich, L. S., Krausslich, 
H.-G., Wimmer, E. & Carter, C. A., 1990, AIDS & Hum. Retro. 6,1169-1175） 、 抗 CA
マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ NEN-DuPont） 、 抗 p6ラ ッ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル （ ABI） 。 Lumi-Li
ght試 薬 （ Roche） を 使 用 す る 化 学 発 光 に よ り 、 タ ン パ ク 質 を 可 視 化 し た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】

実 施 例 1は 、 Tsg101が 、 感 染 細 胞 か ら の 成 熟 ウ イ ル ス 粒 子 の エ キ ソ サ イ ト ー シ ス を 導 く 領
域 で あ る HIV-1 Pr55 Gag p 6 中 の Lド メ イ ン （ Gottlinger, H. G., Dorfman, T., Sodroski,
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 J. G. & Haseltine, W. A., 1991, Proc. Natl. Acad Sci. USA 88,3195-3199; Huang, 
M., Orenstein, J. M., Martin, M. A. & Freed, E. O., 1995, J. Virol. 69,6810-6818
） と 特 異 的 に 結 合 す る こ と を 示 し て い る 。 ウ イ ル ス 産 生 に お け る こ の 相 互 作 用 の 役 割 を 調
べ る た め に 、 ウ イ ル ス 粒 子 の 放 出 に 及 ぼ す tsg101発 現 の モ ジ ュ レ ー シ ョ ン の 影 響 を 判 定 し
た 。 初 期 ア プ ロ ー チ と し て 、 Tsg101発 現 が ア ン チ セ ン ス 法 （ Li, L. & Cohen, S. N., 199
6, Cell 85, 319-329） に よ り 正 常 レ ベ ル の 約 30％ に ま で 低 下 し て い る NIH 3T3由 来 細 胞 系
（ SL6） に お い て ウ イ ル ス の 産 生 を 調 べ た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
こ れ ら の 実 験 の た め に 、 Gagと 、 Nefお よ び Env以 外 の そ の 他 の す べ て の ウ イ ル ス タ ン パ ク
質 と を 、 pHIV-APΔ e n v （ Sutton, R. E., Wu, H. T., Rigg, R., Bohnlein, E. & Brown, 
P. O., 1998, J. Virol. 72,5781-5788） か ら 発 現 さ せ 、 培 地 内 に 放 出 さ れ た ウ イ ル ス 粒
子 を ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ り 評 価 し た 。 pHIV-APΔ e n v は 、 nef遺 伝 子 の 代 わ り に ヒ ト
胎 盤 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 遺 伝 子 を 含 有 し 、 env遺 伝 子 が 欠 失 し て い る 。 特 定 の 細 胞 画
分 マ ー カ ー の 全 タ ン パ ク 質 染 色 お よ び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 測 定 し て 、 コ ン フ ル
エ ン シ ー の 程 度 に 合 致 し た 細 胞 培 養 物 が 得 ら れ る よ う 、 増 殖 条 件 を 確 認 し た 。 対 照 実 験 に
お い て は 、 Fugene6試 薬 を 使 用 し て SL6が 3T3と 同 じ 効 率 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た こ と を
確 認 す る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 親 お よ び 突 然 変 異 細 胞 の 合 致 し た 培 養 物 か ら 調 製 さ れ
た 、 互 い の +/- 0.01μ g以 内 の 全 タ ン パ ク 質 値 を 示 す 細 胞 質 （ S1） 抽 出 物 は 、 同 じ ク ー マ
シ ー ブ ル ー 染 色 タ ン パ ク 質 パ タ ー ン （ 図 5A、 レ ー ン 1、 2） 、 な ら び に Na + K + ATPア ー ゼ お よ
び ア ク チ ン の 比 較 可 能 な 発 現 （ レ ー ン 3、 4） を 示 し た 。 こ れ に 対 し て 、 SL6細 胞 は 、 既 に
報 告 さ れ て い る と お り 、 抗 Tsg101モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 す る 比 較 半 定 量 的 ウ ェ ス タ ン
分 析 に よ り 測 定 し た と き に 親 細 胞 の レ ベ ル の 約 30％ の Tsg101を 蓄 積 し た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】

Gagの 細 胞 内 蓄 積 に 及 ぼ す Tsg101欠 損 の 影 響 を 判 定 す る た め に 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 を
分 画 遠 心 分 離 に 付 し 、 ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 の 量 を S1ラ イ セ ー ト お よ び 細 胞 画 分 に お い て 評
価 し た 。 擬 似 処 理 細 胞 に は 含 ま れ て い な か っ た が 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト 3T3細 胞 か ら 調 製 し
た S1ラ イ セ ー ト は 、 細 胞 膜 に 富 む P100画 分 中 に 蓄 積 し た （ 図 5Cの 挿 入 図 ） 成 熟 CAタ ン パ ク
質 を 含 有 し て い た （ 図 5C、 レ ー ン 1、 2） 。 こ の 画 分 は 、 内 在 性 膜 タ ン パ ク 質 で あ る Na + K + A
TPア ー ゼ の 局 在 化 に よ り 同 定 さ れ た （ 例 え ば 、 L. Alland, S. M. Peseckis, R. E. Ather
ton, L. Berthiaume & Resh, M. D., 1994, J. Biol. Chem. 269,16701-16705を 参 照 さ れ
た い ） 。 こ れ に 対 し て 、 擬 似 処 理 SL6細 胞 ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク ト SL6細 胞 か ら 調 製 し た S1
画 分 に は 、 成 熟 CAが ま っ た く 検 出 さ れ な か っ た （ 図 5C、 レ ー ン 3、 4） 。 Gag前 駆 体 を 認 識
す る 抗 体 を 使 用 す る 、 SL6細 胞 か ら の S1お よ び P1画 分 の 更 な る 分 析 は 、 こ れ ら の 未 処 理 SL6
細 胞 ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク ト SL6細 胞 か ら 調 製 し た S1画 分 中 に ウ イ ル ス 特 異 的 タ ン パ ク 質
が 存 在 し な い こ と を 証 明 し た （ 図 5D、 レ ー ン 1、 2） 。 こ れ と は 対 照 的 に 、 該 抗 体 は 、 繊 維
状 ア ク チ ン タ ン パ ク 質 、 ゴ ル ジ 複 合 体 タ ン パ ク 質 お よ び 核 タ ン パ ク 質 に 富 む P1画 分 中 に 完
全 長 Gag前 駆 体 を 明 ら か に し た （ レ ー ン 4） （ 例 え ば 、 L. Alland, S. M. Peseckis, R. E.
 Atherton, L. Berthiaume & Resh, M. D., 1994, J. Biol. Chem. 269,16701-16705を 参
照 さ れ た い ） 。 こ れ ら の 結 果 は 、 SL6細 胞 に お け る ウ イ ル ス 放 出 の 阻 止 が 、 細 胞 膜 へ の Gag
前 駆 体 の 輸 送 の 欠 陥 （ 通 常 は 、 細 胞 膜 に お い て そ れ が 集 合 す る ） か ら 生 じ た こ と を 示 唆 し
て お り 、 し た が っ て 、 こ の こ と か ら 、 Tsg101は こ の 輸 送 機 能 に 関 連 づ け ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】

Tsg101タ ン パ ク 質 の 定 常 状 態 レ ベ ル は 、 タ ン パ ク 質 分 解 を 含 む 翻 訳 後 機 構 に よ り 、 細 胞 増
殖 中 は 狭 い 範 囲 内 に 維 持 さ れ る （ Feng, G. H., Lih, C.-J., & Cohen, S. N., 2000, Can
cer Research 60,1736-1741） 。 FLAGタ グ 付 き Tsg101タ ン パ ク 質 の 過 剰 発 現 は 、 内 因 性 お
よ び FLAGタ グ 付 き の 両 タ ン パ ク 質 の 代 謝 回 転 を 促 進 さ せ る （ Feng, G. H., Lih, C.-J., &
 Cohen, S. N., 2000, Cancer Research 60,1736-1741） 。 pIND-h-Tsg101-FLAG構 築 物 （ F
eng, G. H., Lih, C.-J., & Cohen, S. N., 2000, Cancer Research 60, 1736-1741） の
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使 用 は 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ （ Drosophilia） エ ク ジ ソ ン 応 答 性 DNAエ レ メ ン ト を 含 有 す る 修
飾 プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 で の FLAGタ グ 付 き Tsg101の 誘 導 性 発 現 を 可 能 に す る 。 エ ク ジ ソ ン
類 似 体 で あ る 誘 導 物 質 プ ロ ナ ス テ ロ ン （ 以 下 、 「 pa」 と い う ） を 使 用 す る 予 備 的 実 験 に お
い て は 、 内 因 性 タ ン パ ク 質 の 定 常 状 態 レ ベ ル の 大 き な 変 動 を 伴 う こ と な く FLAGタ グ 付 き Ts
g101を 過 剰 産 生 さ せ る 条 件 を 確 認 し た 。 図 6Aに 示 す と お り 、 抗 Tsg101抗 体 を 使 用 す る ウ ェ
ス タ ン 分 析 は 、 予 想 さ れ た 約 46kDaの 位 置 に 移 動 す る 内 因 性 タ ン パ ク 質 の バ ン ド と 、 よ り
遅 く 移 動 す る 漸 増 量 の タ ン パ ク 質 と を 検 出 し た 。 8残 基 の FLAG配 列 に 対 す る 抗 体 で 該 ブ ロ
ッ ト を 再 プ ロ ー ブ す る こ と に よ り 、 よ り 遅 く 移 動 す る タ ン パ ク 質 は 、 該 タ ン パ ク 質 を コ ー
ド す る 誘 導 プ ラ ス ミ ド の 発 現 に 由 来 す る FLAGタ グ 付 き Tsg101で あ る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
既 に 示 さ れ て い る と お り 、 プ ラ ス ミ ド pgp-RRE-rは 、 COS細 胞 内 で HIV-1調 節 タ ン パ ク 質 Rev
と 共 に 発 現 さ れ る と 、 成 熟 HIV-1と は 区 別 で き な い ウ イ ル ス 様 粒 子 の 集 合 お よ び 放 出 を 可
能 に す る （ Smith, A. J., Cho, M. I., Hammarskjold, M. L. & Rekosh, D., 1990, J. V
irol. 64,2743-2750, Ebbets-Reed, D., Scarlata, S. & Carter, C. A. Biochem. 35,14
268-14275） 。 本 発 明 者 ら が 観 察 し た Tsg101関 連 効 果 の 特 異 性 を 確 実 な も の と す る た め に
、 HIV-1 GagΔ p6突 然 変 異 体 を 平 行 し て 調 べ た 。 突 然 変 異 Gagタ ン パ ク 質 は 、 （ i） Tsg101
に 結 合 す る p6ド メ イ ン を 欠 き 、 （ ii） タ ン パ ク 質 分 解 性 成 熟 を 完 結 で き な い 粒 子 を 集 合 さ
せ 、 （ iii） 非 効 率 的 に 放 出 さ れ る （ 実 施 例 1; Gottlinger, H. G., Dorfman, T., Sodros
ki, J. G. & Haseltine, W. A., 1991, Proc. Natl. Acad Sci. USA 88, 3195-3199; Hua
ng, M., Orenstein, J. M., Martin, M. A. & Freed, E. O., 1995, J. Virol. 69, 6810
-6818を 参 照 さ れ た い ） 。 GagΔ p6を 含 有 す る 粒 子 は 、 細 胞 質 中 お よ び 培 地 中 の 蓄 積 を 比 較
す る こ と に よ り 測 定 し た 場 合 に 、 野 生 型 の 50％ の 効 率 で 放 出 さ れ る こ と が 判 明 し た 。 一 定
量 の pIND-h-Tsg101-FLAG DNA、 rev、 polお よ び gagま た は gagΔ 6で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ
た 細 胞 に 誘 導 物 質 paを 0、 1お よ び 5μ Mで 加 え 、 ウ イ ル ス 様 粒 子 に 関 し て 培 地 を 調 べ る こ と
に よ り 、 ウ イ ル ス 粒 子 の 放 出 に 及 ぼ す 漸 増 量 の Tsg101の 影 響 を 調 べ た 。 予 想 ど お り 、 rev
だ け を 発 現 す る 細 胞 か ら は ウ イ ル ス 特 異 的 タ ン パ ク 質 は 放 出 さ れ な か っ た （ 図 6B、 レ ー ン
1） 。 0μ Mの paで 処 理 し た 細 胞 か ら 放 出 さ れ た ウ イ ル ス 粒 子 は 、 予 想 さ れ る バ ン ド の 成 熟 C
Aタ ン パ ク 質 を 含 有 し て い た （ レ ー ン 2） 。 1ま た は 5μ Mの paで 処 理 し た 細 胞 か ら 放 出 さ れ
た ウ イ ル ス は 、 同 じ 成 熟 CA組 成 物 を 示 し た が 、 そ の 量 は 対 照 （ 0μ Mの pa） レ ベ ル の そ れ ぞ
れ 約 60％ お よ び 約 30％ に 低 下 し た （ そ れ ぞ れ レ ー ン 3お よ び 4） 。 pIND-h-Tsg101-FLAGの 非
存 在 下 で の 5μ Mの paの 添 加 は 抑 制 効 果 を 示 さ な か っ た 。 ト ラ ン ケ ー ト 型 GagΔ p6前 駆 体 タ
ン パ ク 質 お よ び MA-CAと 同 定 さ れ た バ ン ド を 含 有 す る 未 成 熟 粒 子 の 放 出 は 、 Tsg101の 過 剰
発 現 に よ っ て は 有 意 に は 影 響 さ れ ず 、 実 質 的 に 不 変 の ま ま で あ っ た （ レ ー ン 5～ 7） 。 こ れ
ら の 結 果 は 、 Tsg101の 細 胞 内 レ ベ ル の 増 加 が 野 生 型 Pr55 G a g 粒 子 の 放 出 を 妨 げ た こ と 、 お
よ び こ の 抑 制 が Gag中 の イ ン タ ク ト の p6ド メ イ ン の 存 在 を 必 要 と し た こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】

総 合 す る と 、 前 記 の 結 果 は 、 Tsg101の 欠 損 お よ び 過 剰 産 生 の 両 方 が 成 熟 ウ イ ル ス 粒 子 の 放
出 を 妨 げ う る こ と を 示 唆 し た 。 し か し 、 過 剰 発 現 さ れ た FLAGタ グ 付 き Tsg101タ ン パ ク 質 が
、 正 常 な 輸 送 を 妨 げ る ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ イ ン ヒ ビ タ ー と し て 作 用 し て い る 可 能 性 が あ
っ た 。 前 記 の と お り 、 C末 端 に 位 置 す る SBド メ イ ン は 、 Tsg101タ ン パ ク 質 の 分 解 に 影 響 を
及 ぼ す こ と に よ り 、 翻 訳 後 に Tsg101の 定 常 状 態 レ ベ ル を 調 節 す る （ Feng, G. H., Lih, C.
-J., & Cohen, S. N., 2000, Cancer Research 60,1736-1741） 。 最 近 得 ら れ た 証 拠 は 、 2
6Sプ ロ テ ア ソ ー ム が こ の 過 程 に 関 与 し て い る こ と を 示 し て い る （ Li, L., Liao, J., Rula
nd, J., Mak, T. W., & Cohen, S. N., 2001, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98,1619-162
4） 。 Tsg101の 過 剰 発 現 の 際 の ウ イ ル ス 粒 子 の 放 出 に お け る 観 察 さ れ た 低 下 は 、 自 己 調 節
に 関 連 し た 事 象 に よ る Tsg101結 合 Gagタ ン パ ク 質 の 偶 発 的 な 分 解 か ら 生 じ う る と 仮 定 さ れ
る 。 こ の 見 解 は 、 SB領 域 中 で 突 然 変 異 し て Tsg101自 己 調 節 に 欠 陥 が あ る Tsg101タ ン パ ク 質
の 過 剰 発 現 が ウ イ ル ス の 放 出 の 抑 制 を 招 く は ず が な い こ と を 予 想 さ せ る も の で あ る 。 Tsg1
01突 然 変 異 SD5-59タ ン パ ク 質 は 、 SBド メ イ ン 中 の 4個 の ア ミ ノ 酸 （ 残 基 348-351） が グ リ シ
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ン 残 基 に よ り 置 換 さ れ た 高 度 に 局 在 化 し た 突 然 変 異 を 含 有 し 、 そ の 結 果 、 Tag101タ ン パ ク
質 を ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン す る そ の 能 力 に 一 部 欠 陥 が あ る （ Feng, G. H., Lih, C.-J.,
 & Cohen, S. N., 2000, Cancer Research 60,1736-1741） 。 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 は
、 誘 導 物 質 paの 添 加 後 に 又 は 漸 増 量 の 突 然 変 異 Tsg101-FLAG DNAの ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
に 応 答 し て 、 こ の タ ン パ ク 質 が 蓄 積 す る こ と を 証 明 し た （ 図 7A） 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
前 記 突 然 変 異 体 な ら び に rev、 polお よ び gagま た は gagΔ 6で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た COS細
胞 に paを 0、 1お よ び 5μ Mで 加 え 、 ウ イ ル ス 様 粒 子 に 関 し て 培 地 を 調 べ る こ と に よ り 、 ウ イ
ル ス 粒 子 の 放 出 に 及 ぼ す 漸 増 量 の SD5-59の 影 響 を 検 討 し た 。 予 想 ど お り 、 revだ け を 発 現
す る 細 胞 か ら は ウ イ ル ス 特 異 的 タ ン パ ク 質 は 放 出 さ れ な か っ た （ 図 7B、 レ ー ン 1） 。 前 記
の 結 果 （ 図 6B、 レ ー ン 2） と 一 致 し て 、 0μ Mの paで 処 理 し た 細 胞 か ら 放 出 さ れ た 粒 子 は 成
熟 ウ イ ル ス 粒 子 の CA組 成 物 を 示 し た （ レ ー ン 2） 。 Tsg101の 自 己 調 節 に 関 連 し た 事 象 が ウ
イ ル ス の 産 生 を 妨 げ る と い う 仮 説 と 一 致 し て 、 漸 増 量 の SD5-59突 然 変 異 タ ン パ ク 質 （ こ れ
は 調 節 に お い て 非 効 率 的 で あ る ） の 発 現 は ウ イ ル ス 粒 子 の 放 出 を 可 能 に し た （ レ ー ン 3、 4
） 。 し か し 、 驚 く べ き こ と に 、 突 然 変 異 Tsg101タ ン パ ク 質 の 発 現 は 、 粒 子 と 結 合 し た 未 切
断 Gag前 駆 体 の 蓄 積 を も 引 き 起 こ し た 。 一 方 、 GagΔ p6に よ り 集 合 し た 粒 子 は 、 野 生 型 tsg1
01が 過 剰 発 現 さ れ た 場 合 に 検 出 さ れ た も の と 同 一 で あ っ た （ レ ー ン 5～ 7） 。 Tsg101突 然 変
異 体 の 過 剰 発 現 が 、 プ ロ セ シ ン グ さ れ て い な い Gagを 含 有 す る 粒 子 の 放 出 を 引 き 起 こ し た
と い う 観 察 は 、 該 突 然 変 異 が 、 正 常 な ウ イ ル ス 放 出 を 可 能 に す る も の の 、 ウ イ ル ス 放 出 と
Gagプ ロ セ シ ン グ と の 通 常 の 結 び つ き を 切 り 離 し た こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
aa348-351の 欠 失 は 、 Gagと Tsg101と の 相 互 作 用 に 影 響 を 及 ぼ す と は 予 想 さ れ な い 。 な ぜ な
ら 、 Gagへ の Tsg101中 の 結 合 部 位 は N末 端 の Ub E2変 異 体 （ UEV） ド メ イ ン 内 に 存 在 す る か ら
で あ る 。 残 基 348-351を 欠 く C末 端 ト ラ ン ケ ー ト 型 タ ン パ ク 質 は 、 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド ア ッ セ
イ に お い て 、 無 傷 の タ ン パ ク 質 と 同 等 の 効 率 で Gag p 6 に 結 合 す る 。 図 8に 示 す と お り 、 抗 p6
抗 体 を 使 用 す る ウ ェ ス タ ン 分 析 は 、 Gag p 6 前 駆 体 お よ び NC-p6切 断 産 物 が 、 gagと 2μ gの 野
生 型 ま た は 突 然 変 異 型 tsg101 DNAと で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 誘 導 細 胞 か ら 調 製 さ れ た 細
胞 質 抽 出 物 中 に 蓄 積 す る こ と を 示 し た （ 図 8A、 レ ー ン 3、 4） 。 抗 Tsg101抗 体 は 、 そ れ ら の
2つ の 抽 出 物 に お い て 、 比 較 可 能 な 程 度 に 該 ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 を 免 疫 沈 降 さ せ た が （ 図 8
B、 レ ー ン 3、 4） 、 こ の こ と は 、 外 因 性 タ ン パ ク 質 の 発 現 が 、 Tsg101に 結 合 し た Gagの 量 を
変 化 さ せ な か っ た こ と を 示 し て い る 。 FLAGタ グ （ 図 8C） ま た は 完 全 長 Tsg101タ ン パ ク 質 （
図 8D） に 対 す る 抗 体 で 該 ブ ロ ッ ト を 再 プ ロ ー ブ す る こ と に よ り 、 免 疫 沈 降 物 中 に 外 因 性 （
FLAGタ グ 付 き ） お よ び 天 然 Tsg101タ ン パ ク 質 が 存 在 す る こ と が 確 認 さ れ た （ レ ー ン 1～ 4）
。 こ れ ら の 結 果 は 、 Gag放 出 に 及 ぼ す SD5-59突 然 変 異 の 影 響 の 欠 如 が Tsg101-Gag相 互 作 用
の 廃 止 に よ る も の で は な か っ た こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
野 生 型 Tsg101タ ン パ ク 質 の 過 剰 発 現 に よ る ウ イ ル ス 粒 子 の 放 出 の 抑 制 が 、 Tsg101の 自 己 調
節 に 関 連 し た 事 象 か ら 生 じ る と い う 仮 説 を 更 に 検 証 す る た め に 、 放 出 に 対 す る 最 大 効 果 が
検 出 さ れ る 条 件 下 で の ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 の 定 常 状 態 レ ベ ル を 評 価 し た 。 図 9Aに 示 す と お
り 、 gag、 polお よ び revで ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ て い る が 外 因 性 tsg101で は ト ラ ン ス フ ェ
ク ト さ れ て い な い 対 照 細 胞 は 、 抗 CA抗 体 を 使 用 す る ウ ェ ス タ ン 分 析 に よ り 示 さ れ る よ う に
、 S1お よ び P1の 両 方 の 画 分 に お い て 、 高 レ ベ ル の ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 を 蓄 積 し た （ レ ー ン
2、 4） 。 こ れ に 対 し て 、 最 大 抑 制 を も た ら す 条 件 下 で gag、 pol、 revお よ び 野 生 型 tsg101-
FLAG DNAで ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 （ 図 6B、 レ ー ン 4を 参 照 さ れ た い ） は 、 S1ま た は P
1画 分 中 に 、 検 出 可 能 な ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 を 含 有 し て い な か っ た が 、 こ の こ と は 、 ウ イ
ル ス タ ン パ ク 質 の 著 し い 分 解 が 生 じ た こ と を 示 唆 し て い る （ 図 9B、 レ ー ン 1、 3） 。 S1お よ
び P1の 両 方 の 画 分 に お い て Gag Δ p6が 検 出 さ れ た た め （ レ ー ン 2、 4） 、 こ の 効 果 は Gagの p
6ド メ イ ン を 必 要 と し た こ と に な る 。 同 じ 条 件 下 、 野 生 型 Tsg101タ ン パ ク 質 の 代 わ り に SD5
-59突 然 変 異 体 を 発 現 す る 細 胞 は 、 S1画 分 に お い て は 検 出 可 能 な レ ベ ル の ウ イ ル ス タ ン パ
ク 質 を 蓄 積 し た が （ パ ネ ル C、 レ ー ン 1） 、 P1画 分 に お い て は タ ン パ ク 質 は 見 出 さ れ な か っ
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た （ レ ー ン 3） 。 こ れ に 対 し て 、 GagΔ p6は 、 両 方 の 画 分 に お い て 、 よ り 高 い レ ベ ル で 蓄 積
し た （ レ ー ン 2、 4） 。 こ れ ら の 結 果 は 、 Tsg101自 己 調 節 機 構 が 細 胞 内 Gagの 定 常 状 態 レ ベ
ル に 影 響 を 及 ぼ す と い う 仮 説 を 支 持 し て い る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】

本 実 施 例 に お い て は 、 Tsg101の 過 少 ま た は 過 剰 発 現 に よ る Tsg101の 定 常 状 態 レ ベ ル の 変 動
が 、 マ ウ ス 細 胞 お よ び 霊 長 類 細 胞 か ら の 成 熟 HIV-1ウ イ ル ス 様 粒 子 の 放 出 に マ イ ナ ス の 影
響 を 及 ぼ し た こ と が 示 さ れ て い る 。 Tsg101の 定 常 状 態 タ ン パ ク 質 レ ベ ル の Tsg101媒 介 翻 訳
後 自 己 調 節 に 関 与 し て い る Tsg101 SB領 域 の 突 然 変 異 は 、 p6ド メ イ ン の 突 然 変 異 と 同 様 に
、 ウ イ ル ス 粒 子 の 放 出 を 阻 止 す る 過 剰 発 現 Tsg101の 能 力 を 低 下 さ せ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、
HIV-1ウ イ ル ス 粒 子 の 産 生 を 、 成 熟 ウ イ ル ス の 排 出 を 制 御 す る Gag Lド メ イ ン に 結 合 す る 細
胞 性 タ ン パ ク 質 （ す な わ ち 、 Tsg101） に 直 接 的 に 関 連 づ け る も の で あ り 、 Gag-Tsg101相 互
作 用 が HIV-1増 殖 に お い て 特 異 的 か つ 重 大 な 役 割 を 果 た し て い る と い う 有 力 な 証 拠 を 提 供
す る も の で あ る 。 マ ウ ス （ SL6） 細 胞 お よ び 霊 長 類 （ COS） 細 胞 の 両 方 に お け る Tsg101の 発
現 の モ ジ ュ レ ー シ ョ ン が ウ イ ル ス の 放 出 に 影 響 を 及 ぼ し た と い う こ と は 、 Tsg101が 多 様 な
細 胞 内 環 境 中 の HIV-1ウ イ ル ス 集 合 に お け る 重 要 な 補 因 子 で あ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
SBド メ イ ン に お い て 突 然 変 異 し た Tsg101タ ン パ ク 質 の 過 剰 発 現 が 、 タ ン パ ク 質 分 解 に よ り
プ ロ セ シ ン グ さ れ て い な い Gagを 含 有 す る ウ イ ル ス 粒 子 の 放 出 を も た ら し た と い う 観 察 は
、 ウ イ ル ス 粒 子 の 放 出 に 関 連 し た Gagタ ン パ ク 質 の 成 熟 に Tsg101が 関 与 し て い る こ と を 示
し て い る 。 成 熟 ビ リ オ ン の 放 出 に 及 ぼ す Tsg101の 影 響 は 、 エ ン ド サ イ ト ー シ ス 経 路 の 、 提
案 さ れ て い る Tsg101の 調 節 （ Lemmon, S. K. & Traub, L. M., 2000, Curr. Opin. Cell B
iol. 12,457-466） の 結 果 で あ る か も し れ な い 。 興 味 深 い こ と に 、 自 己 調 節 機 構 を 部 分 的
に 不 活 性 化 す る SD5-59の 突 然 変 異 は 、 も う 1つ の エ ン ド サ イ ト ー シ ス ソ ー テ ィ ン グ タ ン パ
ク 質 で あ る Vps28（ Bishop Nお よ び Woodman P., 2001, J Biol Chem. 276: 11735-42） ［
こ れ は 、 細 胞 膜 と エ ン ド サ イ ト ー シ ス 小 胞 と の 間 の タ ン パ ク 質 の 輸 送 に お い て 機 能 す る 複
合 体 中 に Tsg101と 共 に 含 ま れ る （ Babst, M., Odorizzi, G., Estepa, E. J. & Emr, S. D
., 2000, Traffic 1,242-258） ］ と の 相 互 作 用 に 必 要 と さ れ る 領 域 内 に 存 在 す る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
も し か す る と 、 SD5-59突 然 変 異 は 、 エ ン ド サ イ ト ー シ ス ソ ー テ ィ ン グ 機 構 か ら Tsg101を 切
り 離 し て 、 Gagが プ ロ セ シ ン グ 部 位 を 迂 回 し て 未 切 断 形 態 で 放 出 さ れ る よ う に し た の か も
し れ な い 。 こ の 可 能 性 は 、 Tsg101に は 結 合 せ ず 従 っ て 該 機 構 に は 関 与 し な い GagΔ p6突 然
変 異 体 も 、 プ ロ セ シ ン グ さ れ な い 形 態 で 放 出 さ れ る と い う 観 察 に よ り 支 持 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
こ の 点 に 関 し て 、 tsg101欠 損 SL6細 胞 が 、 リ ソ ソ ー ム 加 水 分 解 酵 素 カ テ プ シ ン Dの ソ ー テ ィ
ン グ お よ び タ ン パ ク 質 分 解 性 成 熟 に 欠 陥 ［ こ れ は 、 該 酵 素 が リ ソ ソ ー ム 中 の プ ロ セ シ ン グ
部 位 へ 運 搬 さ れ な い こ と に よ る と 推 定 さ れ る （ Babst, M., Odorizzi, G., Estepa, E. J.
 & Emr, S. D., 2000, Traffic 1,242-258） ］ を 示 し た こ と は 注 目 に 値 す る 。 ま た 、 本 実
施 例 の 結 果 は 、 Tsg101欠 損 を 、 Gag前 駆 体 の そ れ ら の 正 常 な 細 胞 膜 成 熟 部 位 へ の 欠 陥 の あ
る 輸 送 と 関 連 づ け る も の で あ る 。 本 発 明 者 ら が 観 察 し た と お り 、 SL細 胞 に お け る Gag輸 送
の 欠 陥 は 、 膜 出 芽 部 位 で 利 用 可 能 な Gag前 駆 体 の プ ー ル を 制 限 し て 、 放 出 さ れ る 粒 子 の 量
を 減 少 さ せ う る 。 p6を 欠 く Gagは 、 そ れ が あ ま り 効 率 よ く 放 出 さ れ な く と も 、 該 膜 と 効 率
的 に 結 合 す る た め （ 例 え ば 、 Gottlinger, H. G., Dorfman, T., Sodroski, J. G. & Hase
ltine, W. A., 1991, Proc. Natl. Acad Sci. USA 88,3195-3199を 参 照 さ れ た い ） 、 特 異
的 プ ロ セ シ ン グ 部 位 ま た は 膜 画 分 へ の 輸 送 （ 膜 局 在 化 そ れ 自 体 で は な い ） が 、 正 常 な レ ベ
ル の 天 然 Tsg101タ ン パ ク 質 を 必 要 と す る Gag関 連 事 象 な の か も し れ な い 。 あ る い は 、 タ ン
パ ク 質 分 解 プ ロ セ シ ン グ は ウ イ ル ス プ ロ テ ア ー ゼ 含 有 Gag-Pol前 駆 体 を 必 要 と す る た め （ S
wanstrom, R. & Wills, J. W., 1997, in Retroviruses, Coffin, J. M., Hughes, S. H.
 & Varmus, H. E.編 , Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York, pp. 263-334）
、 SD5-59突 然 変 異 体 に よ り 媒 介 さ れ る タ ン パ ク 質 分 解 プ ロ セ シ ン グ の 効 率 の 変 化 は 、 Gag-
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Pol（ p6を 欠 く ） で は な く Gag p 6 に 対 す る Tsg101の 示 差 的 （ differential） 効 果 を 反 映 し て
い る の か も し れ な い 。 い ず れ に せ よ 、 Tsg101を エ ン ド サ イ ト ー シ ス 機 構 か ら 切 り 離 し た と
考 え ら れ る 突 然 変 異 が 、 COS-1細 胞 内 に 集 合 し た 粒 子 に お い て タ ン パ ク 質 分 解 プ ロ セ シ ン
グ の 効 率 を 低 下 さ せ た こ と は 、 HIV-1 Gagの タ ン パ ク 質 分 解 性 成 熟 お よ び 放 出 を 、 エ ン ド
サ イ ト ー シ ス 機 構 に お け る タ ン パ ク 質 の 適 切 な 機 能 に 関 連 づ け る も の で あ る 。 お そ ら く 、
推 定 プ ロ セ シ ン グ 画 分 ま た は 示 差 的 （ differential） 輸 送 事 象 （ そ の 存 在 が 本 発 明 者 ら の
結 果 に よ り 示 唆 さ れ る ） に は 、 プ ロ テ ア ソ ー ム が 間 接 的 に 関 与 し て い る 。 な ぜ な ら 、 プ ロ
テ ア ソ ー ム イ ン ヒ ビ タ ー は Tsg101の 細 胞 媒 介 分 解 （ Li, L., Liao, J., Ruland, J., Mak,
 T. W., & Cohen, S. N., 2001, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98,1619-1624） お よ び Gag
の ウ イ ル ス プ ロ テ ア ー ゼ 媒 介 プ ロ セ シ ン グ （ Schubert, U., Ott, D. E., Chertova, E. N
., Welker, R., Tessmer, U., Princiotta, M. F., Bennink, J. R., Krausslich, H. G.
 & Yewdell, J. W., 2000, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97,13057-13062） を 妨 げ る こ と
が 判 明 し た か ら で あ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
Tsg101に よ る ウ イ ル ス 放 出 の 制 御 に 関 し て 、 こ れ ら の 結 果 は 、 Tsg101の 定 常 状 態 レ ベ ル と
成 熟 ウ イ ル ス の 放 出 の 効 率 と が 密 接 に 関 連 し て い る こ と を 示 唆 し て い る 。 Tsg101の 欠 損 お
よ び 過 剰 産 生 は 、 類 似 し た 結 果 、 す な わ ち 、 細 胞 膜 に 富 む S1画 分 中 の Gag蓄 積 の 減 少 を 引
き 起 こ し た 。 本 実 施 例 は 、 Tsg101の 過 剰 発 現 が Gagの 見 か け 上 の 分 解 と 相 関 し て い る こ と
、 お よ び SD5-59突 然 変 異 タ ン パ ク 質 の 抑 制 効 果 の 減 少 が 、 Tsg101の 自 己 調 節 に よ り 課 さ れ
る Gagへ の 影 響 低 下 と 関 連 し て い る こ と を 示 し て い る 。 興 味 深 い こ と に 、 こ れ ら の 実 験 条
件 下 、 Gagは 、 外 因 性 tsg101遺 伝 子 の 過 剰 発 現 に よ り 、 内 因 性 Tsg101タ ン パ ク 質 よ り 遥 か
に 大 き な 影 響 を 受 け た 。 こ の 観 察 は 、 Tsg101に 結 合 す る Gagの 形 態 が 多 量 体 で あ る こ と 、
お よ び 該 多 量 体 中 の サ ブ セ ッ ト 分 子 と Tsg101と の 相 互 作 用 が 、 Gagの 蓄 積 お よ び 放 出 に 対
す る 観 察 さ れ た 抑 制 効 果 を 誘 導 す る の に 十 分 な も の で あ る こ と を 示 唆 し て い る 。 こ れ は 、
効 率 的 な 粒 子 放 出 に は 、 各 Gag分 子 が Lド メ イ ン （ 実 施 例 1に 示 す よ う に Gag中 の Tsg101の 結
合 部 位 ） を 有 す る こ と を 必 要 と し な い と い う 従 来 の 観 察 （ Wills, J. W., Cameron, C. E.
, Wilson, C. B., Xiang, Y., Bennett, R. P. & Leis, J., 1994, J. Virol. 68, 6605-
6618） と 一 致 し て い る よ う で あ る 。 こ う し た 観 察 は ま た 、 Tsg101分 子 の 亜 集 団 の み が Gag
と 増 殖 性 複 合 体 を 形 成 し う る こ と を 示 唆 し て い る の か も し れ な い 。 な ぜ な ら 、 成 熟 ウ イ ル
ス の 産 生 の 抑 制 は 、 野 生 型 FLAGタ グ 付 き Tsg101タ ン パ ク 質 の 、 よ り 著 し い 蓄 積 に よ り 増 強
さ れ た か ら で あ る 。 最 近 得 ら れ た 証 拠 は 、 Tsg101が 、 Ubリ ガ ー ゼ で あ る Mdm2（ Li, L., Li
ao, J., Ruland, J., Mak, T. W., & Cohen, S. N., 2001, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
 98,1619-1624） お よ び Nedd4と 相 互 作 用 し う る こ と を 示 し て い る 。 こ れ ら の 酵 素 は 、 エ ン
ド サ イ ト ー シ ス 機 構 に よ り 輸 送 さ れ る こ と に な る 基 質 を モ ノ ユ ビ キ チ ン 化 し （ Shih, S. C
., Sloper-Mould, K. E. & Hicke, L., 2000, EMBO. J. 19,187-198） 、 ま た 、 プ ロ テ ア
ソ ー ム 分 解 が 意 図 さ れ る 運 搬 物 （ cargo） （ こ れ は お そ ら く 、 過 剰 産 生 さ れ た 場 合 の Tsg10
1自 体 を 含 む で あ ろ う ） を ポ リ ユ ビ キ チ ン 化 す る （ Hershko, A. & Ciechanover, A., 1998
, Annu. Rev. Biochem. 67,425-479） 。 Tsg101が Ubリ ガ ー ゼ と 協 同 的 に 機 能 す る と い う 見
解 は 、 Ub機 構 を Lド メ イ ン の 機 能 お よ び ウ イ ル ス の エ キ ソ サ イ ト ー シ ス に 関 連 づ け る 研 究
に よ り 裏 付 け ら れ て い る （ Schubert, U., Ott, D. E., Chertova, E. N., Welker, R., T
essmer, U., Princiotta, M. F., Bennink, J. R., Krausslich, H. G. & Yewdell, J. W
., 2000, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97,13057-13062, Strack, B., Calistri, A., Ac
cola, M. A., Palu, G. & Gottlinger, H. G., 2000, Proc. Natl. Acad Sci. USA 97,13
063-13068; Patnaik, A., Chau, V. & Wills, J. W., 2000, Proc. Natl. A Cad. Sci. U
SA 97,13069-13074; Ott, D. E., Coren, L. V., Chertova, E. N., Gagliardi,. T. D. 
& Schubert, U., 2000, Virology 278, 111-121; Vogt, V. M., 2000, Proc. Natl. Acad
. Sci. USA 97,12945-12947） 。 Tsg101と Ubリ ガ ー ゼ と の 相 互 作 用 は 、 集 合 し つ つ あ る Gag
粒 子 に こ れ ら の 酵 素 を 接 近 さ せ う る 。 Gagは 、 輸 送 と 分 解 を 促 進 す る 厳 密 な Tsg101媒 介 制
御 を 必 要 と す る の か も し れ な い 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
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Tsg101が Gagの 輸 送 を 厳 密 に ど の よ う に 媒 介 し う る の か は 明 ら か で は な い 。 お そ ら く 、 Tsg
101は 、 エ キ ソ サ イ ト ー シ ス を 調 節 す る 膜 結 合 型 の 細 胞 性 タ ン パ ク 質 の 輸 送 を 制 御 す る の
で あ ろ う 。 ま た 、 Tsg101が 調 節 す る と 考 え ら れ て い る ソ ー テ ィ ン グ 多 重 小 胞 体 （ multi ve
sicular body: MVB） の 形 成 に 関 連 し た 陥 入 事 象 (invagination event)（ Lemmon, S. K. &
 Traub, L. M., 2000, Curr. Opin. Cell Biol. 12,457-466） が 、 ウ イ ル ス 出 芽 （ こ の 場
合 は 、 小 胞 形 成 が 細 胞 質 か ら 離 れ て 方 向 づ け ら れ る ） 以 外 で は 、 細 胞 に お け る 唯 一 の 例 で
あ る こ と は 、 注 目 に 値 す る 。 し た が っ て 、 Gagは 、 Tsg101と の 相 互 作 用 を 介 し て 、 ソ ー テ
ィ ン グ MVBの 形 成 を 決 定 づ け る 他 の vpsホ モ ロ グ と 結 合 す る 可 能 性 が あ り 、 ウ イ ル ス 粒 子 を
含 有 す る 小 胞 の 細 胞 外 へ の 陥 入 を 該 機 構 に 導 か せ る の か も し れ な い 。 こ の 方 法 が 実 際 に 該
ウ イ ル ス に 特 有 の も の で あ れ ば 、 該 相 互 作 用 の 必 要 条 件 が 、 HIV増 殖 を 妨 げ る こ と が で き
る 標 的 と な り う る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
7．
本 明 細 書 中 に 引 用 さ れ て い る 全 て の 参 考 文 献 は 、 各 個 の 刊 行 物 ま た は 特 許 ま た は 特 許 出 願
の 全 体 が 全 て の 目 的 に お い て 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る と 明 示 的 か つ 個 々 に 示
さ れ て い る の と 同 等 に 、 そ れ ら の 全 体 が 全 て の 目 的 に お い て 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入
れ ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
当 業 者 に は 明 ら か な と お り 、 本 発 明 の 精 神 お よ び 範 囲 か ら 逸 脱 す る こ と な く 、 本 発 明 の 多
数 の 修 飾 お よ び 変 更 を 施 す こ と が 可 能 で あ る 。 本 明 細 書 に 記 載 の 具 体 的 な 実 施 形 態 は 例 示
と し て 記 載 さ れ て い る に す ぎ ず 、 本 発 明 は 、 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 の 文 言 な ら び に そ の 特
許 請 求 の 範 囲 に 含 ま れ る 均 等 物 の 全 範 囲 に よ り 限 定 さ れ る に す ぎ な い 。
【 ０ １ ０ ０ 】
配 列 番 号 １ ：
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ １ 】
配 列 番 号 ２ ：
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ２ 】
配 列 番 号 ３ ：
PTAPP　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 5
配 列 番 号 ４ ：
ALQSRPEPTA PPEES　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 15
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
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【 ０ １ ０ ３ 】
【 図 １ Ａ － １ Ｂ 】 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド ア ッ セ イ を 用 い た 、 Tsg101結 合 に 必 要 と さ れ る Pr55 G a
g 中 の 領 域 の 同 定 を 示 し た 図 で あ る 。
【 図 ２ Ａ － ２ Ｂ 】 PR55 G a g と Tsg101と の in vitro結 合 を 示 し た 図 で あ る 。
【 図 ３ Ａ － ３ Ｃ 】 細 胞 質 抽 出 物 由 来 の PR55 G a g と Tsg101と の 共 免 疫 沈 降 を 示 し た 図 で あ る
。
【 図 ４ Ａ － ４ Ｃ 】 Pr55 G a g 結 合 に 必 要 と さ れ る Tsg101中 の 領 域 の 同 定 を 示 し た 図 で あ る 。
【 図 ５ Ａ － ５ Ｄ 】 ウ イ ル ス の 産 生 お よ び 細 胞 局 在 に 及 ぼ す Tsg101欠 損 の 影 響 を 示 し た 図 で
あ る 。
【 図 ６ Ａ － ６ Ｂ 】 HIV-1粒 子 の 放 出 に 及 ぼ す 野 生 型 Tsg101の 過 剰 発 現 の 影 響 を 示 し た 図 で
あ る 。
【 図 ７ Ａ － ７ Ｂ 】 HIV-1粒 子 の 放 出 に 及 ぼ す 突 然 変 異 Tsg101の 過 剰 発 現 の 影 響 を 示 し た 図
で あ る 。
【 図 ８ Ａ － ８ Ｄ 】 抗 Tsg101抗 体 に よ る 細 胞 質 抽 出 物 中 の ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 の 免 疫 沈 降 を
示 し た 図 で あ る 。
【 図 ９ Ａ － ９ Ｃ 】 ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 の 細 胞 内 定 常 状 態 レ ベ ル に 及 ぼ す Tsg101過 剰 発 現 の
影 響 を 示 し た 図 で あ る 。
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【 図 １ Ａ － １ Ｂ 】

【 図 ２ Ａ － ２ Ｂ 】

【 図 ３ Ａ － ３ Ｃ 】
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【 図 ４ Ａ － ４ Ｃ 】 【 図 ５ Ａ － ５ Ｄ 】

【 図 ６ Ａ － ６ Ｂ 】

【 図 ７ Ａ － ７ Ｂ 】

【 図 ８ Ａ － ８ Ｄ 】

【 図 ９ Ａ － ９ Ｃ 】
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【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 】
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