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論 文 要 旨

論 文 題 目

Search for active endogenous retroviruses: identification and 

characterization of a HERV-E gene that is expressed in the 

pancreas and thyroid 

（活性型内在性レトロウイルスの探索： 膵臓および甲状腺に

発現する HERV-E遣伝子の同定と特性について）

氏名 坦げ叶 店



目的：ヒト内在性レトロウイルス (HERV)の

生理的機能、 多因子病との関わり及び進化的

役割解明の第 歩 として、 活性型 HERV 遣伝

子を単 離 ・ 同定する。

方法 ． 1. 活性型 HERV-E の同定． 先に考案． 

した方法 (RT-PCR 産物 各ク ロ ンの塩基配

列 解 析ならびに変異パターンによるグループ

化）を応用した。 RT-PCR には胎盤より抽出・

精製した poly(A)+RNA を用いた。膵臓 cDNA 

は Marathon-Ready cDNA (Clontech)を使用し

た。プラ イマ ーは env領域に設定した '0

2.2enomic c Ione 単離、 塩基配列決定及び染

色体局在決定． 活性型 HERV-E(ERVEI)に特

異的な l 8 -n tのアンチセンス ． オリゴプロ

ブ用い て コ ス ミ ドライブラ リ をスク リ

ングした。 単離したコスミ ドクローンの制限

酵素地図を作製しサプクローニングして、 全

塩基配列を決定した。 更に、 Stanford G3 RH  

pane Iを用いて ERVEJ の局在を決定した。

3.mRNA 鯉近 Multiple Tissue Northern b Io t 
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(Clontech)を用 いて、 ERVE1 の発現を解析し

た。 3'及び S'RACE 等の RT-PCR により cDNA 

を合成し、転写産物の 構 造 解 析 を 行 っ た 。 ま

た、 in vitro transcription-translation法でタ

ンバク合成能を検討 した。

結果： 1．活性型 HERV-E の同定．配列解析

した RT-PCR29 クローンのうち、 24 個が同

ローカス由来と判断された。これ・に対し、

genomic PCR では解析した 28 ク ロ ー ン に 14

種類の配列（ローカス ） が 検 出 さ れ た 。 膵 臓

の cDNA では、 30 クローン中 29 クローンが

胎盤と同じローカス由来のものであった。

2. ERVEI＿遺伝子単 離及び染色体局在．単離

した ERVE] は、全長 8.8 kb で、両端を 495-

bp の LTR で 囲 ま れる典型的なプロウイルス

の構造を保持していた。 gag 及び pol 領域は

比較的長い open reading frame(O.RF)が 存 在

し た が、複数の stop codon変異のため intact

なウイルス粒子形成は無いと推測された。

ERVE] は 17 q 1 1 にマップされた。



3. ER VE l発現解析． env プロ ブで膵臓及び

甲状腺 に 3.3 kb のシグナルが検出された。 pol

プローブでは膵臓に 4.1 kb の弱い発現が認

められ た
... 

。し れら に附随して 500-600nt 大き

い弱いシグナルが検出 さ れ た 。 gag プロープ

ではシグナルは検出・されなかった。 LTR プロ

プは env と pol プロープの結果を反映する

も の であった。 3.3 kb の cDNA には 219 アミ

ノ酸をコ ード する ORF があり、予測される

大きさと 致する 2 5 k D a の蛋白合成が 1n 

vitro translation で 確認された。データベ

ス上類似の蛋白は見出されなかったが、部分

的に CDICに弱い類似 性 を 示 す 箇 所 が あ っ た 。

結論・考察：膵臓及び甲状腺で発現してい

る新規 HERV-E 遣伝子 (ERVEJ)を見出した。 3.3

kb の転写産物は 25 k D a の蛋白を合成するこ

とが予測される
.... 

。し の蛋白は膵臓及び甲状腺

に共通した何らかの生理的機能を担っている

と推察 される。
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Search for active endogenous retroviruses: identification and 
characterization of a HERV-E gene that is expressed in the pancreas and 
thyroid 

（論文審査結果の要旨）

上記論文に関して、研究に至る背景と目的、研究内容、研究成果の意義と学術
的水準について慎重に審査し、以下のような審査結果を得た。

1．研究に至る背景と目的

ヒト内在性レトロウイルス(HERV)およびその関連遺伝子はもともと感染性レ

トロウイルスであったものが進化の過程で宿主胚細胞ゲノムまで組み込まれたも

のと考えられており、細胞性遺伝子と同様にメンデルの遺伝方式によって遺伝す

る。 HERVは概してジャンクと考えられていたが、近年、自己免疫性疾患との関

わりや、進化における重要な役割を果たしているなどの知見が得られてきてい

る。さらに、 HERV遺伝子由来のシンシチンと名付けられたタンパクが胎盤の合

胞体形成に関与することを示唆するinvitroでの実験結果(Nature403,185,2000)が
報告され、正常組織におけるHERV遺伝子の生理的機能への関わりも解明されつ

つある。

2．研究内容

ヒト内在性レトロウイルス(HERV)の生理的機能、多因子病との関わり及び進化

的役割解明の第一歩として、活性型HERV遺伝子を単離・同定する。

備 考 1 用紙の規格は，A4とし縦にして左横書とすること。

2 要旨は800字～1200字以内にまとめること。

3 ＊印は記入しないこと。
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論文審査結果の要旨 (2) 

RT-PCRを利用した転写活性能を持つHERVの同定法を考案し、活性型HERVを

同定した。そして、プロープを用いたコスミドライブラリーのスクリーニングによ

りこの活性型HERVを単離し、シーケンシングにより8820bpの全塩基配列を決定
してERVElと名付けた。その一次配列の構造解析から、 ERVEJは蛋白発現に十分
な大きさのopenreading frame(ORF)を持つことが分かった。また、ノーザンプ
ロット解析では膵臓および甲状腺にenvあるいはpol領域を持つ4種類の転写産物が

確認でき、このうち、最も発現葦の多いenv領域を持つ3.3kbのmRNAは、 25kD
の蛋白を作ることをinvitro転写—翻訳実験で確認した。これは、一次構造配列で
予測できたORFの一つと合致したものであった。
Stanford G3 panelを用いたradiationhybrid mappingによりERVEJは染色体1

7番長腕 11に局在することを確認した。しかし、データベースを用いた近傍遺伝
子には疾患に関連した遺伝子は見いだせなかった。

3．研究成果の意義と学術的水準

潜在的発現活性能を持つHERVを同定する方法を考案し、この方法をHERV-E
ファミリーに応用して、正常膵臓及び甲状腺で発現しているERVElを同定した。
これは、胎盤以外の正常組織を主たる発現の場とするHERVの最初の 1例である。
ERVEJの最も発現量の多いenv領域を持つ3.3kbのmRNAは、 25kDの蛋白を作

ることをinvitroで確認した。さらに、細胞内で糖鎖付加を受けることも分かって
おり、この蛋白は膵臓及び甲状腺に共通した何らかの生理的機能を担っている可能
性が示唆された。

現在、この方法を応用して、更に多数のHERVを同定すると同時に、 HERVの発
現制御機構解析およびERVE1蛋白の機能解析に向けた研究を行っており、これ以
外の不活化されているHERV-Eとの比較解析により、 HERVの発現制御機構の解明
が期待できる。これら正常組織におけるHERV遺伝子の生理機能および疾患との関
わりと発現メカニズムの解明は基礎医学および臨床医学上意義が大きいと思われ
る。

以上により，本論文は学位授与に値すると判断した。

備 考 1 用紙の規格は，A4とし縦にして左横書とすること。

2 要旨は800字～1200字以内にまとめること。

3 ＊印は記入しないこと。


