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はしがき

平成１５年４月に公表された１０年余にわたる国際プロジェクトの成果により

TiansposableHemenMrE）はヒトゲノムの約４５％という膨大な領域を占めているこ

とが明らかとなった．同時にかつては１ｏ万とも予想されていたヒトの遺伝子は，はる

かに少ない“数万個”しか存在しないらしいことも分かってきた．ヒトはショウジョウ

バエが持つ僅か２倍あまりの遺伝子で１０万種を越える酵素やホルモンなどのタンパク

質を作り分けており，更には言語を操るといった能力に代表される脳の高次機能を実現

している事実は注目に値する「少ない遺伝子が複雑な生命活動を支える仕組みを解明

すること」は生命科学の今後の重要な課題の１つともいえよう．そんな中，かつて存在

意義が不明なため意味をなさない存在“ジャンク”と考えられていたＴＥは遺伝子の

発現調節との関与やクロマチン構築およびヒトの進化における役割という観点から関心

が高まってきている．

ＴＥの一つであるヒト内在性レトロウイルス（IHRMHumanEndogenousRetlovims）

はヒトゲノムの８％の領域を占めており，Ｌ１に代表されるｍＪＥ（longinterspelsed

nucleotideelemem）やAluに代表されるSINE（shortinterspelsednucleotideelement）に比

べてコピー数が少ないグループを形成しているLrRgagpol-eu1v-ITRという構造が暗

示する如く転写調節・自己複製･組込という過程を通して数を増やし現在に至ったと

考えられている．ヒトゲノムに進入した時期は多岐にわたり新しいものではヒトとチ

ンパンジーが分岐した後に組み込まれたと考えられるコピーの報告もある．“組込”は

時として宿主にとって致命的となりうるプロセスであるが霊長類は巧みにそれを制御し

てきた．事実ゲノム中に散在する大多数のI正ＲＶは転写活性能を失い自己複製に必

要とされる蛋白コード領域には致命的な変異が生じていてあたかも“死んで”いるかの

様に見える．しかし中には依然として活発に活動し臓器特異性を示す転写能を保持し

ているものも報告されている．一例を挙げると，唾液腺で発現するAmylase遺伝子の

転写制御にImBRVのⅢＲが関与していることが明らかにされたように，これら転写物

は宿主に対して有益なものとして存在し宿主力憶図して“生き残らせている”様に思わ

れるこれらの機能遺伝子を系統的に単離しその機能を明らかにしてゆくことは11画!【ｖ

が持つヒトの進化に果たした役割とその機能異常としての疾病の病態理解に役立つ可能

性があると考えられる
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研究成果

１．研究の背景

ゲノムプロジェクトの進行に伴って，かつて意味をなさない存在“ジャンク',と考え

られていたＴＥ力牲目を集める中で，以前からＴＥの１グループであるＩＨｙとヒト疾

患との関与を示唆する報告がなされていた．例を挙げるとＩ型糖尿病患者膵臓培養上清

中より単離されたHERVKがスーパー抗原活性を持つことが示されたこと（Conmd

B､1997)，多発性硬化症患者髄液中から正皿【ＶＷが検出されたこと（Komulian短radel

F1999）など自己免疫疾患とＨｍＶの関連を示唆する報告がある．また,Syncytinと名

付けられた別のIHuVWが胎盤での合胞体形成に関与するというＩ王ＲＶが提供するヒ

トの生理機能の関係を示唆する報告もあるMS2000)．近年，統合失調症および分裂

感情障害症例の脳脊髄液および血漿中でIＨ【Ｖ関連の転写物が検出されたことから，

通常は脳組織での発現が抑制されているｍＲＶとこれらの機能性精神疾患発症との関

連も注目されている（KallssonH2001)．当教室では互いに配列の相同性力塙いImIV

の発現をローカス特異的に検証する独自の方法を考案し，ＩＥＩＶＫ１Ｉ正ＲＶＥＩＨｕＶＨ

のサブフアミリーより活性型のImBRVを同定し報告してきている（SugjmotoJ､Z00L

ShimmamOO1，NakamulaA､2003)．

２．目的

dbESTや、r等の公共データベースを利用する事により，ＩＨｕＶの中でも転写活性能

を保っているものを効率的に探索するそして，近年飛躍的に充実してきている

Bioinfbnnaticsを利用して，同定されたＩＨＵＶローカスに隣接する遺伝子を見い出しそ

の遺伝子の発現制御にI卍ＲＶの発現が関与しているかどうかの検討もあわせて行う

更には，霊長類ＤＭサンプルを用いてそのIEIVが進化の過程のどの時期からヒトゲ

ノムと共生するようになったかを見極めることにより，進化に果たした役割を考察する

事を目的とする．



3．方法

①Web-BLASTによるIＨＩＶ関連dataentlyの収集

２０００年にTiistemM・が１回ＴＶを22種類に分類した際に用いた代表的な配列と

Repbase(wwwgirinst､019/)にIEIＶ関連配列として登録されているものを加えた延べ

９６の塩基配列をQueIyとしてdbESTをWeDBLAST(wwwnCbLnlmmh・gWBLASIY）

で検索した．検索オプションのe-valueは検索漏れを防ぐためにdefauUt値の１０より

も大きくして５０（ないし100）を用いた．完全長cDNAプロジェクト等の週畏によ

りｍＲＮＡ配列として、データベースに登録されている配列数が飛躍的に増加して

いることも考慮して，同じQueIyで、データベースも検索した．ただし，検索オプ

ションの"LimitbyentlBzquely，，に"biomol-mmaTROPT,を用いることによりHTGS

ently等の混入を防ぐように酉艫した．予備実験でWebblastで得られたESrenUyの

由来臓器が多数に及ぶ場合，それ以降の解析（特にＲＩＰ〔Ｒのtemplateの選択など）

で判断が困難な場合が予想された.よって,まずは脳組織に丈像を絞って解析を行っ

た．具体的には，“LimitbyentlezqueIﾌﾟ，にqualifierで定義したblnill関連のtelmを

ブール論理で組み合わせて入力した．

②inhouseBLASTによるmappmg

従来，Ｉ､田ＴＶ構造の中でも３１ｊｒＲはESTの3『entryに含まれることが多く，同一

サブファミリー内ではＬｒＲ配列の相同|勤噸めて高いことと，各ＥＳＴの配列の正

確さに100％を期待できないことからmappingを含めた解析が困難であった．しか

し，ヒトゲノム配列力坏１１用できるようになった現在，BLASTによりヒトゲノム中か

らそのentIyが存在する確率が高いローカスを推定することが可能になっている．

まず，９６個のQuelyより得られたBLASTの結果は`ＬｂＯ"オプションにより

Alignments表示を省きデータの簡素化を図叺Descliptions部分のテキストをGREＰ

やＰＨＲＬ等のシェルスクリプトで処理してaccessionnumberを抽出するBatchEnnez

（wwwbnCbLnlmnihgov/entlez/batchent1℃z､cgi?dHJUdeotide)を利用して対応する核酸塩

基配列をEASmMmmatで一括ダウンロードする

BLASTプログラムは各プラットフォーム毎にlocalで実行可能なファイル形式の

ものが入手可能で，localで稼働させることによりネットのトラフィックやホストの



負荷に依存するWebbaseのBLASTよりも安定した持続的検索が可能になる．そこ

で,ＮCBIのftpサイトよりPowerPC用のバイナリファイル(blast-Z210)をダウンロー

ドしてPowerMacG5,2,OGHh(dual)にセットアップした．また，ｂｍｄ-35.1のヒトゲノ

ムデータもftpサイトよりダウンロードしてBLASTで使用できるようにfbrmatdbし

た.次に,EASIAfblmatの配列をquelyとしてilrhouseblastを行うことによりそのently

のmappingを行った．

③データ解析

BLAST結果を表示するFbrmatのAUgnmentviewをdefaultのPairwiseでなくてHt

Tnbleを選ぶことにより，“queryid,sUbjectids,兜identitylalignmentlengih,mismatches，

gapopens,ｑ､start,ｑ､end,s､start,s・end,evalue,bitsco妃,,の各項目が得られる２４本の

染色体に相当する!`subjectids"と‘`ｓstart?，の２項目を指標にデータにソートをか

けるMcmsoftExcelを使用)．更に，Quclyに用いたI短ＲＶのサイズが最大約9kｂ

であることを考慮して，近傍10M〕以内に他のentIyがmappmgされたデータにマー

クをつけるよう表示関数を指定した.これによりどのローカスにI凪RV関連のentIy

が集族しているか力溶易に判別可能となった．

④RILPCR＆SeqUemlce

Mappingにより明らかとなったローカスに関して，まずＵＣＳＣのHumanGenome

BIuwserGateway(genome･ucsc・edu/cgLbm/hgGabeway)にてり蝶したゲノム情報を参考

にしてそのローカスにHERVの存在を確認した後に,その転写物の存在をベンチワー

クで確認するためにRILPdRを行った．T1emplaneには１胎児脳由来のtotalRNAを使

用した．リピート配列を研究対象とする場合に常に注意しなければならないポイン

トとして，極めて高い相同性を示す配列が複数コピー（サブファミリーによっては

数千）ゲノム中に存在することを考慮して，プライマーはｍＲＮＡ中の同じサブファ

ミリーのメンバーを偏りなく増幅させるために（RNA中のサブファミリーメンノい

のｍＲＮＡのpopulationがクローン化産物のpopulationに反映されるために)degememte

プライマーを使用した．プライマーによる増I'高にbiasがかかっているかどうかの評

価は，genomicDNAをＰＣＲで増幅した際に得られたクローン間の配Fljに片寄りが

ないことで確認した．RPPCRgenomicPCR共に３～４サイクノ晦にサンプリング

を行い増幅がplateauに達する前のPCRpmductを使用した．PCRpruductは電気泳



動で対応するバンドを確認した後agamsegelより切り出しGenecleanで精製した後

にpGEMTeasyvectorでクローニングした．SequenceにはAppliedBiosystemsのＡＢＩ

PRISM⑳310GeneticAnalyserを用いた．クローン数にして３０個前後の配Ｆ１I比較を行

い予測したローカスでの発現の程度を判断した．

⑤霊長類ゲノムヘの進入時期の検討

胎児脳由来ＲＮＡを用いたＲ、〔Ｒ＆Sequenceで検証できた２つのローカス

（1p36.13のHUERS-P3bに属するI正ＲＶ転写物および5p1533の、ﾖRVKgに属す

る転写物）に加え，ノーザン解析にて胎盤での特異的発現が確認された２１番染色体

の１ローカスを加えた合計３ローカスのIⅢＲＶに関して１霊長類の進化との関連を

考察するためにゲノムＤＮＡを用いてホストへの進入時期の検証をＰＣＲベースの実

験で行った．dePalsevalらの報告を参考にGenomeBmwserから得られたゲノム配

列を元にして５，および３，の各ｎＲ内とそのflanking領域に位置するプライマー

セットを作成した．ヒトgenomicDNAでPCR条件を検討した後，平成17年度に採

択された京都大学霊長類研究所共同利用研究員として愛知県犬山市の同施設に赴き

所内対応者である景山節教授よりチンパンジー（雌雄各１サンプル)・ニホンザル・

アカゲザル・コモンマーモセット・フサオマキザル・ヨザル・クモザル・ギヤラコ

を供与していただき，ヒトを含めた10サンプルでPCRを行った．

4．結果

①WeDBLASTによるmRV関連emyのＩ蝶

兜個の塩基配列（7科一a203m）をQueIyとしてWbbblastを行ったところ，1,332

個（延べ3,142個）の脳組織関連ESTently力鳴られた．accessionnumberを抽出し

てBatchEntlCzでEASIＡ形式でファイルを入手したところ６７－２，０４９，tのサイズで

あった．

②inhouseBLASTによるmappmg

WeDblastで得られた1,332個のennyのローカスを予測するために行ったinhouse

blastでは，結果の`lalignmentlengilf,の項目に示されたようにQuely酉函11のうち67-

ＺＰ４４ｎｔにもつとの高いSCDＲＥを示す相同性を示す部位が見いだされ,その``％



identity"は83-100％であった．表１に示すように全体の８割以上のentryが比較さ

れた範囲に関してbmld351のヒトゲノム配FUとの一致率妬％以上を示した．

表１：ESrentlyとヒトゲノム配列(build_35.1)との一致率の内訳

(括弧内は全体に対するパーセントを表す）

③データ解析

表２にentryの染色体毎の分布を示す．染色体１本あたりの平均値は５６個である

が，染色体１番，８番，１９番などは平均の２倍以上の数のentIyが属するように思

われた.そこで,mapppingに使用したbuild-351の各染色体の総塩基数に対するently

数の割合を見たところ，染色体１番の値を１として比較すると染色体１９番の４４７

を除いてすべて1.5以内となり，１９番染色体はI卍ＲＶ関連転写物に関しては特別な

存在であることが示唆された．

表２：Ｈ

ｆ
ESrennyの染色体の分布

染色体

Ｅ
一

工士Ｍ｜稻丁｜臣癖

が集籏す ポット数を示す）(括弧 以上のＥＳＴ

％identiUqd） emnyno．

1.＜9０ 28(２１％）

90≦1.＜兜 51(3.8％）

92≦1.＜料 56FL2%）

94≦1.＜妬 109(8.2%）

％≦1.＜9８ 284(21.3％）

98≦1.＜100 5％(44.7%）

Id=100 208(15.6%）

計 1,332

染色体 Entlyno． 染色体 Entryno． 染色体 Entlyno．

１ 135(8) 9 29(1) １７ 19(1)

２ 63(8) １０ 50(5) １８ 12(O）

３ 66(7) １１ 36(3) １９ 1師(14）

４ 62(8) １２ 87(7) ２０ 31(1)

５ 37(2) １３ 79(5) ２１ 20(3)

６ 24(3) １４ 88(5) ２２ 16(1)

７ 53(5) １５ 16(O） Ｘ 54(5)

８ 120(3) １６ 66(6) Ｙ 12(1)



また,entlyの集籏の程度をlVhcmsoft]Excelを用いて解析した結果,３つ以上のEST

で構成されるスポットが１０２箇所見つかった．染色体一本あたりの平均は４３個で

あり，やはり染色体19番は３倍近くの数のスポットを持っていた。各染色体の総塩

基数を考慮しても19番染色体は6.℃と最大値(染色体１番の割合をｌとして計算．

平均値は1.13で19番以外は全て2.10以下）を示した．

④RTP〔I〈＆Sequence

解析により見つかった１０２箇所のスポットのゲノム情報をGenomeBIcwserより

入手し，脳組織以外の]BSTの関与も再検索して候ＩＶ１ｉを絞ったところ，１p86.13にあ

るHUERS-P3bとSpl533のI矩RVK9が解jlilT候補になった（図１)．
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図１：(a)1F86.13のHUERS-P3bと(b)Spla33のInlVK9のゲノム上の概略を示す。

枠外に示すグリーンの線はdegenem0eプライマーで増幅した領域，ブルー

の線は霊長類ゲノムＤＮＡを増幅した領域を示す．
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プライマーセット①（GTccrccRAARccARAwTTT，

ATGGAGGAAGTGTGcIRRWT）およびセット②（I1AA【rGGTAAADcITcITAYT，

A【rCrGTATGAAATCRIMYT）を，それぞれ1p8613と５pl533の解析用に合成し

RPPCRを行ったところ，セット①からのクローン化産物は２８個中１２個(43殉が

lp8613ローカスの配列と同一であり，セット②では３３クローン中２３個(70%)が

5pl533と一致した｡GenomicPQRでは各30クローンのHi訓を比較して,プライマー

による増li1畠効率にbiasは認めなかった．

⑤霊長類ゲノムヘの進入時期の検討

１１p86.13の５，用にセット③（TTITACAGGCrGCACITCGTrAG，

TAGccITTITcTcrGTGTAGc),３，用にセット④(ccGTGTGGTCcTGGAGAArG，

TTGAGACAGGGTCrCAATCTGCAG），そしてSpl533用にセット⑤

（rCcTccrccITGcITcTcccrcI1A，CATGcrGGAAGA[ITGTcGGTITA）を作成

した．更に，ノーザン解析で胎盤での特異的発現を認めたz1q2z3の

１，日Ｗ]F(typeB):PB1（図２）用にセット⑥<CAGGTGCrGACCTAAAGGAAGAAG

cTGAAAGcITGcGGGATGAA[rAAc)を準備して,霊長類ゲノムＤＮＡを用いてP、

を行った．
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結果を表３に示す．１p36.13の３，側，５p15.33の５，および３，の２カ所ともヒト

およびチンパンジーでのみ増幅産物が得られた．Z1q223の３，側ではヒトでのみ増

幅産物が得られた．

表３：霊長類ゲノムＤＮＡを利用した１回Ⅳ進入時期の検討

HUERS-P3b

HERVK9

HERvE(t)lpeB）

(Ｏ印はヒトと同じサイズのＫＲ産物が得られたことを示す）

５．考察

ｒ卍ＲＶの存在意義およびヒトの疾患との関連を明らかにする目的で，転写活性能を保

持する]BUERV関連転写物を系統的に単離同定するために１ｍＲＮＡに由来する核酸の公

共データペースをBLASTプログラムでスクリーニングした．ベンチワークでの解析対

象を見つけ出すというコンピューター上の作業はヒトゲノムのアノテーション作業力漣

行していることも助けとなり１１頂調に進んだ．しかし，反復配列を検証するために

degemerateプライマーを使用することが必須だったため，その調整も含めたベンチワー

クに予想以上に手間がかかり当初予定していたノーザン解析やOpenReadingHame

の確認のためのinvitmTTanscription／Tianslationassayを含めた多数の解析対象が不完全

な検証のまま残ってしまった．

ほとんどのｍＲＶは変異や欠失や多く，ウイルスとしての機能タンパク質をコード

できる領域は残存していないしかし，中には変異や欠矢がほとんど見られず，ウイル

ス粒子を形成し得る配列を保持しているｍＲＶＧ砠RVKの３ローカス）も見かける

これに対し，組織特異的プロモーター・エンハンサーとして働くＩ正ＲＶのI』ＩＲは少な

くないＩ矩ＲＶの存在の有無の個人差やエビジェネティックな制御能力の個人差が疾患

感受性を規定する可能i生70堵えられる．今後は！更に充実することが予想されるヒトゲ

ノムのアノテーションを参照しながら残りの解析対象の検討を進めると共に，Micro



Amlyの様にhigh-thmugh-putな解析法の応用を検討してゆきたい

今回の検討で明らかにできたのは,１p36.13のHUERS-P3bおよび5p15.33のＩＥＭくり

はヒトの脳で発現能を有する（少なくとも胎児脳では）ことでありこの二つは共にヒ

トとチンパンジーが分化する以前から霊長類ゲノムに進入していたと推定された．ニホ

ンザルやアカゲザル力嘱する旧世界ザルでは検出できなかった事も合わせて考えると，

進入時期は１日世界ｻﾞﾙｶ沿岐した約3000～2500万年前から約700～550万年前までの間

と考えられる。Z1q223のIHyFbpeB)はヒトでのみ増幅されていることから約700～

550万年前より新しく挿入されたコピーだと予想される．今後はlongrangePCR法を用

いた挿入部位の確認や，今回の増''1畠産物の塩基配列の比較も行うなど，更に詳細に検証

する必要があると考えている．
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