
(57)【要約】

本発明は、レンチウイルスのVifタンパク質の活性を阻

害する物質を特定する方法を提供する。本発明は、細胞

内の活性APOBEC3Gの量を増加させる物質を特定する方法

を提供する。本発明は、本スクリーニング方法によって

特定される物質を提供し、レンチウイルス感染を治療す

るための方法をさらに提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 Vif活 性 を 阻 害 す る 物 質 を 同 定 す る イ ン ビ ト ロ に お け る 方 法 ：
　 Vifタ ン パ ク 質 お よ び APOBEC3Gタ ン パ ク 質 を 産 生 す る 細 胞 を 被 験 物 質 と 接 触 さ せ る 工 程
； お よ び 、
　 も し あ れ ば 、 細 胞 内 の APOBEC3Gの 量 に 対 す る 被 験 物 質 の 影 響 を 測 定 す る 工 程 。
【 請 求 項 ２ 】
　 APOBEC3Gタ ン パ ク 質 が 、 APOBEC3Gお よ び 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 提 供 す る 融 合 パ ー ト ナ ー
を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 融 合 パ ー ト ナ ー が 、 蛍 光 タ ン パ ク 質 、 酵 素 、 お よ び 免 疫 学 的 タ グ か ら 選 択 さ れ る 、 請 求
項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 測 定 工 程 が APOBEC3Gに 特 異 的 な 抗 体 を 用 い る 免 疫 学 的 ア ッ セ イ で あ る 、 請 求 項 1記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 Vif活 性 を 阻 害 す る 物 質 を 同 定 す る イ ン ビ ト ロ に お け る 方 法 ：
　 Vifタ ン パ ク 質 お よ び APOBEC3Gタ ン パ ク 質 ま た は APOBEC3G／ RNA複 合 体 を 含 む 試 料 を 被 験
物 質 と 接 触 さ せ る 工 程 ； お よ び 、
　 も し あ れ ば 、 試 料 中 の APOBEC3Gタ ン パ ク 質 ま た は APOBEC3G／ RNA複 合 体 へ の Vifの 結 合 に
対 す る 被 験 物 質 の 影 響 を 測 定 す る 工 程 。
【 請 求 項 ６ 】
　 Vifタ ン パ ク 質 が 、 Vifお よ び 免 疫 学 的 に 検 出 可 能 な 融 合 パ ー ト ナ ー を 含 む 融 合 タ ン パ ク
質 で あ っ て 、 APOBEC3Gタ ン パ ク 質 が APOBEC3Gお よ び 免 疫 学 的 に 検 出 可 能 な 融 合 パ ー ト ナ ー
を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 5記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 Vifが 不 溶 性 支 持 体 に 固 定 化 さ れ る 、 請 求 項 5記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 APOBEC3Gが 不 溶 性 支 持 体 に 固 定 化 さ れ る 、 請 求 項 5記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 APOBEC3G／ RNA複 合 体 に 対 す る Vifの 結 合 が 、 サ イ ズ 排 除 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を
用 い て 検 出 さ れ る 、 請 求 項 5記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 細 胞 内 の 活 性 APOBEC3Gの 量 を 増 加 さ せ る 物 質 を 同 定 す る イ ン ビ ト ロ
に お け る 方 法 ：
　 APOBEC3Gタ ン パ ク 質 を 産 生 す る 細 胞 を 被 験 物 質 と 接 触 さ せ る 工 程 ； お よ び 、
　 も し あ れ ば 、 細 胞 内 の 活 性 APOBEC3Gの 量 に 対 す る 被 験 物 質 の 影 響 を 測 定 す る 工 程 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 測 定 工 程 が 、 細 胞 に 含 ま れ る レ ン チ ウ イ ル ス の マ イ ナ ス 鎖 に 誘 導 さ れ る C→ U変 異 の 数 を
測 定 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 10記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 測 定 工 程 が 、 ウ イ ル ス 粒 子 に パ ッ ケ ー ジ ン グ さ れ た APOBEC3Gタ ン パ ク 質 を 含 む 細 胞 に よ
っ て 産 生 さ れ る レ ン チ ウ イ ル ス 粒 子 の 数 を 測 定 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 10記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 真 核 細 胞 に お い て 不 活 性 高 分 子 量 APOBEC3G複 合 体 の 活 性 低 分 子 量 AP
OBEC3G複 合 体 へ の 転 換 を 促 進 す る 物 質 を 同 定 す る た め の イ ン ビ ト ロ に お け る 方 法 ：
　 細 胞 を 被 験 物 質 に 接 触 さ せ る 工 程 ； お よ び 、
　 も し あ れ ば 、 不 活 性 高 分 子 量 APOBEC3G複 合 体 の 少 な く と も 約 5％ を 活 性 低 分 子 量 APOBEC3
G複 合 体 に 転 換 す る 関 心 対 象 の 被 験 物 質 の 、 細 胞 内 の 不 活 性 高 分 子 量 APOBEC3G複 合 体 の 量
に 対 す る 影 響 を 測 定 す る 工 程 。
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【 請 求 項 １ ４ 】
　 測 定 工 程 が 、 細 胞 融 解 物 を サ イ ズ 排 除 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 分 析 す る 工 程 を 含
む 、 請 求 項 13記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 請 求 項 1、 5、 10、 お よ び 13の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ る 物 質 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 以 下 の 物 質 を 含 む 薬 学 的 組 成 物 ：
　 a） 請 求 項 15記 載 の 物 質 ； お よ び
　 b） 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 賦 形 剤 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 第 二 の 抗 HIV治 療 物 質 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 16記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 細 胞 を 請 求 項 15記 載 の 物 質 に 接 触 さ せ る 工 程 を 含 む 、 レ ン チ ウ イ ル ス に 感 染 し た 細 胞 に
お け る Vif活 性 を 阻 害 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 Vif活 性 を 阻 害 す る 請 求 項 15記 載 の 物 質 の 有 効 量 を 個 人 に 投 与 し て 、 Vif活 性 が 阻 害 さ れ
、 レ ン チ ウ イ ル ス 感 染 が 治 療 さ れ る 工 程 を 含 む 、 個 人 に お け る レ ン チ ウ イ ル ス 感 染 を 治 療
す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 ウ イ ル ス 量 が 減 少 す る 、 請 求 項 19記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 活 性 APOBEC3Gの 量 を 増 加 さ せ る 請 求 項 15記 載 の 物 質 の 有 効 量 を 個 人 に 投 与 し て 、 ウ イ ル
ス 複 製 が 阻 害 さ れ る よ う に レ ン チ ウ イ ル ス が 変 異 し 、 レ ン チ ウ イ ル ス 感 染 が 治 療 さ れ る 工
程 を 含 む 、 個 人 に お け る レ ン チ ウ イ ル ス 感 染 を 治 療 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 ウ イ ル ス 量 が 減 少 す る 、 請 求 項 21記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
発 明 の 分 野
　 本 発 明 は レ ン チ ウ イ ル ス 感 染 症 、 特 に 免 疫 不 全 ウ イ ル ス 感 染 症 の 治 療 の 分 野 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
相 互 参 照
　 本 出 願 は 、 参 照 に よ り 全 体 が 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 2003年 6月 10日 に 出 願 さ れ た 米
国 特 許 仮 出 願 第 60/477,549号 お よ び 2003年 9月 24日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 仮 出 願 第 60/505,
738号 の 恩 典 を 主 張 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
連 邦 政 府 資 金 援 助 研 究 に 関 す る 陳 述
　 米 国 立 衛 生 研 究 所 に よ り 与 え ら れ た 助 成 金 番 号 P01 HD40543、 R01 CA86814、 お よ び 2P30
 A127763-1に 従 っ て 、 米 国 政 府 は 本 発 明 に お け る 権 利 の 一 部 を 保 有 す る こ と が で き る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
発 明 の 背 景
　 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス （ HIV） は 後 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 （ AIDS） の 原 因 物 質 で あ る 。 HIV
感 染 は CD4 +  Tリ ン パ 球 の 枯 渇 を 招 く 。 AIDSは 、 免 疫 機 能 不 全 、 日 和 見 感 染 症 、 神 経 学 的 機
能 異 常 お よ び 腫 瘍 増 殖 を 含 む 様 々 な 病 理 学 的 状 態 を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 HIV-1は 、 APOBEC3G（ ア ポ リ ポ タ ン パ ク 質 B mRNA編 集 酵 素 、 触 媒 ポ リ ペ プ チ ド 様 3G、 CEM
15と し て も 公 知 で あ る ） の 生 来 の 潜 在 的 抗 ウ イ ル ス 機 能 を 回 避 す る た め 、 HIV-1お よ び 多
く の 関 連 す る 霊 長 類 レ ン チ ウ イ ル ス に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 で あ る Vif（ ビ リ オ
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ン 感 染 因 子 ） に 依 存 す る 。 APOBEC3Gは 、 ビ リ オ ン に 組 み 込 ま れ て 、 逆 転 写 の 過 程 で 形 成 さ
れ る 新 た に 合 成 さ れ る ウ イ ル ス DNAに 広 範 な 超 変 異 を も た ら す DNAシ チ ジ ン デ ア ミ ナ ー ゼ で
あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 AIDSの 治 療 に は 、 ア ジ ド ブ ジ ン （ azidovudine; AZT） 、 ジ ダ ノ シ ン （ ジ デ オ キ シ イ ノ シ
ン 、 ddI） 、 d4T、 ザ ル シ タ ビ ン （ ジ デ オ キ シ シ ト シ ン 、 ddC） 、 ネ ビ ラ ピ ン 、 ラ ミ ブ ジ ン
（ エ ピ ビ ル 、 3TC） 、 サ キ ナ ビ ル （ イ ン ビ ラ ー ゼ ） 、 リ ト ナ ビ ル （ ノ ル ビ ル ） 、 イ ン ジ ナ
ビ ル （ ク リ ク シ バ ン ） 、 お よ び デ ラ ビ ル ジ ン （ レ ス ク リ プ タ ー ） を 含 む 複 数 の 薬 剤 が 承 認
さ れ て い る 。 し か し 、 HIVと 戦 う た め に 用 い ら れ る 入 手 可 能 な 薬 剤 の 中 に 完 全 に 有 効 な も
の は な く 、 治 療 に よ っ て し ば し ば 薬 剤 耐 性 ウ イ ル ス が 生 じ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 HIV感 染 症 と 戦 う た め の 多 く の 薬 剤 が 入 手 可 能 で あ る に も 関 わ ら ず 、 当 技 術 分 野 で は HIV
の 複 製 を 阻 害 し て 、 か つ 、 HIVお よ び そ の 他 の レ ン チ ウ イ ル ス 感 染 症 の 治 療 に 適 し た さ ら
な る 薬 剤 が 必 要 で あ る 。 本 発 明 は 、 HIVの Vifタ ン パ ク 質 を 標 的 と す る 物 質 、 お よ び APOBEC
3Gの 生 来 の 潜 在 的 抗 レ ン チ ウ イ ル ス 特 性 を 維 持 す る 方 法 で Vifの 作 用 に 干 渉 す る 物 質 を 特
定 す る た め の 方 法 を 提 供 す る こ と に よ っ て こ の 必 要 に 応 え る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】

　 Fisher et al. (1987) Science 237,888-893; von Schwedler et al. (1993) J Virol 
67, 4945- 4955; Desrosiers et al. (1998) J Virol 72, 1431-1437; Gabuzda et al. (
1992) J Virol 66, 6489-6495; Sova and Volsky (1993) J Virol 67, 6322-6326; Harri
s et al.(2003) (2003) Cell 113: 803- 809; Harris et al. (2004) Cell 116: 629; Le
cossier et al. (2003) Science 300: 1112; Mangeat et al. (2003) Nature 424: 99-10
3; Zhang et al. (2003) Nature 424: 94-98. 
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
発 明 の 概 要
　 本 発 明 は 、 レ ン チ ウ イ ル ス Vifタ ン パ ク 質 の 活 性 を 阻 害 す る 物 質 を 特 定 す る 方 法 を 提 供
す る 。 本 発 明 は 、 細 胞 内 の 活 性 APOBEC3Gの 量 を 増 加 さ せ る 物 質 を 特 定 す る 方 法 を 提 供 す る
。 本 発 明 は 、 本 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ っ て 特 定 さ れ る 物 質 を 提 供 し て 、 レ ン チ ウ イ ル ス
感 染 症 を 治 療 す る た め の 方 法 を さ ら に 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
定 義
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る よ う に 、 「 治 療 （ treatment） 」 、 「 治 療 す る （ treating） 」 な
ど の 用 語 は 所 望 の 薬 学 的 お よ び ／ ま た は 生 理 学 的 効 果 を 得 る こ と を 意 味 す る 。 そ の 効 果 は
疾 患 ま た は そ の 症 状 の 完 全 ま た は 部 分 的 阻 止 に 関 し て 予 防 的 で あ っ て よ く 、 さ ら に ／ ま た
は 疾 病 お よ び ／ も し く は そ の 疾 患 に 起 因 す る 有 害 な 影 響 の 部 分 的 ま た は 完 全 治 癒 に 関 し て
治 療 的 で あ っ て も よ い 。 本 明 細 書 で 用 い ら れ る よ う に 「 治 療 」 は 、 哺 乳 動 物 、 特 に ヒ ト に
お け る 疾 患 の 任 意 の 治 療 を 網 羅 し て 、 （ a） そ の 疾 患 に 対 す る 素 因 を 持 っ て い る 可 能 性 は
あ る が 、 ま だ そ の 疾 患 で あ る と 診 断 さ れ た こ と は な い 被 験 者 に お い て そ の 疾 患 が 発 症 す る
こ と を 防 ぐ こ と ； （ b） そ の 疾 患 を 阻 害 す る 、 即 ち 、 そ の 進 行 を 阻 止 す る こ と ； お よ び （ c
） 例 え ば そ の 疾 患 の 症 状 を 完 全 に ま た は 部 分 的 に 除 去 す る な ど 、 例 え ば そ の 疾 患 の 退 行 を
惹 起 し て そ の 疾 患 を 緩 和 す る こ と が 含 ま れ る 。 レ ン チ ウ イ ル ス 感 染 の 状 況 に お い て 、 「 治
療 」 と い う 用 語 は ウ イ ル ス と の 初 回 接 触 後 の 全 身 感 染 症 の 確 立 の 予 防 、 お よ び ま だ そ の ウ
イ ル ス に 感 染 し て い な い 個 人 の 予 防 的 治 療 を 含 む 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 明 細 書 で 互 換 的 に 用 い ら れ る 「 個 人 」 、 「 宿 主 」 、 「 被 験 者 」 お よ び 「 患 者 」 と い う
用 語 は 、 マ ウ ス 、 ネ コ 、 サ ル 、 ヒ ト 、 家 畜 哺 乳 動 物 、 競 技 用 哺 乳 動 物 、 お よ び ペ ッ ト 哺 乳
動 物 を 含 む 哺 乳 動 物 を 意 味 す る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 こ の 用 語 は 、 Vif
を コ ー ド す る レ ン チ ウ イ ル ス に よ る 感 染 に 対 し て 感 受 性 の 哺 乳 動 物 を 含 む 。 多 く の 態 様 に
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お い て 、 ヒ ト の 治 療 が 関 心 対 象 で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 「 遺 伝 的 形 質 転 換 」 と い う 用 語 は 、 新 し い DNA（ 即 ち 、 そ の 細 胞 に 対 し て 外 因 性 の DNA）
の 取 り 込 み 後 に 細 胞 内 で 誘 発 さ れ る 永 続 的 ま た は 一 過 性 の 遺 伝 的 変 化 を 意 味 す る 。 遺 伝 的
変 化 は 、 そ の 新 し い DNAを 宿 主 細 胞 の ゲ ノ ム に 組 み 込 む こ と に よ っ て 、 ま た は 新 し い DNAを
エ ピ ソ ー ム エ レ メ ン ト と し て 一 時 的 ま た は 安 定 的 に 維 持 す る こ と に よ っ て 生 じ 得 る 。 細 胞
が 哺 乳 動 物 細 胞 で あ る 場 合 、 永 続 的 な 遺 伝 的 変 化 は 一 般 に そ の DNAが そ の 細 胞 の ゲ ノ ム に
導 入 さ れ る こ と に よ っ て 達 成 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 「 生 物 学 的 試 料 」 は 個 人 か ら 採 取 さ れ る 様 々 な 試 料 タ イ プ を 含 ん で 、 診 断 ま た は モ ニ タ
ー ア ッ セ イ に 用 い る こ と が で き る 。 そ の 定 義 は 、 生 物 由 来 の 血 液 ま た は そ の 他 の 液 体 試 料
、 生 検 標 本 の よ う な 固 体 組 織 試 料 、 ま た は 組 織 培 養 物 も し く は そ れ か ら 得 ら れ る 細 胞 お よ
び そ の 子 孫 細 胞 を 含 む 。 そ の 定 義 に は 、 試 薬 で の 処 理 、 洗 浄 、 ま た は CD4 +  Tリ ン パ 球 、 グ
リ ア 細 胞 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 腫 瘍 細 胞 、 末 梢 血 単 核 細 胞 （ PBMC） な ど の 一 部 の 細 胞 集 団 の
濃 縮 の よ う に 、 採 取 後 に 任 意 の 方 法 で 操 作 さ れ た 試 料 も 含 ま れ る 。 「 生 物 学 的 試 料 」 と い
う 用 語 に は 臨 床 試 料 が 含 ま れ 、 培 養 物 中 の 細 胞 、 細 胞 上 清 、 組 織 試 料 、 臓 器 、 骨 髄 な ど も
含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る よ う に 「 レ ン チ ウ イ ル ス 」 と い う 用 語 は 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス
-1（ HIV-1） ； ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス -2（ HIV-2） ； サ ル 免 疫 不 全 ウ イ ル ス （ SIV） ； お よ
び ネ コ 免 疫 不 全 ウ イ ル ス （ FIV） を 意 味 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 に つ い て さ ら に 説 明 す る 前 に 、 本 発 明 が 記 載 さ れ る 特 定 の 態 様 に 限 定 さ れ る も の
で は な く 、 従 っ て 、 当 然 、 変 更 可 能 で あ る こ と が 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 本 発 明 の 範 囲 は
添 付 さ れ る 特 許 請 求 の 範 囲 に よ っ て の み 限 定 さ れ る も の で あ り 、 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 用
語 は 特 定 の 態 様 の み を 説 明 す る た め の も の で あ っ て 、 限 定 的 で あ る こ と を 意 図 す る も の で
は な い こ と も 理 解 さ れ る べ き で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 値 の 範 囲 が 示 さ れ る 場 合 、 そ の 範 囲 の 上 限 お よ び 下 限 の 間 に あ っ て 、 文 脈 か ら そ う で な
い こ と が 明 示 さ れ る 場 合 を 除 い て 、 下 限 値 の 十 分 の 一 の 単 位 ま で の 各 介 在 値 、 お よ び 記 載
さ れ る 範 囲 内 に あ る そ の 他 の 任 意 の 記 載 値 ま た は 介 在 値 は 本 発 明 に 内 包 さ れ る と 理 解 さ れ
る 。 こ れ ら の よ り 狭 い 範 囲 の 上 限 値 お よ び 下 限 値 は 、 そ れ ぞ れ に そ の 狭 い 範 囲 に 含 ま れ る
可 能 性 が あ り 、 記 載 さ れ る 範 囲 に お い て 何 ら か の 具 体 的 な 除 外 限 界 値 が 示 さ れ れ ば 、 同 じ
く 本 発 明 に 含 ま れ る 。 記 載 さ れ る 範 囲 が 一 方 ま た は 双 方 の 限 界 値 を 含 む 場 合 、 こ れ ら の 含
ま れ る 限 界 値 の 一 方 ま た は 双 方 を 除 外 し た 範 囲 も 本 発 明 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 別 途 定 義 さ れ る 場 合 を 除 い て 、 本 明 細 書 で 用 い ら れ る す べ て の 技 術 的 お よ び 科 学 的 用 語
は 、 本 発 明 が 属 す る 技 術 分 野 の 業 者 に よ っ て 広 く 理 解 さ れ る も の と 同 一 の 意 味 を 持 つ 。 本
明 細 書 に 述 べ ら れ る も の と 同 等 ま た は 相 当 す る あ ら ゆ る 方 法 お よ び 材 料 も 本 発 明 の 実 践 ま
た は 試 験 に お い て 用 い る こ と が で き る が 、 こ こ で は 好 ま し い 方 法 お よ び 材 料 に つ い て 記 載
す る 。 本 明 細 書 で 言 及 さ れ る す べ て の 刊 行 物 は 、 そ の 刊 行 物 の 引 用 に 関 連 し て そ の 方 法 お
よ び ／ ま た は 材 料 を 開 示 お よ び 説 明 す る た め に 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 明 細 書 お よ び 添 付 さ れ る 特 許 請 求 の 範 囲 で 用 い ら れ る よ う に 、 「 一 つ の （ a） 」 、 「
お よ び （ and） 」 、 お よ び 「 そ の （ the） 」 と い う 単 数 形 は 、 文 脈 か ら そ う で な い こ と が 明
示 さ れ る 場 合 を 除 い て 、 複 数 の 指 示 物 を 含 む 。 従 っ て 、 例 え ば 「 一 つ の Vifタ ン パ ク 質 」
と い う 言 及 は こ の よ う な 多 数 の タ ン パ ク 質 を 含 み 、 「 そ の 物 質 」 と い う 言 及 は 一 つ ま た は
複 数 の 物 質 お よ び 当 業 者 に 公 知 で あ る そ の 同 等 品 な ど へ の 言 及 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 明 細 書 で 論 じ る 刊 行 物 は 、 単 に そ れ ら の 開 示 が 本 出 願 の 出 願 日 よ り も 前 で あ る た め に
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示 さ れ る も の で あ る 。 本 明 細 書 は 決 し て 、 先 行 発 明 と い う 理 由 で 本 発 明 が こ の よ う な 刊 行
物 に 先 行 す る 権 利 を 与 え ら れ な い と い う こ と の 承 認 と し て 解 釈 さ れ る べ き で は な い 。 さ ら
に 、 示 さ れ る 刊 行 物 の 日 付 は 実 際 の 刊 行 日 と は 異 な る 可 能 性 が あ り 、 独 自 に 確 認 さ れ る 必
要 が あ る 場 合 が あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
　 本 発 明 は 、 レ ン チ ウ イ ル ス Vifタ ン パ ク 質 の 活 性 を 阻 害 す る 物 質 を 特 定 す る 方 法 を 提 供
す る 。 本 発 明 は 、 細 胞 内 の 活 性 APOBEC3Gの 量 を 増 加 さ せ る 物 質 を 特 定 す る 方 法 、 お よ び AP
OBEC3Gの 不 活 性 型 を APOBEC3Gの 活 性 型 に 転 換 す る 物 質 を 特 定 す る 方 法 を さ ら に 提 供 す る 。
本 発 明 は 、 本 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ っ て 特 定 さ れ る 物 質 を 提 供 し て 、 レ ン チ ウ イ ル ス 感
染 症 を 治 療 す る た め の 方 法 を さ ら に 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 1型 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス （ HIV-1） は 、 APOBEC3G（ ア ポ リ ポ タ ン パ ク 質 B mRNA編 集 酵 素
、 触 媒 ポ リ ペ プ チ ド 様 G3、 CEM15と し て も 公 知 で あ る ） の 生 来 の 潜 在 的 抗 ウ イ ル ス 機 能 を
回 避 す る た め に 、 HIV-1お よ び 多 く の 関 連 す る 霊 長 類 レ ン チ ウ イ ル ス に よ っ て コ ー ド さ れ
る タ ン パ ク 質 で あ る Vif（ ビ リ オ ン 感 染 因 子 ） に 依 存 す る 。 APOBEC3Gは 、 ウ イ ル ス 粒 子 に
組 み 込 ま れ て 、 逆 転 写 の 過 程 に 形 成 さ れ る 新 た に 合 成 さ れ る ウ イ ル ス DNAに 広 範 な 超 変 異
を も た ら す DNAシ チ ジ ン デ ア ミ ナ ー ゼ で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 は 、 次 の 観 察 所 見 に 一 部 基 づ く ： 1） Vifは Vifを コ ー ド す る レ ン チ ウ イ ル ス が 感
染 し た 感 染 細 胞 内 （ 例 え ば 、 T細 胞 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 グ リ ア 細 胞 な ど を 含 む ） で の 分 解
に 関 し て 天 然 の APOBEC3Gタ ン パ ク 質 を タ ー ゲ テ ィ ン グ す る こ と に よ っ て そ の ビ リ オ ン へ の
組 み 込 み を 障 害 す る ； 2） Vif単 独 で 十 分 に APOBEC3Gの 消 失 を 誘 導 し て 、 Vifが そ の 他 の ウ
イ ル ス タ ン パ ク 質 の 活 性 を 必 要 と し な い こ と を 示 す ； 3） Vifは 直 接 的 ま た は 間 接 的 に APOB
EC3Gと 結 合 す る ； 4） APOBEC3Gお よ び Vifは 感 染 し た H9細 胞 内 に お い て ＞ 700kDの 複 合 体 と
し て 同 時 に 分 画 化 さ れ て 、 こ の 大 き な APOBEC3G複 合 体 は RNア ー ゼ で の 処 理 に よ っ て 分 解 す
る ； 5） APOBEC3Gは ポ リ ユ ビ キ チ ン 化 さ れ る ； 6） Vifは 分 解 に お い て ポ リ ユ ビ キ チ ン 化 APO
BEC3Gの よ う な APOBEC3Gタ ン パ ク 質 の 修 飾 型 を 標 的 と す る ； 7） Vifは APOBEC3G mRNAの 翻 訳
を 阻 害 す る ； 8） APOBEC3Gは HIV感 染 許 容 性 細 胞 に お い て 高 分 子 量 （ HMW） 複 合 体 と し て 見
出 さ れ る ； 9） 一 部 の 因 子 は 細 胞 内 の APOBEC3Gタ ン パ ク 質 の 量 を 増 加 さ せ る こ と が で き る
； 10） 低 分 子 量 （ LMW） APOBEC3G複 合 体 は シ チ ジ ン デ ア ミ ナ ー ゼ 活 性 を 示 す が 、 HMW APOBE
C3G複 合 体 は こ の 活 性 を 示 さ な い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
ス ク リ ー ニ ン グ 方 法
　 本 発 明 は レ ン チ ウ イ ル ス の Vif活 性 を 阻 害 す る 物 質 を 特 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方
法 は 、 一 般 的 に 、 Vifタ ン パ ク 質 お よ び APOBEC3Gタ ン パ ク 質 を 含 む 試 料 を 被 験 物 質 と 接 触
さ せ る 工 程 、 お よ び も し あ れ ば そ の 被 験 物 質 の Vif活 性 に 対 す る 影 響 を 測 定 す る 工 程 を 伴
う 。 Vif活 性 に 影 響 を 及 ぼ す 被 験 物 質 は レ ン チ ウ イ ル ス 感 染 症 治 療 の た め の 候 補 物 質 で あ
る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 は 、 細 胞 内 の 活 性 APOBEC3Gタ ン パ ク 質 の 量 を 増 加 さ せ る 物 質 を 特 定 す る 方 法 を さ
ら に 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、 一 般 に 、 細 胞 を 被 験 物 質 と 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び 、 も し あ
れ ば 細 胞 内 の 活 性 APOBEC3Gタ ン パ ク 質 の 量 に 対 す る 被 験 物 質 の 影 響 を 測 定 す る 工 程 を 伴 う
。 関 心 対 象 の 被 験 物 質 は 、 増 加 が 達 成 さ れ る メ カ ニ ズ ム に 関 わ ら ず 、 細 胞 内 の 活 性 APOBEC
3Gの 量 を 増 加 さ せ る 。 例 え ば 、 細 胞 内 の 活 性 APOBEC3Gの 量 を 増 加 さ せ る 物 質 に は 、 i） メ
カ ニ ズ ム に 関 わ ら ず 、 細 胞 に よ る 活 性 APOBEC3Gの 産 生 を 亢 進 さ せ る 物 質 ； ii） 細 胞 内 の 不
活 性 型 APOBEC3Gの 形 成 を 抑 制 す る 物 質 ； iii） 細 胞 内 に お い て 不 活 性 型 APOBEC3Gか ら 活 性
型 APOBEC3Gへ の 変 化 を 誘 導 す る 物 質 な ど が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 は 、 細 胞 内 に お い て 不 活 性 型 APOBEC3Gタ ン パ ク 質 を 活 性 型 APOBEC3Gタ ン パ ク 質 に
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転 換 さ せ る 物 質 を 特 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、 一 般 に 、 細 胞 を 被 験 物 質 と 接 触
さ せ る 工 程 、 お よ び 、 も し あ れ ば 、 不 活 性 型 APOBEC3Gの 活 性 型 APOBEC3Gへ の 転 換 に 対 す る
被 験 物 質 の 影 響 を 測 定 す る 工 程 を 伴 う 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る よ う に 、 「 活 性 型 APOBEC3G」 と い う 用 語 は 酵 素 的 に 活 性 で あ っ て
レ ン チ ウ イ ル ス ゲ ノ ム に 一 つ ま た は 複 数 の 変 異 を 誘 導 す る APOBEC3Gの 型 を 意 味 す る 。 APOB
EC3Gの 「 活 性 」 型 は レ ン チ ウ イ ル ス の ゲ ノ ム に 変 異 を 誘 導 す る こ と の で き る 型 で あ る 。 一
般 に 、 活 性 型 APOBEC3Gは 、 例 え ば 低 分 子 量 複 合 体 に 含 ま れ る 型 の よ う な APOBEC3Gの 低 分 子
量 型 で あ る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 低 分 子 量 型 APOBEC3Gは 、 サ イ ズ 排 除 高 速 液 体 ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー （ FPLC） に よ り 求 め ら れ る よ う に 、 約 50kDか ら 約 100kDの 範 囲 の 分 子 量 を
持 つ 複 合 体 に 含 ま れ る APOBEC3Gの 型 で あ る 。 APOBEC3Gの 量 を 増 加 さ せ る 関 心 対 象 の 物 質 は
、 多 く の 態 様 に お い て 、 レ ン チ ウ イ ル ス ゲ ノ ム に 変 異 を 誘 導 す る APOBEC3Gの 量 を 増 加 さ せ
る 物 質 で あ り 、 活 性 APOBEC3Gは 、 ウ イ ル ス の 複 製 が 阻 害 さ れ て 、 ま た ／ ま た は 感 染 性 ウ イ
ル ス の 産 生 が 抑 制 さ れ る ほ ど 十 分 に 多 く の 変 異 を 誘 導 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る よ う に 、 「 不 活 性 APOBEC3G」 と い う 用 語 は 、 例 え ば 、 細 胞 の 細 胞
質 に お い て レ ン チ ウ イ ル ス を 機 能 不 全 と す る よ う な 、 レ ン チ ウ イ ル ス ゲ ノ ム の 変 異 を 誘 導
し な い 型 、 例 え ば 、 感 染 性 ウ イ ル ス の 産 生 に 有 害 な 影 響 を 及 ぼ す の に 十 分 な 数 の レ ン チ ウ
イ ル ス ゲ ノ ム の 変 異 を 誘 導 し な い 型 の よ う に 、 相 対 的 に 不 活 性 で あ る APOBEC3Gの 型 ； ま た
は レ ン チ ウ イ ル ス の ビ リ オ ン に 組 み 込 ま れ な い APOBEC3Gの 型 を 意 味 す る 。 い く つ か の 態 様
に お い て 、 APOBEC3Gの 不 活 性 型 は 高 分 子 量 複 合 体 に 含 ま れ る 型 で あ る 。 い く つ か の 態 様 に
お い て 、 APOBEC3Gの 高 分 子 量 型 は 、 サ イ ズ 排 除 FPLCに よ り 求 め ら れ る 通 り 、 約 700kDよ り
も 大 き い 範 囲 の 分 子 量 を 持 つ 複 合 体 に 含 ま れ る APOBEC3Gの 型 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る よ う に 、 「 Vif活 性 」 と い う 用 語 に は 、 APOBEC3Gへ の Vifの 結 合 ；
Vif介 在 性 の 、 内 因 性 APOBEC3Gタ ン パ ク 質 の ビ リ オ ン 内 へ の 組 み 込 み の 抑 制 ； APOBEC3Gお
よ び 細 胞 RNAを 含 む 高 分 子 複 合 体 と の Vifの 結 合 ； Vifに よ る APOBEC3G mRNAの 翻 訳 の 阻 害 ；
お よ び Vifに よ る APOBEC3G分 解 の 誘 導 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 Vif活 性 を 阻 害 す る 物 質 を 特 定 す る た め の 本 ア ッ セ イ は 多 く の 方 法 で デ ザ イ ン す る こ と
が で き る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 ア ッ セ イ は 、 Vifの 存 在 下 に お い て 細 胞 内 の APOBEC3
Gタ ン パ ク 質 レ ベ ル に 対 す る 被 験 物 質 の 影 響 を 測 定 す る 工 程 を 提 供 す る 。 そ の 他 の 態 様 に
お い て 、 ア ッ セ イ は APOBEC3Gま た は APOBEC3G高 分 子 量 複 合 体 と の Vifの 結 合 に 対 す る 被 験
物 質 の 影 響 を 測 定 す る 工 程 を 提 供 す る 。 こ れ ら の 態 様 は 以 下 に 詳 細 に 述 べ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 細 胞 内 の 活 性 APOBEC3Gタ ン パ ク 質 レ ベ ル を 増 加 さ せ る 物 質 を 特 定 す る た め の 本 ア ッ セ イ
は 、 多 く の 方 法 で デ ザ イ ン す る こ と が で き る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 活 性 APOBEC3Gの
量 を 増 加 さ せ る 物 質 を 特 定 す る た め の 本 ア ッ セ イ は 、 マ イ ナ ス 鎖 DNAに お け る C→ U変 異 を
誘 導 し 、 そ の 結 果 、 ウ イ ル ス の プ ラ ス 鎖 DNAに お い て G→ Aの 変 異 を 誘 導 す る APOBEC3Gタ ン
パ ク 質 レ ベ ル に 対 す る 被 験 物 質 の 影 響 を 測 定 す る 工 程 を 伴 う 。 そ の 他 の 態 様 に お い て 、 活
性 APOBEC3Gレ ベ ル を 増 加 さ せ る 物 質 を 特 定 す る た め の 本 ア ッ セ イ は 、 APOBEC3Gの レ ン チ ウ
イ ル ス 粒 子 へ の パ ッ ケ ー ジ ン グ に 対 す る そ の 物 質 の 影 響 を 測 定 す る 工 程 を 伴 う 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 細 胞 内 に お い て 不 活 性 型 APOBEC3Gタ ン パ ク 質 を 活 性 型 APOBEC3Gタ ン パ ク 質 に 転 換 さ せ る
物 質 を 特 定 す る 方 法 は 多 く の 方 法 で デ ザ イ ン す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 い く つ か の 態 様
に お い て 、 不 活 性 型 APOBEC3Gを 活 性 型 APOBEC3Gに 転 換 さ せ る 物 質 を 特 定 す る 方 法 は 細 胞 を
被 験 物 質 と 接 触 さ せ る 工 程 ； お よ び APOBEC3Gが 細 胞 内 で 結 合 す る 複 合 体 の 分 子 量 を 測 定 す
る 工 程 を 伴 う 。 一 般 に 、 関 心 対 象 の 物 質 は 高 分 子 量 APOBEC3G含 有 複 合 体 を 低 分 子 量 APOBEC
3G含 有 複 合 体 に 転 換 さ せ る 被 験 物 質 で あ る 。 そ の 他 の 態 様 に お い て 、 不 活 性 型 APOBEC3Gを
活 性 型 APOBEC3Gに 転 換 さ せ る 物 質 を 特 定 す る 方 法 は 、 細 胞 を 被 験 物 質 と 接 触 さ せ る 工 程 ；
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お よ び 、 も し あ れ ば 、 細 胞 に 含 ま れ る レ ン チ ウ イ ル ス ゲ ノ ム の APOBEC3G誘 導 性 変 異 の 数 に
対 す る 被 験 物 質 の 影 響 を 測 定 す る 工 程 を 伴 う 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は イ ン ビ ト ロ に お い て 実 施 さ れ る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 そ
の 方 法 は 細 胞 に 基 づ い た 方 法 で あ る 。 そ の 他 の 態 様 に お い て 、 方 法 は 細 胞 を 用 い な い 方 法
で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 「 候 補 物 質 」 、 「 物 質 （ agent） 」 、 「 物 質 （ substance） 」 、 「 被 験 物 質 」 お よ び 「 化
合 物 」 と い う 用 語 は 本 明 細 書 に お い て 互 換 的 に 用 い ら れ る 。 候 補 物 質 に は 多 く の 化 学 的 分
類 が 含 ま れ 、 一 般 的 に は 合 成 、 半 合 成 ま た は 天 然 の 無 機 も し く は 有 機 分 子 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 候 補 物 質 は 50ダ ル ト ン よ り も 大 き く て 約 2,500ダ ル ト ン よ り
も 小 さ な 分 子 量 を 持 つ 小 さ な 有 機 化 合 物 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 候 補 物 質 は 、 タ ン パ ク 質 と の 構 造 的 相 互 作 用 、 特 に 水 素 結 合 に 必 要 な 官 能 基 を 含 ん で よ
く 、 少 な く と も ア ミ ン 、 カ ル ボ ニ ル 基 、 ヒ ド ロ キ シ ル 基 、 ま た は カ ル ボ キ シ ル 基 を 含 ん で
よ く 、 化 学 的 官 能 基 の 少 な く と も 2つ を 含 ん で も よ い 。 候 補 物 質 は 、 上 記 の 官 能 基 の 一 つ
ま た は 複 数 と 置 換 さ れ た 、 環 式 炭 素 も し く は 複 素 環 式 構 造 、 お よ び ／ ま た は 芳 香 族 も し く
は 多 環 芳 香 族 構 造 を 含 む こ と が で き る 。 候 補 物 質 は 、 ペ プ チ ド 、 サ ッ カ ラ イ ド 、 脂 肪 酸 、
ス テ ロ イ ド 、 プ リ ン 、 ピ リ ミ ジ ン 、 誘 導 体 、 構 造 類 似 体 ま た は そ れ ら の 組 み 合 わ せ を 含 む
生 体 分 子 か ら も 見 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 そ の 他 の 態 様 に お い て 、 候 補 物 質 は 2,500ダ ル ト ン よ り も 大 き な 分 子 量 を 持 つ 。 こ れ ら
の 態 様 に お い て 、 候 補 物 質 は ペ プ チ ド 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 炭 水 化 物 、 多 糖
類 、 脂 質 、 リ ポ 多 糖 類 、 糖 タ ン パ ク 質 、 プ ロ テ オ グ リ カ ン 、 リ ポ タ ン パ ク 質 、 ま た は そ の
他 の 高 分 子 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 候 補 物 質 は 、 合 成 ま た は 天 然 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ を 含 む 実 に 様 々 な ソ ー ス か ら 得 ら れ る
。 例 え ば 、 多 く の 方 法 を 用 い て 、 無 作 為 化 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び オ リ ゴ ペ プ チ
ド の 発 現 を 含 む 、 様 々 な 有 機 化 合 物 お よ び 生 体 分 子 の 方 向 付 け さ れ た 任 意 の 合 成 を 行 う こ
と が で き る 。 あ る い は 、 細 菌 、 真 菌 、 植 物 お よ び 動 物 性 抽 出 物 の 形 の 天 然 化 合 物 の ラ イ ブ
ラ リ が 入 手 可 能 か 、 ま た は 容 易 に 製 造 さ れ る 。 さ ら に 、 天 然 ま た は 合 成 に よ り 製 造 さ れ る
ラ イ ブ ラ リ お よ び 化 合 物 は 、 通 常 の 化 学 的 、 物 理 的 、 お よ び 生 化 学 的 方 法 で 容 易 に 修 飾 さ
れ 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ の 製 造 に 使 用 す る こ と が で き る 。 公 知 の 薬 学 的 物 質 は 、
ア シ ル 化 、 ア ル キ ル 化 、 エ ス テ ル 化 、 ア ミ ド 化 な ど の よ う な 、 方 向 付 け さ れ た ま た は 任 意
の 化 学 的 修 飾 に 供 し て 構 造 類 似 体 を 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 候 補 物 質 は 、 ト リ パ ン ブ ル ー 色 素 排 除 、 MTT（ ［ 3-（ 4,5-ジ メ チ ル チ ア ゾ ー ル -2-イ ル ）
-2,5-ジ フ ェ ニ ル -2H-テ ト ラ ゾ リ ウ ム ブ ロ ミ ド ］ ） ア ッ セ イ な ど の よ う な 周 知 の ア ッ セ イ
法 を 用 い て 、 ア ッ セ イ で 用 い ら れ る 細 胞 に 対 し て 発 現 す る 可 能 性 の あ る 細 胞 毒 性 活 性 に つ
い て 評 価 さ れ る 。 顕 著 な 細 胞 毒 性 活 性 を 示 さ な い 物 質 が 候 補 物 質 と 見 な さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 の ア ッ セ イ は 、 通 常 、 一 つ ま た は 複 数 の 対 照 を 含 む 。 従 っ て 、 被 験 試 料 は 被 験 物
質 を 含 み 、 対 照 試 料 は 被 験 物 質 を 除 く 被 験 試 料 の す べ て の 成 分 を 有 す る 。 一 般 に 、 異 な る
濃 度 に 対 す る 示 差 的 反 応 を 得 る た め に 、 多 く の ア ッ セ イ の 組 み 合 わ せ が 異 な る 物 質 濃 度 を
用 い て 同 時 に 実 施 さ れ る 。 典 型 的 に は 、 こ れ ら の 濃 度 の 一 つ が 負 の 対 照 （ す な わ ち 濃 度 0
ま た は 検 出 限 界 よ り も 低 い 濃 度 ） と さ れ る 。 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ が 結 合 ア ッ セ イ で あ
る 場 合 、 一 つ ま た は 複 数 の 分 子 は 標 識 と 結 合 で き 、 こ の 場 合 、 そ の 標 識 は 直 接 的 ま た は 間
接 的 に 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 発 す る こ と が で き る 。 様 々 な 標 識 に は 、 ラ ジ オ ア イ ソ ト ー プ
、 蛍 光 物 質 、 化 学 的 発 光 物 質 、 酵 素 、 特 異 的 結 合 分 子 、 例 え ば 磁 性 粒 子 の よ う な 粒 子 な ど
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が 含 ま れ る 。 特 異 的 結 合 分 子 に は 、 ビ オ チ ン お よ び ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 ジ ゴ キ シ ン お よ
び ア ン チ ジ ゴ キ シ ン な ど の よ う な ペ ア が 含 ま れ る 。 特 異 的 結 合 メ ン バ ー に お い て 、 相 補 的
メ ン バ ー は 通 常 、 公 知 の 方 法 に 従 っ て 検 出 に 備 え る 分 子 で 標 識 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に は 、 様 々 な 試 薬 を 含 め る こ と が で き る 。 こ れ ら に は 、 塩 、 例
え ば ア ル ブ ミ ン な ど の 中 性 タ ン パ ク 質 、 至 適 な タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 結 合 の 促 進 お よ び
／ ま た は 非 特 異 的 も し く は バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 相 互 作 用 の 抑 制 に 用 い ら れ る 界 面 活 性 剤 な
ど の よ う な 試 薬 が 含 ま れ る 。 ヌ ク レ ア ー ゼ 阻 害 物 質 、 抗 菌 物 質 な ど の よ う な ア ッ セ イ の 効
率 を 高 め る 試 薬 を 用 い る こ と が で き る 。 こ れ ら の 成 分 は 任 意 の 順 序 で 加 え て よ い 。 イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン は 、 典 型 的 に は 4℃ か ら 40℃ の 間 の 任 意 の 適 切 な 温 度 で 実 施 さ れ る 。 イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン 期 間 は 活 性 が 至 適 と な る よ う に 選 択 さ れ る が 、 高 速 の 大 量 処 理 ス ク リ ー ニ ン
グ を 促 進 す る た め に 至 適 化 し て も よ い 。 典 型 的 に は 0.1か ら 1時 間 の 間 で 十 分 で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 多 く の 異 な る 方 法 で デ ザ イ ン す る こ と が で き 、 こ の 場 合 、 当 技 術
分 野 に お い て 公 知 で あ る よ う に 、 様 々 な ア ッ セ イ の 環 境 お よ び プ ロ ト コ ル を 用 い る こ と が
で き る 。 例 え ば 、 成 分 の 一 つ を 固 体 支 持 体 と 結 合 さ せ て 、 残 り の 成 分 を そ の 支 持 体 に 結 合
さ せ た 成 分 と 接 触 さ せ る こ と が で き る 。 別 の 例 と し て 、 い く つ か の 態 様 に お い て は 、 活 性
を ア ッ セ イ す る タ ン パ ク 質 は 内 因 性 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 細 胞 に よ っ て 通 常 産 生 さ れ る タ
ン パ ク 質 ） で あ り 、 そ の 他 の 態 様 に お い て は 、 活 性 を ア ッ セ イ す る タ ン パ ク 質 は 、 細 胞 内
で 産 生 さ れ る コ ー ド タ ン パ ク 質 の よ う に 、 発 現 構 築 物 に コ ー ド さ れ て 細 胞 内 に 導 入 さ れ る
。 こ の 方 法 の 上 記 の 成 分 は 、 実 質 的 に 同 時 に ま た は 異 な る 時 期 に 組 み 合 わ せ る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 ア ッ セ イ が 結 合 ア ッ セ イ で あ る 場 合 、 必 ず し も 必 要 と い う 訳 で は な い が 一 般 的 に は 、 本
方 法 は 接 触 お よ び イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 に 非 結 合 成 分 を 除 去 す る た め の 洗 浄 工 程 を 含 み
、 こ の よ う な 洗 浄 工 程 は 、 一 般 に 、 放 射 性 ま た は 蛍 光 標 識 さ れ た 非 特 異 的 結 合 成 分 の よ う
な 、 検 出 中 に バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル を 生 じ る 標 識 を 除 去 す る た め に 必 要 な 場 合 に 用 い
ら れ る 。 任 意 の 洗 浄 工 程 に 続 い て 、 結 合 複 合 体 の 存 在 が 検 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 多 く の 態 様 に お い て 、 安 全 性 の 理 由 か ら 、 本 ア ッ セ イ 法 が ウ イ ル ス 感 染 性 、 ウ イ ル ス 粒
子 に お け る APOBEC3Gの キ ャ プ シ ド 形 成 な ど を 調 べ る 工 程 を 伴 う 場 合 、 感 染 性 レ ン チ ウ イ ル
ス を 用 い る 代 わ り に 、 本 ア ッ セ イ は ウ イ ル ス 構 造 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 Gag） お よ び ウ イ
ル ス 粒 子 の キ ャ プ シ ド 形 成 に 必 要 な そ の 他 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
含 む 構 築 物 を 用 い る 。 但 し 、 こ の よ う に 産 生 さ れ る ウ イ ル ス 粒 子 は 実 験 者 に 対 す る 病 原 性
は な い で あ ろ う 。 従 っ て 、 本 出 願 に お い て 、 「 レ ン チ ウ イ ル ス 感 染 細 胞 」 と い う 用 語 お よ
び 同 様 の 用 語 は 、 病 原 性 ウ イ ル ス に 感 染 し た 細 胞 、 お よ び （ 例 え ば 、 検 査 目 的 の た め に ）
ウ イ ル ス 構 築 物 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た が ヒ ト に 対 し て 病 原 性 で あ る ウ イ ル ス 粒 子 を 産
生 し な い 細 胞 を 含 む こ と が 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 さ ら に 、 レ ン チ ウ イ ル ス ゲ ノ ム に お け る APOBEC3G誘 導 性 変 異 数 に 対 す る 被 験 物 質 の 影 響
を 測 定 す る 工 程 を 含 む 本 方 法 は 、 レ ン チ ウ イ ル ス ゲ ノ ム 全 体 を 用 い て 実 施 さ れ る 必 要 は な
い 。 そ の 代 わ り 、 レ ン チ ウ イ ル ス ゲ ノ ム の 一 部 を 用 い て レ ン チ ウ イ ル ス ゲ ノ ム に お け る AP
OBEC3G誘 導 性 変 異 の 数 に 対 す る 被 験 物 質 の 影 響 を 測 定 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 本 明 細
書 で 用 い ら れ る よ う に 「 レ ン チ ウ イ ル ス 核 酸 」 と い う 用 語 は レ ン チ ウ イ ル ス ゲ ノ ム の す べ
て ま た は 一 部 を 含 み 、 こ の 場 合 、 核 酸 は 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 で あ っ て よ い 。 「 レ ン チ ウ イ
ル ス 核 酸 」 と い う 用 語 は 、 レ ン チ ウ イ ル ス の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 加 え て 、 異 種 性 ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 （ 例 え ば 、 検 出 可 能 マ ー カ ー を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の よ う な 非 レ ン チ ウ
イ ル ス 性 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； 非 レ ン チ ウ イ ル ス 性 対 照 エ レ メ ン ト な ど ） を 含 む 核 酸 を 含 む
。 「 レ ン チ ウ イ ル ス 核 酸 」 と い う 用 語 は 、 天 然 の レ ン チ ウ イ ル ス ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； レ ン
チ ウ イ ル ス ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 変 異 型 ； お よ び 合 成 レ ン チ ウ イ ル ス ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含
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む 核 酸 を 含 む 。 「 レ ン チ ウ イ ル ス 核 酸 」 と い う 用 語 は 、 レ ン チ ウ イ ル ス の マ イ ナ ス 鎖 DNA
を 含 む 核 酸 を 含 む 。 多 く の 態 様 に お い て 、 レ ン チ ウ イ ル ス ゲ ノ ム に お け る 変 異 の 数 を 測 定
す る 工 程 、 特 に レ ン チ ウ イ ル ス ゲ ノ ム に お け る APOBEC3G誘 導 性 の 変 異 数 を 測 定 す る 工 程 を
伴 う ア ッ セ イ で は 、 レ ン チ ウ イ ル ス マ イ ナ ス 鎖 DNAを 含 む レ ン チ ウ イ ル ス 核 酸 が 用 い ら れ
る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 関 心 対 象 の 被 験 物 質 は 、 被 験 物 質 を 添 加 し な い 場 合 の 対 照 に
お け る Vif活 性 の レ ベ ル に 比 し て 、 Vif活 性 を 少 な く と も 約 10％ 、 少 な く と も 約 20％ 、 少 な
く と も 約 25％ 、 少 な く と も 約 30％ 、 少 な く と も 約 35％ 、 少 な く と も 約 40％ 、 少 な く と も 約
45％ 、 少 な く と も 約 50％ 、 少 な く と も 約 55％ 、 少 な く と も 約 60％ 、 少 な く と も 約 65％ 、 少
な く と も 約 70％ 、 少 な く と も 約 80％ 、 少 な く と も 約 90％ 以 上 減 少 さ せ る 物 質 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 そ の 他 の 態 様 に お い て 、 関 心 対 象 の 被 験 物 質 は 、 被 験 物 質 を 添 加 し な い 場 合 の 細 胞 内 の
活 性 APOBEC3Gレ ベ ル と 比 べ て 、 細 胞 内 の 活 性 APOBEC3Gの 量 を 少 な く と も 約 10％ 、 少 な く と
も 約 20％ 、 少 な く と も 約 25％ 、 少 な く と も 約 30％ 、 少 な く と も 約 35％ 、 少 な く と も 約 40％
、 少 な く と も 約 45％ 、 少 な く と も 約 50％ 、 少 な く と も 約 55％ 、 少 な く と も 約 60％ 、 少 な く
と も 約 65％ 、 少 な く と も 約 70％ 、 少 な く と も 約 80％ 、 少 な く と も 約 90％ 、 少 な く と も 約 2
倍 、 少 な く と も 約 5倍 、 少 な く と も 約 10倍 、 ま た は 少 な く と も 約 25倍 以 上 増 加 さ せ る 物 質
で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 そ の 他 の 態 様 に お い て 、 関 心 対 象 の 被 験 物 質 は 、 被 験 物 質 を 添 加 し な い 場 合 の レ ン チ ウ
イ ル ス 核 酸 の 変 異 数 と 比 べ て 、 レ ン チ ウ イ ル ス 核 酸 の 変 異 （ 例 え ば 、 APOBEC3G誘 導 性 変 異
） の 数 を 少 な く と も 約 10％ 、 少 な く と も 約 20％ 、 少 な く と も 約 25％ 、 少 な く と も 約 30％ 、
少 な く と も 約 35％ 、 少 な く と も 約 40％ 、 少 な く と も 約 45％ 、 少 な く と も 約 50％ 、 少 な く と
も 約 55％ 、 少 な く と も 約 60％ 、 少 な く と も 約 65％ 、 少 な く と も 約 70％ 、 少 な く と も 約 80％
、 少 な く と も 約 90％ 、 少 な く と も 約 2倍 、 少 な く と も 約 5倍 、 少 な く と も 約 10倍 、 ま た は 少
な く と も 約 25倍 以 上 増 加 さ せ る 物 質 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 そ の 他 の 態 様 に お い て 、 関 心 対 象 の 被 験 物 質 は 、 被 験 物 質 を 添 加 し な い 場 合 の 細 胞 内 の
不 活 性 APOBEC3Gレ ベ ル と 比 べ て 、 真 核 細 胞 に お い て 酵 素 的 に 不 活 性 型 の APOBEC3Gの 少 な く
と も 約 10％ 、 少 な く と も 約 20％ 、 少 な く と も 約 25％ 、 少 な く と も 約 30％ 、 少 な く と も 約 35
％ 、 少 な く と も 約 40％ 、 少 な く と も 約 45％ 、 少 な く と も 約 50％ 、 少 な く と も 約 55％ 、 少 な
く と も 約 60％ 、 少 な く と も 約 65％ 、 少 な く と も 約 70％ 、 少 な く と も 約 80％ 、 ま た は 少 な く
と も 約 90％ 以 上 を 酵 素 的 に 活 性 型 の APOBEC3Gに 転 換 す る 物 質 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】

　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 ス ク リ ー ニ ン グ 法 は 、 Vifタ ン パ ク 質 が 存 在 す る 場 合 の 細
胞 内 の APOBEC3Gタ ン パ ク 質 レ ベ ル に 対 す る 被 験 物 質 の 影 響 を 測 定 す る 工 程 を 伴 う 。 従 っ て
、 い く つ か の 態 様 に お い て 、 そ の 方 法 は 、 Vifお よ び APOBEC3Gを 産 生 す る 細 胞 を 被 験 物 質
と 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び 、 も し あ れ ば 、 細 胞 内 の APOBEC3Gタ ン パ ク 質 レ ベ ル に 対 す る 被
験 物 質 の 影 響 を 測 定 す る 工 程 を 伴 う 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 こ れ ら の 態 様 に お い て 、 関 心 対 象 の 被 験 物 質 は 、 Vifタ ン パ ク 質 が 存 在 し 、 か つ 、 被 験
物 質 が 添 加 さ れ な い 場 合 の APOBEC3Gレ ベ ル と 比 べ て 、 Vifタ ン パ ク 質 が 存 在 す る 場 合 の APO
BEC3Gレ ベ ル を 少 な く と も 約 10％ 、 少 な く と も 約 20％ 、 少 な く と も 約 25％ 、 少 な く と も 約 3
0％ 、 少 な く と も 約 35％ 、 少 な く と も 約 40％ 、 少 な く と も 約 45％ 、 少 な く と も 約 50％ 、 少
な く と も 約 55％ 、 少 な く と も 約 60％ 、 少 な く と も 約 65％ 、 少 な く と も 約 70％ 、 少 な く と も
約 80％ 、 少 な く と も 約 90％ 、 少 な く と も 約 2倍 、 少 な く と も 約 4倍 、 少 な く と も 約 5倍 、 少
な く と も 約 10倍 、 少 な く と も 約 15倍 、 少 な く と も 約 20倍 以 上 増 加 さ せ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
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　 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る APOBEC3Gタ ン パ ク 質 は 、 GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 NP_068594
に お い て 提 供 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は そ の 断 片 も し く は 変 異 型 を 持 つ 可 能 性 が あ る 。
例 え ば 、 APOBEC3Gタ ン パ ク 質 は NP_068594に お い て 提 供 さ れ る 配 列 の ア ミ ノ 末 端 お よ び ／
ま た は カ ル ボ キ シ ル 末 端 か ら の 1～ 50個 の ア ミ ノ 酸 の 切 断 を 含 む こ と が で き る 。 用 い ら れ
る APOBEC3Gタ ン パ ク 質 は 、 例 え ば 、 そ の 配 列 が 1個 ～ 約 20個 の ア ミ ノ 酸 置 換 を 含 む こ と が
で き る な ど 、 NP_068594に お い て 提 供 さ れ る 配 列 と 1個 ～ 約 20個 の ア ミ ノ 酸 が 異 な る こ と が
で き る 。 典 型 的 に は 、 用 い ら れ る APOBEC3Gタ ン パ ク 質 は 固 有 の 天 然 の タ ン パ ク 質 の シ チ ジ
ン デ ア ミ ナ ー ゼ 活 性 を 保 持 す る 。 適 切 な APOBEC3Gタ ン パ ク 質 に は 、 APOBEC3G、 お よ び APOB
EC3Gタ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 末 端 ま た は カ ル ボ キ シ ル 末 端 に イ ン フ レ ー ム で 融 合 し た 異 種 タ ン
パ ク 質 （ 「 融 合 パ ー ト ナ ー 」 ） を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 も 含 ま れ る 。 適 切 な 融 合 パ ー ト ナ ー
に は 、 例 え ば 6Hisな ど の 例 え ば （ His） n の 精 製 を 容 易 に す る ペ プ チ ド お よ び ポ リ ペ プ チ ド
； 例 え ば グ ル タ チ オ ン -S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ GST） 、 ヘ マ グ ル チ ニ ン 、
　
　
FLAG、
　
　
c-myc、
　
　
な ど の エ ピ ト ー プ タ グ を 提 供 す る ペ プ チ ド お よ び ポ リ ペ プ チ ド ； 例 え ば 、 検 出 可 能 な 産 物
（ 例 え ば 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル
カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ な ど ） を 産 生 す る 酵 素 の よ う な 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 発 す る ペ プ チ ド
お よ び ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 例 え ば 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 ） な ど
の よ う に そ れ 自 体 が 検 出 可 能 で あ る タ ン パ ク 質 が 含 ま れ る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 AP
OBEC3Gタ ン パ ク 質 は SEQ ID NO:4に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る Vifタ ン パ ク 質 は 、 任 意 の 公 知 の レ ン チ ウ イ ル ス Vifタ ン パ ク 質
の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し て も 良 い 。 例 え ば 、 HIV-1の Vifタ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 GenB
ankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AAP33677、 AAN74526、 AAN74517、 AAP29646、 AAD10945、 AAD10937
、 AAD10929な ど に お い て 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 多 く の 態 様 に お い て 、 Vifが 存 在 す る 場 合 の APOBEC3Gタ ン パ ク 質 レ ベ ル に 対 す る 被 験 物
質 の 影 響 は 、 Vifお よ び APOBEC3Gの コ ー ド 配 列 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー （ 典 型 的 に は 異 な る ベ
ク タ ー ） を イ ン ビ ト ロ 培 養 に お い て 適 切 な 真 核 細 胞 に 導 入 し て 、 Vifお よ び APOBEC3Gタ ン
パ ク 質 を 産 生 す る 遺 伝 子 改 変 細 胞 を 製 造 す る 工 程 ； 遺 伝 子 改 変 細 胞 を 被 験 物 質 と 接 触 さ せ
る 工 程 ； お よ び 、 も し あ れ ば 、 遺 伝 子 改 変 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る APOBEC3Gタ ン パ ク 質 レ
ベ ル に 対 す る 被 験 物 質 の 影 響 を 測 定 す る 工 程 に よ っ て 調 べ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 Vifタ ン パ ク 質 の コ ー ド 領 域 （ 細 胞 内 で の Vifタ ン パ ク 質 の 産 生 の た め ） ま た は APOBEC3G
の コ ー ド 領 域 （ 細 胞 内 で の APOBEC3Gの 産 生 の た め ） を 含 む よ う に 、 真 核 細 胞 で の 発 現 に 適
し た 発 現 ベ ク タ ー が 構 築 さ れ る 。 Vifま た は APOBEC3Gコ ー ド 領 域 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー は 、
一 般 に 、 機 能 的 に 連 結 し た Vifま た は APOBEC3Gを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 に 影
響 を 及 ぼ す た め に 必 要 な 調 節 配 列 （ 「 制 御 配 列 」 ま た は 「 制 御 領 域 」 ） を 含 む 。 発 現 ベ ク
タ ー は 、 典 型 的 に は 、 転 写 開 始 領 域 、 プ ロ モ ー タ ー 領 域 、 Vifま た は APOBEC3Gを コ ー ド す
る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 お よ び 転 写 終 止 領 域 を 含 む 。 適 切 な プ ロ モ ー タ ー は 構 成 的 プ ロ モ ー
タ ー お よ び 誘 導 型 プ ロ モ ー タ ー を 含 み 、 そ の 多 く は 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 発 現
ベ ク タ ー は 、 一 般 に 、 Vifま た は APOBEC3Gタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 の 挿 入 に 備 え
る た め に 、 プ ロ モ ー タ ー 配 列 の 近 く に 位 置 す る 好 都 合 な 制 限 部 位 を 持 っ て い る 。 発 現 宿 主
に お い て 機 能 す る 選 択 マ ー カ ー が 存 在 す る 場 合 も あ る 。
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【 ０ ０ ５ ５ 】
　 発 現 ベ ク タ ー は 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 降 法 ； 電 気 穿 孔 法 ； 感 染 （ 発 現 ベ ク タ ー が ウ イ ル
ス 粒 子 に パ ッ ケ ー ジ ン グ さ れ る 場 合 ） ； リ ポ ソ ー ム 介 在 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン な ど を 含
む 、 任 意 の 慣 例 的 方 法 を 用 い て 真 核 細 胞 に 導 入 さ れ る 。 適 切 な 細 胞 は 真 核 細 胞 で あ り 、 典
型 的 に は 、 霊 長 類 細 胞 を 含 む 哺 乳 動 物 細 胞 、 例 え ば 、 COS細 胞 、 293T細 胞 、 Jurkat細 胞 、 H
9細 胞 な ど を 含 む 不 死 化 細 胞 株 な ど で あ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 被 験 物 質 が Vifに 誘 導 さ れ る APOBEC3Gタ ン パ ク 質 レ ベ ル の 減 少 を 阻 害 す る か 否 か に つ い
て は 、 細 胞 内 の 特 定 の タ ン パ ク 質 レ ベ ル を 測 定 す る た め の 、 任 意 の 公 知 の 方 法 に よ っ て 調
べ る こ と が で き る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 ア ッ セ イ は 、 APOBEC3G特 異 的 抗 体 を 用 い た
免 疫 学 的 ア ッ セ イ で あ る 。 そ の よ う な 方 法 に は 、 細 胞 抽 出 物 か ら APOBEC3Gを 免 疫 沈 降 さ せ
る 工 程 、 お よ び ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 法 （ SDS-PAGE）
に よ り 免 疫 沈 降 し た APOBEC3Gを 分 析 す る 工 程 ； APOBEC3Gお よ び 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 発 す
る 融 合 パ ー ト ナ ー を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 を 産 生 す る 細 胞 内 の 検 出 可 能 融 合 パ ー ト ナ ー を 検
出 す る 工 程 ； APOBEC3Gを 産 生 す る 細 胞 に 由 来 す る APOBEC3Gの 標 準 的 SDS-PAGEお よ び 免 疫 ブ
ロ ッ ト （ 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 を SDS-PAGE中 に 得 ら れ た ゲ ル か ら 膜 に 移 し て 、 そ の 膜 を 検 出
可 能 な よ う に 標 識 し た 抗 体 で 探 査 す る 工 程 ） が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は
な い 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 そ の 他 の 態 様 に お い て 、 ア ッ セ イ は APOBEC3G融 合 タ ン パ ク 質 の 融 合 パ ー ト ナ ー を 検 出 す
る ア ッ セ イ で あ る 。 従 っ て 、 例 え ば APOBEC3Gが 、 APOBEC3Gお よ び 融 合 パ ー ト ナ ー と し て 検
出 可 能 な シ グ ナ ル を 発 す る タ ン パ ク 質 を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 の 一 部 で あ る 場 合 、 そ の ア ッ
セ イ は そ の 融 合 パ ー ト ナ ー を 検 出 す る 。 融 合 パ ー ト ナ ー に は 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ GFP
） ； 花 虫 類 （ Anthozoa） 由 来 の 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 Matz et al. (1999) Nat. Biot
echnol. 17: 969-973を 参 照 さ れ た い ） ； ル シ フ ェ ラ ー ゼ ； β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ な ど が 含
ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 APOBEC3G融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 を 含 む 構 築 物 が 真 核 細 胞 に 導 入 さ れ る 。 細 胞 内 で 産 生 さ れ る APOBEC3Gタ ン パ
ク 質 の 量 は そ の 融 合 パ ー ト ナ ー を 検 出 す る こ と に よ っ て 測 定 さ れ る 。 融 合 パ ー ト ナ ー が 免
疫 学 的 タ グ で あ る 場 合 は 、 免 疫 学 的 ア ッ セ イ （ タ ン パ ク 質 ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 、 ELISAな ど
） が 用 い ら れ る 。 融 合 パ ー ト ナ ー が 検 出 可 能 な 産 物 を 生 成 す る 酵 素 （ 例 え ば 、 β -ガ ラ ク
ト シ ダ ー ゼ 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ な ど ） で あ る 場 合 は 、 酵 素 ア
ッ セ イ が 用 い ら れ る 。 蛍 光 発 生 性 の 融 合 パ ー ト ナ ー の 検 出 に は 、 蛍 光 定 量 ア ッ セ イ が 用 い
ら れ る 。 発 光 性 の 産 物 を 生 じ る 融 合 パ ー ト ナ ー の 検 出 に は ル ミ ノ メ ー タ ー が 用 い ら れ る 。
融 合 パ ー ト ナ ー は 、 融 合 パ ー ト ナ ー に 適 し た 任 意 の 公 知 の 方 法 に よ っ て 検 出 さ れ る 。 融 合
パ ー ト ナ ー は 、 細 胞 抽 出 物 に お い て 、 融 合 パ ー ト ナ ー に 適 し た ア ッ セ イ （ 例 え ば 、 酵 素 ア
ッ セ イ 、 免 疫 学 的 ア ッ セ イ な ど ） を 用 い て 検 出 さ れ る ； ま た は 例 え ば フ ロ ー サ イ ト メ ト リ
ー を 用 い て 、 無 傷 細 胞 中 の 融 合 パ ー ト ナ ー が 検 出 さ れ る 。 例 え ば 、 融 合 パ ー ト ナ ー が 蛍 光
シ グ ナ ル を 発 す る 場 合 は 、 い く つ か の 態 様 に お い て 、 APOBEC3Gレ ベ ル は フ ロ ー サ イ ト メ ー
タ ー を 用 い て 測 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 以 下 は 、 Vif誘 導 性 の APOBEC3G分 解 を 抑 制 す る 物 質 を 特 定 す る た め の 適 切 な ア ッ セ イ の
一 つ の 非 限 定 的 な 例 で あ る 。 細 胞 が ル シ フ ェ ラ ー ゼ -APOBEC3G（ luc-APOBEC3G） 融 合 タ ン
パ ク 質 を 合 成 す る よ う に 、 哺 乳 動 物 細 胞 （ 例 え ば 、 不 死 化 細 胞 株 ） に ル シ フ ェ ラ ー ゼ -APO
BEC3G融 合 タ ン パ ク 質 の コ ー ド 配 列 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を 安 定 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る
。 基 質 が 細 胞 に 侵 入 す る よ う に ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 基 質 を 細 胞 培 養 培 地 に 加 え て 、 発 光 性 産
物 を 生 じ る よ う に ル シ フ ェ ラ ー ゼ -APOBEC3Gの ル シ フ ェ ラ ー ゼ 部 分 に よ っ て 機 能 さ せ る 。
細 胞 内 の ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ベ ル は ル ミ ノ メ ー タ ー を 用 い て 検 出 し て 、 luc-APOBEC3Gの 量 は
相 対 発 光 量 と し て 表 す 。 Vif/luc-APOBEC3G細 胞 を 得 る た め に 、 細 胞 に Vifの コ ー ド 配 列 を
含 む 発 現 ベ ク タ ー を ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 。 Vifは luc-APOBEC3Gの 分 解 を 誘 導 す る の で 、 V
if／ luc-APOBEC3G細 胞 中 に Vifタ ン パ ク 質 が 存 在 す る と 、 Vifが 存 在 し な い 場 合 の luc-APOB
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EC3Gレ ベ ル と 比 べ て 、 luc-APOBEC3Gレ ベ ル が 減 少 す る 。 Vif／ luc-APOBEC3G細 胞 を Vif誘 導
性 APOBEC3G分 解 を 抑 制 す る 被 験 物 質 に 接 触 さ せ る と 、 luc-APOBEC3Gレ ベ ル が 被 験 物 質 を 添
加 し な い 場 合 の Vif／ luc-APOBEC3G細 胞 中 の luc-APOBEC3Gレ ベ ル に 対 し て 増 加 す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 従 っ て 、 い く つ か の 態 様 に お い て 、 Vif誘 導 性 の APOBEC3G分 解 を 抑 制 す る 物 質 を 特 定 す
る 方 法 は 、 Vifお よ び 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 発 す る タ ン パ ク 質 に 融 合 し た APOBEC3Gタ ン パ
ク 質 を 産 生 す る 細 胞 を 被 験 物 質 （ お よ び 、 必 要 な ら ば 、 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 発 す る タ ン
パ ク 質 の 基 質 ） に 接 触 さ せ る 工 程 ； お よ び 、 も し あ れ ば 、 細 胞 内 の APOBEC3Gレ ベ ル に 対 す
る 被 験 物 質 の 影 響 を 測 定 す る 工 程 を 伴 う 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 Vif誘 導 性 の APOBEC3
G分 解 を 抑 制 す る 物 質 を 特 定 す る 方 法 は 、 Vifお よ び APOBEC3G-ル シ フ ェ ラ ー ゼ タ ン パ ク 質
を 産 生 す る 細 胞 を 被 験 物 質 お よ び ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 基 質 に 接 触 さ せ る 工 程 ； お よ び 、 も し
あ れ ば 、 被 験 物 質 を 添 加 し な い 場 合 の 細 胞 内 の APOBEC3G-ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ベ ル と 比 べ て
、 細 胞 内 の APOBEC3G-ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ベ ル に 対 す る 被 験 物 質 の 影 響 を 測 定 す る 工 程 を 伴
う 。 細 胞 内 の APOBEC3G-ル シ フ ェ ラ ー ゼ タ ン パ ク 質 レ ベ ル を 少 な く と も 約 5％ 、 少 な く と も
約 10％ 、 少 な く と も 約 20％ 、 少 な く と も 約 30％ 、 少 な く と も 約 50％ 、 少 な く と も 約 75％ 、
少 な く と も 約 100％ 、 少 な く と も 約 2.5倍 、 少 な く と も 約 3倍 、 少 な く と も 約 4倍 、 少 な く と
も 約 5倍 、 少 な く と も 約 10倍 、 少 な く と も 約 20倍 、 ま た は 少 な く と も 約 50倍 以 上 増 加 さ せ
る 物 質 は 、 Vif誘 導 性 の APOBEC3G分 解 を 阻 害 す る 物 質 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】

　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 細 胞 内 の 活 性 APOBEC3Gレ ベ ル を 増 加 さ せ る 物 質 を 特
定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ れ ら の 態 様 に お い て 、 本 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 細 胞 内 の 活 性 AP
OBEC3Gタ ン パ ク 質 の 量 に 対 す る 被 験 物 質 の 影 響 を 測 定 す る 工 程 を 伴 う 。 こ の 方 法 は 、 一 般
に 、 APOBEC3Gを 産 生 す る 細 胞 を 被 験 物 質 と 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び 、 も し あ れ ば 、 細 胞 内
の 活 性 APOBEC3Gタ ン パ ク 質 の 量 に 対 す る 被 験 物 質 の 影 響 を 測 定 す る 工 程 を 伴 う 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 こ れ ら の 態 様 に お い て 、 関 心 対 象 の 被 験 物 質 は 、 被 験 物 質 を 添 加 し な い 場 合 の 細 胞 内 の
活 性 APOBEC3Gレ ベ ル と 比 べ て 、 細 胞 内 の 活 性 APOBEC3Gレ ベ ル を 少 な く と も 約 10％ 、 少 な く
と も 約 20％ 、 少 な く と も 約 25％ 、 少 な く と も 約 30％ 、 少 な く と も 約 35％ 、 少 な く と も 約 40
％ 、 少 な く と も 約 45％ 、 少 な く と も 約 50％ 、 少 な く と も 約 55％ 、 少 な く と も 約 60％ 、 少 な
く と も 約 65％ 、 少 な く と も 約 70％ 、 少 な く と も 約 80％ 、 少 な く と も 約 90％ 、 少 な く と も 約
2倍 、 少 な く と も 約 5倍 、 少 な く と も 約 10倍 、 ま た は 少 な く と も 約 25倍 以 上 増 加 さ せ る 物 質
で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 関 心 対 象 の 被 験 物 質 は 、 被 験 物 質 を 添 加 し な い 場 合 の 細 胞 内
の 活 性 APOBEC3Gの 産 生 量 と 比 べ て 、 細 胞 内 の 活 性 APOBEC3Gの 産 生 （ 例 え ば 、 合 成 ） を 少 な
く と も 約 10％ 、 少 な く と も 約 20％ 、 少 な く と も 約 25％ 、 少 な く と も 約 30％ 、 少 な く と も 約
35％ 、 少 な く と も 約 40％ 、 少 な く と も 約 45％ 、 少 な く と も 約 50％ 、 少 な く と も 約 55％ 、 少
な く と も 約 60％ 、 少 な く と も 約 65％ 、 少 な く と も 約 70％ 、 少 な く と も 約 80％ 、 少 な く と も
約 90％ 、 少 な く と も 約 2倍 、 少 な く と も 約 5倍 、 少 な く と も 約 10倍 、 ま た は 少 な く と も 約 25
倍 以 上 増 加 さ せ る 物 質 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 そ の 他 の 態 様 に お い て 、 関 心 対 象 の 被 験 物 質 は 、 被 験 物 質 を 添 加 し な い 場 合 の レ ン チ ウ
イ ル ス 核 酸 の 変 異 数 と 比 べ て 、 レ ン チ ウ イ ル ス 核 酸 の 変 異 （ 例 え ば 、 APOBEC3G誘 導 性 変 異
） 数 を 少 な く と も 約 10％ 、 少 な く と も 約 20％ 、 少 な く と も 約 25％ 、 少 な く と も 約 30％ 、 少
な く と も 約 35％ 、 少 な く と も 約 40％ 、 少 な く と も 約 45％ 、 少 な く と も 約 50％ 、 少 な く と も
約 55％ 、 少 な く と も 約 60％ 、 少 な く と も 約 65％ 、 少 な く と も 約 70％ 、 少 な く と も 約 80％ 、
少 な く と も 約 90％ 、 少 な く と も 約 2倍 、 少 な く と も 約 5倍 、 少 な く と も 約 10倍 、 ま た は 少 な
く と も 約 25倍 以 上 増 加 さ せ る 物 質 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
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　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 関 心 対 象 の 被 験 物 質 は 、 被 験 物 質 を 添 加 し な い 場 合 の レ ン チ
ウ イ ル ス の マ イ ナ ス 鎖 に お け る C→ U変 異 数 と 比 べ て 、 レ ン チ ウ イ ル ス の マ イ ナ ス 鎖 に お け
る C→ U変 異 数 を 少 な く と も 約 5％ 、 少 な く と も 約 10％ 、 少 な く と も 約 20％ 、 少 な く と も 約 2
5％ 、 少 な く と も 約 30％ 、 少 な く と も 約 35％ 、 少 な く と も 約 40％ 、 少 な く と も 約 45％ 、 少
な く と も 約 50％ 、 少 な く と も 約 55％ 、 少 な く と も 約 60％ 、 少 な く と も 約 65％ 、 少 な く と も
約 70％ 、 少 な く と も 約 80％ 、 少 な く と も 約 90％ 、 少 な く と も 約 2倍 、 少 な く と も 約 5倍 、 少
な く と も 約 10倍 、 ま た は 少 な く と も 約 25倍 以 上 増 加 さ せ る 物 質 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 関 心 対 象 の 被 験 物 質 は 、 被 験 物 質 を 添 加 し な い 場 合 に 細 胞 に
よ っ て 産 生 さ れ る キ ャ プ シ ド 形 成 さ れ た APOBEC3Gを 持 つ レ ン チ ウ イ ル ス 粒 子 の 割 合 と 比 べ
て 、 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る キ ャ プ シ ド 形 成 さ れ た APOBEC3Gを 持 つ レ ン チ ウ イ ル ス 粒 子 の
割 合 を 少 な く と も 約 5％ 、 少 な く と も 約 10％ 、 少 な く と も 約 20％ 、 少 な く と も 約 25％ 、 少
な く と も 約 30％ 、 少 な く と も 約 35％ 、 少 な く と も 約 40％ 、 少 な く と も 約 45％ 、 少 な く と も
約 50％ 、 少 な く と も 約 55％ 、 少 な く と も 約 60％ 、 少 な く と も 約 65％ 、 少 な く と も 約 70％ 、
少 な く と も 約 80％ 、 少 な く と も 約 90％ 、 少 な く と も 約 2倍 、 少 な く と も 約 5倍 、 少 な く と も
約 10倍 、 ま た は 少 な く と も 約 25倍 以 上 増 加 さ せ る 物 質 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 関 心 対 象 の 被 験 物 質 は 、 被 験 物 質 を 添 加 し な い 場 合 に 細 胞 に
よ っ て 産 生 さ れ る ウ イ ル ス の 感 染 性 と 比 べ て 、 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る レ ン チ ウ イ ル ス の
感 染 性 を 少 な く と も 約 5％ 、 少 な く と も 約 10％ 、 少 な く と も 約 20％ 、 少 な く と も 約 25％ 、
少 な く と も 約 30％ 、 少 な く と も 約 35％ 、 少 な く と も 約 40％ 、 少 な く と も 約 45％ 、 少 な く と
も 約 50％ 、 少 な く と も 約 55％ 、 少 な く と も 約 60％ 、 少 な く と も 約 65％ 、 少 な く と も 約 70％
、 少 な く と も 約 80％ 、 ま た は 少 な く と も 約 90％ 以 上 低 下 さ せ る 物 質 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 そ の 他 の 態 様 に お い て 、 関 心 対 象 の 被 験 物 質 は 活 性 な 低 分 子 量 APOBEC3G複 合 体 を 得 る た
め に 不 活 性 高 分 子 量 APOBEC3G複 合 体 の 分 解 を 促 進 す る 物 質 で あ る 。 こ れ ら の 態 様 に お い て
、 関 心 対 象 の 被 験 物 質 は 、 被 験 物 質 を 添 加 し な い 場 合 の 不 活 性 高 分 子 量 APOBEC3G複 合 体 レ
ベ ル と 比 べ て 、 真 核 細 胞 に お い て 、 不 活 性 高 分 子 量 APOBEC3G複 合 体 の 少 な く と も 約 10％ 、
少 な く と も 約 20％ 、 少 な く と も 約 25％ 、 少 な く と も 約 30％ 、 少 な く と も 約 35％ 、 少 な く と
も 約 40％ 、 少 な く と も 約 45％ 、 少 な く と も 約 50％ 、 少 な く と も 約 55％ 、 少 な く と も 約 60％
、 少 な く と も 約 65％ 、 少 な く と も 約 70％ 、 少 な く と も 約 80％ 、 ま た は 少 な く と も 約 90％ 以
上 を 、 酵 素 的 に 活 性 な 低 分 子 量 APOBEC3G複 合 体 へ と 分 解 を 促 進 す る 物 質 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 関 心 対 象 の 被 験 物 質 は 、 被 験 物 質 を 添 加 し な い 場 合 の 細 胞 内
の 不 活 性 APOBEC3Gレ ベ ル と 比 べ て 、 真 核 細 胞 に お い て 酵 素 的 に 不 活 性 型 の APOBEC3Gの 少 な
く と も 約 10％ 、 少 な く と も 約 20％ 、 少 な く と も 約 25％ 、 少 な く と も 約 30％ 、 少 な く と も 約
35％ 、 少 な く と も 約 40％ 、 少 な く と も 約 45％ 、 少 な く と も 約 50％ 、 少 な く と も 約 55％ 、 少
な く と も 約 60％ 、 少 な く と も 約 65％ 、 少 な く と も 約 70％ 、 少 な く と も 約 80％ 、 ま た は 少 な
く と も 約 90％ 以 上 を 、 酵 素 的 に 活 性 型 の APOBEC3Gに 転 換 す る 物 質 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 細 胞 は 内 因 性 APOBEC3Gを 産 生 す る 細 胞 で あ る 。 そ の 他 の 態 様
に お い て 、 細 胞 内 の 活 性 APOBEC3Gタ ン パ ク 質 の 量 に 対 す る 被 験 物 質 の 影 響 は 、 APOBEC3Gコ
ー ド 配 列 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を イ ン ビ ト ロ 培 養 に お い て 適 切 な 真 核 細 胞 に 導 入 し て 、 APOB
EC3Gタ ン パ ク 質 を 産 生 す る 遺 伝 子 改 変 細 胞 を 製 造 す る 工 程 ； 遺 伝 子 改 変 細 胞 を 被 験 物 質 と
接 触 さ せ る 工 程 ； お よ び 、 も し あ れ ば 、 遺 伝 子 改 変 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る 活 性 APOBEC3G
タ ン パ ク 質 レ ベ ル に 対 す る 被 験 物 質 の 影 響 を 測 定 す る 工 程 に よ っ て 調 べ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 細 胞 内 の 活 性 APOBEC3Gレ ベ ル は 様 々 な 方 法 で 測 定 す る こ と が で き る 。 い く つ か の 態 様 に
お い て 、 細 胞 内 の 活 性 APOBEC3Gの 産 生 を 増 加 さ せ る 物 質 を 特 定 す る た め の 本 ア ッ セ イ は AP
OBEC3G産 生 レ ベ ル に 対 す る そ の 物 質 の 影 響 を 測 定 す る 工 程 を 伴 う 。 い く つ か の 態 様 に お い

10

20

30

40

50

(14) JP 2007-502624 A 2007.2.15



て 、 活 性 APOBEC3Gレ ベ ル を 増 加 さ せ る 物 質 を 特 定 す る た め の 本 ア ッ セ イ は 、 マ イ ナ ス 鎖 に
お け る C→ U変 異 を 誘 導 し て 、 そ の 結 果 、 ウ イ ル ス 逆 転 写 に お い て G→ A変 異 を 誘 導 す る 、 お
よ び ／ ま た は DNAコ ピ ー に お い て C→ T変 異 を 誘 導 す る APOBEC3Gタ ン パ ク 質 レ ベ ル に 対 す る
被 験 物 質 の 影 響 を 測 定 す る 工 程 を 伴 う 。 そ の 他 の 態 様 に お い て 、 活 性 APOBEC3Gレ ベ ル を 増
加 さ せ る 物 質 を 特 定 す る た め の 本 ア ッ セ イ は 、 APOBEC3Gの レ ン チ ウ イ ル ス 粒 子 へ の パ ッ ケ
ー ジ ン グ に 対 す る そ の 物 質 の 影 響 を 測 定 す る 工 程 を 伴 う 。 そ の 他 の 態 様 に お い て 、 活 性 AP
OBEC3Gレ ベ ル を 増 加 さ せ る 物 質 を 特 定 す る た め の 本 ア ッ セ イ は 、 そ の 物 質 の ウ イ ル ス 感 染
性 に 対 す る 影 響 を 測 定 す る 工 程 を 伴 う 。 そ の 他 の 態 様 に お い て 、 本 ア ッ セ イ は 、 不 活 性 高
分 子 量 APOBEC3G複 合 体 の 活 性 低 分 子 量 APOBEC3G複 合 体 へ の 転 換 に 対 す る 被 験 物 質 の 影 響 を
測 定 す る 工 程 を 伴 う 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 細 胞 内 の 活 性 APOBEC3Gレ ベ ル を 増 加 さ せ る 物 質 を 特 定 す る た め の 本 ア ッ セ イ が 、 細 胞 に
よ る APOBEC3G合 成 量 に 対 す る 被 験 物 質 の 影 響 を 測 定 す る 工 程 を 伴 う 場 合 、 そ の ア ッ セ イ は
多 く の 方 法 で 実 施 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 APOBEC3Gを 産 生 す る 細 胞 を 用 い て 、 そ の 細
胞 を 被 験 物 質 に 接 触 さ せ て 、 APOBEC3Gに 特 異 的 な 抗 体 を 用 い た イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ ア ッ
セ イ ま た は APOBEC3Gに 特 異 的 な 抗 体 を 用 い た ELISAア ッ セ イ を 用 い て APOBEC3Gタ ン パ ク 質
レ ベ ル を 検 出 し て 、 細 胞 に よ る APOBEC3Gの 合 成 を 検 出 す る こ と が で き る 。 細 胞 は 通 常 、 AP
OBEC3Gを 放 出 す る よ う に 溶 解 さ れ る 。 も う 一 つ の 例 と し て 、 APOBEC3Gプ ロ モ ー タ ー の 制 御
下 に お い て APOBEC3Gを コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 発 現 構 築 物 を 含 む 細 胞 を 用 い て
、 そ の 細 胞 を 被 験 物 質 に 接 触 さ せ て 、 APOBEC3Gに 特 異 的 な 抗 体 を 用 い た イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ
ン グ ア ッ セ イ ま た は APOBEC3Gに 特 異 的 な 抗 体 を 用 い た ELISAア ッ セ イ を 用 い て APOBEC3Gタ
ン パ ク 質 レ ベ ル を 検 出 し て 、 細 胞 に よ る APOBEC3Gの 合 成 を 検 出 す る こ と が で き る 。 も う 一
つ の 非 限 定 的 な 例 と し て 、 APOBEC3Gプ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に お い て APOBEC3Gの す べ て ま た
は 一 部 お よ び 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 発 す る 検 出 可 能 な 異 種 性 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 ル シ フ
ェ ラ ー ゼ 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 、 ヘ マ グ ル チ ニ ン な ど の エ ピ ト ー
プ タ グ ） を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 発 現 構 築 物 を 含 む 細
胞 を 用 い て 、 そ の 細 胞 を 被 験 物 質 に 接 触 さ せ て 、 ま た 、 そ の 異 種 性 タ ン パ ク 質 を 当 技 術 分
野 に お い て 周 知 の 標 準 的 ア ッ セ イ を 用 い て 検 出 す る こ と に よ っ て APOBEC3Gタ ン パ ク 質 レ ベ
ル を 検 出 し て 、 細 胞 に よ る APOBEC3Gの 合 成 を 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 細 胞 質 の APOBEC3Gレ ベ ル が 検 出 さ れ る 。 い く つ か の 態 様 に お
い て 、 レ ン チ ウ イ ル ス に 感 染 し て い な い 細 胞 の 細 胞 質 に お け る 活 性 APOBEC3Gレ ベ ル を 増 加
さ せ る こ と が 有 利 で あ る 。  こ の よ う な 細 胞 が レ ン チ ウ イ ル ス に 感 染 す る と 、 細 胞 の 細 胞
質 中 の 活 性 APOBEC3Gレ ベ ル が 増 加 し て 、 そ の 結 果 、 APOBEC3G誘 導 性 の レ ン チ ウ イ ル ス ゲ ノ
ム の 変 異 の 数 が 増 加 し 、 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る 感 染 性 ウ イ ル ス レ ベ ル が 減 少 す る 。 こ れ
ら の 態 様 に お い て 、 関 心 対 象 の 被 験 物 質 は 、 被 験 物 質 を 添 加 し な い 場 合 の 非 感 染 細 胞 の 細
胞 質 中 の 活 性 APOBEC3Gレ ベ ル と 比 べ て 、 非 感 染 細 胞 （ 例 え ば 、 レ ン チ ウ イ ル ス に 感 染 し て
い な い 細 胞 ） の 細 胞 質 中 の 活 性 APOBEC3Gレ ベ ル を 少 な く と も 約 5％ 、 少 な く と も 約 10％ 、
少 な く と も 約 20％ 、 少 な く と も 約 25％ 、 少 な く と も 約 30％ 、 少 な く と も 約 35％ 、 少 な く と
も 約 40％ 、 少 な く と も 約 45％ 、 少 な く と も 約 50％ 、 少 な く と も 約 55％ 、 少 な く と も 約 60％
、 少 な く と も 約 65％ 、 少 な く と も 約 70％ 、 少 な く と も 約 80％ 、 少 な く と も 約 90％ 、 少 な く
と も 約 2倍 、 少 な く と も 約 5倍 、 少 な く と も 約 10倍 、 ま た は 少 な く と も 約 25倍 以 上 増 加 さ せ
る 。 被 験 物 質 が 細 胞 質 中 の 活 性 APOBEC3Gレ ベ ル を 増 加 さ せ る か 否 か に つ い て は 、 任 意 の 公
知 の ア ッ セ イ （ 例 え ば 、 シ チ ジ ン デ ア ミ ナ ー ゼ ア ッ セ イ ） を 用 い て 調 べ る こ と が で き る 。
被 験 物 質 が 細 胞 質 中 の 活 性 APOBEC3Gレ ベ ル を 増 加 さ せ る か 否 か は 、 例 え ば 、 実 施 例 に 述 べ
ら れ る よ う に 、 APOBEC3G特 異 的 抗 体 を 用 い た 核 お よ び 細 胞 質 画 分 の イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ
に よ っ て 容 易 に 調 べ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 活 性 APOBEC3Gレ ベ ル を 増 加 さ せ る 物 質 を 特 定 す る た め の 本 ア ッ セ イ が 、 レ ン チ ウ イ ル ス
マ イ ナ ス 鎖 に お け る C→ U変 異 を 誘 導 し て 、 そ の 結 果 、 ウ イ ル ス 逆 転 写 に お け る G→ A変 異 を
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誘 導 す る 、 お よ び ／ ま た は DNAコ ピ ー に お い て C→ T変 異 を 誘 導 す る APOBEC3Gタ ン パ ク 質 レ
ベ ル に 対 す る 被 験 物 質 の 影 響 を 測 定 す る 工 程 を 伴 う 場 合 、 そ の ア ッ セ イ は 多 く の 方 法 で 実
施 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 レ ン チ ウ イ ル ス マ イ ナ ス 鎖 に 誘 導 さ れ る C→ U変 異 数 は 、 被
験 物 質 を 添 加 す る 場 合 ま た は 添 加 し な い 場 合 に 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る レ ン チ ウ イ ル ス RN
Aの cDNAコ ピ ー を 鋳 型 と し 、 Taqポ リ メ ラ ー ゼ ま た は Pfuポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い て 増 幅 さ れ る
ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） 産 物 を 検 出 す る こ と に よ っ て 測 定 す る こ と が で き る 。 Taqポ
リ メ ラ ー ゼ は ウ ラ シ ル を 含 む 鋳 型 を 複 製 し て 、 Pfuポ リ メ ラ ー ゼ は ウ ラ シ ル を 含 む 鋳 型 は
容 易 に は 複 製 し な い 。 Taqポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い て 実 施 さ れ る PCRで は （ 使 用 さ れ る プ ラ イ マ
ー の 位 置 に 基 づ い て ） 予 想 さ れ る サ イ ズ の 産 物 が 得 ら れ る が 、 Pfuポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い て
実 施 さ れ る PCRで は Taqで 産 生 さ れ る 産 物 よ り も 大 幅 に 少 な い 量 が 産 生 さ れ る 。 も う 一 つ の
例 と し て 、 Taqポ リ メ ラ ー ゼ お よ び 鋳 型 と し て 被 験 物 質 を 添 加 す る 場 合 ま た は 添 加 し な い
場 合 に 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る レ ン チ ウ イ ル ス RNAの cDNAコ ピ ー を 用 い て 増 幅 さ れ る PCR産
物 の 配 列 が 決 定 さ れ て 、 G→ A置 換 の 存 在 が 検 出 さ れ る 。 従 っ て 、 例 え ば い く つ か の 態 様 に
お い て 、 細 胞 内 の 活 性 APOBEC3Gレ ベ ル は 被 験 物 質 を 添 加 す る 場 合 ま た は 添 加 し な い 場 合 に
細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る レ ン チ ウ イ ル ス RNAの cDNAコ ピ ー に お け る G→ A置 換 数 を 検 出 す る
こ と に よ っ て 測 定 さ れ る 。 被 験 物 質 が 細 胞 内 の 活 性 APOBEC3Gレ ベ ル を 増 加 さ せ る 場 合 、 被
験 物 質 を 添 加 す る 場 合 に 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る レ ン チ ウ イ ル ス RNAの ｃ DNAコ ピ ー に お け
る G→ A置 換 数 は 被 験 物 質 を 添 加 し な い 場 合 に 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る レ ン チ ウ イ ル ス RNA
の cDNAコ ピ ー に お け る G→ A置 換 数 よ り も 多 い こ と が 予 測 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 APOBEC3G誘 導 性 の レ ン チ ウ イ ル ス 核 酸 に お け る 変 異 数 は 、 イ
ン ビ ト ロ に お け る シ チ ジ ン デ ア ミ ナ ー ゼ ア ッ セ イ を 用 い て 測 定 さ れ る 。 例 え ば 、 脱 ア ミ ノ
化 の た め の 放 射 標 識 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 基 質 を 、 APOBEC3Gを 含 ま な い ま た は 含 む 被
験 試 料 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 適 切 な 基 質 は APOBEC3G作 用 の た め の 標 的 で あ る デ オ キ
シ シ チ ジ ン を 含 む 。 APOBEC3Gは シ ト シ ン 塩 基 を 脱 ア ミ ノ 化 し て ウ ラ シ ル に 変 化 さ せ る 。 ウ
ラ シ ル は ウ ラ シ ル DNAグ リ コ シ ラ ー ゼ （ UDGま た は UNG） の 作 用 に 対 し て 感 受 性 で あ る 。 酵
素 反 応 に UDG／ UNGを 加 え る と オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら ウ ラ シ ル 塩 基 が 除 去 さ れ て 、 シ チ ジ
ン 脱 ア ミ ノ 部 位 に 脱 塩 基 部 位 が 生 じ る 。 次 い で 、 こ の 脱 塩 基 部 位 に お け る オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド の リ ン 酸 -糖 骨 格 は ア ル カ リ 加 水 分 解 に 対 し て 感 受 性 で あ る 。 従 っ て 、 反 応 に NaOHを
加 え る と 、 脱 ア ミ ノ 部 位 に 開 裂 が 生 じ る 。 開 裂 は ア ク リ ル ア ミ ド -尿 素 ゲ ル を 用 い た 電 気
泳 動 法 に よ っ て モ ニ タ ー さ れ 、 そ れ に よ っ て APOBEC3G活 性 は 、 よ り 長 い 基 質 で あ る オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド か ら 派 生 す る よ り 短 い 開 裂 産 物 の 生 成 に よ っ て ス コ ア 化 さ れ 、 こ の 場 合 、 開
裂 は 脱 ア ミ ノ 部 位 に お い て 特 異 的 に 生 じ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 活 性 APOBEC3Gの 量 を 増 加 さ せ る 物 質 を 特 定 す る た め の 本 ア ッ セ イ が 、 APOBEC3Gタ ン パ ク
質 の ウ イ ル ス キ ャ プ シ ド 形 成 レ ベ ル を 測 定 す る 工 程 を 伴 う 場 合 、 そ の ア ッ セ イ は 多 く の 方
法 で 実 施 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 レ ン チ ウ イ ル ス 粒 子 を 産 生 す る 被 験 細 胞 （ 例 え ば 、
HIVな ど の レ ン チ ウ イ ル ス に よ る 感 染 に 対 し て 感 受 性 の 細 胞 ； 例 え ば 、 細 胞 表 面 に CD4 + 、 C
CR5、 お よ び CXCR4を 発 現 す る 細 胞 ） を 被 験 物 質 と 接 触 さ せ て 、 細 胞 上 清 中 の ウ イ ル ス 粒 子
に つ い て APOBEC3Gの 存 在 を 分 析 す る こ と に よ っ て ウ イ ル ス 粒 子 中 の APOBEC3Gレ ベ ル を 測 定
す る 。 例 え ば 、 細 胞 上 清 に 含 ま れ る ウ イ ル ス 粒 子 を ウ イ ル ス 構 築 物 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ン 後 24～ 48時 間 に 回 収 し て 、 細 胞 破 壊 片 を 除 去 し （ 例 え ば 、 遠 心 分 離 に よ っ て ） 、 ウ イ ル
ス 粒 子 を 濃 縮 す る 。 ウ イ ル ス 粒 子 中 の APOBEC3Gは 免 疫 学 的 ア ッ セ イ を 用 い て 検 出 す る 。 例
え ば 、 APOBEC3Gは 、 ウ イ ル ス 粒 子 が 溶 解 さ れ 、 タ ン パ ク 質 が ゲ ル 上 で 分 離 さ れ て ナ イ ロ ン
膜 ま た は そ の 他 の タ イ プ の 膜 の よ う な 固 相 支 持 体 に 移 さ れ て 、 APOBEC3Gに 特 異 的 な 抗 体 を
用 い て 膜 上 の APOBEC3Gが 検 出 さ れ る イ ム ノ ブ ロ ッ ト ア ッ セ イ に お い て 検 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 細 胞 内 の 活 性 APOBEC3Gレ ベ ル を 増 加 さ せ る 物 質 を 特 定 す る た め の 本 ア ッ セ イ が レ ン チ ウ
イ ル ス 感 染 性 の レ ベ ル を 測 定 す る 工 程 を 伴 う 場 合 、 そ の ア ッ セ イ は 多 く の 方 法 で 実 施 す る
こ と が で き る 。 例 え ば 、 CD4 + 細 胞 に お け る 1回 力 価 測 定 ア ッ セ イ を 用 い て 被 験 物 質 を 添 加
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す る 場 合 お よ び 添 加 し な い 場 合 の ウ イ ル ス 力 価 を 測 定 す る こ と に よ っ て 調 べ る こ と が で き
る 。 適 切 な ア ッ セ イ は 、 許 容 性 被 験 細 胞 （ 例 え ば 、 HIVな ど の レ ン チ ウ イ ル ス に よ る 感 染
に 対 し て 感 受 性 の 細 胞 ； 例 え ば 、 細 胞 表 面 に CD4 + 、 CCR5、 お よ び CXCR4を 発 現 す る 細 胞 ）
を レ ン チ ウ イ ル ス 産 生 細 胞 （ 例 え ば 、 レ ン チ ウ イ ル ス 構 築 物 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞
） か ら 得 ら れ た 上 清 に 接 触 さ せ る 工 程 を 伴 っ て も よ く 、 そ の 被 験 細 胞 は 機 能 的 に 結 合 さ れ
た HIVの 長 い 末 端 反 復 配 列 （ LTR） の 転 写 制 御 下 に お い て 検 出 可 能 な マ ー カ ー （ 例 え ば 、 ル
シ フ ェ ラ ー ゼ 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 ）
な ど ） の コ ー ド 配 列 を 含 む た め に 、 細 胞 に 感 染 性 の HIVウ イ ル ス 粒 子 が 感 染 す る と HIV LTR
が 活 性 化 し て 検 出 可 能 な マ ー カ ー が 産 生 さ れ る 。 被 験 細 胞 へ の 感 染 に は ウ イ ル ス 粒 子 を 含
む 細 胞 上 清 が 用 い ら れ て 、 被 験 細 胞 の 感 染 は 検 出 可 能 マ ー カ ー の ア ッ セ イ に よ っ て 検 出 さ
れ る 。 被 験 物 質 に 接 触 さ せ た レ ン チ ウ イ ル ス 産 生 細 胞 の 細 胞 上 清 を 、 被 験 物 質 に 接 触 さ せ
て い な い 同 一 細 胞 の 細 胞 上 清 と 比 較 す る 。 感 染 し た 被 験 細 胞 の 数 が 、 細 胞 上 清 中 の ウ イ ル
ス 粒 子 の 感 染 性 の 指 標 で あ る 。 検 出 可 能 マ ー カ ー が 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 で あ る 場 合 、 感 染
性 は 蛍 光 標 示 式 セ ル ソ ー タ ー を 用 い て 判 定 す る こ と が で き る 。 検 出 可 能 マ ー カ ー が β -ガ
ラ ク ト シ ダ ー ゼ で あ る 場 合 、 感 染 性 は 5-ブ ロ モ -4-ク ロ ロ -3-イ ン ド イ ル -β -D-ガ ラ ク ト シ
ダ ー ゼ 染 色 に よ り 判 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Mangeat et al.((2003) Nature 424: 
99-103を 参 照 さ れ た い 。 多 量 の 活 性 APOBEC3Gを 持 つ HIV感 染 細 胞 の 上 清 に お け る HIVウ イ ル
ス 粒 子 の 感 染 性 は 、 少 量 の 活 性 APOBEC3Gを 持 つ HIV感 染 細 胞 の 上 清 に お け る HIVウ イ ル ス 粒
子 の 感 染 性 よ り も 低 い こ と が 予 想 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 本 方 法 が 不 活 性 高 分 子 量 APOBEC3G複 合 体 の 活 性 低 分 子 量 APOBEC3G複 合 体 へ の 転 換 に 対 す
る 被 験 物 質 の 影 響 を 測 定 す る 工 程 を 伴 う 場 合 、 細 胞 内 の 高 分 子 量 APOBEC3G複 合 体 お よ び 低
分 子 量 APOBEC3G複 合 体 の 量 は 、 例 え ば 、 被 験 物 質 に 接 触 さ せ て お い た 細 胞 の 溶 解 、 お よ び
溶 解 物 の サ イ ズ 排 除 FPLCを 行 う こ と に よ っ て 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】

　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は Vifポ リ ペ プ チ ド と APOBEC3Gま た は APOBEC3G複 合 体
と の 相 互 作 用 を 阻 害 す る 物 質 を 特 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 そ の 方 法 は 、 一 般 に 、 Vifポ リ
ペ プ チ ド お よ び APOBEC3Gポ リ ペ プ チ ド ま た は APOBEC3G複 合 体 を 被 験 物 質 と 接 触 さ せ る 工 程
、 お よ び 、 も し あ れ ば 、 Vifと APOBEC3Gポ リ ペ プ チ ド ま た は APOBEC3G複 合 体 と の 相 互 作 用
に 対 す る 被 験 物 質 の 影 響 を 測 定 す る 工 程 を 伴 う 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 Vifポ リ ペ プ
チ ド と APOBEC3Gポ リ ペ プ チ ド ま た は APOBEC3G複 合 体 と の 相 互 作 用 を 阻 害 す る 物 質 を 特 定 す
る 方 法 は 、 細 胞 に 基 づ い た 方 法 で あ る 。 そ の 他 の 態 様 に お い て 、 Vifポ リ ペ プ チ ド と APOBE
C3Gポ リ ペ プ チ ド ま た は APOBEC3G複 合 体 と の 相 互 作 用 を 阻 害 す る 物 質 を 特 定 す る 方 法 は 、
細 胞 を 用 い な い 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 Vifお よ び APOBEC3Gポ リ ペ プ チ ド ま た は APOBEC3G複 合 体 と の 結 合 複 合 体 形 成 は 、 任 意 の
公 知 の 方 法 を 用 い て 検 出 さ れ 得 る 。 適 切 な 方 法 に は 、 酵 母 二 重 ハ イ ブ リ ッ ド 法 ； FRETア ッ
セ イ ； BRETア ッ セ イ ； 蛍 光 消 光 ア ッ セ イ ； 蛍 光 異 方 性 （ anisotropy） ア ッ セ イ ； 免 疫 学 的
ア ッ セ イ ； お よ び 検 出 可 能 な よ う に 標 識 さ れ た タ ン パ ク 質 の 固 定 化 し た タ ン パ ク 質 （ 例 え
ば 、 GST-Vif） へ の 結 合 を 伴 う ア ッ セ イ が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 免 疫 学 的 ア ッ セ イ 、 お よ び 検 出 可 能 な よ う に 標 識 さ れ た タ ン パ ク 質 の 固 定 化 し た タ ン パ
ク 質 へ の 結 合 を 伴 う ア ッ セ イ は 、 様 々 な 方 法 で 変 更 す る こ と が で き る 。 免 疫 沈 降 法 に よ る
ア ッ セ イ を デ ザ イ ン す る こ と が で き 、 こ の 場 合 、 Vif／ APOBEC3Gポ リ ペ プ チ ド 複 合 体 は 、 V
if特 異 的 な 抗 体 、 APOBEC3Gに 特 異 的 な 抗 体 、 ま た は Vif融 合 タ ン パ ク 質 の 融 合 パ ー ト ナ ー
に 特 異 的 な 抗 体 お よ び ／ ま た は APOBEC3G融 合 ポ リ ペ プ チ ド の 融 合 パ ー ト ナ ー に 特 異 的 な 抗
体 で 沈 降 さ せ る こ と に よ っ て 検 出 さ れ る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 APOBEC3Gタ ン パ ク 質
ま た は Vifタ ン パ ク 質 は 、 不 溶 性 の 支 持 体 に 直 接 固 定 さ れ る 。 そ の 他 の 態 様 に お い て 、 APO
BEC3Gタ ン パ ク 質 ま た は Vifタ ン パ ク 質 は 、 二 番 目 の タ ン パ ク 質 に 融 合 ま た は 結 合 さ れ て 、
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そ の 二 番 目 の タ ン パ ク 質 は 不 溶 性 の 支 持 体 に 固 定 さ れ る 。 不 溶 性 の 支 持 体 に は 、 マ ル チ ウ
ェ ル プ レ ー ト の よ う な プ ラ ス チ ッ ク 表 面 （ 例 え ば 、 ポ リ ス チ レ ン な ど ） ； 磁 気 ビ ー ズ 、 プ
ラ ス チ ッ ク ビ ー ズ な ど を 含 む ビ ー ズ ； 膜 （ 例 え ば 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 ニ ト ロ セ ル ロ
ー ス な ど ） な ど が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 そ の 他 の 態 様 に お い て 、 ア ッ セ イ は 、 固 定 さ れ た APOBEC3Gへ の Vifの 結 合 を 検 出 す る 、
ま た は 固 定 さ れ た Vifタ ン パ ク 質 へ の APOBEC3Gの 結 合 を 検 出 す る 結 合 ア ッ セ イ で あ る 。 い
く つ か の 態 様 に お い て 、 Vifポ リ ペ プ チ ド は 検 出 可 能 な 標 識 で 標 識 さ れ 、 固 定 さ れ た APOBE
C3Gポ リ ペ プ チ ド へ の 結 合 が 検 出 さ れ る 。 そ の 他 の 態 様 に お い て 、 APOBEC3Gポ リ ペ プ チ ド
は 検 出 可 能 な 標 識 で 標 識 さ れ 、 固 定 さ れ た Vifポ リ ペ プ チ ド へ の 結 合 が 検 出 さ れ る 。 そ の
他 の 態 様 に お い て 、 Vifポ リ ペ プ チ ド は 固 定 さ れ 、 Vifポ リ ペ プ チ ド へ の APOBEC3Gポ リ ペ プ
チ ド の 結 合 が APOBEC3Gポ リ ペ プ チ ド 特 異 的 な 抗 体 を 用 い て 検 出 さ れ て 、 そ の 抗 体 が 直 接 標
識 さ れ る か 、 ま た は 標 識 さ れ た 二 次 抗 体 が 用 い ら れ る 。 そ の 他 の 態 様 に お い て 、 APOBEC3G
ポ リ ペ プ チ ド は 固 定 さ れ 、 そ の APOBEC3Gポ リ ペ プ チ ド へ の Vifポ リ ペ プ チ ド の 結 合 が Vifポ
リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な 抗 体 を 用 い て 検 出 さ れ て 、 そ の 抗 体 が 直 接 標 識 さ れ る か 、 ま た は 標
識 さ れ た 二 次 抗 体 が 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 Vifポ リ ペ プ チ ド と APOBEC3Gポ リ ペ プ チ ド と の 結 合 複 合 体 の 形 成 は 、 蛍 光 共 鳴 エ ネ ル ギ
ー 転 移 （ FRET） 、 生 物 発 光 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 （ BRET） 、 異 方 性 測 定 法 お よ び 蛍 光 消 光 測
定 法 を 用 い て 検 出 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 FRETは 、 励 起 状 態 の ド ナ ー 蛍 光 体 か ら 近 位 に あ る 受 容 体 蛍 光 体 へ の エ ネ ル ギ ー の 転 移 を
伴 う 。 こ の 転 移 が 起 こ る た め に は 、 ド ナ ー お よ び 受 容 体 の 分 子 が 近 位 （ 例 え ば 、 10ナ ノ メ
ー タ ー の 距 離 よ り も 近 い 、 通 常 は 10か ら 100Å の 距 離 ） に な け れ ば な ら ず 、 か つ 、 ド ナ ー
発 光 体 の 発 光 ス ペ ク ト ル が 受 容 体 発 光 体 の 励 起 ス ペ ク ト ル と 重 複 し な け れ ば な ら な い 。 こ
れ ら の 態 様 に お い て 、 蛍 光 標 識 さ れ た Vifタ ン パ ク 質 は 、 例 え ば Matz et al., Nature Bio
technology (October 1999) 17: 969 973に 述 べ ら れ る 蛍 光 タ ン パ ク 質 の よ う な 二 番 目 の
蛍 光 タ ン パ ク 質 ま た は 色 素 ； 「 ヒ ト 化 」 GFPを 含 む 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ GFP） ； 例 え ば 、
そ の 内 容 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 米 国 特 許 第 6,066,476号 、 第 6,020,192号
、 第 5,985,577号 、 第 5,976,796号 、 第 5,968,750号 、 第 5,968,738号 、 第 5,958,713号 、 第 5
,919,445号 、 お よ び 第 5,874,304号 に 述 べ ら れ る 発 光 オ ワ ン ク ラ ゲ （ Aequoria victoria）
由 来 の GFP、 ま た は そ の 蛍 光 変 異 体 ； 例 え ば WO 99/49019お よ び Peelle et al. (2001) J P
rotein Chem. 20: 507-519に 記 載 さ れ る ウ ミ シ イ タ ケ （ Renilla reniformis） 、 ラ ニ ラ ム
レ リ （ Renilla mulleri） ま た は チ ロ サ ル ク ス ゲ ル ニ （ Ptilosarcus guernyi） の よ う な 別
の 種 に 由 来 す る GFP； 「 ヒ ト 化 」 組 換 え 型 GFP（ hrGFP） （ Stratagene） ； 例 え ば ク マ リ ン
、 お よ び 例 え ば 7-ア ミ ノ -4-メ チ ル ク マ リ ン 、 ア ミ ノ ク マ リ ン の よ う な 誘 導 体 、 Bodipy FL
の よ う な ボ デ ィ ピ ー 色 素 、 カ ス ケ ー ド ブ ル ー 、 フ ル オ レ セ イ ン お よ び 例 え ば フ ル オ レ セ イ
ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト の よ う な 誘 導 体 、 オ レ ゴ ン グ リ ー ン 、 例 え ば テ キ サ ス レ ッ ド 、 テ ト
ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン な ど の ロ ー ダ ミ ン 色 素 、 エ オ ジ ン お よ び エ リ ス ロ シ ン 、 例 え ば Cy3お
よ び Cy5な ど の シ ア ニ ン 色 素 、 例 え ば カ ン タ ム （ quantum） 色 素 な ど の ラ ン タ ニ ド イ オ ン の
大 環 状 キ レ ー ト 、 例 え ば ル シ フ ェ ラ ー ゼ な ど の 化 学 発 光 色 素 な ど の 、 そ の 他 の 蛍 光 色 素 と
共 同 し て ド ナ ー お よ び ／ ま た は 受 容 体 と し て 機 能 す る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 BRETは 、 生 物 発 光 ド ナ ー か ら 蛍 光 受 容 体 タ ン パ ク 質 へ の エ ネ ル ギ ー 転 移 に 基 づ く タ ン パ
ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 ア ッ セ イ で あ る 。 BRETの シ グ ナ ル は 、 ド ナ ー か ら 放 出 さ れ る 光
量 に 対 す る 受 容 体 か ら 放 出 さ れ る 光 量 に よ っ て 求 め ら れ る 。 二 つ の タ ン パ ク 質 が 接 近 す る
と 、 こ れ ら 二 つ の 値 の 割 合 が 増 加 す る 。 BRETア ッ セ イ に つ い て は 、 文 献 に 詳 細 に 説 明 さ れ
て い る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 6,020,192号 、 第 5,968,750号 お よ び 第 5,874,304号 ;な ら び に
Xu et al. (1999) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96: 151-156を 参 照 さ れ た い 。 BRETア ッ
セ イ は 、 生 物 発 光 ド ナ ー タ ン パ ク 質 と 蛍 光 受 容 体 タ ン パ ク 質 と の 間 の 転 移 を 分 析 す る こ と

10

20

30

40

50

(18) JP 2007-502624 A 2007.2.15



に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 ド ナ ー タ ン パ ク 質 と 受 容 体 タ ン パ ク 質 と の 間 の 相 互 作 用 は 、
生 物 発 光 お よ び 蛍 光 タ ン パ ク 質 よ り 放 出 さ れ る 光 の 割 合 の 変 化 に よ っ て モ ニ タ ー す る こ と
が で き る 。 本 出 願 に お い て 、 Vifタ ン パ ク 質 は ド ナ ー お よ び ／ ま た は 受 容 体 タ ン パ ク 質 と
し て 機 能 す る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 蛍 光 Vifは 、 Vifお よ び 例 え ば Matz et al.（ (1999) Nature Biotechnology 17: 969-973
） に 記 載 さ れ る よ う な 蛍 光 タ ン パ ク 質 の よ う な 蛍 光 融 合 パ ー ト ナ ー 、 任 意 の 種 に 由 来 す る
緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 誘 導 体 ； 例 え ば WO 99/49019お よ び Peelle et al. (2001) 
J Protein Chem. 20: 507-519に 述 べ ら れ る よ う な ウ ミ シ イ タ ケ 、 ラ ニ ラ ム レ リ ま た は チ
ロ サ ル ク ス ゲ ル ニ の よ う な 別 の 種 に 由 来 す る GFP； 「 ヒ ト 化 」 組 換 え 型 GFP（ hrGFP） （ Str
atagene） ； 例 え ば 米 国 特 許 第 6,066,476号 、 第 6,020,192号 、 第 5,985,577号 、 第 5,976,79
6号 、 第 5,968,750号 、 第 5,968,738号 、 第 5,958,713号 、 第 5,919,445号 、 お よ び 第 5,874,3
04に 記 載 さ れ る よ う な 、 オ ワ ン ク ラ ゲ 由 来 の GFPま た は そ の 蛍 光 変 異 体 を 含 む 構 築 物 を 製
造 す る こ と に よ っ て 産 生 さ れ 得 る 。 こ の よ う な 構 築 物 の 製 造 お よ び Vif／ 蛍 光 タ ン パ ク 質
の 融 合 タ ン パ ク 質 の 産 生 は 、 十 分 に 当 業 者 の 技 術 の 範 囲 内 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 あ る い は 、 結 合 は 蛍 光 異 方 性 ア ッ セ イ に よ り 測 定 す る こ と が で き る 。 蛍 光 異 方 性 ア ッ セ
イ に つ い て は 、 文 献 に 詳 細 に 述 べ ら れ て い る 。 例 え ば 、 Jamesonお よ び Sawyer (1995) Met
hods Enzymol. 246: 283-300を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 方 法 は 、 APOBEC3Gお よ び 細 胞 RNAを 含 む 高 分 子 量 複 合 体 （
＞ 700kD） へ の Vif結 合 を 検 出 す る 工 程 を 伴 う 。 こ れ ら の 態 様 に お い て 、 ス ク リ ー ニ ン グ 方
法 は 典 型 的 に は 細 胞 に 基 づ く 方 法 で あ る 。 細 胞 は 一 般 に 、 前 記 の よ う に 適 切 な 真 核 細 胞 に
お け る Vifお よ び APOBEC3Gの 産 生 に 備 え る 発 現 ベ ク タ ー に よ っ て 遺 伝 子 改 変 さ れ る 。 Vifお
よ び APOBEC3Gの 産 生 の た め の 時 間 経 過 後 、 細 胞 を 溶 解 し て 、 溶 解 物 に つ い て APOBEC3G複 合
体 中 の Vifの 存 在 を 調 べ る 。 APOBEC3G複 合 体 と Vifと の 結 合 を 検 出 す る た め の 任 意 の 公 知 の
方 法 が 適 切 で あ る 。 非 限 定 的 な 例 は 、 実 施 例 1に 述 べ る 通 り 、 サ イ ズ 排 除 高 速 液 体 ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー （ FPLC） で あ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
活 性 物 質
　 本 発 明 は 、 Vifの 活 性 を 抑 制 ま た は 阻 害 す る 物 質 ； 細 胞 内 の 活 性 APOBEC3Gレ ベ ル を 増 加
さ せ る 物 質 ； お よ び 不 活 性 高 分 子 量 APOBEC3G複 合 体 を 活 性 低 分 子 量 APOBEC3G複 合 体 に 転 換
さ せ る 物 質 を さ ら に 提 供 す る 。 多 く の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 用 い
て 特 定 さ れ る 物 質 が 、 特 に 関 心 の 対 象 で あ る 。 本 物 質 は レ ン チ ウ イ ル ス の 複 製 阻 害 に 有 効
で あ り 、 従 っ て 、 レ ン チ ウ イ ル ス 感 染 症 の 治 療 に 有 効 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 多 く の 態 様 に お い て 、 物 質 は 小 分 子 で あ り 、 例 え ば 50ダ ル ト ン よ り も 大 き く て 約 2,500
ダ ル ト ン よ り も 小 さ な 分 子 量 の 小 さ な 有 機 ま た は 無 機 化 合 物 で あ る 。 物 質 は 、 タ ン パ ク 質
と の 構 造 的 相 互 作 用 、 特 に 水 素 結 合 に 必 要 な 官 能 基 を 含 ん で も よ く 、 少 な く と も ア ミ ン 、
カ ル ボ ニ ル 基 、 ヒ ド ロ キ シ ル 基 ま た は カ ル ボ キ シ ル 基 を 含 ん で よ く 、 化 学 的 官 能 基 の 少 な
く と も 2つ を 含 ん で よ い 。 物 質 は 、 上 記 の 官 能 基 の 一 つ ま た は 複 数 と 置 換 さ れ た 環 式 炭 素
も し く は 複 素 環 式 構 造 、 お よ び ／ ま た は 芳 香 族 も し く は 多 環 芳 香 族 構 造 を 含 ん で よ い 。 物
質 は 、 ペ プ チ ド 、 サ ッ カ ラ イ ド 、 脂 肪 酸 、 ス テ ロ イ ド 、 プ リ ン 、 ピ リ ミ ジ ン 、 誘 導 体 、 構
造 類 似 体 、 ま た は そ れ ら の 組 み 合 わ せ を 含 む 生 体 分 子 か ら も 見 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 活 性 物 質 は ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 Vif活 性 の ペ プ チ ド 阻 害 剤 ；
活 性 APOBEC3Gの 量 を 増 加 さ せ る ペ プ チ ド ； 不 活 性 HMW型 APOBEC3Gを 活 性 LMW型 APOBEC3Gに 転
換 さ せ る ペ プ チ ド な ど ） で あ る 。 適 切 な ペ プ チ ド に は 、 約 3ア ミ ノ 酸 か ら 約 50ア ミ ノ 酸 、
約 5ア ミ ノ 酸 か ら 約 30ア ミ ノ 酸 、 約 10ア ミ ノ 酸 か ら 約 25ア ミ ノ 酸 、 約 25ア ミ ノ 酸 か ら 約 50
ア ミ ノ 酸 、 約 50ア ミ ノ 酸 か ら 約 75ア ミ ノ 酸 、 ま た は 約 75ア ミ ノ 酸 か ら 約 100ア ミ ノ 酸 ま で
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の 長 さ の ペ プ チ ド を 含 む 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 ペ プ チ ド は 直 鎖 状 で あ り 、 そ の 他 の
態 様 に お い て 、 ペ プ チ ド は 環 状 で あ る 。 い く つ か の 態 様 に お い て ペ プ チ ド は 修 飾 さ れ 、 例
え ば そ の ペ プ チ ド に 共 有 結 合 ま た は 非 共 有 結 合 に よ り 結 合 し た 一 つ ま た は 複 数 の 非 ペ プ チ
ド 成 分 を 含 む 。 適 切 な 非 ペ プ チ ド 成 分 に は 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ PEG） 成 分 ； 炭 水
化 物 成 分 ； 脂 質 成 分 ； 脂 肪 酸 成 分 ； ポ リ サ ッ カ ラ イ ド 成 分 ； リ ン 酸 基 な ど が 含 ま れ る が 、
こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 活 性 ペ プ チ ド は 、 例 え ば イ
ン ビ ボ に お い て 安 定 性 お よ び 滞 留 時 間 を 高 め る 異 種 性 ペ プ チ ド ； 細 胞 膜 の 通 過 を 容 易 に す
る 異 種 性 ペ プ チ ド ； 細 胞 表 面 受 容 体 に 結 合 す る 異 種 性 ペ プ チ ド ； 二 量 体 化 に 備 え る 異 種 性
ペ プ チ ド ； エ ピ ト ー プ タ グ を 提 供 す る 異 種 性 ペ プ チ ド ； 検 出 可 能 シ グ ナ ル を 発 す る 異 種 性
ペ プ チ ド な ど に 結 合 す る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 ペ プ チ ド は 、 天 然 お よ び 非 天 然 に 生 じ る ア ミ ノ 酸 を 含 む こ と が で き る 。 ペ プ チ ド は 、 D-
ア ミ ノ 酸 、 D-お よ び L-ア ミ ノ 酸 の 組 み 合 わ せ 、 な ら び に ペ プ チ ド に 特 殊 な 性 状 を 付 与 す る
様 々 な 「 デ ザ イ ナ ー 」 ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば β -メ チ ル ア ミ ノ 酸 、 Cα -メ チ ル ア ミ ノ 酸 、 お よ
び Nα -メ チ ル ア ミ ノ 酸 な ど ） を 含 ん で よ い 。 さ ら に 、 ペ プ チ ド は 環 式 ペ プ チ ド で あ っ て も
よ い 。 ペ プ チ ド は 、 特 定 の 配 座 モ チ ー フ を 導 入 す る た め に 非 古 典 的 ア ミ ノ 酸 を 含 ん で よ い
。 任 意 の 公 知 の 非 古 典 的 ア ミ ノ 酸 を 使 用 す る こ と が で き る 。 非 古 典 的 ア ミ ノ 酸 に は 、 1,2,
3,4-テ ト ラ ヒ ド ロ イ ソ キ ノ リ ン -3-カ ル ボ キ シ レ ー ト ； (2S,3S)-メ チ ル フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン
、 (2S,3R)-メ チ ル -フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 (2R,3S)-メ チ ル -フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 お よ び (2R,3R
)-メ チ ル -フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ； 2-ア ミ ノ テ ト ラ ヒ ド ロ ナ フ タ レ ン -2-カ ル ボ ン 酸 ； ヒ ド ロ キ
シ -1,2,3,4-テ ト ラ ヒ ド ロ イ ソ キ ノ リ ン -3-カ ル ボ キ シ レ ー ト ； β -カ ル ボ リ ン （ D体 お よ び
L体 ） ； HIC（ ヒ ス チ ジ ン イ ソ キ ノ リ ン カ ル ボ ン 酸 ） ； お よ び HIC（ ヒ ス チ ジ ン 環 状 尿 素 ）
が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 ア ミ ノ 酸 類 似 体 お よ び ペ プ チ ド 模 倣 物
は 、 LL-Acp（ LL-3-ア ミ ノ -2-プ ロ ペ ニ ド ン -6-カ ル ボ ン 酸 ） 、 β -タ ー ン を 誘 導 す る ジ ペ プ
チ ド 類 似 体 ； β -シ ー ト 誘 導 類 似 体 ； β タ ー ン 誘 導 類 似 体 ； α -ヘ リ ッ ク ス 誘 導 類 似 体 ； γ
-タ ー ン 誘 導 類 似 体 ； Gly-Alaタ ー ン 類 似 体 ； ア ミ ド 結 合 し た 同 配 体 ； ト レ ト ラ ゾ ル な ど を
含 む が こ れ ら に 限 定 的 で は な い 特 異 的 な 二 次 構 造 を 誘 導 ま た は こ れ に 有 利 に 作 用 す る よ う
に 、 ペ プ チ ド に 組 み 込 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 ペ プ チ ド は デ プ シ ペ プ チ ド で あ っ て も よ く 、 こ れ は 直 鎖 状 お よ び 環 状 デ プ シ ペ プ チ ド で
あ っ て よ い 。 Kuisle et al. (1999) Tet. Letters 40: 1203-1206。 「 デ プ シ ペ プ チ ド 」
は 少 な く と も 2つ の α -ア ミ ノ 酸 お よ び 少 な く と も 一 つ の α -ヒ ド ロ キ シ カ ル ボ ン 酸 の 配 列
を 含 む 化 合 物 で あ っ て 、 そ れ ら は ヒ ド ロ キ シ カ ル ボ ン 酸 か ら 派 生 す る 少 な く と も 一 つ の 通
常 の ペ プ チ ド 結 合 お よ び エ ス テ ル 結 合 に よ っ て 結 合 し 、 「 直 鎖 状 デ プ シ ペ プ チ ド 」 は S-S
架 橋 を 介 し て 、 ま た は ヒ ド ロ キ シ -も し く は メ ル カ プ ト ア ミ ノ 酸 の ヒ ド ロ キ シ ル 基 も し く
は メ ル カ プ ト 基 、 お よ び 別 の ア ミ ノ 酸 ま た は ヒ ド ロ キ シ 酸 の カ ル ボ キ シ ル 基 を 介 し て 形 成
さ れ る 環 を 含 む こ と は で き る が 、 ヒ ド ロ キ シ カ ル ボ ン 酸 に 由 来 す る ペ プ チ ド ま た は エ ス テ
ル 結 合 の み を 介 し て 形 成 さ れ る 環 は 含 ま な い 。 「 環 状 デ プ シ ペ プ チ ド 」 は 、 ヒ ド ロ キ シ カ
ル ボ ン 酸 か ら 派 生 す る ペ プ チ ド ま た は エ ス テ ル 結 合 の み を 介 し て 形 成 さ れ る 少 な く と も 一
つ の 環 を 含 む ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 ペ プ チ ド は 環 式 ま た は 二 環 式 で あ り 得 る 。 例 え ば 、 カ ル ボ キ シ ル 基 ま た は エ ス テ ル の -O
Hま た は エ ス テ ル （ -OR） が そ れ ぞ れ N末 端 の ア ミ ノ 基 で 内 部 置 換 す る こ と に よ っ て 環 式 ペ
プ チ ド を 形 成 す る よ う に 、 C末 端 カ ル ボ キ シ ル 基 ま た は C末 端 エ ス テ ル の 環 化 を 誘 導 す る こ
と が で き る 。 例 え ば 、 合 成 お よ び 開 裂 に よ っ て ペ プ チ ド 酸 を 生 じ た 後 、 遊 離 酸 は 、 塩 化 メ
チ レ ン （ CH 2 Cl 2 ） 、 ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド （ DMF） 混 合 物 等 の 溶 液 中 の ジ シ ク ロ ヘ キ シ カ
ル ボ ジ イ ミ ド （ DCC） の よ う な 適 切 な カ ル ボ シ キ ル 基 活 性 化 物 質 に よ っ て 活 性 化 エ ス テ ル
に 転 換 さ れ る 。 続 い て 、 N末 端 ア ミ ン を 用 い た 活 性 化 エ ス テ ル の 内 部 置 換 に よ っ て 、 環 式
ペ プ チ ド が 形 成 さ れ る 。 重 合 と は 対 照 的 に 内 部 環 化 は 、 非 常 に 薄 い 溶 液 を 使 用 し て も 促 進
さ れ 得 る 。 環 式 ペ プ チ ド を 製 造 す る 方 法 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。
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【 ０ ０ ９ ４ 】
　 「 二 環 式 」 と い う 用 語 は 、 閉 環 が 二 つ 存 在 す る ペ プ チ ド を 意 味 す る 。 そ の 閉 環 は 、 ペ プ
チ ド 内 の ア ミ ノ 酸 同 士 の 共 有 結 合 に よ っ て 形 成 さ れ る 。 隣 接 し て い な い 二 つ の ア ミ ノ 酸 の
共 有 結 合 は 、 共 有 ペ プ チ ド 結 合 に よ っ て 既 に 結 合 さ れ て い る 隣 接 ア ミ ノ 酸 ペ ア と の 間 の 第
二 の 共 有 結 合 と し て 、 閉 環 を 構 成 す る 。 閉 環 を 形 成 す る 共 有 結 合 は ア ミ ド 結 合 で あ っ て も
よ く 、 す な わ ち 一 つ の ア ミ ノ 酸 の 一 つ の 遊 離 ア ミ ノ と 二 番 目 の ア ミ ノ 酸 の 遊 離 カ ル ボ キ シ
ル の 間 に 形 成 さ れ る 結 合 、 ま た は ペ プ チ ド 内 の ア ミ ノ 酸 の 側 鎖 間 も し く は 「 R」 基 間 に 形
成 さ れ る 結 合 で あ っ て よ い 。 従 っ て 、 二 環 式 ペ プ チ ド は 「 真 」 の 二 環 式 ペ プ チ ド 、 つ ま り
、 そ の ペ プ チ ド の N末 端 お よ び C末 端 の 間 の ペ プ チ ド 結 合 の 形 成 に よ っ て 環 化 さ れ る ペ プ チ
ド で あ る か 、 「 デ プ シ -二 環 式 」 ペ プ チ ド 、 す な わ ち 末 端 ア ミ ノ 酸 が そ の 側 鎖 分 子 を 介 し
て 共 有 結 合 す る ペ プ チ ド で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 デ ス ア ミ ノ ま た は デ ス カ ル ボ キ シ 残 基 は 、 プ ロ テ ア ー ゼ に 対 す る 感 受 性 を 低 下 さ せ る か
、 ペ プ チ ド の 立 体 構 造 を 制 限 す る た め に 、 末 端 の ア ミ ノ 基 ま た は カ ル ボ キ シ ル 基 が な い よ
う に ペ プ チ ド の 末 端 に 組 み 込 ま れ る こ と が で き る 。 C末 端 の 官 能 基 に は 、 ア ミ ド 基 、 ア ミ
ド 低 級 ア ル キ ル 基 、 ア ミ ド ジ （ 低 級 ア ル キ ル ） 基 、 低 級 ア ル コ キ シ 基 、 ヒ ド ロ キ シ ル 基 、
お よ び カ ル ボ キ シ 基 、 な ら び に そ の 低 級 エ ス テ ル 誘 導 体 、 お よ び 薬 学 的 に 許 容 さ れ る そ れ
ら の 塩 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 前 記 の N末 端 お よ び C末 端 の 修 飾 に 加 え て 、 ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド 模 倣 物 は そ の ペ プ チ
ド の 可 溶 性 お よ び 循 環 半 減 期 を 亢 進 さ せ る た め に 、 様 々 な 親 水 性 ポ リ マ ー の 一 つ も し く は
い く つ か で 修 飾 ま た は こ れ ら に 共 有 結 合 す る こ と が で き る 。 ペ プ チ ド へ の 結 合 に 適 し た 非
タ ン パ ク 性 親 水 性 ポ リ マ ー に は 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル お よ び ポ リ プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー
ル に 例 証 さ れ る よ う な ポ リ ア ル キ ル エ ー テ ル 、 ポ リ 乳 酸 、 ポ リ グ リ コ ー ル 酸 、 ポ リ オ キ シ
ア ル ケ ン 、 ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 セ ル ロ ー ス お よ び セ ル ロ ー ス
誘 導 体 、 デ キ ス ト ラ ン お よ び デ キ ス ト ラ ン 誘 導 体 な ど が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る
も の で は な い 。 一 般 に 、 こ の よ う な 親 水 性 ポ リ マ ー は 、 約 500か ら 約 100,000ダ ル ト ン 、 約
2,000か ら 約 40,000ダ ル ト ン 、 ま た は 約 5,000か ら 約 20,000ダ ル ト ン の 範 囲 の 平 均 分 子 量 を
持 つ 。 ペ プ チ ド は 、 Zallipsky, S., Bioconjugate Chem., 6: 150-165 (1995); Monfardi
ni, C, et al., Bioconjugate Chem., 6: 62-69 (1995)； 米 国 特 許 第 4,640,835号 、 第 4,4
96,689号 、 第 4,301,144号 、 第 4,670,417号 、 第 4,791,192号 、 第 4,179,337号 ま た は WO 95/
34326に 示 さ れ る 任 意 の 方 法 を 用 い て 、 こ の よ う な ポ リ マ ー を 用 い て 誘 導 体 形 成 さ れ る か
、 ま た は こ の よ う な ポ リ マ ー に 結 合 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 活 性 ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 Vif活 性 の ペ プ チ ド 阻 害 剤 ； 活 性 APOBEC3Gの 量 を 増 加 さ せ る ペ
プ チ ド ； 不 活 性 HMW型 APOBEC3Gを 活 性 LMW型 APOBEC3Gに 転 換 さ せ る ペ プ チ ド な ど ） は 、 い く
つ か の 態 様 に お い て 、 タ ン パ ク 質 軽 質 導 入 に よ る 細 胞 質 膜 を 介 し て の 取 り 込 み を 可 能 と す
る た め に 、 ア ル ギ ニ ン 残 基 を 含 む デ カ ペ プ チ ド に 抱 合 さ れ る 。 こ の よ う な 修 飾 に よ っ て 、
ペ プ チ ド は 高 い 効 率 で （ 例 え ば 、 細 胞 質 膜 を 介 し て ） 細 胞 に 侵 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 活 性 ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 Vif活 性 の ペ プ チ ド 阻 害 剤 ； 活 性 APO
BEC3Gの 量 を 増 加 さ せ る ペ プ チ ド ； 不 活 性 HMW型 APOBEC3Gを 活 性 LMW型 APOBEC3Gに 転 換 さ せ
る ペ プ チ ド な ど ） は ペ プ チ ド ア プ タ マ ー で あ る 。 ペ プ チ ド ア プ タ マ ー は 、 タ ン パ ク 質 機 能
の 優 勢 阻 害 剤 と し て 機 能 す る ペ プ チ ド ま た は 小 さ な ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 ペ プ チ ド ア プ タ
マ ー は 標 的 タ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 し て 、 そ れ ら の 機 能 能 力 を 遮 断 す る 。 Koloninお よ
び Finley (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95: 14266-14271。 ペ プ チ ド ア プ タ マ ー の
選 択 性 が 高 い た め に 、 特 定 の タ ン パ ク 質 の タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ ば か り で な く 、 所 与 の タ ン パ
ク 質 の 所 与 の 機 能 （ 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 結 合 機 能 ） の タ ー ゲ テ ィ ン グ に も 使 用 す る こ と が
で き る 。 さ ら に 、 ペ プ チ ド ア プ タ マ ー は 時 間 的 、 空 間 的 ま た は 誘 導 的 方 法 で 発 現 を 調 節 す
る プ ロ モ ー タ ー を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 制 御 さ れ た 形 で 発 現 さ せ る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ９ ９ 】
　 標 的 タ ン パ ク 質 に 対 し て 高 い 親 和 性 お よ び 特 異 性 を 持 っ て 結 合 す る ペ プ チ ド ア プ タ マ ー
は 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 様 々 な 技 術 で 単 離 す る こ と が で き る 。 ペ プ チ ド ア プ タ マ ー
は 、 酵 母 二 重 ハ イ ブ リ ッ ド ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て ラ ン ダ ム ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ か ら 単 離
す る こ と が で き る （ Xu et al., (1997) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94: 12473-12478）
。 そ れ ら は 、 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ （ Hoogenboom et al., Immunotechnology (1998) 4: 1-
20） ま た は 化 学 的 に 作 出 さ れ た ペ プ チ ド ／ ラ イ ブ ラ リ か ら 単 離 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 真 核 細 胞 内 の 活 性 APOBEC3Gの 量 を 増 加 さ せ る 物 質 に は 、 高 分 子 量 複 合 体 に お け る APOBEC
3Gの 含 有 を 阻 止 ま た は 抑 制 す る 物 質 ； 高 分 子 量 APOBEC3G複 合 体 の 分 解 を 媒 介 す る 物 質 ； お
よ び 細 胞 に よ る 活 性 APOBEC3Gタ ン パ ク 質 の 産 生 を 増 加 さ せ る 物 質 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 活 性 APOBEC3Gの 産 生 を 増 加 さ せ る 物 質 に は 、 例 え ば CD3に 対 す る 抗 体 （ 例 え ば 、 Orthocl
one OKTe（ 登 録 商 標 ） ム ロ モ ナ ブ -CD3） な ど ） の よ う な 抗 体 ； 例 え ば IL-2（ 例 え ば 、 Prol
eukin（ 登 録 商 標 ） IL-2（ ア ル デ ス ロ イ キ ン ） ） の よ う な サ イ ト カ イ ン ； IL-15； 例 え ば プ
ロ ス ト ラ チ ン （ 12-デ オ キ シ ホ ル ボ ル -13-ア セ テ ー ト ） 、 ホ ル ボ ル -12-ミ リ ス テ ー ト -13-
ア セ テ ー ト な ど の ホ ル ボ ル エ ス テ ル ； 例 え ば フ ィ ト ヘ マ グ ル チ ニ ン の よ う な レ ク チ ン ； マ
イ ト ジ ェ ン な ど が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 い く つ か の 態 様 に お い
て 、 活 性 APOBEC3Gの 量 を 増 加 さ せ る た め に 、 前 記 の 物 質 の 一 つ ま た は 複 数 の 組 み 合 わ せ が
使 用 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 不 活 性 高 分 子 量 APOBEC3G複 合 体 の 活 性 低 分 子 量 APOBEC3G複 合 体 へ の 転 換 を 促 進 す る 物 質
に は 、 タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 を 崩 壊 さ せ る 物 質 ； RNア ー ゼ ； APOBEC3Gホ モ 二 量
体 化 を 阻 害 す る APOBEC3Gの ペ プ チ ド 断 片 ； APOBEC3Gと RNAと の 結 合 を 阻 害 す る APOBEC3Gの
ペ プ チ ド 断 片 ； APOBEC3Gと 高 分 子 量 APOBEC3G複 合 体 に 含 ま れ る そ の 他 の ポ リ ペ プ チ ド と の
結 合 を 阻 害 す る APOBEC3Gの ペ プ チ ド 断 片 ； HMW APOBEC3G複 合 体 中 の RNAを タ ー ゲ ッ テ ィ ン
グ す る 低 分 子 干 渉 RNA（ siRNA） ま た は ア ン チ セ ン ス RNA； HMW APOBEC3G複 合 体 の タ ン パ ク
質 成 分 を コ ー ド す る mRNAを タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ す る siRNAま た は ア ン チ セ ン ス RNAな ど が 含 ま
れ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 APOBEC3Gホ モ 二 量 体 化 を 阻 害 す る 、 お よ び ／ も し く は HMW APOBEC3G複 合 体 の 形 成 を 阻 害
す る 、 お よ び ／ も し く は 不 活 性 高 分 子 量 APOBEC3G複 合 体 の 活 性 低 分 子 量 APOBEC3G複 合 体 へ
の 転 換 を 促 進 す る 、 お よ び ／ も し く は Vif活 性 を 阻 害 す る ペ プ チ ド 物 質 に は 、 APOBEC3Gの
ア ミ ノ 末 端 に 対 応 す る ペ プ チ ド 、 お よ び APOBEC3Gの カ ル ボ キ シ ル 末 端 に 対 応 す る ペ プ チ ド
が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 使 用 に 適 し た 例 示 的 な 非 限 定 的 ペ プ チ
ド に は 、 APOBEC3Gの ア ミ ノ 末 端 の 40個 の ア ミ ノ 酸 の 、 例 え ば 、 約 5か ら 約 10、 約 10か ら 約 1
5、 約 15か ら 約 20、 約 20か ら 約 30、 ま た は 約 30か ら 約 40個 の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 を 含 む ペ プ
チ ド が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 適 切 な ペ プ チ ド は 次 の ペ プ チ ド
　
　
お よ び そ の 変 異 体 の 約 5か ら 約 10、 約 10か ら 約 15、 約 15か ら 約 20、 約 20か ら 約 30、 ま た は
約 30か ら 約 40個 の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 を 含 む 。 そ の 他 の 例 示 的 ペ プ チ ド は 、 次 の ペ プ チ ド
　
　
の 約 5か ら 約 10、 約 10か ら 約 15、 約 15か ら 約 20、 約 20か ら 約 25個 の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 を 含
み 、 SEQ ID NO： 6に 示 さ れ る 配 列 を 持 つ ペ プ チ ド の 完 全 長 ま で の ペ プ チ ド ； な ら び に 前 記
の 任 意 の ペ プ チ ド の 変 異 体 （ 例 え ば 、 前 記 の ペ プ チ ド と は ア ミ ノ 酸 配 列 が 約 1ア ミ ノ 酸 か
ら 約 10ア ミ ノ 酸 だ け 異 な る ペ プ チ ド ） が 含 ま れ る 。 上 記 の 任 意 の 環 化 型 ペ プ チ ド 、 お よ び
、 例 え ば 上 記 の よ う に ペ プ チ ド に 共 有 結 合 し た 一 つ ま た は 複 数 の ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル
成 分 の 付 加 に よ る 修 飾 （ 例 え ば 、 PEG化 ペ プ チ ド ） 、 一 つ ま た は 複 数 の 糖 鎖 の 付 加 に よ る
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修 飾 な ど の 、 一 つ ま た は 複 数 の 修 飾 を 持 つ 上 記 の 任 意 の ペ プ チ ド も 使 用 に 適 し て い る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 Vifに 誘 導 さ れ る APOBEC3Gの 分 解 を 抑 制 す る ペ プ チ ド 物 質 に は 、 APOBEC3Gの ア ミ ノ 末 端
部 分 の 約 5個 か ら 約 100個 の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 を 含 む ペ プ チ ド 、 例 え ば 、 APOBEC3Gの ア ミ ノ
末 端 部 分 の 約 5か ら 約 10、 約 10か ら 約 20、 約 20か ら 約 30、 約 30か ら 約 40、 約 40か ら 約 50、
約 50か ら 約 60、 約 60か ら 約 70、 約 70か ら 約 80、 約 80か ら 約 90、 ま た は 約 90か ら 約 100個 の
隣 接 す る ア ミ ノ 酸 を 含 む ペ プ チ ド が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 Vifに 誘 導 さ れ る APOBEC3Gの 分 解
を 抑 制 す る 適 切 な ペ プ チ ド 物 質 に は 、 SEQ ID NO： 7に 示 さ れ る 配 列 を 持 つ ペ プ チ ド の 約 5
か ら 約 10、 約 10か ら 約 20、 約 20か ら 約 30、 約 30か ら 約 40、 約 40か ら 約 50、 約 50か ら 約 60、
約 60か ら 約 70、 約 70か ら 約 80、 約 80か ら 約 90、 ま た は 約 90か ら 約 100個 の 隣 接 ア ミ ノ 酸 を
含 む ペ プ チ ド が 含 ま れ る 。 前 記 の 任 意 の ペ プ チ ド の 変 異 体 （ 例 え ば 、 前 記 ペ プ チ ド と は ア
ミ ノ 酸 配 列 が 約 1ア ミ ノ 酸 か ら 約 10ア ミ ノ 酸 だ け 異 な る ペ プ チ ド ） も 使 用 に 適 し て い る 。
上 記 の 任 意 の 環 化 型 ペ プ チ ド ； お よ び 例 え ば 、 上 記 の よ う に ペ プ チ ド に 共 有 結 合 し た 一 つ
ま た は 複 数 の ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 成 分 の 付 加 に よ る 修 飾 （ 例 え ば 、 PEG化 ペ プ チ ド ）
、 一 つ ま た は 複 数 の 糖 鎖 の 付 加 に よ る 修 飾 な ど の 、 一 つ ま た は 複 数 の 修 飾 を 持 つ 上 記 の 任
意 の ペ プ チ ド も 使 用 に 適 し て い る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
レ ン チ ウ イ ル ス 感 染 症 の 治 療 方 法
　 本 発 明 は 、 個 人 に お け る レ ン チ ウ イ ル ス 感 染 症 の 治 療 方 法 を 提 供 す る 。 い く つ か の 態 様
に お い て 、 そ の 方 法 は 一 般 に 、 レ ン チ ウ イ ル ス 感 染 症 に 罹 患 し て い る 個 人 ま た は レ ン チ ウ
イ ル ス 感 染 症 に 罹 患 す る 危 険 性 の あ る 個 人 に 対 し て 、 本 物 質 を そ の 個 人 に お い て レ ン チ ウ
イ ル ス 感 染 細 胞 の Vif活 性 を 阻 害 す る た め に 有 効 な 量 で 投 与 す る 工 程 、 お よ び そ れ に よ っ
て レ ン チ ウ イ ル ス 感 染 症 を 治 療 す る 工 程 を 伴 う 。 そ の 他 の 態 様 に お い て 、 方 法 は 一 般 に 、
レ ン チ ウ イ ル ス 感 染 症 に 罹 患 し て い る 個 人 ま た は レ ン チ ウ イ ル ス 感 染 症 に 罹 患 す る 危 険 性
の あ る 個 人 に 対 し て 、 レ ン チ ウ イ ル ス 感 染 に 感 受 性 の 細 胞 に お け る 活 性 APOBEC3Gの 量 を 増
加 さ せ る 物 質 の 有 効 量 を 投 与 す る 工 程 を 伴 う 。 そ の 他 の 態 様 に お い て 、 方 法 は 一 般 に 、 レ
ン チ ウ イ ル ス 感 染 症 に 罹 患 し て い る 個 人 ま た は レ ン チ ウ イ ル ス 感 染 症 に 罹 患 す る 危 険 性 の
あ る 個 人 に 対 し て 、 レ ン チ ウ イ ル ス 感 染 に 感 受 性 の 細 胞 に お い て HMW APOBEC3G複 合 体 を LM
W APOBEC3G複 合 体 に 転 換 さ せ る 物 質 の 有 効 量 を 投 与 す る 工 程 を 伴 う 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 Vif活 性 を 阻 害 す る 物 質 の 治 療 上 有 効 な 量 は 、 そ の 物 質 を 投
与 さ れ て い な い 個 人 の レ ン チ ウ イ ル ス 量 ま た は レ ン チ ウ イ ル ス 感 染 細 胞 の レ ン チ ウ イ ル ス
複 製 と 比 べ て 、 少 な く と も 約 10％ 、 少 な く と も 約 20％ 、 少 な く と も 約 30％ 、 少 な く と も 約
40％ 、 少 な く と も 約 50％ 、 少 な く と も 約 60％ 、 少 な く と も 約 70％ 、 少 な く と も 約 80％ 、 少
な く と も 約 90％ 、 ま た は 少 な く と も 約 95％ 以 上 、 個 人 に お け る レ ン チ ウ イ ル ス 量 を 減 少 さ
せ る 量 お よ び ／ ま た は 個 人 に お け る レ ン チ ウ イ ル ス 感 染 細 胞 で の レ ン チ ウ イ ル ス の 複 製 を
抑 制 す る 量 で あ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 レ ン チ ウ イ ル ス 感 染 に 対 し て 感 受 性 の 細 胞 に お け る 活 性 APOB
EC3Gタ ン パ ク 質 の 量 を 増 加 さ せ る 物 質 の 治 療 上 有 効 な 量 は 、 そ の 物 質 を 投 与 さ れ て い な い
個 人 の レ ン チ ウ イ ル ス 量 ま た は レ ン チ ウ イ ル ス 感 染 細 胞 の レ ン チ ウ イ ル ス 複 製 と 比 べ て 、
少 な く と も 約 10％ 、 少 な く と も 約 20％ 、 少 な く と も 約 30％ 、 少 な く と も 約 40％ 、 少 な く と
も 約 50％ 、 少 な く と も 約 60％ 、 少 な く と も 約 70％ 、 少 な く と も 約 80％ 、 少 な く と も 約 90％
、 ま た は 少 な く と も 約 95％ 以 上 、 個 人 に お け る レ ン チ ウ イ ル ス 量 を 減 少 さ せ る 、 お よ び ／
ま た は 個 人 に お け る レ ン チ ウ イ ル ス 感 染 細 胞 で の レ ン チ ウ イ ル ス の 複 製 を 抑 制 す る 量 で あ
る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 レ ン チ ウ イ ル ス 感 染 に 対 し て 感 受 性 の 細 胞 に お い て HMW APOB
EC3G複 合 体 を LMW APOBEC3G複 合 体 に 転 換 さ せ る 物 質 の 治 療 上 有 効 な 量 は 、 そ の 物 質 を 投 与
さ れ て い な い 個 人 の レ ン チ ウ イ ル ス 量 ま た は レ ン チ ウ イ ル ス 感 染 細 胞 の レ ン チ ウ イ ル ス 複
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製 と 比 べ て 、 少 な く と も 約 10％ 、 少 な く と も 約 20％ 、 少 な く と も 約 30％ 、 少 な く と も 約 40
％ 、 少 な く と も 約 50％ 、 少 な く と も 約 60％ 、 少 な く と も 約 70％ 、 少 な く と も 約 80％ 、 少 な
く と も 約 90％ 、 ま た は 少 な く と も 約 95％ 以 上 、 個 人 に お け る レ ン チ ウ イ ル ス 量 を 減 少 さ せ
る 、 お よ び ／ ま た は 個 人 に お け る レ ン チ ウ イ ル ス 感 染 細 胞 で の レ ン チ ウ イ ル ス の 複 製 を 抑
制 す る 量 で あ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 Vif活 性 を 阻 害 す る 物 質 の 治 療 上 有 効 な 量 は 、 そ の 物 質 を 投
与 さ れ て い な い 個 人 の CD4 +  T細 胞 数 と 比 べ て 、 個 人 の CD4 +  T細 胞 数 を 少 な く と も 約 10％ 、
少 な く と も 約 20％ 、 少 な く と も 約 30％ 、 少 な く と も 約 40％ 、 少 な く と も 約 50％ 、 少 な く と
も 約 60％ 、 少 な く と も 約 70％ 、 少 な く と も 約 80％ 、 少 な く と も 約 90％ 、 少 な く と も 約 100
％ 、 少 な く と も 約 2.5倍 、 少 な く と も 約 3倍 、 少 な く と も 約 3.5倍 、 少 な く と も 約 4倍 、 少 な
く と も 約 5倍 、 ま た は 少 な く と も 約 10倍 以 上 増 加 さ せ る 量 で あ る 。 い く つ か の 態 様 に お い
て 、 Vif活 性 を 阻 害 す る 物 質 の 治 療 上 有 効 な 量 は CD4 +  T細 胞 数 を 正 常 範 囲 内 に 回 復 さ せ る
量 で あ る 。 ヒ ト 血 液 の 場 合 、 正 常 範 囲 内 で あ る と 考 え ら れ る CD4 + -T細 胞 の 数 は 、 血 液 1mm 3

当 た り CD4 + -T細 胞 約 600個 か ら 約 1500個 で あ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 細 胞 内 の 活 性 APOBEC3Gレ ベ ル を 増 加 さ せ る 物 質 の 治 療 上 有 効
な 量 は 、 そ の 物 質 を 投 与 さ れ て い な い 個 人 の CD4 +  T細 胞 数 と 比 べ て 、 個 人 の CD4 +  T細 胞 数
を 少 な く と も 約 10％ 、 少 な く と も 約 20％ 、 少 な く と も 約 30％ 、 少 な く と も 約 40％ 、 少 な く
と も 約 50％ 、 少 な く と も 約 60％ 、 少 な く と も 約 70％ 、 少 な く と も 約 80％ 、 少 な く と も 約 90
％ 、 少 な く と も 約 100％ 、 少 な く と も 約 2.5倍 、 少 な く と も 約 3倍 、 少 な く と も 約 3.5倍 、 少
な く と も 約 4倍 、 少 な く と も 約 5倍 、 ま た は 少 な く と も 約 10倍 以 上 増 加 さ せ る 量 で あ る 。 い
く つ か の 態 様 に お い て 、 細 胞 内 の 活 性 APOBEC3Gレ ベ ル を 増 加 さ せ る 物 質 の 治 療 上 有 効 な 量
は 、 CD4 +  T細 胞 数 を 正 常 範 囲 内 に 回 復 さ せ る 量 で あ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 HMW APOBEC3G複 合 体 を LMW APOBEC3G複 合 体 に 転 換 さ せ る 物 質
の 治 療 上 有 効 な 量 は 、 そ の 物 質 を 投 与 さ れ て い な い 個 人 の CD4 +  T細 胞 数 と 比 べ て 、 個 人 の
CD4 +  T細 胞 数 を 少 な く と も 約 10％ 、 少 な く と も 約 20％ 、 少 な く と も 約 30％ 、 少 な く と も 約
40％ 、 少 な く と も 約 50％ 、 少 な く と も 約 60％ 、 少 な く と も 約 70％ 、 少 な く と も 約 80％ 、 少
な く と も 約 90％ 、 少 な く と も 約 100％ 、 少 な く と も 約 2.5倍 、 少 な く と も 約 3倍 、 少 な く と
も 約 3.5倍 、 少 な く と も 約 4倍 、 少 な く と も 約 5倍 、 ま た は 少 な く と も 約 10倍 以 上 増 加 さ せ
る 量 で あ る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 レ ン チ ウ イ ル ス 感 染 に 対 し て 感 受 性 の 細 胞 に お い
て HMW APOBEC3G複 合 体 を LMW APOBEC3G複 合 体 に 転 換 さ せ る 物 質 の 治 療 上 有 効 な 量 は 、 CD4 +

 T細 胞 数 を 正 常 範 囲 内 に 回 復 さ せ る 量 で あ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 レ ン チ ウ イ ル ス 感 染 症 の 治 療 に は 、 レ ン チ ウ イ ル ス 感 染 を 予 防 す る 工 程 、 レ ン チ ウ イ ル
ス 感 染 の 可 能 性 を 抑 制 す る 工 程 、 感 染 細 胞 か ら 感 受 性 細 胞 へ の レ ン チ ウ イ ル ス の 拡 散 を 抑
制 す る 工 程 、 レ ン チ ウ イ ル ス に 感 染 し た 個 人 に お け る ウ イ ル ス 量 を 減 少 さ せ る 工 程 、 レ ン
チ ウ イ ル ス に 感 染 し た 個 人 に お け る ウ イ ル ス に コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 量 を 減 少 さ せ
る 工 程 、 お よ び レ ン チ ウ イ ル ス に 感 染 し た 個 人 に お け る CD4 T細 胞 数 を 増 加 さ せ る 工 程 が
含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 投 与 さ れ る 本 物 質 の 量 は そ の 薬 剤 の 性 状 に よ っ て 異 な る 。 一 つ の 非 限 定 的 な 例 と し て 、
本 物 質 は 約 0.2mg/kg/日 か ら 約 20mg/kg/日 の 範 囲 で 投 与 す る こ と が で き る 。 投 与 量 の 決 定
は 、 動 物 モ デ ル （ 例 え ば 、 非 ヒ ト 霊 長 類 モ デ ル ） を 用 い て 薬 物 動 態 学 に 基 づ い て 、 例 え ば
種 間 ス ケ ー リ ン グ の 等 式 予 測 を 用 い て 用 量 を 関 連 付 け る こ と に よ っ て 決 定 す る こ と が で き
る 。 通 常 は 、 最 も 低 い 有 効 量 が 用 い ら れ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 治 療 方 法 が 有 効 か ど う か を 調 べ る た め に 、 任 意 の 様 々 な 方 法 を 用 い る こ と が で き る 。 例
え ば 、 本 発 明 の 方 法 が レ ン チ ウ イ ル ス 量 の 抑 制 、 お よ び /ま た は レ ン チ ウ イ ル ス 感 染 症 の
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治 療 に 有 効 で あ る か ど う か を 調 べ る 方 法 は レ ン チ ウ イ ル ス 感 染 の 徴 候 に 関 す る 任 意 の 公 知
の 試 験 で あ り 、 例 え ば レ ン チ ウ イ ル ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 特 異 的 な ポ リ マ ー を 用 い た
ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 法 （ PCR） を 用 い て 例 え ば 生 物 学 的 試 料 中 の レ ン チ ウ イ ル ス 量 の 測
定 に よ る 、 ウ イ ル ス 量 を 測 定 す る 工 程 ； 例 え ば そ の ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な 抗 体 を 用 い た
酵 素 結 合 免 疫 吸 着 検 査 法 （ ELISA） の よ う な 免 疫 学 的 ア ッ セ イ を 用 い て 、 例 え ば p24、 gp12
0、 逆 転 写 酵 素 な ど の レ ン チ ウ イ ル ス に コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 お よ び /ま た は 測
定 す る 工 程 ； な ら び に 個 人 に お け る CD4 +  T細 胞 数 を 測 定 す る 工 程 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に
限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 レ ン チ ウ イ ル ス 感 染 症 （ ま た は レ ン チ ウ イ ル ス 感 染 症 に 関 連 す る 何 ら か の 徴 候 ） を ア ッ
セ イ す る 方 法 は 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ り 、

） N.L. Michaelお よ び J. H. Kim, eds. (1999) Humana Pressの よ う な 多 く
の 刊 行 物 に 述 べ ら れ て い る 。
【 ０ １ １ ６ 】
製 剤 、 投 与 量 、 お よ び 投 与 経 路
　 一 般 に 、 活 性 物 質 （ 例 え ば 、 Vif活 性 を 阻 害 す る 物 質 ； 細 胞 内 の 活 性 APOBEC3Gの 量 を 増
加 さ せ る 物 質 ； HMW APOBEC3G複 合 体 を LMW APOBEC3G複 合 体 に 転 換 さ せ る 物 質 な ど ） は 宿 主
へ の 送 達 の た め に 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 組 成 物 と し て 調 製 さ れ る 。 「 活 性 物 質 」 、 「 薬 剤 」
、 「 物 質 」 、 「 治 療 用 物 質 」 な ど の 用 語 は 、 本 明 細 書 で は 互 換 的 に 用 い ら れ る 。 本 物 質 と
の 併 用 に 好 ま し い 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 は 非 水 性 の 溶 液 、 懸 濁 液 、 お よ び 乳 濁 液 の 無 菌
水 溶 液 を 含 ん で よ い 。 非 水 性 溶 媒 の 例 は 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー
ル 、 オ リ ー ブ 油 の よ う な 植 物 油 、 お よ び オ レ イ ン 酸 エ チ ル の よ う な 注 射 可 能 有 機 エ ス テ ル
で あ る 。 水 性 担 体 は 、 水 、 ア ル コ ー ル 溶 液 ／ 水 溶 液 、 乳 濁 液 ま た は 懸 濁 液 、 な ら び に 生 理
食 塩 液 お よ び 緩 衝 媒 質 を 含 む 微 粒 子 を 含 む 。 非 経 口 ビ ヒ ク ル は 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 液 、 リ ン
ガ ー デ キ ス ト ロ ー ス 、 デ キ ス ト ロ ー ス 、 お よ び 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 乳 酸 加 リ ン ガ ー 油 ま た は
不 揮 発 性 油 を 含 む 。 静 脈 内 注 射 用 の ヒ ビ ク ル は 、 補 液 お よ び 栄 養 補 充 剤 、 （ リ ン ガ ー デ キ
ス ト ロ ー ス を 基 剤 と す る も の の よ う な ） 電 解 質 補 充 剤 な ど を 含 む 。 本 物 質 を 含 む 組 成 物 は
、 本 発 明 に 基 づ く そ の 後 の 再 溶 解 お よ び 使 用 に 備 え て 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 方 法 を
用 い て 凍 結 乾 燥 し て よ い 。
【 ０ １ １ ７ 】
製 剤
　 活 性 物 質 （ 例 え ば 、 Vif活 性 を 阻 害 す る 物 質 ； 細 胞 内 の 活 性 APOBEC3Gレ ベ ル を 増 加 さ せ
る 物 質 ； HMW APOBEC3G複 合 体 を LMW APOBEC3G複 合 体 に 転 換 さ せ る 物 質 な ど ） は 、 薬 学 的 に
許 容 さ れ る 賦 形 剤 を 含 む 製 剤 と し て 、 そ れ を 必 要 と す る 個 人 に 投 与 さ れ る 。 当 技 術 分 野 で
は 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 様 々 な 賦 形 剤 が 公 知 で あ り 、 本 明 細 書 に お い て 詳 細 に 考 察 す る 必 要
は な い 。  薬 学 的 に 許 容 さ れ る 賦 形 剤 は 、 例 え ば 、 A. Gennaro (2000) "Remington : The 
Science and Practice of Pharmacy", 20th edition, Lippincott, Williams, & Wilkins
; Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems(1999) H. C. Ansel et al.
, eds 7 t h  ed., Lippincott, Williams, & Wilkins； お よ び Handbook of Pharmaceutical
 Excipients (2000) A. H. Kibbe et al., eds., 3r d  ed. Amer. Pharmaceutical Assoc.
を 含 む 様 々 な 刊 行 物 に お い て 詳 細 に 述 べ ら れ て い る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 本 方 法 に お い て 、 活 性 物 質 （ 例 え ば 、 Vif活 性 を 阻 害 す る 物 質 ； 細 胞 内 の 活 性 APOBEC3G
の 量 を 増 加 さ せ る 物 質 ； HMW APOBEC3G複 合 体 を LMW APOBEC3G複 合 体 に 転 換 さ せ る 物 質 な ど
） は 、 所 望 の Vif活 性 の 抑 制 お よ び ／ ま た は 活 性 APOBEC3G量 の 増 加 を 引 き 起 こ す こ と の で
き る 、 任 意 の 慣 例 的 方 法 を 用 い て 宿 主 に 投 与 さ れ 得 る 。 従 っ て 、 活 性 物 質 （ 例 え ば 、 Vif
活 性 を 阻 害 す る 物 質 ； 細 胞 内 の 活 性 APOBEC3Gの 量 を 増 加 さ せ る 物 質 ； HMW APOBEC3G複 合 体
を LMW APOBEC3G複 合 体 に 転 換 さ せ る 物 質 な ど ） は 、 治 療 目 的 の 投 与 の た め に 様 々 な 製 剤 に
組 み 込 む こ と が で き る 。 よ り 具 体 的 に は 、 活 性 物 質 （ 例 え ば 、 Vif活 性 を 阻 害 す る 物 質 ；
細 胞 内 の 活 性 APOBEC3Gの 量 を 増 加 さ せ る 物 質 ； HMW APOBEC3G複 合 体 を LMW APOBEC3G複 合 体
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に 転 換 さ せ る 物 質 な ど ） は 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 適 切 な 担 体 ま た は 希 釈 剤 と 組 み 合 わ せ る こ
と に よ っ て 製 剤 化 し て 薬 学 的 組 成 物 と す る こ と が で き 、 タ ブ レ ッ ト 、 カ プ セ ル 、 粉 末 、 顆
粒 、 軟 膏 、 溶 液 、 坐 剤 、 注 射 液 、 吸 入 剤 お よ び エ ア ロ ゾ ル の よ う な 固 体 、 半 固 体 、 液 体 ま
た は ガ ス 剤 の 形 で 製 剤 化 し て 調 製 剤 と し て も よ い 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 薬 学 的 投 与 剤 形 の 場 合 、 活 性 物 質 （ 例 え ば 、 Vif活 性 を 阻 害 す る 物 質 ； 細 胞 内 の 活 性 APO
BEC3Gの 量 を 増 加 さ せ る 物 質 ； HMW APOBEC3G複 合 体 を LMW APOBEC3G複 合 体 に 転 換 さ せ る 物
質 な ど ） は 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 の 形 で 投 与 し て も よ く 、 単 独 も し く は そ の 他 の 薬 学 的 に
活 性 な 化 合 物 と 適 切 に 関 連 お よ び 併 用 し て も よ い 。 次 の 方 法 お よ び 賦 形 剤 は 単 な る 例 証 で
あ っ て 、 決 し て 限 定 的 で は な い 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 経 口 調 製 物 の 場 合 、 活 性 物 質 （ 例 え ば 、 Vif活 性 を 阻 害 す る 物 質 ； 細 胞 内 の 活 性 APOBEC3
Gの 量 を 増 加 さ せ る 物 質 ； HMW APOBEC3G複 合 体 を LMW APOBEC3G複 合 体 に 転 換 さ せ る 物 質 な
ど ） は 単 独 、 ま た は 、 例 え ば 、 乳 糖 、 マ ン ニ ト ー ル 、 コ ー ン ス タ ー チ ま た は 馬 鈴 薯 デ ン プ
ン の よ う な 通 常 の 添 加 物 ； 結 晶 性 セ ル ロ ー ス 、 セ ル ロ ー ス 誘 導 体 、 ア カ シ ア 、 コ ー ン ス タ
ー チ ま た は ゼ ラ チ ン の よ う な 結 合 剤 ； コ ー ン ス タ ー チ 、 馬 鈴 薯 デ ン プ ン 、 ま た は カ ル ボ キ
シ メ チ ル セ ル ロ ー ス ナ ト リ ウ ム の よ う な 崩 壊 剤 ； タ ル ク ま た は ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム
の よ う な 潤 滑 剤 ； な ら び に 望 ま し い な ら ば 希 釈 剤 、 緩 衝 物 質 、 保 湿 剤 、 保 存 剤 、 お よ び 香
料 を 用 い て タ ブ レ ッ ト 、 粉 末 、 顆 粒 も し く は カ プ セ ル と す る た め の 適 切 な 添 加 物 と 併 用 し
て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 活 性 物 質 （ 例 え ば 、 Vif活 性 を 阻 害 す る 物 質 ； 細 胞 内 の 活 性 APOBEC3Gの 量 を 増 加 さ せ る
物 質 ； HMW APOBEC3G複 合 体 を LMW APOBEC3G複 合 体 に 転 換 さ せ る 物 質 な ど ） は 、 そ れ ら を 植
物 油 ま た は そ の 他 の 同 様 の 油 、 合 成 脂 肪 族 系 酸 グ リ セ リ ド 、 高 級 脂 肪 族 系 酸 の エ ス テ ル も
し く は プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル の よ う な 水 性 ま た は 非 水 性 溶 媒 に 、 望 ま し い な ら ば 、 溶 解 剤
、 等 張 物 質 、 懸 濁 物 質 、 乳 化 物 質 、 安 定 剤 、 お よ び 保 存 剤 の よ う な 通 常 の 添 加 物 を 加 え て
溶 解 、 懸 濁 、 ま た は 乳 化 す る こ と に よ っ て 注 射 用 調 製 物 に 製 剤 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 物 質 は 、 吸 入 に よ り 投 与 さ れ る エ ア ロ ゾ ル 製 剤 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の
化 合 物 は 、 ジ ク ロ ロ ジ フ ル オ ロ メ タ ン 、 プ ロ パ ン 、 窒 素 な ど の よ う な 加 圧 し た 許 容 さ れ る
噴 霧 剤 に 製 剤 化 さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 さ ら に 、 物 質 は 、 乳 化 基 剤 ま た は 水 溶 性 基 剤 の よ う な 様 々 な 基 剤 と 混 合 す る こ と に よ っ
て 、 坐 剤 と す る こ と が で き る 。 活 性 物 質 （ 例 え ば 、 Vif活 性 を 阻 害 す る 物 質 ； 細 胞 内 の 活
性 APOBEC3Gの 量 を 増 加 さ せ る 物 質 ； HMW APOBEC3G複 合 体 を LMW APOBEC3G複 合 体 に 転 換 さ せ
る 物 質 な ど ） は 、 坐 剤 を 介 し て 直 腸 に 投 与 す る こ と が で き る 。 坐 剤 に は 、 体 温 で は 融 解 す
る が 室 温 で は 固 体 の ま ま で あ る コ コ ア バ タ ー 、 カ ー ボ ワ ッ ク ス 、 お よ び ポ リ エ チ レ ン グ リ
コ ー ル の よ う な ビ ヒ ク ル を 加 え る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 シ ロ ッ プ 、 エ リ キ シ ル 、 お よ び 懸 濁 剤 の よ う な 経 口 ま た は 直 腸 投 与 用 の 単 位 投 与 剤 形 が
提 供 さ れ て よ く 、 例 え ば 、 茶 さ じ 1杯 、 テ ー ブ ル ス プ ー ン 1杯 、 タ ブ レ ッ ト 、 ま た は 坐 剤 の
各 投 与 単 位 は 一 つ ま た は 複 数 の 活 性 物 質 を 含 む 組 成 物 の 予 め 定 め ら れ た 量 を 含 む 。 同 様 に
、 注 射 ま た は 静 脈 投 与 用 の 単 位 投 与 剤 形 は 、 組 成 物 中 の 活 性 物 質 を 無 菌 水 、 生 理 食 塩 液 、
ま た は 別 の 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 中 の 溶 液 と し て 含 ん で よ い 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る よ う に 「 単 位 投 与 剤 形 」 と い う 用 語 は 、 ヒ ト お よ び 動 物 の 被 験 体
に お け る 一 回 投 与 と し て 適 切 な 物 理 的 に 分 離 し た 単 位 を 示 し て 、 各 単 位 は 薬 学 的 に 許 容 さ
れ る 希 釈 剤 、 担 体 、 ま た は ビ ヒ ク ル と 関 連 し て 、 所 望 の 効 果 を 生 じ る た め に 十 分 な 量 で 算
出 さ れ た 予 め 定 め ら れ た 量 の 活 性 物 質 を 含 む 。 所 与 の 活 性 物 質 の 内 訳 は 、 用 い ら れ る 特 定
の 化 合 物 お よ び 達 成 さ れ る べ き 効 果 、 な ら び に 宿 主 に お い て 各 化 合 物 に 関 連 す る 薬 動 力 学

10

20

30

40

50

(26) JP 2007-502624 A 2007.2.15



に 一 部 依 存 す る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 そ の 他 の 投 与 モ ー ド も 本 発 明 に お い て 用 い ら れ る 。 例 え ば 、 活 性 物 質 （ 例 え ば 、 Vif活
性 を 阻 害 す る 物 質 ； 細 胞 内 の 活 性 APOBEC3Gの 量 を 増 加 さ せ る 物 質 ； HMW APOBEC3G複 合 体 を
LMW APOBEC3G複 合 体 に 転 換 さ せ る 物 質 な ど ） は 坐 剤 と し て 製 剤 化 さ れ て よ く 、 い く つ か の
場 合 に は 、 エ ア ロ ゾ ル お よ び 鼻 腔 内 組 成 物 と し て 製 剤 化 さ れ 得 る 。 坐 剤 の 場 合 、 ビ ヒ ク ル
組 成 物 は ポ リ ア ル キ レ ン グ リ コ ー ル ま た は ト リ グ リ セ リ ド の よ う な 通 常 の 結 合 剤 お よ び 担
体 を 含 む 。 こ の よ う な 坐 剤 は 、 有 効 成 分 を 約 0.5％ か ら 約 10％ （ w/w） 、 好 ま し く は 約 1％
か ら 約 2％ の 範 囲 で 含 む 混 合 物 か ら 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 鼻 腔 内 製 剤 は 、 通 常 、 鼻 粘 膜 に 対 し て 刺 激 を 惹 起 せ ず 、 ま た 、 繊 毛 の 機 能 を 著 し く 妨 げ
る こ と の な い ビ ヒ ク ル を 含 む 。 水 、 水 性 生 理 食 塩 液 、 ま た は そ の 他 の 公 知 の 物 質 の よ う な
希 釈 剤 を 本 発 明 と 共 に 用 い る こ と が で き る 。 鼻 腔 用 製 剤 に は 、 ク ロ ロ ブ タ ノ ー ル お よ び 塩
化 ベ ン ザ ル コ ニ ウ ム の よ う な 保 存 剤 を 加 え て よ い が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
鼻 粘 膜 に よ る 本 タ ン パ ク 質 の 吸 収 を 促 進 す る た め に 、 界 面 活 性 剤 を 加 え て よ い 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 活 性 物 質 （ 例 え ば 、 Vif活 性 を 阻 害 す る 物 質 ； 細 胞 内 の 活 性 APOBEC3Gの 量 を 増 加 さ せ る
物 質 ； HMW APOBEC3G複 合 体 を LMW APOBEC3G複 合 体 に 転 換 さ せ る 物 質 な ど ） は 、 注 射 剤 と し
て 投 与 す る こ と が で き る 。 典 型 的 に は 、 注 射 可 能 な 組 成 物 は 溶 液 ま た は 懸 濁 液 と し て 調 製
さ れ る 。 注 射 前 に 液 体 ビ ヒ ク ル へ の 溶 解 ま た は 懸 濁 に 適 し た 固 形 剤 と し て 調 製 し て も よ い
。 調 製 物 は 乳 化 さ れ て も よ く 、 有 効 成 分 は リ ポ ソ ー ム ビ ヒ ク ル に 内 包 さ れ て も よ い 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 活 性 物 質 （ 例 え ば 、 Vif活 性 を 阻 害 す る 物 質 ； 細 胞 内 の 活 性 A
POBEC3Gの 量 を 増 加 さ せ る 物 質 ； HMW APOBEC3G複 合 体 を LMW APOBEC3G複 合 体 に 転 換 さ せ る
物 質 な ど ） は 、 腟 内 送 達 の た め に 製 剤 化 さ れ る 。 腟 内 投 与 の た め の 本 製 剤 は 、 腟 内 生 体 粘
着 性 タ ブ レ ッ ト 、 腟 内 生 体 粘 着 性 微 粒 子 、 腟 内 ク リ ー ム 、 腟 内 ロ ー シ ョ ン 、 腟 内 泡 沫 剤 、
腟 内 軟 膏 、 腟 内 ペ ー ス ト 、 腟 内 液 剤 、 ま た は 腟 内 ゲ ル 剤 と し て 製 剤 化 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 活 性 物 質 を 含 む 本 製 剤 は 、 賦 形 剤 （ 例 え ば 、 庶 糖 、 デ ン プ ン 、 マ ン ニ ト ー ル 、 ソ ル ビ ト
ー ル 、 乳 糖 、 ブ ド ウ 糖 、 セ ル ロ ー ス 、 タ ル ク 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム ま た は 炭 酸 カ ル シ ウ ム ）
、 結 合 剤 （ 例 え ば 、 セ ル ロ ー ス 、 メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ヒ ド ロ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ポ リ
プ ロ ピ ル ピ ロ リ ド ン 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 ゼ ラ チ ン 、 ア ラ ビ ア ゴ ム 、 ポ リ エ チ レ ン グ
リ コ ー ル 、 庶 糖 ま た は デ ン プ ン ） 、 崩 壊 剤 （ 例 え ば 、 デ ン プ ン 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ
ー ス 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル デ ン プ ン 、 低 置 換 度 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル セ ル ロ ー ス 、 炭 酸 水 素
ナ ト リ ウ ム 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム ま た は ク エ ン 酸 カ ル シ ウ ム ） 、 潤 滑 剤 （ 例 え ば 、 ス テ ア リ
ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 軽 質 無 水 ケ イ 酸 、 タ ル ク ま た は ラ ウ リ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム ） 、 香 料 （ 例
え ば 、 ク エ ン 酸 、 メ ン ト ー ル 、 グ リ シ ン ま た は オ レ ン ジ 粉 末 ） 、 保 存 剤 （ 例 え ば 、 安 息 香
酸 ナ ト リ ウ ム 、 亜 硫 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム 、 メ チ ル パ ラ ベ ン 、 ま た は プ ロ ピ ル パ ラ ベ ン ） 、 安
定 剤 （ 例 え ば 、 ク エ ン 酸 、 ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ま た は 酢 酸 ） 、 懸 濁 剤 （ 例 え ば 、 メ チ ル
セ ル ロ ー ス 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 ま た は ス テ ア リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム ） 、 分 散 剤 （ 例 え
ば 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル メ チ ル セ ル ロ ー ス ） 、 希 釈 剤 （ 例 え ば 、 水 ） 、 お よ び ベ ー ス ワ ッ
ク ス （ 例 え ば 、 コ コ ア バ タ ー 、 白 色 ワ セ リ ン 、 ま た は ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ） の 一 つ ま
た は 複 数 を 含 む 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 活 性 物 質 を 含 む タ ブ レ ッ ト は 、 適 切 な フ ィ ル ム 形 成 物 質 、 例 え ば ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル メ
チ ル セ ル ロ ー ス 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル セ ル ロ ー ス 、 ま た は エ チ ル セ ル ロ ー ス で コ ー テ ィ ン
グ し て よ く 、 こ れ に 、 例 え ば グ リ セ ロ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 フ タ ル 酸 ジ エ チ ル 、
ま た は 三 酢 酸 グ リ セ ロ ー ル の よ う な 軟 化 剤 ； 庶 糖 、 ソ ル ビ ト ー ル 、 キ シ リ ト ー ル 、 ブ ド ウ
糖 、 ま た は 乳 糖 の よ う な 充 填 剤 ； 水 酸 化 チ タ ン の よ う な 着 色 剤 な ど の 適 切 な 賦 形 剤 を 加 え
て よ い 。
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【 ０ １ ３ ２ 】
　 適 切 な 賦 形 剤 ビ ヒ ク ル は 、 例 え ば 、 水 、 生 理 食 塩 液 、 デ キ ス ト ロ ー ス 、 グ リ セ ロ ー ル 、
エ タ ノ ー ル な ど 、 お よ び そ れ ら の 組 み 合 わ せ で あ る 。 さ ら に 、 望 ま し い な ら ば 、 そ の ビ ヒ
ク ル に 湿 潤 剤 も し く は 乳 化 剤 、 ま た は pH緩 衝 剤 の よ う な 少 量 の 補 助 物 質 を 加 え る こ と が で
き る 。 こ の よ う な 投 与 剤 形 を 調 製 す る 実 際 の 方 法 は 当 業 者 に 公 知 で あ る か 、 ま た は 明 ら か
で あ る 。 例 え ば 、 Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, Ea
ston, Pennsylvania, 17th edition, 1985を 参 照 さ れ た い 。 い ず れ に し て も 、 投 与 さ れ る
べ き 組 成 物 ま た は 製 剤 は 、 治 療 を 受 け る 被 験 体 に お い て 所 望 の 状 態 を 達 成 す る た め に 十 分
な 量 の 物 質 を 含 有 す る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 ビ ヒ ク ル 、 ア ジ ュ バ ン ト 、 担 体 ま た は 希 釈 剤 の よ う な 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 賦 形 剤 は 容 易
に 一 般 利 用 さ れ る 。 さ ら に 、 pH調 整 物 質 お よ び 緩 衝 物 質 、 等 張 化 調 整 物 質 、 安 定 剤 、 湿 潤
剤 な ど の よ う な 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 補 助 物 質 も 容 易 に 一 般 利 用 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ４ 】

　 用 い ら れ る 用 量 は 達 成 さ れ る べ き 臨 床 目 標 に 応 じ て 異 な る が 、 適 切 な 用 量 範 囲 は 約 1μ g
か ら 約 100mgま で 、 例 え ば 、 約 1μ gか ら 約 25μ g、 約 25μ gか ら 約 50μ g、 約 50μ gか ら 約 100
μ g、 約 100μ gか ら 約 250μ g、 約 250μ gか ら 約 500μ g、 約 500μ gか ら 約 1mg、 約 1mgか ら 約 2
5mg、 約 25mgか ら 約 50mg、 ま た は 約 50mgか ら 約 100mgの 活 性 物 質 （ 例 え ば 、 Vif活 性 を 阻 害
す る 物 質 ； 細 胞 内 の 活 性 APOBEC3Gの 量 を 増 加 さ せ る 物 質 ； HMW APOBEC3G複 合 体 を LMW APOB
EC3G複 合 体 に 転 換 さ せ る 物 質 な ど ） が 1回 の 投 与 で 投 与 さ れ 得 る 用 量 で あ る 。 あ る い は 、
活 性 物 質 （ 例 え ば 、 Vif活 性 を 阻 害 す る 物 質 ； 細 胞 内 の 活 性 APOBEC3Gの 量 を 増 加 さ せ る 物
質 ； HMW APOBEC3G複 合 体 を LMW APOBEC3G複 合 体 に 転 換 さ せ る 物 質 な ど ） の 目 標 投 与 量 は 、
そ の 物 質 の 投 与 後 最 初 の 24～ 48時 間 以 内 に 採 血 さ れ る 宿 主 血 液 の 試 料 中 で お お よ そ 約 0.1
～ 1000μ M、 約 0.5～ 500μ M、 約 1～ 100μ M、 ま た は 約 5～ 50μ Mの 範 囲 で あ る と 考 え る こ と
が で き る 。  
【 ０ １ ３ ５ 】
　 当 業 者 は 、 服 用 レ ベ ル が 具 体 的 な 化 合 物 、 症 状 の 程 度 、 お よ び 被 験 体 の 副 作 用 に 対 す る
感 受 性 の 関 数 と し て 変 動 し 得 る こ と を 容 易 に 認 識 す る 。 所 与 の 化 合 物 の 好 ま し い 投 与 量 に
つ い て 、 当 業 者 は 様 々 な 方 法 に よ っ て 容 易 に 求 め る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 活 性 物 質 の 一 回 用 量 が 投 与 さ れ る 。 そ の 他 の 態 様 に お い て 、
活 性 物 質 の 反 復 用 量 が 投 与 さ れ る 。 期 間 を 通 し て 反 復 投 与 が 行 わ れ る 場 合 、 活 性 物 質 は 期
間 中 、 一 日 二 回 （ qid） 、 毎 日 （ qd） 、 一 日 お き （ qod） 、 二 日 お き 、 週 三 回 （ tiw） 、 ま
た は 週 二 回 （ biw） 投 与 さ れ る 。 例 え ば 、 活 性 物 質 は 、 一 日 か ら 約 2年 以 上 の 期 間 を 通 し て
qid、 qd、 qod、 tiwま た は biwで 投 与 さ れ る 。 例 え ば 、 活 性 物 質 は 、 様 々 な 要 因 に 応 じ て 、
1週 間 、 2週 間 、 1カ 月 、 2カ 月 、 6カ 月 、 1年 、 ま た は 2年 以 上 の 期 間 に わ た っ て 上 記 の い ず
れ か の 頻 度 で 投 与 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 一 つ の 非 限 定 的 な 例 と し て 、 活 性 物 質 が APOBEC3Gの 量 を 増 加 さ せ る 場 合 、 そ の 物 質 は い
く つ か の 態 様 に お い て オ ル ソ ク ロ ー ン Orthoclone OKT3（ 登 録 商 標 ） （ ム ロ モ ナ ブ -CD3）
の よ う な 抗 CD3抗 体 で あ る 。 こ れ ら の 態 様 に お い て 、 OKT3の 適 切 な 投 与 量 は 約 5mg/日 で あ
り 、 約 10日 か ら 約 14日 間 の 期 間 に わ た っ て 静 脈 内 に 単 回 ボ ー ラ ス 注 入 に て 投 与 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ８ 】

　 活 性 物 質 （ 例 え ば 、 Vif活 性 を 阻 害 す る 物 質 ； 細 胞 内 の 活 性 APOBEC3Gの 量 を 増 加 さ せ る
物 質 ； HMW APOBEC3G複 合 体 を LMW APOBEC3G複 合 体 に 転 換 さ せ る 物 質 な ど ） は 、 全 身 お よ び
局 所 投 与 経 路 に 加 え て 、 イ ン ビ ボ お よ び エ ク ス ビ ボ の 方 法 を 含 む 、 薬 剤 送 達 に 適 し た 任 意
の 実 施 可 能 な 方 法 お よ び 経 路 を 用 い て 個 人 に 投 与 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
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投 与 量

投 与 経 路



　 通 常 の 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 投 与 経 路 に は 、 鼻 腔 内 投 与 、 筋 内 投 与 、 気 管 内 投 与 、 腫 瘍 内
投 与 、 経 皮 投 与 、 皮 下 投 与 、 皮 内 投 与 、 局 所 適 用 、 静 脈 内 投 与 、 腟 内 投 与 、 経 鼻 投 与 、 お
よ び そ の 他 の 非 経 口 投 与 が 含 ま れ る 。 経 口 お よ び 直 腸 経 路 も 適 切 な 投 与 経 路 に 含 ま れ る 。
望 ま し い な ら ば 、 投 与 経 路 は そ の 物 質 お よ び /ま た は 所 望 さ れ る 効 果 に 応 じ て 組 み 合 わ せ
た り 調 節 し た り し て よ い 。 そ の 組 成 物 は 単 回 投 与 ま た は 反 復 投 与 と し て 投 与 す る こ と が で
き る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 活 性 物 質 （ 例 え ば 、 Vif活 性 を 阻 害 す る 物 質 ； 細 胞 内 の 活 性 APOBEC3Gの 量 を 増 加 さ せ る
物 質 ； HMW APOBEC3G複 合 体 を LMW APOBEC3G複 合 体 に 転 換 さ せ る 物 質 な ど ） は 、 全 身 ま た は
局 所 的 な 経 路 を 含 め て 、 通 常 の 薬 剤 送 達 に 適 し た 任 意 の 実 施 可 能 な 通 常 の 方 法 お よ び 経 路
を 用 い て 宿 主 に 投 与 す る こ と が で き る 。 一 般 に 、 本 発 明 に よ っ て 意 図 さ れ る 投 与 経 路 に は
、 経 腸 経 路 、 非 経 口 経 路 、 ま た は 吸 入 経 路 が 含 ま れ る が 、 必 ず し も こ れ ら に 限 定 さ れ る も
の で は な い 。  
【 ０ １ ４ １ 】
　 吸 入 投 与 以 外 の 非 経 口 投 与 経 路 に は 、 局 所 投 与 、 腟 内 投 与 、 経 皮 投 与 、 皮 下 投 与 、 筋 肉
内 投 与 、 眼 窩 内 投 与 、 関 節 内 投 与 、 脊 髄 内 投 与 、 胸 骨 内 投 与 、 お よ び 静 脈 内 投 与 、 即 ち 、
消 化 管 を 介 さ な い 任 意 の 投 与 経 路 が 含 ま れ る が 、 必 ず し も こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な
い 。 物 質 の 全 身 ま た は 局 所 送 達 を 達 成 す る た め に 、 非 経 口 投 与 を 実 施 す る こ と が で き る 。
全 身 送 達 が 所 望 さ れ る 場 合 、 投 与 は 一 般 に 薬 学 的 調 製 物 の 侵 襲 性 ま た は 全 身 吸 収 性 の 局 所
ま た は 粘 膜 投 与 を 伴 う 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 物 質 は 経 腸 投 与 に よ っ て 被 験 体 に 送 達 す る こ と も で き る 。 経 腸 投 与 経 路 に は 経 口 お よ び
直 腸 （ 例 え ば 、 坐 剤 を 使 用 す る ） 送 達 が 含 ま れ る が 、 必 ず し も こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で
は な い 。  
【 ０ １ ４ ３ 】
　 皮 膚 ま た は 粘 膜 を 介 し て 物 質 を 投 与 す る 方 法 に は 、 適 切 な 薬 学 的 調 製 物 の 局 所 適 用 、 経
皮 的 伝 達 、 注 入 お よ び 表 皮 投 与 が 含 ま れ る が 、 必 ず し も こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い
。 経 皮 的 伝 達 の 場 合 、 吸 収 促 進 剤 ま た は イ オ ン 泳 動 が 適 切 な 方 法 で あ る 。 イ オ ン 泳 動 に よ
る 伝 達 は 、 そ れ ら の 産 物 を 無 傷 の 皮 膚 か ら 数 日 ま た は そ れ よ り も 長 い 期 間 に わ た っ て 電 気
的 パ ル ス を 介 し て 継 続 的 に 送 達 す る 市 販 の 「 パ ッ チ 」 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 治 療 と は 、 宿 主 を 苦 し め る 病 理 学 的 状 態 に 関 連 す る 症 状 の 少 な く と も 緩 解 を 意 味 し て 、
こ の 場 合 、 緩 解 は 広 義 の 意 味 で 用 い ら れ 、 単 位 血 液 当 た り の ウ イ ル ス 粒 子 数 の よ う に 少 な
く と も 治 療 さ れ る 病 理 学 的 状 態 に 関 連 す る パ ラ メ ー タ 、 例 え ば 症 状 の 規 模 の 減 少 を 示 す 。
従 っ て 、 治 療 に は 、 病 理 学 的 状 態 ま た は 少 な く と も そ れ に 関 連 す る 症 状 が 、 例 え ば 発 症 が
防 止 さ れ る な ど 完 全 に 阻 害 さ れ る 、 ま た は 例 え ば 終 了 な ど 停 止 し て 、 宿 主 が も は や そ の 病
理 学 的 状 態 も し く は 少 な く と も そ の 病 理 学 的 状 態 を 特 徴 付 け る 症 状 に 苦 し ま な い 状 況 が 含
ま れ る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 様 々 な 宿 主 （ 「 宿 主 」 と い う 用 語 は 、 本 明 細 書 で は 「 被 験 体 」 お よ び 「 患 者 」 と い う 用
語 と 互 換 的 に 用 い ら れ る ） が 本 方 法 に 従 っ て 治 療 可 能 で あ る 。 一 般 に 、 こ の よ う な 宿 主 は
「 哺 乳 動 物 （ mammals、 mammalian） 」 で あ り 、 こ れ ら の 用 語 は 哺 乳 動 物 の 分 類 に 含 ま れ る
生 物 、 お よ び レ ン チ ウ イ ル ス 感 染 に 対 し て 感 受 性 で あ る 霊 長 類 （ 例 え ば 、 ヒ ト 、 チ ン パ ン
ジ ー 、 お よ び サ ル )を 説 明 す る た め に 広 く 用 い ら れ る 。 多 く の 態 様 に お い て 、 宿 主 は ヒ ト
で あ る 。
【 ０ １ ４ ６ 】

　 本 物 質 は 、 少 な く と も 一 つ の 二 番 目 の 治 療 用 物 質 と 組 み 合 わ せ て （ 例 え ば 、 同 一 製 剤 と
し て 、 ま た は 別 々 の 製 剤 と し て ） 個 人 に 投 与 す る こ と が で き る （ 「 併 用 療 法 」 ） 。 本 物 質
は 二 番 目 の 治 療 用 物 質 と 混 合 し て 投 与 す る 、 ま た は 別 の 製 剤 と し て 投 与 す る こ と が で き る
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。 別 々 の 製 剤 と し て 投 与 さ れ る 場 合 、 本 物 質 お よ び 二 番 目 の 治 療 用 物 質 は 実 質 的 に 同 時 に
（ 例 え ば 、 互 い に 約 60分 以 内 、 約 50分 以 内 、 約 40分 以 内 、 約 30分 以 内 、 約 20分 以 内 、 約 10
分 以 内 、 約 5分 以 内 、 ま た は 約 1分 以 内 ） 、 ま た は 約 1時 間 、 約 2時 間 、 約 4時 間 、 約 6時 間 、
約 10時 間 、 約 12時 間 、 約 24時 間 、 約 36時 間 、 ま た は 約 72時 間 以 上 の 間 隔 を 空 け て 投 与 す る
こ と が で き る 。 治 療 用 物 質 の 有 効 量 は 上 記 の 通 り で あ る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 抗 ウ イ ル ス 性 感 染 症 を 治 療 す る た め に 、 抗 炎 症 剤 、 抗 ウ イ ル ス 剤 、 抗 真 菌 剤 、 抗 マ イ コ
バ ク テ リ ア 剤 、 抗 生 物 質 、 殺 ア メ ー バ 剤 、 殺 ト リ コ モ ナ ス 剤 、 鎮 痛 剤 、 抗 腫 瘍 剤 、 降 圧 剤
、 抗 細 菌 剤 、 お よ び /ま た は ス テ ロ イ ド 剤 の よ う な 治 療 用 物 質 を 併 用 療 法 と し て 投 与 す る
こ と が で き る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 ウ イ ル ス ま た は 細 菌 感 染 症 の 見 ら れ る 患 者 は 一
つ ま た は 複 数 の 本 物 質 と 次 の 一 つ ま た は 複 数 を 組 み 合 わ せ て 投 与 さ れ る ； β ラ ク タ ム 系 抗
生 物 質 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル 、 ネ オ マ イ シ ン 、 グ ラ ミ シ ジ ン 、 バ シ
ト ラ シ ン 、 ス ル ホ ン ア ミ ド 、 ニ ト ロ フ ラ ゾ ン 、 ナ リ ジ ク ス 酸 、 コ ル チ ゾ ン 、 ヒ ド ロ コ ル チ
ゾ ン 、 ベ タ メ タ ゾ ン 、 デ キ サ メ タ ゾ ン 、 フ ル オ コ ル ト ロ ン 、 プ レ ド ニ ゾ ロ ン 、 ト リ ア ム シ
ノ ロ ン 、 イ ン ド メ タ シ ン 、 ス リ ン ダ ク 、 ア シ ク ロ ビ ル 、 ア マ ン タ ジ ン 、 リ マ ン タ ジ ン 、 組
換 え 型 可 溶 性 CD4（ rsCD4） 、 抗 受 容 体 抗 体 （ 例 え ば 、 ラ イ ノ ウ イ ル ス に 対 す る ） 、 ネ ビ ラ
ピ ン 、 シ ド フ ォ ビ ル （ Vistide（ 商 標 ） ） 、 ホ ス ホ ノ ホ ル メ ー ト 三 ナ ト リ ウ ム （ Foscarnet
（ 商 標 ） ） 、 フ ァ ム シ ク ロ ビ ル 、 ペ ン シ ル ク ロ ビ ル 、 バ ラ シ ク ロ ビ ル 、 核 酸 ／ 複 製 阻 害 剤
、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 ジ ド ブ ジ ン （ AZT、 Retrovir（ 商 標 ） ） 、 ジ ド ブ ジ ン ／ ラ ミ ブ ジ ン
（ コ ン ビ ビ ル ） 、 ジ ダ ノ シ ン （ ジ デ オ キ シ イ ノ シ ン 、 ddI、 Videx（ 商 標 ） ） 、 ス タ ブ ジ ン
（ d4T、 Zerit（ 商 標 ） ） 、 ザ ル シ タ ビ ン （ ジ デ オ キ シ シ ト シ ン 、 ddC、 Hivid（ 商 標 ） ） 、
ネ ビ ラ ピ ン （ Viramune（ 商 標 ） ） 、 ラ ミ ブ ジ ン （ Epivir（ 商 標 ） 、 3TC） 、 プ ロ テ ア ー ゼ
阻 害 剤 、 サ キ ナ ビ ル （ Invirase（ 商 標 ） 、 Fortovase（ 商 標 ） ） 、 リ ト ナ ビ ル （ Norvir（
商 標 ） ） 、 ネ ル フ ィ ナ ビ ル （ Viracept（ 商 標 ） ） 、 エ フ ァ ビ レ ン ツ （ Sustiva（ 商 標 ） ）
、 ア バ カ ビ ル （ Ziagen（ 商 標 ） ） 、 ア ン プ レ ナ ビ ル （ Agenerase（ 商 標 ） ） 、 イ ン デ ィ ナ
ビ ル （ Crixivan（ 商 標 ） ） 、 ガ ン シ ク ロ ビ ル 、 AzDU、 デ ラ ビ ル ジ ン （ Rescriptor（ 商 標 ）
） 、 ロ ピ ナ ビ ル ／ リ ト ナ ビ ル （ カ レ ト ラ ） 、 ト リ ジ ビ ル 、 リ フ ァ ン ピ ン 、 ク ラ チ ロ マ イ シ
ン （ clathiromycin） 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ G-CSFお よ び GM-CSF） 、 非
ヌ ク レ オ シ ド 系 逆 転 写 酵 素 阻 害 剤 、 ヌ ク レ オ シ ド 阻 害 剤 、 ア ド リ ア マ イ シ ン 、 フ ル オ ロ ウ
ラ シ ル 、 メ ト ト レ キ セ ー ト 、 ア ス パ ラ ギ ナ ー ゼ 、 お よ び そ れ ら の 組 み 合 わ せ 。 抗 HIV物 質
は 、 上 記 リ ス ト の 内 で 、 一 つ ま た は 複 数 の HIVタ ン パ ク 質 の 機 能 を 特 に 標 的 と す る 物 質 で
あ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 物 質 は 二 つ 以 上 の 抗 HIV物 質 と 共 に 併 用 療 法 と し て 投 与 さ
れ る 。 例 え ば 、 本 物 質 は 一 つ 、 二 つ ま た は 三 つ の ヌ ク レ オ シ ド 系 逆 転 写 酵 素 阻 害 剤 （ 例 え
ば 、 コ ン ビ ビ ル 、 Epivir、 Hivid、 Retrovir、 Videx、 Zerit、 Ziagenな ど ） と 共 に 併 用 療
法 と し て 投 与 す る こ と が で き る 。 本 物 質 は 、 一 つ ま た は 二 つ の 非 ヌ ク レ オ シ ド 系 逆 転 写 酵
素 阻 害 剤 （ 例 え ば 、 Rescriptor、 Sustiva、 Viramuneな ど ） と 共 に 併 用 療 法 と し て 投 与 す
る こ と が で き る 。 本 物 質 は 、 一 つ ま た は 二 つ の プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 （ 例 え ば 、 Agenerase
、 Crixivan、 Fortovase、 Invirase、 カ レ ト ラ 、 Norvir、 Viraceptな ど ） と 共 に 併 用 療 法
と し て 投 与 す る こ と が で き る 。 本 物 質 は 、 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 お よ び ヌ ク レ オ シ ド 系 逆 転
写 酵 素 阻 害 剤 と 共 に 併 用 療 法 と し て 投 与 す る こ と が で き る 。 本 物 質 は 、 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害
剤 、 ヌ ク レ オ シ ド 系 逆 転 写 酵 素 阻 害 剤 お よ び 非 ヌ ク レ オ シ ド 系 逆 転 写 酵 素 阻 害 剤 と 共 に 併
用 療 法 と し て 投 与 す る こ と が で き る 。 本 物 質 は 、 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 お よ び 非 ヌ ク レ オ シ
ド 系 逆 転 写 酵 素 阻 害 剤 と 共 に 併 用 療 法 と し て 投 与 す る こ と が で き る 。 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤
、 ヌ ク レ オ シ ド 系 逆 転 写 酵 素 阻 害 剤 、 お よ び 非 ヌ ク レ オ シ ド 系 逆 転 写 酵 素 阻 害 剤 の 一 つ ま
た は 複 数 と 対 象 阻 害 剤 と の そ の 他 の 組 み 合 わ せ が 企 図 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
キ ッ ト 、 容 器 、 装 置 、 送 達 系
　 例 え ば 、 経 口 投 与 、 腟 内 投 与 、 直 腸 内 投 与 、 経 皮 投 与 、 ま た は 注 射 可 能 投 与 （ 例 え ば 、
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筋 肉 内 注 射 、 静 脈 内 注 射 、 ま た は 皮 下 注 射 ） の 活 性 物 質 の 単 位 用 量 を 伴 う キ ッ ト が 提 供 さ
れ る 。 こ の よ う な キ ッ ト に は 、 単 位 用 量 入 り の 容 器 に 加 え て 、 そ の 薬 剤 の HIV感 染 症 の 治
療 に お け る 用 法 お よ び 付 随 す る 恩 典 に つ い て 説 明 す る 添 付 文 書 が 添 え ら れ る 。 適 切 な 活 性
物 質 お よ び 単 位 用 量 は 、 本 明 細 書 に お い て 前 記 に 述 べ ら れ る 通 り で あ る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 多 く の 態 様 に お い て 、 本 キ ッ ト は 、 本 方 法 の 実 施 に 関 す る 説 明 書 ま た は 同 一 内 容 を 入 手
す る た め の 方 法 （ 例 え ば 、 ユ ー ザ ー を そ の 説 明 書 が 提 供 さ れ る ウ ェ ブ ペ ー ジ に 誘 導 す る ウ
ェ ブ サ イ ト の URL） を さ ら に 含 ん で 、 こ れ ら の 説 明 書 は 典 型 的 に は 基 体 に 印 刷 さ れ て 、 そ
の 基 体 は 添 付 文 書 、 包 装 、 製 剤 容 器 な ど の 一 つ ま た は 複 数 で あ り 得 る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 キ ッ ト は 、 例 え ば 、 患 者 に そ の 活 性 物 質 を 適 切 な 時 刻 ま た
は 間 隔 で 服 用 す る こ と を 覚 え さ せ る コ ン ポ ー ネ ン ト ま た は シ ス テ ム の よ う な 、 患 者 の 服 薬
遵 守 を 向 上 さ せ る 一 つ ま た は 複 数 の コ ン ポ ー ネ ン ト ま た は 特 徴 を 含 む 。 こ の よ う な コ ン ポ
ー ネ ン ト に は 、 患 者 に そ の 活 性 物 質 を 適 切 な 時 刻 ま た は 間 隔 で 服 用 す る こ と を 覚 え さ せ る
カ レ ン ダ ー シ ス テ ム が 含 ま れ る が 、 こ れ に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 本 発 明 は 、 Vif活 性 を 阻 害 す る 活 性 物 質 、 細 胞 内 の 活 性 APOBEC3Gの 量 を 増 加 さ せ る 物 質
、 ま た は HMW APOBEC3G複 合 体 を LMW APOBEC3G（ 酵 素 的 に 活 性 な ） 複 合 体 に 転 換 さ せ る 活 性
物 質 を 含 む 送 達 系 を 提 供 す る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 そ の 送 達 系 は 活 性 物 質 を 含 む 製
剤 の 皮 下 、 静 脈 内 、 ま た は 筋 肉 内 注 射 に 備 え る 送 達 系 で あ る 。 そ の 他 の 態 様 に お い て 、 そ
の 送 達 系 は 腟 内 送 達 系 で あ る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 活 性 物 質 は 経 口 投 与 用 に 包 装 さ れ る 。 本 発 明 は 、 活 性 物 質 の
一 日 投 与 単 位 を 含 む 包 装 単 位 を 提 供 す る 。 例 え ば 、 い く つ か の 態 様 に お い て 、 そ の 包 装 単
位 は タ ブ レ ッ ト 、 ピ ル な ど を 含 む 通 常 の ブ リ ス タ ー パ ッ ク ま た は そ の 他 の 任 意 の 形 で あ る
。 そ の ブ リ ス タ ー パ ッ ク は 、 厚 紙 、 ボ ー ル 紙 、 ホ イ ル 、 ま た は プ ラ ス チ ッ ク を 裏 材 と す る
、 密 封 さ れ た ブ リ ス タ ー パ ッ ク に 適 切 な 数 の 単 位 投 与 剤 形 を 含 ん で 、 適 切 な 包 装 材 で 覆 わ
れ て い る 。 各 ブ リ ス タ ー 容 器 に は 番 号 を 振 る こ と が で き 、 例 え ば 、 一 日 目 か ら 始 ま る よ う
に 別 の 方 法 で 表 示 し て も よ い 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 送 達 系 は 注 射 器 具 を 含 む 。 例 示 的 な 非 限 定 的 薬 剤 送 達 装 置
は 、 ペ ン 型 注 射 器 の よ う な 注 射 装 置 、 お よ び 注 射 針 ／ シ リ ン ジ の 装 置 を 含 む 。 い く つ か の
態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 Vif活 性 を 阻 害 す る 活 性 物 質 、 ま た は 細 胞 内 の 活 性 APOBEC3Gの
量 を 増 加 さ せ る 活 性 物 質 も し く は HMW APOBEC3G複 合 体 を LMW APOBEC3G複 合 体 に 転 換 さ せ る
活 性 物 質 の 有 効 量 を 含 む 製 剤 を 予 め 充 填 し た 注 射 用 送 達 装 置 を 提 供 す る 。 例 え ば 、 本 送 達
装 置 は 、 Vif活 性 を 阻 害 す る 活 性 物 質 、 ま た は 細 胞 内 の 活 性 APOBEC3Gの 量 を 増 加 さ せ る 活
性 物 質 も し く は HMW APOBEC3G複 合 体 を LMW APOBEC3G複 合 体 に 転 換 さ せ る 活 性 物 質 の 単 回 用
量 を 予 め 充 填 し た 注 射 装 置 を 含 む 。 本 注 射 装 置 は 再 利 用 可 能 ま た は 使 い 捨 て 可 能 と す る こ
と が で き る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 ペ ン 型 注 射 器 は 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 本 発 明 の 方 法 に お け る 用 途 に 適 合 さ せ
る こ と の で き る 例 示 的 装 置 は 、 例 え ば 、 BD（ 商 標 ） ペ ン 、 BD（ 商 標 ） ペ ン II、 BD（ 商 標 ）
オ ー ト イ ン ジ ェ ク タ ー の よ う な Becton Dickinsonの 様 々 な 任 意 の ペ ン 型 注 射 器 ； Innoject
, Inc.の ペ ン 型 注 射 器 ； 米 国 特 許 第 5,728,074号 、 第 6,096,010号 、 第 6,146,361号 、 第 6,2
48,095号 、 第 6,277,099号 お よ び 第 6,221,053号 に 開 示 さ れ る 任 意 の 医 薬 品 送 達 用 ペ ン 型 装
置 な ど で あ る 。 医 薬 品 送 達 用 ペ ン は 使 い 捨 て 可 能 、 ま た は 再 利 用 可 能 お よ び 再 充 填 可 能 と
す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 本 発 明 は 、 活 性 物 質 （ 例 え ば 、 Vif活 性 を 阻 害 す る 物 質 ； 細 胞 内 の 活 性 APOBEC3Gの 量 を
増 加 さ せ る 物 質 ； HMW APOBEC3G複 合 体 を LMW APOBEC3G複 合 体 に 転 換 さ せ る 物 質 な ど ） の 個
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人 の 腟 内 へ の 腟 内 送 達 の た め の 腟 内 送 達 系 を 提 供 す る 。 そ の 送 達 系 は 腟 内 に 挿 入 す る た め
の 装 置 を 含 む 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 そ の 送 達 系 は 、 製 剤 を 腟 内 に 送 達 す る た め の ア
プ リ ケ ー タ ー 、 お よ び 活 性 物 質 （ 例 え ば 、 Vif活 性 を 阻 害 す る 物 質 ； 細 胞 内 の 活 性 APOBEC3
Gの 量 を 増 加 さ せ る 物 質 ； HMW APOBEC3G複 合 体 を LMW APOBEC3G複 合 体 に 転 換 さ せ る 物 質 な
ど ） を 含 む 製 剤 を 含 む 容 器 を 提 供 す る 。 こ れ ら の 態 様 に お い て 、 容 器 （ 例 え ば 、 チ ュ ー ブ
） は 製 剤 を そ の ア プ リ ケ ー タ ー に 送 達 す る た め に 適 用 さ れ る 。 そ の 他 の 態 様 に お い て 、 送
達 系 は 腟 内 に 挿 入 さ れ る 装 置 を 含 み 、 そ の 装 置 に は 活 性 物 質 （ 例 え ば 、 Vif活 性 を 阻 害 す
る 物 質 ； 細 胞 内 の 活 性 APOBEC3Gの 量 を 増 加 さ せ る 物 質 ； HMW APOBEC3G複 合 体 を LMW APOBEC
3G複 合 体 に 転 換 さ せ る 物 質 な ど ） が 含 ま れ て い る 。 例 え ば 、 そ の 装 置 は そ の 活 性 物 質 を 含
む 製 剤 で コ ー テ ィ ン グ さ れ る 、 そ の 活 性 物 質 を 含 む 製 剤 を 含 浸 す る 、 ま た は そ の 活 性 物 質
を 含 む 製 剤 を そ の 他 の 方 法 で 含 む 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 腟 内 送 達 系 は 本 製 剤 を 含 む タ ン ポ ン ま た は タ ン ポ ン 様 装 置 で
あ る 。 薬 剤 送 達 用 タ ン ポ ン は 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ り 、 こ の よ う な 任 意 の タ ン ポ ン を 本 薬
剤 送 達 系 と 組 み 合 わ せ て 使 用 す る こ と が で き る 。 薬 剤 送 達 用 タ ン ポ ン は 、 例 え ば 、 米 国 特
許 第 6,086,909号 に 述 べ ら れ て い る 。 タ ン ポ ン ま た は タ ン ポ ン 様 装 置 が 用 い ら れ る 場 合 、
活 性 物 質 （ 例 え ば 、 Vif活 性 を 阻 害 す る 物 質 ； 細 胞 内 の 活 性 APOBEC3Gの 量 を 増 加 さ せ る 物
質 ； HMW APOBEC3G複 合 体 を LMW APOBEC3G複 合 体 に 転 換 さ せ る 物 質 な ど ） が そ の 装 置 に 組 み
込 ま れ 得 る 多 く の 方 法 が あ る 。 例 え ば 、 薬 剤 を そ の 装 置 の 先 端 部 に あ る ゲ ル 様 生 体 粘 着 性
貯 蔵 部 に 組 み 込 む こ と が で き る 。 あ る い は 、 薬 剤 は 粉 末 状 物 質 の 形 で タ ン ポ ン の 先 端 部 に
位 置 付 け る こ と が で き る 。 薬 剤 は 、 例 え ば 、 そ の 薬 剤 を 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 に 溶 解 し
て 、 そ の 薬 剤 溶 液 を タ ン ポ ン 繊 維 に 吸 収 さ せ る こ と に よ っ て 、 タ ン ポ ン の 先 端 部 の 繊 維 に
吸 着 さ せ る こ と も で き る 。 薬 剤 は 、 タ ン ポ ン の 先 端 部 に 適 用 さ れ る コ ー テ ィ ン グ 材 料 に 溶
解 す る こ と も で き る 。 あ る い は 、 そ の 薬 剤 は タ ン ポ ン の 先 端 部 に 関 連 し て セ ッ ト さ れ る 挿
入 可 能 坐 剤 に 含 ま せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 そ の 他 の 態 様 に お い て 、 そ の 薬 剤 送 達 系 は 膣 内 リ ン グ で あ る 。 腟 内 リ ン グ は 、 通 常 、 送
達 さ れ る べ き 活 性 物 質 （ 例 え ば 、 Vif活 性 を 阻 害 す る 物 質 ； 細 胞 内 の 活 性 APOBEC3Gの 量 を
増 加 さ せ る 物 質 ； HMW APOBEC3G複 合 体 を LMW APOBEC3G複 合 体 に 転 換 さ せ る 物 質 な ど ） を 含
む エ ラ ス ト マ ー の も う 一 つ の 層 に よ っ て コ ー テ ィ ン グ さ れ る 、 不 活 性 エ ラ ス ト マ ー リ ン グ
か ら 構 成 さ れ る 。 そ の リ ン グ は 、 ユ ー ザ ー に よ っ て 容 易 に 挿 入 さ れ て 、 所 望 の 期 間 （ 例 え
ば 、 7日 間 ま で ） 留 め て 、 そ の 後 、 回 収 す る こ と が で き る 。 そ の リ ン グ は 、 薬 剤 を 含 ま な
い 第 三 の 外 側 の 速 度 制 御 エ ラ ス ト マ ー 層 を 含 ん で も よ い 。 任 意 で 、 そ の 第 三 の リ ン グ は 二
重 放 出 リ ン グ と し て 第 二 の 薬 剤 を 含 む こ と が で き る 。  そ の 薬 剤 は 、 送 達 さ れ る べ き 薬 剤
の 貯 蔵 槽 と し て 機 能 す る シ リ コ ン 製 エ ラ ス ト マ ー リ ン グ を 介 し て ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル
に 取 り 込 ま せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 そ の 他 の 態 様 に お い て 、 本 腟 内 送 達 系 は 腟 内 ス ポ ン ジ で あ る 。 活 性 物 質 は 、 文 献 に 述 べ
ら れ て い る 通 り 、 薬 剤 を 含 ま な い 円 柱 状 ポ リ ウ レ タ ン 腟 内 ス ポ ン ジ に コ ー テ ィ ン グ し た シ
リ コ ン マ ト リ ク ス に 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 ペ ッ サ リ ー 、 タ ブ レ ッ ト 、 お よ び 坐 剤 は 、 本 発 明 で 用 い る こ と の で き る 薬 剤 送 達 系 の そ
の 他 の 例 で あ る 。 こ れ ら の 系 は 文 献 に お い て 詳 細 に 説 明 さ れ て い る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 生 体 粘 着 性 微 粒 子 も 、 本 発 明 で の 使 用 に 適 し た も う 一 つ の 薬 剤 送 達 系 を 構 成 す る 。 こ の
系 は 、 多 く の 坐 剤 製 剤 の よ う に 膣 か ら 流 出 し な い 多 相 性 の 液 体 ま た は 半 固 形 の 調 製 物 で あ
る 。 そ の 物 質 は 膣 の 壁 に 密 着 し て 、 一 定 期 間 を 通 し て 薬 剤 （ 例 え ば 、 Vif活 性 を 阻 害 す る
物 質 ； 細 胞 内 の 活 性 APOBEC3Gの 量 を 増 加 さ せ る 物 質 ； HMW APOBEC3G複 合 体 を LMW APOBEC3G
複 合 体 に 転 換 さ せ る 物 質 な ど ） を 放 出 す る 。 こ れ ら の 系 の 多 く は 鼻 へ の 使 用 の た め に デ ザ
イ ン さ れ た が 、 膣 内 で も 使 用 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,756,907号 ） 。 そ
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の 系 は 活 性 物 質 ； お よ び そ の 薬 剤 の 取 り 込 み を 促 進 す る た め の 界 面 活 性 剤 を 含 む 微 粒 子 を
含 ん で よ い 。 微 粒 子 の 直 径 は 10～ 100pmで あ り 、 デ ン プ ン 、 ゼ ラ チ ン 、 ア ル ブ ミ ン 、 コ ラ
ー ゲ ン ま た は デ キ ス ト ラ ン か ら 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 も う 一 つ の 系 は 、 ア プ リ ケ ー タ ー を 用 い て 使 用 す る た め に 改 変 さ れ た 本 製 剤 を 含 む 容 器
（ 例 え ば 、 チ ュ ー ブ ） で あ る 。 活 性 物 質 （ 例 え ば 、 Vif活 性 を 阻 害 す る 物 質 ； 細 胞 内 の 活
性 APOBEC3Gの 量 を 増 加 さ せ る 物 質 ； HMW APOBEC3G複 合 体 を LMW APOBEC3G複 合 体 に 転 換 さ せ
る 物 質 な ど ） は 、 ア プ リ ケ ー タ ー を 用 い て 膣 に 適 用 す る こ と の で き る ク リ ー ム 、 ロ ー シ ョ
ン 、 泡 沫 剤 、 ペ ー ス ト 、 軟 膏 、 お よ び ゲ ル に 組 み 込 ま れ る 。 医 薬 品 を ク リ ー ム 、 ロ ー シ ョ
ン 、 泡 沫 剤 、 ペ ー ス ト 、 軟 膏 、 お よ び ゲ ル 状 に 調 製 す る た め の 過 程 は 、 文 献 全 体 を 通 し て
見 出 す こ と が で き る 。 適 切 な 系 の 例 は 、 商 標 JERGENS（ 商 標 ） （ Andrew Jergens Co., Cin
cinnati, Ohio） と し て 販 売 さ れ て い る 製 品 の よ う に 、 グ リ セ ロ ー ル 、 セ ラ ミ ド 、 鉱 油 、
ワ セ リ ン 、 パ ラ ベ ン 、 香 料 、 お よ び 水 を 含 む 標 準 的 香 料 無 添 加 の 液 剤 で あ る 。 本 発 明 の 組
成 物 に お け る 使 用 に 適 し た 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 無 毒 の 系 は 、 医 薬 品 製 剤 分 野 の 業 者 に は 明
ら か で あ り 、 例 は Remington's Pharmaceutical Sciences, 19th Edition, A.R. Gennaro,
 ed., 1995に 記 載 さ れ て い る 。 適 切 な 担 体 の 選 択 は 、 例 え ば 、 活 性 成 分 が ク リ ー ム 、 ロ ー
シ ョ ン 、 泡 沫 剤 、 軟 膏 、 ペ ー ス ト 、 液 剤 、 ま た は ゲ ル 剤 に 製 剤 さ れ る か 否 か な ど の 望 ま し
い 特 定 の 腟 内 投 与 剤 形 の 正 確 な 特 徴 、 お よ び そ の 活 性 成 分 の 本 質 に 依 存 す る 。 そ の 他 の 適
切 な 送 達 装 置 は 、 米 国 特 許 第 6,476,079号 に 記 載 さ れ た 装 置 で あ る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
治 療 に 適 し た 被 験 体
　 本 発 明 の 方 法 は 、 レ ン チ ウ イ ル ス に 感 染 し た 個 人 ； レ ン チ ウ イ ル ス に 感 染 す る 危 険 性 の
あ る 個 人 ； お よ び レ ン チ ウ イ ル ス 感 染 症 の 治 療 を 受 け た が 再 発 し た 個 人 の 治 療 に 適 し て い
る 。 こ の よ う な 個 人 に は 、 健 常 で 免 疫 系 は 無 傷 で あ る が 、 HIVに 感 染 す る 危 険 性 の あ る 個
人 （ 「 危 険 に さ ら さ れ て い る 」 個 人 ） が 含 ま れ る が 、 こ れ に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 危
険 に さ ら さ れ て い る 個 人 に は 、 一 般 集 団 よ り も HIVに 感 染 す る 可 能 性 が 高 い 個 人 が 含 ま れ
る が 、 こ れ に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 HIVに 感 染 す る 危 険 性 の あ る 個 人 に は 、 HIVに 感 染
し た 個 人 と の 性 行 為 に 起 因 す る HIV感 染 の 危 険 性 の あ る 個 人 ； 静 脈 内 薬 物 使 用 者 ； HIVに 感
染 し た 血 液 、 血 液 製 剤 、 ま た は そ の 他 の HIVで 汚 染 さ れ た 体 液 に 暴 露 さ れ た 可 能 性 の あ る
個 人 ； お よ び HIVに 感 染 し た 母 親 に 育 て ら れ る 乳 児 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も
の で は な い 。 治 療 に 適 し た 個 人 に は 、 HIV-1お よ び ／ も し く は HIV-2、 お よ び ／ も し く は HI
V-3も し く は そ れ ら の 任 意 の 変 異 型 に 感 染 し た 個 人 、 ま た は 感 染 す る 危 険 性 の あ る 個 人 が
含 ま れ る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 本 発 明 の 方 法 を 用 い た 治 療 に 適 し た 個 人 に は 、 そ の 他 の 抗 ウ イ ル ス 療 法 を 用 い た 治 療 に
対 し て 不 応 性 の 、 レ ン チ ウ イ ル ス 感 染 症 に 感 染 し た 個 人 も 含 ま れ る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
実 施 例
　 次 の 実 施 例 は 、 当 業 者 に 本 発 明 の 作 製 お よ び 使 用 方 法 に 関 す る 詳 細 な 開 示 お よ び 説 明 を
提 供 す る た め に 記 載 す る も の で あ り 、 本 発 明 者 ら が 本 発 明 と 見 な す も の の 範 囲 を 限 定 す る
こ と は 意 図 せ ず 、 ま た 以 下 の 実 験 が 実 施 さ れ る 実 験 の す べ て ま た は 唯 一 の 実 験 で あ る こ と
を 示 す こ と を 意 図 す る も の で も な い 。 用 い ら れ る 数 値 （ 例 え ば 、 量 、 温 度 な ど ） に 関 し て
は 正 確 を 期 す よ う 努 力 が 払 わ れ て い る が 、 実 験 上 の 誤 差 お よ び 逸 脱 が 考 慮 さ れ る べ き で あ
る 。 特 記 す る 場 合 を 除 い て 、 部 分 は 重 量 に 基 づ く 部 分 で あ り 、 分 子 量 は 分 子 量 の 重 量 平 均
で あ り 、 温 度 は 摂 氏 温 度 で あ り 、 圧 力 は 大 気 圧 ま た は こ れ に 近 い も の で あ る 。 例 え ば 、 bp
は 塩 基 対 ； kbは キ ロ ベ ー ス ； plは ピ コ リ ッ ト ル ； sま た は sec.は 秒 ； minは 分 ； hま た は hr
は 時 間 な ど 、 標 準 的 略 号 が 用 い ら れ る 場 合 が あ る 。
【 ０ １ ６ ６ 】

： HIV-1 Vifに よ る APOBEC3Gの 抗 ウ イ ル ス 活 性 の 遮 断
実 験 手 順
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プ ラ ス ミ ド
　 pNL4-3お よ び pNL4-3△ Vif（ 別 名 ： p-NLND） 発 現 ベ ク タ ー に つ い て は 既 に 記 載 さ れ て い
る 。 Adachi et al.(1991). Arch Virol 117, 45-58； お よ び Sakai et al. (1993) J Viro
l 67, 1663-1666. pcDNA3.1 APOBEC3G-HAお よ び APOBEC3G発 現 ベ ク タ ー は 、 NG/C15レ ト ロ
ウ イ ル ス ベ ク タ ー に 含 ま れ る XhoI／ EcoRI制 限 部 位 を 用 い て APOBEC3G-HAカ セ ッ ト を 切 除 し
て （ Sheehy et al. (2002) Nature 418, 646-650） 、 続 い て 、 そ の 断 片 を pcDNA3.1の 同 一
制 限 酵 素 部 位 に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 、 製 造 さ れ た 。 pCMV4-HA-APOBEC3Gベ ク タ
ー を 製 造 す る た め に 、 APOBEC3G cDNAを H9 cDNAラ イ ブ ラ リ ー か ら PCRに よ っ て 増 幅 し た 後
、 pCMV4ベ ク タ ー の HindIIIお よ び XbaI部 位 に 挿 入 し た 。 GST-Vifは 、 pNL4-3ベ ク タ ー に 含
ま れ る Vifコ ー ド 領 域 を ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） で 増 幅 し て 、 続 い て こ の 単 位 複 製 配
列 を pBCベ ク タ ー の EcoRIお よ び NheI部 位 に 挿 入 し て 、 調 整 し た （ Chatton et al. (1995) 
Biotechniques 18, 142-145） 。 PCRを 用 い て 調 整 さ れ た 各 挿 入 部 分 の 配 列 は 、 DNAシ ー ケ
ン シ ン グ に よ っ て 確 認 し た 。
【 ０ １ ６ ７ 】
細 胞 株 、 ス ピ ノ キ ュ レ ー シ ョ ン （ spinoculation） 、 お よ び 高 度 精 製 ビ リ オ ン の 調 整
　 H9、 Supt-1、 Jurkatお よ び 293T細 胞 は 標 準 的 な 組 織 培 養 技 術 を 用 い て 維 持 さ れ た 。 新 鮮
ヒ ト 末 梢 血 リ ン パ 球 （ PBL） は 、 IL-2（ 5ug/L） （ Roche Diagnostics） を 添 加 し た 完 全 RPM
I培 地 （ 10％ FBS） で 維 持 さ れ た 。 PBLの 一 部 を フ ィ ト ヘ マ グ ル チ ニ ン （ PHA） （ 5μ g/ml）
で 使 用 前 に 24時 間 、 活 性 化 し た 。 HIV-1 wtお よ び HIV-1 △ Vifウ イ ル ス は 、 リ ン 酸 カ ル シ
ウ ム に 媒 介 さ れ る VSV-Gお よ び pNL4-3ま た は pNL4-3 △ Vifを コ ー ド す る 発 現 ベ ク タ ー DNAの
293T細 胞 へ の 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ っ て 、 水 疱 性 口 内 炎 ウ イ ル ス -G（ VSV-G） エ
ン ベ ロ ー プ で シ ュ ー ド タ イ プ と し た 。 48時 間 培 養 後 に 、 ウ イ ル ス を 含 む 上 清 を 回 収 し て 、
500× gに て 5分 間 遠 心 分 離 し て 清 澄 化 し て 、 孔 径 0.2ミ ク ロ ン の フ ィ ル タ ー に 通 し て 濾 過 し
た 。 続 い て 、 こ の ウ イ ル ス 含 有 上 清 を 48穴 プ レ ー ト で 0.4× 10 6 個 /ウ ェ ル の H9細 胞 と 共 に
イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 34℃ に て 低 速 で 90分 間 、 遠 心 分 離 し た 。 次 に 、 細 胞 を リ ン 酸 緩 衝 生
理 食 塩 液 （ PBS） で 洗 浄 し 、 完 全 培 地 を 用 い て 37℃ に て 40時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の
後 、 細 胞 を 500× gに て 5分 間 、 遠 心 分 離 し て ペ レ ッ ト 化 し 、 PBSで 洗 い 、 イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ
ン グ お よ び 核 -細 胞 質 分 画 試 験 に 備 え て 溶 解 し た 。 既 報 の 非 連 続 工 程 イ オ ジ キ サ ノ ー ル グ
ラ ジ エ ン ト 精 製 法 （ Dettenhoferお よ び Yu (1999) J Virol 73, 1460-1467） を 用 い て 、 高
度 精 製 ビ リ オ ン を ウ イ ル ス 含 有 上 清 か ら 得 た 。 次 に 、 イ オ ジ キ サ ノ ー ル グ ラ ジ エ ン ト か ら
得 ら れ た 画 分 に つ い て 4℃ 、 90分 間 の さ ら に 1回 の 超 遠 心 分 離 を 行 い 、 ペ レ ッ ト は ド デ シ ル
硫 酸 ナ ト リ ウ ム -ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 法 （ SDS-PAGE） に よ る 分 析 前 に Laemmli
添 加 液 30μ lに 再 懸 濁 し た 。
【 ０ １ ６ ８ 】
抗 体 、 イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ 分 析 、 細 胞 内 抗 p24免 疫 染 色 、 お よ び FPLC
　 抗 APOBEC3G抗 体 は 、 ウ サ ギ を ヒ ト APOBEC3Gの C末 端 の 16個 の ア ミ ノ 酸 に 相 当 す る 合 成 ペ
プ チ ド
　
　
で 免 疫 化 お よ び ブ ー ス ト し て 作 製 し た 。 42日 後 に 血 清 を 採 取 し て 、 H9細 胞 溶 解 液 を 用 い て
免 疫 応 答 を 調 べ た 。 負 の 対 照 と し て 、 同 一 の ウ サ ギ か ら 得 ら れ た 免 疫 前 の 血 清 （ 抗 体 液 ）
を 用 い て 同 一 細 胞 溶 解 液 の 免 疫 応 答 を 調 べ た 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 Vif抗 血 清 （ Goncalves e
t al. (1994) J Virol 68, 704-712） 。 ウ サ ギ 抗 Nef抗 血 清 は 既 報 の 通 り と し た （ Bresnah
an et al., 1998） 。 マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 p24 Gag腹 水 は Beckman Coulterか ら 寄 贈 さ
れ た 。 用 い ら れ た そ の 他 の 抗 体 に は 、 ウ サ ギ 抗 HA（ Santa Cruz） ； マ ウ ス 抗 HA（ 12CA5, R
oche） ； お よ び マ ウ ス 抗 ユ ビ キ チ ン （ Santa Cruz） が 含 ま れ た 。 イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ お
よ び 高 速 タ ン パ ク 質 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ FPLC） に お い て 用 い ら れ る 溶 解 緩 衝 液 は 、
（ 1） 100～ 400mM NaCl、 50mM Hepes、 0.2％  NP40、 0～ 5mM EDTA、 .1mM PMS、 お よ び 完 全
プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 カ ク テ ル （ Roche） （ 緩 衝 液 50ml当 た り 1タ ブ レ ッ ト ） 、 ま た は （ 2） 5
0mM Hepes、 pH 7.2、 135mM NaCl、 1％  Triton X-100、 0.5％ デ オ キ シ コ ー ル 酸 、 10％ グ リ
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セ ロ ー ル 、 1mM EDTA、 1× プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 カ ク テ ル （ Calbiochem） で あ っ た 。 FPLC泳
動 緩 衝 液 の 組 成 は 、 50mM Hepes、 pH 7.4； 250mM NaCl； 0.1％  NP40、 1mM DTT； お よ び 10
％ グ リ セ ロ ー ル で あ っ た 。 H9細 胞 の 細 胞 内 抗 24免 疫 染 色 は 、 既 報 の 通 り 実 施 さ れ た （ Ecks
tein et al. (2001) J Exp. Med. 194: 1407-1419） 。 FPLC分 析 の た め の 細 胞 溶 解 液 は 、
微 量 遠 心 管 に て 最 高 速 度 で 10分 、 2回 、 遠 心 分 離 し た 後 、 較 正 さ れ た Superose 6 HR 10/30
ま た は Superose 12 HR 10/30充 填 済 み ゲ ル 濾 過 カ ラ ム （ AKTA, Amersham Pharmacia Biote
ch） に 適 用 し た 。 そ の 後 の 分 析 に 備 え て 、 カ ラ ム か ら 1ml試 料 を 回 収 し た 。
【 ０ １ ６ ９ 】
タ ン パ ク 質 発 現 ア ッ セ イ
　 293T細 胞 に 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法 を 用 い て 指 示 さ れ た 量 の 発 現 ベ ク タ ー DNAを ト ラ ン ス
フ ェ ク ト し た 。 イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ に 使 用 し た 溶 解 緩 衝 液 は 、 （ 1） 100～ 400mM NaCl、
50mM Hepes、 0.2％  NP40、 0～ 5mM EDTA、 0.1mM PMSF、 お よ び 完 全 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 カ
ク テ ル （ Roche） （ 緩 衝 液 50ml当 た り 1タ ブ レ ッ ト ） 、 ま た は （ 2） 50mM Hepes、 pH 7.2、 1
35mM NaCl、 1％  Triton X-100、 0.5％ デ オ キ シ コ ー ル 酸 、 10％ グ リ セ ロ ー ル 、 1mM EDTA、
1× プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 カ ク テ ル （ Calbiochem） で あ っ た 。 試 料 は 、 標 準 的 な SDS-PAGE技
術 を 用 い て 分 析 し た 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 一 時 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 に お け る プ ロ テ ア ソ ー ム 阻 害 剤 実 験 の た め 、 293T細
胞 に APOBEC3G-HA DNA 0.1μ g、 対 照 ベ ク タ ー DNA 2μ g、 お よ び pcDNA3.1 Vif DNAベ ク タ ー
ま た は 対 照 ベ ク タ ー DNAの 追 加 の 2μ gの い ず れ か 2μ gを 一 時 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 24時 間 に 細 胞 を 指 定 さ れ た 阻 害 物 質 で 処 理 し 、 15時 間 後 に 回 収 し
た 。 感 染 H9細 胞 を 用 い た プ ロ テ ア ソ ー ム 阻 害 剤 実 験 の た め に 、 H9細 胞 に 、 上 記 の 通 り ス ピ
ノ キ ュ レ ー シ ョ ン に よ り 感 染 さ せ た 。 感 染 44時 間 後 に 、 細 胞 を ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド （ DM
SO） （ 0.1％ ） ま た は 0.25μ Mエ ポ キ ソ ミ シ ン の い ず れ か で 16時 間 処 理 し た 。 す べ て の 阻 害
剤 （ ALLN、 MG132、 エ ポ キ ソ ミ シ ン 、 カ ル パ イ ン 阻 害 剤 III、 お よ び ク ラ ス ト -ラ ク タ シ ス
チ ン -β -ラ ク ト ン ） は CalBiochemか ら 購 入 し て 、 DMSOに 溶 解 し た 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 H9細 胞 の 細 胞 内 抗 24Gap免 疫 染 色 は 、 既 述 の 通 り 実 施 さ れ た （ Eckstein et al., 2001、
前 記 ） 。 簡 単 に 述 べ る と 、 H9細 胞 を 回 収 し て 、 洗 浄 し 、 PermeaFix（ Ortho Diagnostic Sy
stems, Raritan, NJ） 中 で 室 温 に て 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 透 過 処 理 し た
。 さ ら に 2回 洗 浄 し た 後 、 細 胞 に FITCを 抱 合 さ せ た 抗 p24-Gap抗 体 （ Coulter） を 加 え て 室
温 に て 30分 間 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 さ ら な る 洗 浄 工 程 後 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り
細 胞 を 分 析 し た 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 細 胞 内 の APOBEC3Gの 分 布 を 分 析 す る た め に 、 H9ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 293T細 胞
を 洗 浄 し て 、 膨 張 用 緩 衝 液 （ swelling buffer） （ 10mM HEPES pH 7.9、 1.5mM MgCl 2 、 lOm
M KCL、 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 カ ク テ ル お よ び PMSF） に 懸 濁 し た 。 細 胞 は 、 0.4％  NP-40存 在
下 で ボ ル テ ッ ク ス に か け る 前 に 、 氷 上 で 10分 間 、 膨 張 さ せ た 。 溶 解 液 を 、 膨 張 用 緩 衝 液 中
1％ シ ョ 糖 液 1ml上 に 重 層 し て 、 続 い て 、 Beckman GS-6R遠 心 分 離 器 で 3150RPMに て 遠 心 分 離
し た 。
【 ０ １ ７ ３ 】
ノ ー ザ ン 分 析
　 RNAは 、 Qiagen RNAeasy RNA抽 出 キ ッ ト を 用 い て 10 7 個 の 感 染 ま た は 非 感 染 の H9ま た は Su
pt-1細 胞 か ら 抽 出 し た 。 続 い て 、 RNAを 1％ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド -ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 分 離 し
て 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に 移 し て 、 3 2 Pで 標 識 し た APOBEC3G cDNAを 用 い て 探 査 し た 。 続 い
て 、 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー を 用 い て 膜 上 の ハ イ ブ リ ッ ド バ ン ド を 可 視 化 し た 。
【 ０ １ ７ ４ 】
パ ル ス -チ ェ イ ス 実 験 お よ び パ ル ス 放 射 標 識 実 験
　 HEK293細 胞 に 、 APOBEC3G-HA発 現 ベ ク タ ー  1μ g、 お よ び Vifま た は 対 照 発 現 ベ ク タ ー の
い ず れ か 8μ gを 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た HEK 293細 胞 を 標 識 培
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地 （ メ チ オ ニ ン お よ び シ ス テ イ ン を 含 ま な い DMEM（ Cellgro） に 10％ 透 析 FBSを 添 加 ） 中 で
1時 間 、 プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 続 い て 各 試 料 は 、 放 射 標 識 さ れ た メ チ オ ニ ン お よ び シ
ス テ イ ン を 含 む 250μ Ci EasyTag（ 商 標 ） EXPRESS 3 5 S Protein Labeling Mix（ PerkinElm
er） を 含 む 標 識 培 地 中 で 30分 間 、 パ ル ス 標 識 し た 。 初 期 パ ル ス 標 識 （ t＝ 0） 試 料 を 回 収 し
た 。 残 り の 放 射 標 識 試 料 は 、 追 跡 培 地 （ 4.02mMメ チ オ ニ ン （ 20× ） お よ び 3mMシ ス テ イ ン
（ 15× ） を 加 え た 10％ FBS＋ DMEM） を 用 い て イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 異 な る 時 点 で 回 収 し た
。 パ ル ス 標 識 実 験 の た め に 、 各 試 料 を 15分 間 パ ル ス 標 識 し 、 そ の 後 直 ち に 回 収 し た 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 回 収 し た 細 胞 ペ レ ッ ト を 氷 上 で 15分 間 、 緩 衝 液 A（ 50mM HEPES、 135mM NaCl、 1％ Triton
 X-100、 0.5％ デ オ キ シ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム 、 10％ グ リ セ ロ ー ル 、 1mM EDTA、 （ pH 7.2）
、 ＋ プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 カ ク テ ル セ ッ ト I（ Calbiochem） ） で 溶 解 し た 。 細 胞 溶 解 物 を 4℃
に お い て 14,000× gで 10分 間 、 清 澄 化 し た 。 タ ン パ ク 質 の 定 量 は BCA Protein Assay Reage
nts（ Pierce） を 用 い て 実 施 し た 。 免 疫 沈 降 （ IP） は 、 抗 HAモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 262K Ma
b、 Cell Signaling Technology） 存 在 下 で 等 し い タ ン パ ク 質 濃 度 ／ 液 量 で セ ッ ト し 、 氷 上
で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 の す べ て の 遠 心 ／ 洗 浄 工 程 は 4℃ で 実 施 し た 。 IPを 緩 衝 液 A
で 4回 洗 浄 し て 、 1× SDS-PAGE試 料 緩 衝 液 で 溶 出 し た 。 試 料 は SDS-PAGEで 分 析 し て 、 ゲ ル は
Amplify蛍 光 グ ラ フ ィ ッ ク 試 薬 （ Amersham Biosciences） で の 処 理 お よ び ゲ ル の 乾 燥 前 に
少 な く と も 1時 間 固 定 し た 。 乾 燥 し た ゲ ル を オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー に 供 し て 、 ス キ ャ ン
し た 画 像 は Scion画 像 ソ フ ト ウ ェ ア （ バ ー ジ ョ ン 1.62） を 用 い て 定 量 し た 。
【 ０ １ ７ ６ 】
イ ン ビ ト ロ で の 翻 訳
　 Vifま た は 対 照 GSTタ ン パ ク 質 は 、 先 ず 、 Promega TNT T-7結 合 網 状 赤 血 球 溶 解 液 シ ス テ
ム を 用 い て 製 造 業 者 の 説 明 書 に 従 っ て 90分 間 、 転 写 お よ び 翻 訳 さ せ た 。 続 い て 、 予 め 合 成
さ れ た Vifま た は GSTを 、 氷 上 で APOBEC3G DNAで プ ロ グ ラ ム さ れ た 新 し い 転 写 ／ 翻 訳 ミ ッ ク
ス に 加 え た 。 次 に 、 反 応 物 を 30℃ の 水 槽 に 移 し て 、 15ま た は 30分 間 、 反 応 さ せ た 。 SDS-PA
GEで タ ン パ ク 質 を 分 離 し 、 ゲ ル を オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー に よ り 分 析 し た 。
【 ０ １ ７ ７ 】
結 果
固 有 の APOBEC3Gタ ン パ ク 質 の 非 許 容 性 T細 胞 中 で の 選 択 的 発 現 、 お よ び 主 と し て 細 胞 質 で
の 局 在
　 Vifが ど の よ う に し て APOBEC3Gの 抗 ウ イ ル ス 活 性 を 克 服 す る か と い う 疑 問 に 答 え る た め
に 、 ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 開 発 し て 、 ～ 46kDの APOBEC3Gタ ン パ ク 質 の 16個 の C末 端
ア ミ ノ 酸 に 方 向 付 け た 。 先 行 試 験 か ら APOBEC3G mRNAは 非 許 容 性 細 胞 中 で は 発 現 す る が 許
容 性 細 胞 で は 発 現 し な い こ と が 示 さ れ て い た が （ Sheehy et al., 2002、 前 記 ） 、 APOBEC3
Gタ ン パ ク 質 が 非 許 容 性 細 胞 中 で 実 際 に 発 現 す る か 否 か は 不 明 の ま ま で あ っ た 。 従 っ て 、
許 容 性 お よ び 非 許 容 性 細 胞 タ イ プ か ら 得 ら れ た 溶 解 物 を 抗 APOBEC3G抗 体 を 用 い て イ ム ノ ブ
ロ ッ ト す る こ と に よ っ て 、 APOBEC3Gタ ン パ ク 質 の 発 現 パ タ ー ン を 評 価 し た 。 結 果 を 図 1Aに
示 す 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 ウ サ ギ 抗 APOBEC3G抗 体 は 、 非 許 容 性 PHA刺 激 一 次 末 梢 血 リ ン パ 球 （ PBL） お よ び H9細 胞 に
含 ま れ る ～ 46kDの タ ン パ ク 質 と 特 異 的 に 反 応 し た （ 図 1A、 レ ー ン 2お よ び 3） 。 一 方 、 こ の
46kDの タ ン パ ク 質 は 許 容 性 Supt-1、 Jurkat、 ま た は 293T細 胞 か ら 調 製 さ れ た 溶 解 物 中 に は
検 出 さ れ ず （ 図 1A、 レ ー ン 4～ 6） 、 同 一 ウ サ ギ 由 来 の 免 疫 前 血 清 を 使 用 し た 場 合 は 非 許 容
性 細 胞 タ イ プ 中 に も 検 出 さ れ な か っ た 。 α -チ ュ ー ブ リ ン 発 現 の 程 度 は 非 許 容 性 お よ び 許
容 性 細 胞 の 溶 解 物 で ほ ぼ 等 し く 、 負 荷 量 が ほ ぼ 等 し い こ と が 確 認 さ れ た 。 注 目 す べ き こ と
に 、 PBLを PHAで 刺 激 し た 結 果 （ +の 記 号 に よ り 表 示 ） 、 内 因 性 APOBEC3Gの 発 現 が 増 加 し た
（ レ ー ン 1お よ び 2を 比 較 ） 。 こ れ ら の 未 刺 激 PBL溶 解 物 中 で は α -チ ュ ー ブ リ ン の 発 現 量 は
少 量 で あ っ た が 、 p56 l c k は PHA活 性 化 PBL溶 解 物 に 対 し て 非 刺 激 溶 解 物 中 に ほ ぼ 等 し く 発 現
し て 、 APOBEC3Gが 一 次 PBLの マ イ ト ジ ェ ン 活 性 化 に 反 応 し て 誘 導 的 に 発 現 す る こ と を 示 唆
し て い る 。
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【 ０ １ ７ ９ 】
　 抗 APOBEC3G抗 体 の 特 異 性 を さ ら に 確 認 す る た め に 、 対 照 ベ ク タ ー DNA（ 偽 ） ま た は HA-AP
OBEC3G発 現 ベ ク タ ー の い ず れ か を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 293T細 胞 由 来 の 細 胞 溶 解 物 に つ い
て イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 っ た 。 抗 APOBEC3G抗 体 は HA-APOBEC3Gを ト ラ ン ス フ ェ ク ト し
た 細 胞 由 来 の 溶 解 物 に 含 ま れ る ～ 50kDの タ ン パ ク 質 と 反 応 し た が 、 偽 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し
た 293T細 胞 由 来 の 溶 解 物 に 同 等 な タ ン パ ク 質 バ ン ド は 認 め ら れ な か っ た （ 図 1A、 レ ー ン 6
お よ び 7） 。 総 合 す る と 、 こ れ ら の 所 見 は 、 ウ サ ギ 抗 APOBEC3G抗 体 が 内 因 性 ヒ ト APOBEC3G
と 特 異 的 に 反 応 す る こ と を 示 し て 、 内 因 性 APOBEC3Gタ ン パ ク 質 が 非 許 容 性 細 胞 中 で 発 現 す
る こ と を 確 認 し 、 APOBEC3Gタ ン パ ク 質 発 現 が 一 次 PBLの PHA刺 激 に よ っ て ア ッ プ レ ギ ュ レ ー
ト さ れ る こ と を 明 ら か に す る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 次 に 、 APOBEC3Gの 細 胞 内 局 在 化 を 、 非 許 容 性 H9細 胞 お よ び 許 容 性 SupT1細 胞 か ら 単 離 さ
れ た 核 お よ び 細 胞 質 画 分 の イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ っ て 分 析 し た 。 結 果 を 図 1Bに 示 す 。
チ ュ ー ブ リ ン お よ び ヒ ス ト ン H3は 、 こ れ ら の 細 胞 内 画 分 の 純 度 を モ ニ タ ー す る た め に 、 そ
れ ぞ れ 、 細 胞 質 マ ー カ ー お よ び 核 マ ー カ ー と し て 用 い ら れ た 。 内 因 性 APOBEC3Gタ ン パ ク 質
は 、 許 容 性 SupT1細 胞 の 核 ま た は 細 胞 質 の い ず れ に も 検 出 可 能 な 程 度 に は 発 現 し な か っ た
。 逆 に 、 非 許 容 性 H9細 胞 で は 、 APOBEC3Gが 容 易 に 検 出 さ れ て 、 主 に 細 胞 質 に 局 在 化 し た 。
但 し 、 少 量 の APOBEC3Gが 核 に 存 在 し た 。 チ ュ ー ブ リ ン お よ び ヒ ス ト ン H3の 発 現 は 核 お よ び
細 胞 質 の 画 分 が 交 差 汚 染 し て い な か っ た こ と を 示 し て い る こ と か ら 、 こ れ ら の 所 見 か ら AP
OBEC3Gタ ン パ ク 質 が 実 際 に 核 の 内 外 を 移 動 し 得 る 可 能 性 が 生 じ る 。 い ず れ に せ よ 、 APOBEC
3Gの 大 部 分 は 細 胞 質 コ ン パ ー ト メ ン ト で 発 現 す る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 図 1Aお よ び 1B。 APOBEC3Gの 発 現 お よ び 局 在 化 の 特 徴 付 け 。 （ A） 非 許 容 性 お よ び 許 容 性
細 胞 に お け る APOBEC3G発 現 の イ ム ノ ブ ロ ッ ト 分 析 。 指 示 さ れ た 細 胞 タ イ プ を 溶 解 し て 、 SD
S-PAGEで 分 析 し た 後 、 抗 APOBEC3G抗 血 清 、 抗 チ ュ ー ブ リ ン お よ び 抗 p56 l c k を 用 い て イ ム ノ
ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 分 析 し た 。 抗 血 清 の 特 異 性 を 確 認 す る た め に 、 293T細 胞 に HA-APOBE
C3G発 現 ベ ク タ ー を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 PBL、 末 梢 血 リ ン パ 球 。 （ B） APOBEC3Gの 細 胞
内 局 在 化 。 核 お よ び 細 胞 質 画 分 は H9（ 非 許 容 性 ） ま た は Supt-1（ 許 容 性 ） 細 胞 か ら 調 製 し
て 、 APOBEC3Gに 特 異 的 な 抗 血 清 を 用 い て イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 分 析 し た 。 抗 α -チ
ュ ー ブ リ ン お よ び 抗 ヒ ス ト ン H3を 用 い た イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 、 細 胞 質 お よ び 核 画
分 の 完 全 性 が 確 認 さ れ た 。 APOBEC3Gの 大 部 分 は 細 胞 質 に 局 在 化 す る が 、 こ の タ ン パ ク 質 の
少 量 は 核 に も 存 在 す る 点 に 留 意 さ れ た い 。
【 ０ １ ８ ２ 】
Vifに よ る 内 因 性 APOBEC3Gタ ン パ ク 質 の ビ リ オ ン 内 へ の 組 み 込 み の 阻 止
　 最 近 の 研 究 か ら 、 APOBEC3Gが そ の 後 の 標 的 細 胞 内 で の 逆 転 写 中 に 形 成 さ れ る 新 規 合 成 の
HIV-1 DNA転 写 物 の 過 度 の 超 変 異 を 惹 起 す る こ と に よ っ て 、 非 許 容 性 細 胞 に よ っ て 産 生 さ
れ る HIV-1 △ Vifビ リ オ ン の 感 染 性 を 阻 害 す る こ と を 示 し て い る （ Harris et al., 2003; 
Lecossier et al., 2003; Mangeat et al., 2003; Zhang et al., 2003） 。 こ れ ら の 知 見
は 、 抗 ウ イ ル ス 因 子 が △ Vifビ リ オ ン 内 に 組 み 込 ま れ て 次 の 標 的 細 胞 に 輸 送 さ れ る と い う
結 論 を 裏 付 け る も の で あ る （ Harris et al., 2003; Lecossier et al., 2003; Mangeat e
t al., 2003; Zhang et al., 2003、 前 記 ） 。 こ の 点 に 関 し て 、 APOBEC3G-HAは 、 Vifが 存
在 す る 場 合 お よ び 存 在 し な い 場 合 の 双 方 に お い て 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 293T細 胞 に よ
っ て 産 生 さ れ る ビ リ オ ン 内 で 検 出 さ れ て い る （ Sheehy et al., 2002、 前 記 ） 。 し か し 、
ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 293T細 胞 に お い て 不 自 然 に 多 量 の APOBEC3Gタ ン パ ク 質 が 発 現 す る
と 仮 定 す る と 、 こ の 系 は 実 際 の 生 物 学 的 事 象 を 必 ず し も 忠 実 に は 再 現 し な い 可 能 性 が あ る
。 Vifは 内 因 性 APOBEC3Gが ビ リ オ ン に 組 み 込 ま れ る こ と を 阻 止 し 得 る と 仮 定 し て 、 こ の 可
能 性 を よ り 生 理 学 的 に 関 連 性 の あ る 細 胞 条 件 下 に お い て 検 証 し た 。 H9細 胞 に 水 疱 性 口 内 炎
タ ン パ ク 質 -G（ VSV-G） で シ ュ ー ド タ イ プ と し た HIV-1 N L 4 - 3 wtま た は VSV-G-HIV-1 N L 4 - 3 -△
Vifウ イ ル ス を 感 染 さ せ た 。 高 度 に 精 製 さ れ た ビ リ オ ン を 単 離 す る た め に 、 感 染 H9細 胞 由
来 の 上 清 を 回 収 し て 非 連 続 イ オ ジ キ サ ノ ー ル グ ラ ジ エ ン ト に 適 用 し た 。 こ れ ら の グ ラ ジ エ
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ン ト か ら 得 ら れ る 連 続 画 分 を 、 HIV-1 wtお よ び △ vifビ リ オ ン の マ ー カ ー と し て p24Gagに
つ い て 分 析 し た 。 こ れ ら の 画 分 を 探 査 し た 結 果 、 HIV-1△ Vifビ リ オ ン に 内 因 性 APOBEC3Gが
含 ま れ る こ と が 明 ら か と な っ た （ 図 2） 。 逆 に 、 HIV-1 wtビ リ オ ン に は 、 実 際 上 、 完 全 長 A
POBEC3Gタ ン パ ク 質 は 含 ま れ な か っ た 。 こ れ ら の 知 見 は 、 プ ロ デ ュ ー サ ー 細 胞 に お け る Vif
の 発 現 が 新 規 に 形 成 さ れ る ビ リ オ ン へ の APOBEC3Gタ ン パ ク 質 の 組 み 込 み を 著 し く 障 害 す る
こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 図 2。 Vifは 完 全 長 の 内 因 性 APOBEC3Gの ビ リ オ ン 内 へ の 組 み 込 み を 阻 止 す る 。 HIV-1お よ
び HIV-1 △ Vifビ リ オ ン は 、 VSV-Gで シ ュ ー ド タ イ プ と し た HIV-1ま た は HIV-1 △ Vifウ イ ル
ス を 用 い た H9細 胞 の ス ピ ノ キ ュ レ ー ト 感 染 に よ っ て 調 整 さ れ た 。 感 染 48時 間 後 に 、 ウ イ ル
ス を 含 む 上 清 を 回 収 し て 、 ビ リ オ ン を 非 連 続 段 階 の イ オ ジ キ サ ノ ー ル グ ラ ジ エ ン ト で 精 製
し た 。 ビ リ オ ン お よ び 抗 APOBEC3G抗 血 清 を 同 定 し て こ の 抗 ウ イ ル ス 因 子 の ビ リ オ ン へ の 組
み 込 み に つ い て 調 べ る た め に 、 抗 p24 Gag抗 体 を 用 い て グ ラ ジ エ ン ト 画 分 を イ ム ノ ブ ロ ッ
ト し た 。 APOBEC3Gは 、 HIV-1 △ Vifビ リ オ ン と 比 べ て 、 HIV-1 wtビ リ オ ン に お い て 著 し く
減 少 す る こ と に 留 意 さ れ た い 。
【 ０ １ ８ ４ 】
Vif発 現 と HIV-1感 染 H9 T細 胞 中 の 内 因 性 APOBEC3Gタ ン パ ク 質 の 消 失 と の 関 連 性
　 HIV-1 Vifが APOBEC3Gの ビ リ オ ン へ の 組 み 込 み を 阻 止 す る メ カ ニ ズ ム を さ ら に 解 明 す る
た め に 、 HIV-1 wtま た は HIV-1 △ Vifウ イ ル ス の 感 染 2日 後 に H9細 胞 に お け る 細 胞 内 の 内 因
性 APOBEC3Gの 量 を 分 析 し た 。 こ れ ら の 試 験 で は 、 細 胞 内 抗 p24-Gag免 疫 染 色 （ 図 3A、 上 段
） に よ り 調 べ ら れ た HIV-1感 染 レ ベ ル （ 76.4％ 対 73.9％ ） と 匹 敵 す る レ ベ ル 、 お よ び 前 方
お よ び 側 方 光 散 乱 特 性 （ 図 3A、 下 段 ） に よ り 調 べ ら れ た 生 存 率 と 同 等 の 生 存 率 を 示 す H9細
胞 が 用 い ら れ た 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 次 に 、 細 胞 溶 解 物 を 、 非 感 染 H9細 胞 、 ま た は 同 様 に HIV-1 wtも し く は HIV-1 △ Vifに 感
染 さ せ た H9細 胞 か ら 調 製 し て 、 抗 APOBEC3G抗 体 を 用 い た イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 内 因
性 APOBEC3Gタ ン パ ク 質 の 発 現 を 分 析 し た （ 図 3B） 。 HIV-1 wtに 感 染 し た H9細 胞 で は 、 内 因
性 APOBEC3Gタ ン パ ク 質 の 発 現 に 顕 著 な 減 少 が 認 め ら れ た 。 逆 に 、 HIV-1 △ Vifに 感 染 し た H
9細 胞 培 養 物 で は 、 APOBEC3G発 現 が 容 易 に 検 出 さ れ た 。 こ の レ ベ ル は 非 感 染 H9細 胞 で 見 ら
れ た 値 と 非 常 に 近 く 、 HIV-1感 染 が APOBEC3G発 現 を 誘 導 し な い こ と を 示 唆 し て い る 。 一 方
、 α -チ ュ ー ブ リ ン 量 は 、 非 感 染 ま た は HIV-1 △ Vifに 感 染 し た 試 料 と 比 べ て 、 HIV-1 wt感
染 試 料 で 減 少 し な か っ た （ 図 3B） 。 Vifは HIV-1 wt感 染 試 料 に お い て 発 現 し て 、 ウ イ ル ス
感 染 し た 2つ の 試 料 で は ほ ぼ 等 し い 量 の Nefが 検 出 さ れ た （ 図 3B） 。 こ れ ら の 知 見 は 、 Vif
を 発 現 す る HIV-1が 非 許 容 性 細 胞 に 感 染 す る と 固 有 の APOBEC3Gタ ン パ ク 質 発 現 が 著 し く 減
少 す る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 図 3。 HIV-1-wtに 感 染 し た H9細 胞 で は Vifに よ っ て 内 因 性 APOBEC3Gの ほ ぼ 完 全 な 消 失 が 誘
導 さ れ る が 、 HIV-1 △ Vifに 感 染 し た 細 胞 で は こ の 消 失 は 誘 導 さ れ な い （ A） 。 H9細 胞 の 感
染 。 H9細 胞 に 、 VSV-Gで シ ュ ー ド タ イ プ と し た HIV-1-wtま た は HIV-1 △ Vifウ イ ル ス を ス ピ
ノ キ ュ レ ー シ ョ ン に よ り 感 染 さ せ て 、 ウ イ ル ス 感 染 の 程 度 を モ ニ タ ー す る た め に 細 胞 内 の
Gag発 現 を 用 い て フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 分 析 し て 、 ま た 生 細 胞 を 同 定 す る た め に 前
方 お よ び 側 方 散 乱 光 （ FSC／ SSC） に よ り 分 析 し た 。 HIV-1 wtお よ び HIV-1 △ Vifに 感 染 し
た H9細 胞 は 同 等 に 感 染 し て 、 生 細 胞 ゲ ー ト 内 の 細 胞 数 は 等 し か っ た 点 に 留 意 さ れ た い 。 （
B） 非 感 染 H9細 胞 ま た は HIV-1 wtお よ び HIV-1 △ Vifウ イ ル ス に 感 染 し た H9細 胞 に お け る 内
因 性 APOBEC3G発 現 分 析 。 こ れ ら の 培 養 物 か ら 得 ら れ た 細 胞 溶 解 物 を 、 抗 C末 端 APOBEC3G抗
血 清 お よ び 抗 α -チ ュ ー ブ リ ン 、 抗 Vif、 ま た は 抗 -Nef抗 体 を 用 い て イ ム ノ ブ ロ ッ ト し た 。
HIV-1wtウ イ ル ス に 感 染 し た 細 胞 で は 細 胞 内 APOBEC3G量 が 急 激 に 減 少 し た こ と に 留 意 さ れ
た い 。
【 ０ １ ８ ７ 】
APOBEC3G mRNAの 量 お よ び 完 全 性 の HIV-1 Vif存 在 下 で の 非 変 化
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　 HIV-1 wtに 感 染 し た H9細 胞 に お け る APOBEC3Gタ ン パ ク 質 発 現 の 見 か け の 消 失 の 背 後 に あ
る メ カ ニ ズ ム を さ ら に 解 明 す る た め に 、 Vifが APOBEC3G mRNAの 発 現 ま た は 完 全 性 を 変 化 さ
せ る 可 能 性 に つ い て 検 討 し た 。 RNAお よ び タ ン パ ク 質 を 非 感 染 お よ び 感 染 H9細 胞 か ら 同 時
に 調 製 し て 、 APOBEC3G mRNAお よ び タ ン パ ク 質 の 量 を 調 べ た 。 予 想 通 り 、 HIV-1 wtに 感 染
し た H9細 胞 で は APOBEC3Gタ ン パ ク 質 の 発 現 が 減 少 し た 。 し か し 、 3つ の 試 料 間 で 、 APOBEC3
G mRNAの 発 現 量 に 見 か け の 差 は な か っ た （ 図 4） 。 こ れ ら の 試 料 に 等 量 の RNAが 含 ま れ る こ
と は 、 GAPDHに 特 異 的 な DNAプ ロ ー ブ を 用 い た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 確 認 さ れ た
（ 図 4） 。 こ れ ら の 知 見 は 、 Vifが APOBEC3G mRNAの 産 生 ま た は 安 定 性 に 干 渉 す る こ と に よ
っ て APOBEC3Gタ ン パ ク 質 の 発 現 を 損 な わ な い こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 図 4。 Vifは APOBEC3G mRNAの 発 現 ま た は 完 全 性 を 変 化 さ せ な い 。 非 感 染 ま た は VSV-Gで シ
ュ ー ド タ イ プ と し た HIV-1ま た は HIV-1 △ Vifウ イ ル ス に 感 染 し た H9細 胞 の 溶 解 物 か ら 全 RN
Aを 抽 出 し た 後 、 Pで 標 識 し た APOBEC3Gプ ロ ー ブ を 用 い た ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に 供 し た 。
APOBEC3Gタ ン パ ク 質 の 発 現 は HIV-1 wtに 感 染 し た H9細 胞 で は 減 少 す る が 、 こ れ ら の 同 一 細
胞 に お け る APOBEC3G mRNAの 量 は HIV-1 △ Vifに 感 染 し た 細 胞 に 含 ま れ る 量 と 等 し い こ と に
留 意 さ れ た い 。 mRNA負 荷 量 の 対 照 と し て 、 放 射 標 識 し た GAPDHプ ロ ー ブ を 用 い た 。
【 ０ １ ８ ９ 】
Vif単 独 で の 細 胞 内 の APOBEC3G量 の 十 分 な 減 少
　 Vif単 独 で 、 H9細 胞 が HIV-1タ ン パ ク 質 の 完 全 な 補 体 を 含 む ウ イ ル ス に 感 染 し た 際 に 認 め
ら れ た 、 内 因 性 APOBEC3G量 の 減 少 を 再 現 で き る か 否 か と い う 疑 問 に つ い て 調 べ た 。 こ れ ら
の 試 験 の た め に 、 293T細 胞 に 、 一 定 量 の Vif発 現 ベ ク タ ー 存 在 下 で タ グ 付 け さ れ て い な い A
POBEC3G発 現 プ ラ ス ミ ド の 漸 増 用 量 （ 0.1～ 1.0ug） を 一 時 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た （ 図 5
A） 。 Vif単 独 の 発 現 に よ っ て 細 胞 内 の APOBEC3Gタ ン パ ク 質 量 が 減 少 し た が 、 こ の 影 響 は AP
OBEC3Gの イ ン プ ッ ト レ ベ ル が 高 い と そ れ に 比 例 し て 減 少 し た 。 Vif発 現 量 は Vif発 現 ベ ク タ
ー DNAを ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 に 由 来 す る 各 細 胞 溶 解 物 に お い て 同 等 で あ っ 。 細 胞 溶
解 物 は ほ ぼ 等 量 の α -チ ュ ー ブ リ ン を 含 み 、 こ れ は 負 荷 量 が 同 等 で あ る こ と を 示 し て い る
。 ま た 、 全 細 胞 融 解 物 を 分 析 し た 結 果 、 同 様 の APOBEC3Gの 減 少 が 認 め ら れ た こ と か ら 、 Vi
fに 誘 導 さ れ る APOBEC3G発 現 の 減 少 は APOBEC3Gの 核 へ の 移 動 に よ っ て 惹 起 さ れ な か っ た 。
こ れ ら の 結 果 は 、 Vifが 、 そ の 他 の ウ イ ル ス コ ン ポ ー ネ ン ト 不 在 下 で 細 胞 内 の APOBEC3Gタ
ン パ ク 質 発 現 の 減 少 を 促 進 す る よ う に 機 能 し 得 る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 図 5。 Vifに よ る 細 胞 内 APOBEC3G枯 渇 は そ の 他 の ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 の 関 与 を 必 要 と せ ず
、 Vifは APOBEC3Gと 物 理 的 に 相 互 作 用 す る 。 （ A） 293T細 胞 内 で の Vifの 発 現 に よ っ て 、 そ
の 他 の HIV-1タ ン パ ク 質 不 在 下 で 細 胞 内 APOBEC3G発 現 の 減 少 が 十 分 に 促 進 さ れ る 。 一 定 量
の Vif発 現 ベ ク タ ー の 存 在 下 ま た は 不 在 下 に お い て 、 293T細 胞 に 段 階 的 な 量 の APOBEC3G発
現 ベ ク タ ー DNAを ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 こ の タ ン パ ク 質 の 細 胞 内 レ ベ ル を 調 べ る た め に
、 抗 APOBEC3G抗 血 清 を 用 い て こ れ ら の 培 養 物 か ら 得 ら れ た 細 胞 溶 解 物 を イ ム ノ ブ ロ ッ ト し
た 。 APOBEC3Gイ ン プ ッ ト の 範 囲 を 通 し て Vif単 独 で 十 分 に APOBEC3G発 現 の 減 少 を 誘 導 す る
が 、 こ の 影 響 は よ り APOBEC3G発 現 量 が 低 い ほ ど 顕 著 で あ る 点 に 留 意 さ れ た い 。 α -チ ュ ー
ブ リ ン 発 現 に 関 す る ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ っ て 、 こ れ ら の 細 胞 溶 解 物 の 等 量 が 含 ま れ て い る
こ と が 確 認 さ れ た 。 （ B） APOBEC3Gは GST-Vifと 相 互 作 用 す る 。 HA-APOBEC3G発 現 ベ ク タ ー D
NA、 お よ び GSTま た は GST-Vif哺 乳 動 物 発 現 ベ ク タ ー の い ず れ か を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 29
3T細 胞 の 融 解 物 を グ ル タ チ オ ン -セ フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 洗 浄 後
、 ビ ー ズ を 試 料 緩 衝 液 中 で 沸 騰 さ せ て 、 SDS-PAGE、 次 い で イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 分
析 し た 。 GST-Vifは HA-APOBEC3Gを 結 合 さ せ る が 、 GSTは 結 合 さ せ な か っ た こ と に 留 意 さ れ
た い 。 （ C） GST-Vifは 生 物 学 的 に 活 性 で あ る 。 APOBEC3G-HA発 現 プ ラ ス ミ ド 、 お よ び GSTま
た は GST-Vif発 現 ベ ク タ ー の い ず れ か を 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 293T細 胞 に 由 来 す る 溶
解 物 の イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ 分 析 。 GST-Vifの 発 現 は 細 胞 内 APOBEC3G量 の 減 少 を 誘 導 す る
が 、 GSTは 誘 導 し な か っ た 点 に 留 意 さ れ た い 。
【 ０ １ ９ １ 】
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Vifと APOBEC3Gと の 物 理 的 集 合
　 HIV-1 Vifと APOBEC3Gと の 潜 在 的 な 物 理 的 相 互 作 用 に つ い て 、 哺 乳 動 物 GST発 現 系 を 用 い
て 評 価 し た 。 HA-APOBEC3Gお よ び GST-Vifま た は 対 照 GST発 現 プ ラ ス ミ ド を 293T細 胞 に 同 時
ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た （ 図 5B） 。 細 胞 溶 解 物 を 調 製 し て 、 グ ル タ チ オ ン セ フ ァ ロ ー ス ビ ー
ズ と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 の イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ 分 析 の 結 果 、 HA-APOBEC3G
は GST-Vifに よ っ て 沈 降 す る が 、 GST単 独 で は 沈 降 し な い こ と が 明 ら か と な っ た （ 図 5B） 。
本 発 明 者 ら は 、 GST-Vifの 存 在 下 お よ び 不 在 下 で の APOBEC3G-HAレ ベ ル を モ ニ タ ー す る こ と
に よ っ て 、 GST-Vifが 生 物 学 的 活 性 を 保 持 す る こ と を 確 認 し た 。 GST単 独 と 比 べ て 、 GST-Vi
f存 在 下 で は は APOBEC3G-HAレ ベ ル が 減 少 し た （ 図 5C） 。 こ れ ら の 知 見 は 、 Vifが 直 接 的 ま
た は 間 接 的 に 生 細 胞 中 の APOBEC3Gタ ン パ ク 質 と 集 合 し て 、 キ メ ラ の GST-Vifタ ン パ ク 質 は A
POBEC3G発 現 障 害 能 を 保 持 す る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
APOBEC3Gを 含 む 高 分 子 量 リ ボ 核 タ ン パ ク 質 複 合 体 と Vifと の 同 時 分 画
　 Vifに よ っ て 用 い ら れ る メ カ ニ ズ ム を さ ら に 理 解 す る た め に 、 本 発 明 者 ら は APOBEC3Gが
よ り 大 き な 複 合 体 に 存 在 す る か 否 か 、 ま た 、 も し そ う で あ る な ら ば 、 Vifは こ の 複 合 体 と
集 合 し 得 る か 否 か に つ い て 調 べ た 。 先 ず 第 一 に 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 293T細 胞 の 溶 解 物
の サ イ ズ 排 除 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ FPLC） を 用 い て 、 APOBEC3G-HAが 高 分 子 量 複
合 体 （ ＞ 700kD） に 存 在 す る こ と が 見 出 さ れ た （ 図 6A） 。 興 味 深 い こ と に 、 RNア ー ゼ で の
細 胞 溶 解 物 の 前 処 理 に よ っ て 、 こ の 高 分 子 量 APOBEC3G複 合 体 の 分 解 が 促 進 さ れ た （ 図 6A）
。 さ ら に 、 感 染 H9細 胞 溶 解 物 の サ イ ズ 排 除 FPLC分 析 に よ り 、 こ れ ら の 細 胞 中 で 発 現 し た Vi
fの 一 部 が 内 因 性 高 分 子 量 APOBEC3G複 合 体 と 共 に 同 時 分 画 さ れ る こ と が 明 ら か と な っ た 。
こ れ ら の 知 見 は 、 APOBEC3Gが 細 胞 RNAを 含 む 高 分 子 量 複 合 体 へ と 集 合 し 、 そ の RNAが 複 合 体
の 完 全 性 を 維 持 す る こ と を 示 し て い る 。 さ ら に 、 HIV-1 wtに 感 染 し た H9細 胞 中 に 存 在 す る
Vifの 一 部 は 高 分 子 量 APOBEC3G複 合 体 と 共 に 同 時 分 画 さ れ て （ 図 6B） 、 こ の こ と は Vifが 直
接 ま た は 間 接 的 に APOBEC3Gに 結 合 す る こ と を 示 し た 本 発 明 者 ら の 先 の 知 見 と 一 致 す る （ 図
5B） 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 図 6。 APOBEC3Gは RNア ー ゼ 感 受 性 高 分 子 量 複 合 体 中 に 集 合 し 、 Vifの 一 部 は 感 染 H9細 胞 中
で こ の APOBEC3G複 合 体 と 共 に 同 時 分 画 さ れ る 。 （ A） APOBEC3Gは 高 分 子 量 RNア ー ゼ 感 受 性
複 合 体 中 に 集 合 す る 。 APOBEC3G-HAを ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 293T細 胞 か ら 得 ら れ た 溶 解 物
を 、 氷 上 で 希 釈 対 照 ま た は 0.01mg/mlの RNア ー ゼ で 30分 間 処 理 し た 。 続 い て 、 溶 解 物 を Sup
erose 6カ ラ ム に 適 用 し て 、 FPLCサ イ ズ 排 除 分 画 化 、 次 い で SDS-PAGEで 分 析 し て 、 抗 HA抗
体 を 用 い て イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ に 供 し た 。 APOBEC3G-HAの 大 部 分 は ＞ 700kDの 複 合 体 に 存
在 し 、 RNア ー ゼ 処 理 に よ っ て APOBEC3Gの 大 半 が 低 分 子 量 の 複 合 体 に 変 化 し た こ と に 留 意 さ
れ た い 。 （ B） 感 染 H9細 胞 で は Vifお よ び APOBEC3Gは 同 時 分 画 さ れ る 。 H9細 胞 に VSV-Gで シ
ュ ー ド タ イ プ と し た HIV-1 wtウ イ ル ス を 感 染 さ せ て 、 次 に 細 胞 溶 解 物 を 調 製 し 、 Superose
 12 FPLCカ ラ ム で 溶 解 物 タ ン パ ク 質 を 分 析 し た 。 画 分 を 回 収 し て 、 抗 APOBEC3Gま た は 抗 Vi
f抗 体 を 用 い た イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 分 析 し た 。 Vifの 一 部 が 固 有 の APOBEC3Gと 共 に
＞ 700kDの 複 合 体 に 同 時 分 画 さ れ た こ と に 留 意 さ れ た い 。
【 ０ １ ９ ４ 】
Vifに よ る タ ン パ ク 質 分 解 性 の APOBEC3G分 解 誘 導
　 次 に 、 Vifが APOBEC3Gの 分 解 を 誘 導 す る か 否 か 、 あ る い は 、 単 に ウ サ ギ 抗 APOBEC3G抗 体
と の 免 疫 応 答 性 の 消 失 を 招 く タ ン パ ク 質 分 解 性 の APOBEC3Gの 切 断 を 誘 導 す る か 否 か を 調 べ
た 。 こ の 抗 体 は APOBEC3Gの C末 端 と 特 異 的 に 反 応 す る の で 、 N末 端 に 向 け ら れ た 抗 体 が 用 い
ら れ た 場 合 に APOBEC3G免 疫 応 答 性 の 同 様 の 低 下 が 生 じ る か 否 か に つ い て 調 べ た 。 こ れ ら の
試 験 の た め に 、 HA-APOBEC3Gま た は APOBEC3G-HA発 現 ベ ク タ ー DNAの い ず れ か の 段 階 的 用 量
お よ び Vif発 現 プ ラ ス ミ ド DNAを 293T細 胞 に 同 時 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し て 、 抗 HA抗 体 を 用 い
て APOBEC3Gの 発 現 に つ い て 細 胞 溶 解 物 を 試 験 し た 。 Vifが 存 在 す る 場 合 、 N末 端 お よ び C末
端 を タ グ 付 け さ れ た APOBEC3Gの 双 方 の 型 が 低 下 し た レ ベ ル で 発 現 し た （ 図 7A＆ B） 。 こ れ
ら の 知 見 は 、 Vifが APOBEC3Gの 分 解 、 ま た は タ ン パ ク 質 の N末 端 お よ び C末 端 の 双 方 が 関 与
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す る APOBEC3Gの 徹 底 し た タ ン パ ク 質 分 解 を 誘 導 す る と い う 結 論 を 支 持 す る も の で あ る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
APOBEC3Gの ポ リ ユ ビ キ チ ン 化 、 お よ び Vifに よ る （ Ub) n -APOBEC3Gの 分 解 促 進
　 Vifに 誘 導 さ れ る APOBEC3G分 解 の メ カ ニ ズ ム に つ い て さ ら に 詳 し い 洞 察 を 得 る た め に 、 A
POBEC3Gが ユ ビ キ チ ン 化 に よ っ て 修 飾 さ れ る か 否 か を 調 べ た 。 APOBEC3Gお よ び His-ユ ビ キ
チ ン 発 現 ベ ク タ ー （ Treier et al , 1994） を Vif発 現 ベ ク タ ー の 存 在 下 ま た は 不 在 下 で 29
3T細 胞 に 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 培 養 48時 間 後 に 、 細 胞 溶 解 物 を 調 製 し た 。 抗 HA抗 体
を 用 い た こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 後 続 の イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 、 ポ リ ユ ビ キ チ ン 化 さ
れ た APOBEC3G-HAの 連 続 体 が 認 め ら れ た （ 図 7C、 レ ー ン 2お よ び 4） 。 APOBEC3G-HA不 在 下 に
お い て 調 製 さ れ た 融 解 物 の イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 、 抗 HA抗 体 が APOBEC3Gの 修 飾 型 と
選 択 的 に 反 応 す る こ と が 確 認 さ れ た （ 図 7C、 レ ー ン 10） 。 Vifの 同 時 発 現 は 、 こ れ ら の ポ
リ ユ ビ キ チ ン 化 APOBEC3G種 の 完 全 消 失 、 お よ び 非 修 飾 型 APOBEC3Gの 発 現 の 減 少 に 関 連 し た
（ 図 7C、 レ ー ン 6お よ び 8） 。 26Sプ ロ テ ア ソ ー ム が Vifに 誘 導 さ れ る こ れ ら の ポ リ ユ ビ キ チ
ン 化 APOBEC3Gタ ン パ ク 質 種 の 分 解 を 媒 介 す る か 否 か に つ い て 調 べ る た め に 、 プ ロ テ ア ソ ー
ム 阻 害 物 質 で あ る MG132の 存 在 下 で 並 行 実 験 を 実 施 し た 。 こ の プ ロ テ ア ソ ー ム 阻 害 物 質 は
、 Vif依 存 性 の ポ リ ユ ビ キ チ ン 化 APOBEC3Gの 消 失 を 遮 断 せ ず 、 非 修 飾 型 タ ン パ ク 質 の 量 を
増 加 さ せ も し な か っ た （ 図 7C、 レ ー ン 5お よ び 7） 。 し か し 、 MG132は こ れ ら の 細 胞 内 に お
い て 多 く の ポ リ ユ ビ キ チ ン 化 タ ン パ ク 質 の 蓄 積 増 加 を 促 進 し て 、 こ の 阻 害 物 質 が 生 物 学 的
に 活 性 で あ る こ と を 示 し て い る 。 こ れ ら の 知 見 は 、 Vifに 誘 導 さ れ る ポ リ ユ ビ キ チ ン 化 APO
BEC3Gの 分 解 が 、 26Sプ ロ テ ア ソ ー ム の 機 能 に 依 存 し な い メ カ ニ ズ ム に よ っ て 起 こ る こ と を
示 し て い る 。 し か し 、 多 く の 実 験 に お い て 、 Vif発 現 細 胞 内 に 出 現 す る 多 く の APOBEC3G分
解 産 物 の 中 の 一 つ が MG132の 添 加 後 に 増 加 す る こ と も 観 察 さ れ た （ 図 7C、 レ ー ン 7お よ び 8
を 比 較 ） 。 こ れ ら の 知 見 か ら 、 Vifの 作 用 が 26Sプ ロ テ ア ソ ー ム に よ る 分 解 に 関 し て APOBEC
3Gの 選 択 さ れ た タ ン パ ク 質 分 解 性 断 片 の タ ー ゲ テ ィ ン グ を 含 む 複 数 の 経 路 を 伴 う 可 能 性 が
生 じ る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 図 7。 HIV-1 Vifは 、 APOBEC3Gの 分 解 を 誘 導 し 、 ポ リ ユ ビ キ チ ン 化 型 の APOBEC3Gは 、 Vif
に 誘 導 さ れ る 分 解 の 主 要 タ ー ゲ ッ ト を 形 成 す る 。 （ Aお よ び B） Vifは N-お よ び C末 端 双 方 の
免 疫 応 答 性 エ ピ ト ー プ の 消 失 に よ っ て 示 さ れ る よ う に 、 APOBEC3Gの 分 解 ま た は 徹 底 し た タ
ン パ ク 質 分 解 を 促 進 す る 。 HA-APOBEC3Gま た は APOBEC3G-HAを コ ー ド す る 発 現 ベ ク タ ー DNA
の 段 階 的 な 量 を Vif発 現 ベ ク タ ー DNAと 共 に 、 ま た Vif発 現 ベ ク タ ー DNA無 し で 293T細 胞 に 同
時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 こ れ ら の 培 養 物 か ら 調 製 し た 細 胞 溶 解 物 は 、 抗 HA抗 体 を 用 い た
イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 分 析 し た 。 α -チ ュ ー ブ リ ン 発 現 に 関 す る イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ
ン グ に よ っ て 、 こ れ ら の 細 胞 溶 解 物 の 含 有 量 が 同 等 で あ る こ と が 確 認 さ れ た 。 HAエ ピ ト ー
プ が APOBEC3Gの N末 端 ま た は C末 端 に 位 置 す る か ど う か に 関 わ ら ず 、 Vif発 現 が 抗 HA免 疫 応
答 性 の 消 失 を 誘 導 す る こ と に 留 意 さ れ た い 。 （ C） APOBEC3Gは ポ リ ユ ビ キ チ ン 化 さ れ て お
り 、 Vifは 見 か け 上 プ ロ テ ア ソ ー ム 非 依 存 的 な メ カ ニ ズ ム に よ っ て （ Ub)n-APOBEC3Gの 分 解
を 誘 導 す る 。 293T細 胞 に 、 Vif発 現 ベ ク タ ー の 存 在 下 ま た は 不 在 下 に お い て APOBEC3G-HAお
よ び ヒ ス -ユ ビ キ チ ン 発 現 ベ ク タ ー を 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 48時 間 後 に 細 胞 溶 解 物
を 調 製 し た 。 指 示 さ れ た 通 り 、 選 択 さ れ た 培 養 物 に 対 し て 、 培 養 終 了 直 前 の 6時 間 に プ ロ
テ ア ソ ー ム 阻 害 物 質 で あ る MG132を 添 加 し た 。 溶 解 物 を 抗 HA抗 体 を 用 い た イ ム ノ ブ ロ ッ テ
ィ ン グ に よ り 分 析 し た 。 Vifの 同 時 発 現 に よ っ て ポ リ ユ ビ キ チ ン 化 さ れ た APOBEC3G-HAタ ン
パ ク 質 が 著 し く 減 少 し て 、 こ れ ら の 修 飾 型 APOBEC3G-HAの 消 失 は 細 胞 培 養 物 に プ ロ テ ア ソ
ー ム 阻 害 物 質 の MG132を 加 え て も 遮 断 さ れ な か っ た こ と に 留 意 さ れ た い 。 ポ リ ユ ビ キ チ ン
化 型 APOBEC3G-HAに 加 え て 、 Vifが 発 現 す る 場 合 お よ び 発 現 し な い 場 合 の 双 方 に お い て APOB
EC3G-HAの 分 解 産 物 が 認 め ら れ た 。 Vif発 現 細 胞 に 存 在 す る APOBEC3G-HAの 複 数 の 分 解 産 物
の 一 つ は 、 MG132（ *） 存 在 下 で は 量 的 に 増 加 し 、 そ の 分 解 は プ ロ テ ア ソ ー ム の 作 用 を 伴 う
可 能 性 が 高 い こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
Vif誘 導 性 の APOBEC3Gの 枯 渇 に 伴 う タ ン パ ク 質 全 体 の 消 失
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　 Vif発 現 細 胞 に お け る APOBEC3Gの 見 か け の 消 失 が 、 免 疫 検 出 に お い て 用 い ら れ る エ ピ ト
ー プ の 消 失 に 至 る C末 端 の タ ン パ ク 質 分 解 性 ク リ ッ ピ ン グ に よ っ て 説 明 で き る か 否 か に つ
い て 検 討 し た 。 Vif発 現 プ ラ ス ミ ド DNAの 存 在 下 ま た は 不 在 下 に お い て 、 293T細 胞 に HA-APO
BEC3Gま た は APOBEC3G-HA発 現 ベ ク タ ー DNAの 段 階 的 用 量 を 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る と 、 V
ifの 存 在 下 で は 、 N末 端 お よ び C末 端 が タ グ 付 け さ れ た 双 方 の 型 の APOBEC3G酵 素 が 減 少 し た
。 こ れ ら の 知 見 は 、 Vifが C末 端 の み の タ ン パ ク 質 分 解 を 誘 導 す る の で は な く 、 排 除 の た め
に APOBEC3Gタ ン パ ク 質 全 体 を 標 的 と す る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
Vifと APOBEC3Gと の 物 理 的 結 合
　 HIV-1 Vifが APOBEC3Gと 物 理 的 に 相 互 作 用 す る か 否 か を 調 べ る た め に 、 293T細 胞 に HA-AP
OBEC3Gお よ び GST-Vifま た は 対 照 GST発 現 プ ラ ス ミ ド DNAを 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 細
胞 溶 解 物 を 調 製 し て 、 グ ル タ チ オ ン -セ フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ
れ ら の ビ ー ズ に 結 合 し た タ ン パ ク 質 の イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 、 HA-APOBEC3Gが GSTで
は な く GST-Vifに よ っ て 回 収 さ れ る こ と が 示 さ れ た 。 GST-Vifタ ン パ ク 質 が 生 物 学 的 活 性 を
保 持 す る か 否 か を 調 べ る た め に 、 GST-Vifの 存 在 下 ま た は 不 在 下 で HA-APOBEC3Gの 量 を モ ニ
タ ー し た 結 果 、 GST-Vifの 存 在 下 で は こ の 酵 素 の 量 が 少 な い こ と が 確 認 さ れ た （ 図 8D） 。
こ れ ら の 知 見 は 、 Vifが 生 細 胞 内 の APOBEC3Gタ ン パ ク 質 と 集 合 し 得 る こ と 、 お よ び キ メ ラ
の GST-Vifタ ン パ ク 質 が 細 胞 内 APOBEC3G発 現 の 障 害 能 を 保 持 す る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
イ ン ビ ボ で の Vifに よ る APOBEC3Gの 半 減 期 の 短 縮 化
　 Vifが 分 解 を 加 速 さ せ る こ と に よ っ て 細 胞 内 の APOBEC3G量 を 枯 渇 さ せ る か ど う か を 調 べ
る た め に 、 APOBEC3G-HAお よ び HIV-1 Vifま た は 対 照 発 現 ベ ク タ ー DNAを 同 時 ト ラ ン ス フ ェ
ク ト し た HEK 293細 胞 を 用 い て ［ 3 5 S］ -メ チ オ ニ ン ／ シ ス テ イ ン パ ル ス － チ ェ イ ス 放 射 標
識 試 験 を 実 施 し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 36時 間 後 に 、 細 胞 を メ チ オ ニ ン お よ び シ ス テ イ
ン 除 去 培 地 で 60分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 続 い て 3 5 S-メ チ オ ニ ン ／ シ ス テ イ ン を 用 い て 37
℃ で 30分 間 パ ル ス 標 識 し た 。 続 い て 、 培 養 物 を 、 過 剰 の 未 標 識 メ チ オ ニ ン お よ び シ ス テ イ
ン を 含 む 培 地 中 で 37℃ に て 12時 間 ま で 追 跡 し た 。 次 い で 、 異 な る 間 隔 で 回 収 さ れ た 細 胞 の
溶 解 物 か ら 、 APOBEC3G-HAを 免 疫 沈 降 さ せ た （ 図 8A） 。 Vifの 不 在 下 で 、 放 射 標 識 APOBEC3G
タ ン パ ク 質 は 約 10時 間 の T1/2で 崩 壊 し た 。 し か し 、 Vifの 存 在 下 で は 放 射 標 識 APOBEC3Gは
さ ら に 速 や か に 消 失 し て 、 約 1.9時 間 の T1/2を 示 し た （ 図 8A） 。 こ れ ら の 知 見 は 、 Vifが AP
OBEC3Gの 半 減 期 を 短 縮 す る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
プ ロ テ ア ソ ー ム 阻 害 物 質 に よ る Vif媒 介 性 の APOBEC3Gの 枯 渇 の 部 分 的 遮 断
　 26Sプ ロ テ ア ソ ー ム が Vif誘 導 性 の APOBEC3Gの 分 解 を 媒 介 し 得 る か に つ い て 調 べ る た め に
、 H9細 胞 に HIV-1 wtを 感 染 さ せ る か 、 偽 感 染 さ せ た 。 感 染 44時 間 後 に 、 細 胞 を 、 DMSO（ 0.
1％ ） ま た は プ ロ テ ア ソ ー ム に お け る 3つ の タ ン パ ク 質 分 解 活 性 を 特 異 的 に 阻 害 す る 0.25μ
Mエ ポ キ ソ ミ シ ン の い ず れ か で 16時 間 処 理 し た 。 続 い て 、 細 胞 を Laemmli溶 解 緩 衝 液 中 で 沸
騰 さ せ て 全 細 胞 溶 解 物 を 調 製 し 、 そ の 後 、 SDS-PAGEに よ り タ ン パ ク 質 を 分 離 し て イ ム ノ ブ
ロ ッ ト し た 。 予 想 通 り 、 感 染 試 料 中 で は 、 非 感 染 試 料 と 比 べ て APOBEC3Gレ ベ ル が 大 幅 に 低
か っ た （ 図 8B、 レ ー ン 1お よ び 3） 。 し か し 、 エ ポ キ ソ ミ シ ン で 処 理 し た 感 染 細 胞 で は 、 DM
SO処 理 し た 細 胞 と 比 べ て APOBEC3Gレ ベ ル が 増 加 し た が （ 図 8B、 レ ー ン 1お よ び 2） 、 エ ポ キ
ソ ミ シ ン は 非 感 染 培 養 物 で は APOBEC3G量 の 同 様 の 増 加 を 惹 起 し な い よ う で あ っ た （ 図 8B、
レ ー ン 3お よ び 4） 。 興 味 深 い こ と に 、 エ ポ キ ソ ミ シ ン は Vif量 の 増 加 も 惹 起 し た 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 こ の 知 見 を 異 な る 系 で 確 認 す る た め に 、 APOBEC3G-HA発 現 ベ ク タ ー お よ び Vif発 現 ベ ク タ
ー ま た は 対 照 ベ ク タ ー を 一 時 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 293T細 胞 を 用 い て 同 様 の 実 験 を 実
施 し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 24時 間 後 に 、 一 連 の 異 な る プ ロ テ ア ソ ー ム 阻 害 物 質 を 用 い
て 15時 間 に わ た っ て 細 胞 を 処 理 し た 。 幅 広 い 作 用 を 示 す プ ロ テ ア ソ ー ム 阻 害 物 質 で あ る MG
132（ 12.5μ M） お よ び ALLN（ 25μ ｍ ） 、 な ら び に よ り 特 異 性 の 高 い プ ロ テ ア ソ ー ム 阻 害 物
質 で あ る ク ラ ス ト -ラ ク タ シ ス チ ン -β -ラ ク ト ン （ 10μ M、 20μ M） は 希 釈 対 照 試 料 （ 0.1％
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DMSO） と 比 べ て 、 Vif存 在 下 で は APOBEC3G-HAレ ベ ル を 高 め る こ と が 観 察 さ れ た （ 図 8C、 レ
ー ン 7～ 12） 。 こ れ に 対 し て 、 別 の タ ン パ ク 質 分 解 経 路 を 阻 害 す る カ ル パ イ ン 阻 害 物 質 III
（ 50μ M） （ 図 8C、 レ ー ン 12） は 、 APOBEC3G量 の 増 加 を 惹 起 し な か っ た 。 総 合 す る と 、 本
発 明 者 ら の 結 果 は 、 Vifの APOBEC3Gに 対 す る 作 用 は 少 な く と も 一 部 は プ ロ テ ア ソ ー ム に よ
っ て 媒 介 さ れ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 図 8A～ C。 Vifは APOBEC3Gの 半 減 期 を 短 縮 し 、 プ ロ テ ア ソ ー ム 阻 害 物 質 は APOBEC3G-HAの
細 胞 内 枯 渇 を 部 分 的 に 遮 断 す る 。 （ A） パ ル ス － チ ェ イ ス 放 射 標 識 試 験 。 APOBEC3G-HAお よ
び Vifま た は 対 照 ベ ク タ ー DNAを 一 時 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た HEK 293細 胞 を 30分 間 パ ル
ス 標 識 し た 。 初 期 パ ル ス 標 識 （ t＝ 0） 試 料 を 回 収 し て 、 残 り の 試 料 に 追 跡 培 地 を 加 え て 指
示 さ れ た 期 間 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 抗 HA抗 体 を 用 い た 免 疫 沈 降 後 、 試 料 を SDS-PAGEに よ
っ て 分 析 し 、 ゲ ル を オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー に 供 し た 。 バ ン ド の 相 対 的 強 度 を 定 量 し て 、
Vif（ +） お よ び Vif（ -） 試 料 を 1と し て 正 規 化 し 、 グ ラ フ 化 し た （ 図 8、 右 ） 。 APOBEC3Gの
T 1 / 2 は Vifの 存 在 下 で は 1.9時 間 で あ り 、 Vifの 不 在 下 で は 10時 間 で あ っ た 。 （ B） 感 染 H9細
胞 を 用 い た プ ロ テ ア ソ ー ム 阻 害 物 質 試 験 。 偽 感 染 ま た は HIV-1 wtに 感 染 し た H9細 胞 を 、 感
染 44時 間 後 、 幅 広 い 活 性 を 持 つ プ ロ テ ア ソ ー ム 阻 害 物 質 で あ る エ ポ キ ソ ミ シ ン （ 0.25μ M
） ま た は DMSO（ 0.1％ ） で 処 理 し た 。 処 理 16時 間 後 に 、 細 胞 を 回 収 し た 。 細 胞 を Laemmli溶
解 緩 衝 液 中 で 沸 騰 さ せ て 、 全 細 胞 溶 解 物 を 調 製 し た 。 エ ポ キ ソ ミ シ ン が 感 染 試 料 中 の 内 因
性 APOBEC3G量 の 増 加 を 惹 起 し た こ と に 留 意 さ れ た い （ レ ー ン 2を レ ー ン 1と 比 較 ） 。 （ C）
一 時 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 293T細 胞 を 用 い た プ ロ テ ア ソ ー ム 阻 害 物 質 試 験 。 293T細 胞
に 0.1μ g APOBEC3Gお よ び 2μ gの Vifま た は 対 照 ベ ク タ ー DNAを ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 24時
間 後 に 、 細 胞 を 指 示 さ れ た 濃 度 の 阻 害 物 質 で 15時 間 処 理 し た 。 APOBEC3G-HA量 は 、 プ ロ テ
ア ソ ー ム 阻 害 物 質 の MG132、 ALLN、 お よ び ク ラ ス ト -ラ ク タ シ ス チ ン -β -ラ ク ト ン 存 在 下 で
は 上 昇 し た が （ レ ー ン 8～ 11） 、 カ ル パ イ ン 阻 害 物 質 III存 在 下 で は 増 加 し な か っ た （ レ ー
ン 12） 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
Vifに よ る APOBEC3G mRNAの 翻 訳 障 害
　 イ ン ビ ボ パ ル ス -チ ェ イ ス 放 射 標 識 実 験 に お い て 、 Vifを 発 現 し て い な い 細 胞 と 比 べ て 、
Vifを 発 現 し て い る 細 胞 で は 、 パ ル ス 標 識 期 間 後 に 15～ 40％ 少 な い 放 射 標 識 さ れ た APOBEC3
Gが 回 収 さ れ た 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 Vifは APOBEC3G mRNAの 翻 訳 を 障 害 す る こ と に よ っ て A
POBEC3Gの 発 現 を 阻 害 す る 可 能 性 が 生 じ た 。 こ の 可 能 性 に つ い て さ ら に 詳 し く 調 べ る た め
に 、 漸 増 用 量 の Vif（ 0～ 8μ g） 存 在 下 で よ り 短 い パ ル ス 標 識 実 験 （ 15分 ） を 実 施 し た （ 図
9A、 左 ） 。 こ れ ら の 試 験 よ り 、 Vifが イ ン ビ ボ に お け る APOBEC3G-HAの 35S-メ チ オ ニ ン ／ シ
ス テ イ ン 放 射 標 識 を 用 量 関 連 的 に 障 害 し 、 一 貫 し て パ ル ス 標 識 期 間 中 の APOBEC3G翻 訳 に お
け る 30～ 50％ の 減 少 を 惹 起 す る こ と が 明 ら か と な っ た 。 同 一 試 料 の イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ
分 析 の 結 果 、 安 定 状 態 で の APOBEC3G-HA量 の 80％ 減 少 が 見 出 さ れ た （ 図 9A、 右 ） 。 翻 訳 の 3
0～ 50％ の 減 少 で は 、 安 定 状 態 に お け る APOBEC3G-HAの 80％ 減 少 は 十 分 に 説 明 さ れ な い こ と
か ら 、 Vifは APOBEC3Gタ ン パ ク 質 合 成 の 部 分 的 遮 断 お よ び 翻 訳 後 の APOBEC3G分 解 誘 導 の 双
方 の 機 能 を 果 た す に 違 い な い 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 Vifの APOBEC3G mRNA翻 訳 に 対 す る 影 響 に つ い て さ ら に 詳 し く 調 べ る た め に 、 イ ン ビ ト ロ
連 結 し た 転 写 ・ 翻 訳 系 を 用 い た 。 ウ サ ギ 網 状 赤 血 球 溶 解 物 を 、 予 め 翻 訳 し た Vifま た は GST
対 照 タ ン パ ク 質 存 在 下 で APOBEC3G mRNAで プ ロ グ ラ ム し た （ 図 9B） 。 こ の イ ン ビ ト ロ の 系
に お い て 、 Vifは APOBEC3Gの 翻 訳 を 約 70～ 75％ 障 害 し た 。 こ れ ら の 知 見 は 、 Vifが APOBEC3G
 mRNAの イ ン ビ ト ロ に お け る 翻 訳 を 部 分 的 に 遮 断 す る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 総 合 す る と 、 こ れ ら の 結 果 は 、 Vifが APOBEC3G mRNAの 翻 訳 を 阻 害 す る こ と 、 お よ び プ ロ
テ ア ソ ー ム に 媒 介 さ れ る APOBEC3G酵 素 の 分 解 を 加 速 さ せ る こ と に よ っ て 、 細 胞 内 の APOBEC
3Gを 二 峰 性 の 様 式 で 枯 渇 さ せ る こ と を 示 す 。 組 み 合 わ せ る と 、 こ れ ら の 2つ の メ カ ニ ズ ム
は 感 染 T細 胞 に お い て APOBEC3G酵 素 を 効 率 的 に 排 除 す る 。
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【 ０ ２ ０ ６ 】
　 図 9Aお よ び 9B。 Vifは APOBEC3G-HA mRNAの 翻 訳 を 障 害 す る 。 （ A） イ ン ビ ボ パ ル ス 標 識 試
験 。 APOBEC3G-HA発 現 ベ ク タ ー DNA1μ gお よ び Vif発 現 ベ ク タ ー DNAの 0～ 8μ gを 一 時 的 に ト
ラ ン ス フ ェ ク ト し た HEK 293細 胞 を 放 射 標 識 し た メ チ オ ニ ン お よ び シ ス テ イ ン を 用 い て 15
分 間 パ ル ス 標 識 し た 後 、 直 ち に 回 収 し た 。 抗 HA抗 体 を 用 い た 免 疫 沈 降 後 、 こ れ ら の 試 料 に
つ い て （ 1） SDS-PAGEお よ び オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー に よ る 分 析 （ 左 パ ネ ル ） 、 ま た は （ 2
） SDS-PAGEお よ び イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ る 分 析 （ 右 パ ネ ル ） の い ず れ か を 行 っ た 。 高
濃 度 の Vifは イ ン ビ ボ に お け る APOBEC3G-HA翻 訳 の 顕 著 （ 36％ ～ 50％ ） な 障 害 を 惹 起 し た （
左 パ ネ ル ） 。 Vifは 、 安 定 状 態 の APOBEC3G-HA量 を さ ら に 著 し く （ 80％ ） 減 少 さ せ た （ 右 パ
ネ ル ） 。 （ B） イ ン ビ ト ロ に お け る 転 写 ／ 翻 訳 試 験 。 Vifま た は 対 照 GSTタ ン パ ク 質 は 先 ず
、 Promega TNT T-7結 合 網 状 赤 血 球 溶 解 シ ス テ ム を 用 い て 製 造 業 者 の 説 明 書 に 従 っ て 90分
間 、 転 写 お よ び 翻 訳 さ せ た 。 続 い て 、 予 め 合 成 し た Vifま た は GSTを 、 APOBEC3G DNAで プ ロ
グ ラ ム さ れ た 新 し い 転 写 ／ 翻 訳 ミ ッ ク ス に 氷 上 で 加 え た 。 続 い て 、 反 応 物 を 30℃ の 水 槽 に
移 し て 、 15ま た は 30分 間 、 反 応 さ せ た 。 次 に 、 SDS-PAGEで タ ン パ ク 質 を 分 離 し て 、 ゲ ル を
オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー に よ り 分 析 し た 。 Vifが イ ン ビ ト ロ に お け る APOBEC3G合 成 の ～ 70
～ 75％ の 障 害 を 生 み 出 し た 点 に 留 意 さ れ た い 。
【 ０ ２ ０ ７ 】

： 高 分 子 量 お よ び 低 分 子 量 APOBEC3G複 合 体 の 特 徴 付 け
　 ヒ ト 末 梢 血 リ ン パ 球 （ PBL） を 血 液 か ら 単 離 し て 、 続 い て 、 抗 CD3抗 体 （ α -CD3） 、 抗 CD
28抗 体 （ α -CD28） 、 IL-9、 IL-12、 IL-13、 IL-15、 ま た は IFN-γ を 加 え て 48時 間 イ ン キ ュ
ベ ー ト し た 。 細 胞 を 溶 解 し て 、 溶 解 物 を 清 澄 化 し 、 溶 解 物 の タ ン パ ク 質 濃 度 を 定 量 し た 。
溶 解 物 中 の 等 量 の タ ン パ ク 質 を SDS-PAGEに よ り 分 離 し た 。 SDS-PAGEに よ り タ ン パ ク 質 を 分
離 し た 後 、 タ ン パ ク 質 を 膜 に 移 し て 、 APOBEC3Gに 対 す る 抗 体 を 用 い て 膜 上 の APOBEC3Gタ ン
パ ク 質 を 検 出 し た 。 結 果 を 図 11～ 13に 示 す 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 図 11は 、 末 梢 血 リ ン パ 球 中 の APOBEC3G量 に 対 す る PHA、 抗 CD3抗 体 、 抗 CD28抗 体 、 お よ び
IL-15の 影 響 を 示 す 。 PHA、 抗 CD3抗 体 、 抗 CD28抗 体 、 ま た は IL-15で 処 理 し た PBLは APOBEC3
G酵 素 の 発 現 増 加 を 示 す 。 刺 激 お よ び 未 刺 激 末 梢 血 リ ン パ 球 に 由 来 す る 細 胞 溶 解 物 の ウ ェ
ス タ ン ブ ロ ッ ト 。 PBLを 血 液 か ら 単 離 し て 、 続 い て 、 指 示 さ れ た 刺 激 物 質 を 加 え て 48時 間
イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 SDS-PAGEに よ り タ ン パ ク 質 を 分 離 し た 後 、 APOBEC3Gに 対 す る 抗 体 を
用 い て APOBEC3Gタ ン パ ク 質 を 検 出 し た 。 負 荷 対 照 と し て 、 抗 β -ア ク チ ン を 用 い て β -ア ク
チ ン を 検 出 し た 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 図 12は PBL中 の APOBEC3G量 に 対 す る IL-2の 影 響 を 示 す 。 IL-2で の 処 理 に よ っ て 、 末 梢 血
リ ン パ 球 の APOBEC3G酵 素 が ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 。 PBLを 、 指 示 さ れ た サ イ ト カ イ ン
で 処 理 し 、 次 に 、 図 11の よ う に 分 析 し た 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 図 13は 、 PBL中 の APOBEC3G量 に 対 す る PMA、 PHA、 抗 CD3抗 体 、 抗 CD28抗 体 、 お よ び プ ロ ス
ト ラ チ ン の 影 響 を 示 す 。 PMA、 PHA、 抗 CD3、 抗 CD28、 お よ び プ ロ ス ト ラ チ ン は す べ て 、 PBL
中 の APOBEC3Gを ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ せ た 。 PBLを 指 示 さ れ た マ イ ト ジ ェ ン ま た は 抗 体 で
処 理 し て 、 図 11お よ び 12の よ う に 分 析 し た 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 APOBEC3Gの 低 分 子 量 ま た は 高 分 子 量 複 合 体 へ の 集 合 を 、 様 々 な 細 胞 に お い て 分 析 し た 。
低 分 子 量 （ LMW） APOBEC3G複 合 体 お よ び 高 分 子 量 （ HMW） APOBEC3G複 合 体 の 酵 素 活 性 を 分 析
し た 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 HA-APOBEC3G DNAを 一 時 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た H9細 胞 お よ び 293T細 胞 は 、 使 用 前 に
標 準 的 条 件 で 培 養 し た 。 CD4 +  T細 胞 を MACS（ 登 録 商 標 ） マ イ ク ロ ビ ー ズ （ Miltenyi Biote
c, Inc.） ソ ー テ ィ ン グ に よ り 新 鮮 ヒ ト 末 梢 血 リ ン パ 球 （ PBL） か ら 単 離 し て 、 完 全 RPMI培
地 （ 10％ FBS） 中 で 維 持 し た 。 CD4 +  T細 胞 の 一 部 を フ ィ ト ヘ マ グ ル チ ニ ン （ PHA） （ 5μ g/m
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l） で 36時 間 活 性 化 し て 、 続 い て 、 使 用 前 に さ ら に 24時 間 、 IL-2（ 5μ g/L） で 活 性 化 し た
。 単 球 を バ フ ィ ー コ ー ト の 末 梢 血 単 核 細 胞 （ PBMC） か ら 単 離 し た 。 単 球 を GM-CSF（ 50ng/m
L） お よ び IL-4（ 25ng/mL） を 添 加 し た 完 全 RPMI培 地 で 6日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ
っ て 、 未 熟 樹 状 細 胞 を 得 た 。 未 熟 樹 状 細 胞 を TNF-α （ 5ng/mL） お よ び Poly IC（ 25μ g/mL
） で 24時 間 処 理 し て 成 熟 樹 状 細 胞 を 得 た 。 こ れ ら の 細 胞 か ら 、 清 澄 化 し た 溶 解 物 を 作 製 し
た 。 清 澄 化 し た 溶 解 物 中 の 総 タ ン パ ク 質 を 定 量 し て 、 予 め RNア ー ゼ 処 理 を 行 っ て 、 ま た は
行 わ ず に 、 FPLC分 析 に 供 し た 。 各 FPLC画 分 に つ い て 、 SDS-PAGEお よ び イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン
グ 分 析 を 行 っ た 。 高 分 子 量 お よ び 低 分 子 量 画 分 中 の HA-APOBEC3Gを 免 疫 沈 降 さ せ て 、 イ ン
ビ ト ロ に お け る シ チ ジ ン デ ア ミ ナ ー ゼ ア ッ セ イ に 供 し た 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 図 14は 、 非 許 容 性 H9細 胞 に お い て 内 因 性 APOBEC3Gが HMW、 RNア ー ゼ 感 受 性 複 合 体 に 集 合
す る こ と を 示 す 結 果 を 表 す 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 図 15は 、 HA-APOBEC3G DNAの 許 容 性 細 胞 へ の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ っ て HMW APOBEC3
G複 合 体 が 形 成 さ れ る こ と を 示 す 結 果 を 表 し て い る 。 こ の HMW分 画 は 、 HMW画 分 の RNア ー ゼ
処 理 か ら 得 ら れ る LMW APOBEC3G複 合 体 と 同 じ く 、 RNア ー ゼ 感 受 性 で あ る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 図 16は 、 LMW APOBEC3G複 合 体 は シ チ ジ ン デ ア ミ ナ ー ゼ 活 性 を 持 つ が HMW APOBEC3G複 合 体
は 持 た な い こ と を 示 す 結 果 を 表 す 。 従 っ て 、 APOBEC3Gは シ チ ジ ン デ ア ミ ナ ー ゼ 活 性 を 持 た
な い HMWリ ボ 核 タ ン パ ク 質 複 合 体 に 補 充 さ れ る 。 HMW APOBEC3G複 合 体 を RNア ー ゼ で 処 理 す
る と 、 高 い シ チ ジ ン デ ア ミ ナ ー ゼ 活 性 を 示 す LMW APOBEC3G複 合 体 が 産 生 さ れ る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 図 17は 休 止 PBL中 の APOBEC3Gは LMW複 合 体 に 存 在 す る こ と を 示 す 結 果 を 表 し て い る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 図 18は 、 CD4 +  PBLの PHA／ IL-2刺 激 に よ っ て HMW APOBEC3G複 合 体 の 集 合 が 促 進 さ れ る こ
と を 示 す 結 果 を 表 し て い る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 図 19は 、 単 球 中 の APOBEC3Gは LMW複 合 体 に 存 在 す る こ と を 示 す 結 果 を 表 し て い る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 図 20は 、 単 球 の 分 化 が HMW APOBEC3G複 合 体 の 集 合 を 促 進 す る こ と を 示 す 結 果 を 表 し て い
る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 要 約 す る と 、 以 下 の こ と が 示 さ れ た ：
　 1） APOBEC3Gは シ チ ジ ン デ ア ミ ナ ー ゼ 活 性 を 持 た な い HMWリ ボ 核 タ ン パ ク 質 複 合 体 に 補 充
さ れ る ；
　 2） HMW APOBEC3G複 合 体 を RNア ー ゼ で 処 理 す る と 、 高 レ ベ ル の シ チ ジ ン デ ア ミ ナ ー ゼ 活
性 を 示 す LMW複 合 体 が 製 造 さ れ る 。
　 3） 休 止 期 の 末 梢 血 T細 胞 お よ び 単 球 は LMW APOBEC3G複 合 体 を 示 す 。 休 止 期 の 末 梢 血 T細
胞 お よ び 単 球 の 活 性 化 お よ び ／ ま た は 分 化 は 、 HMW APOBEC3G複 合 体 の 形 成 を 促 進 す る 。
【 ０ ２ ２ １ 】

： APOBEC3Gの N末 端 断 片 の Vif誘 導 性 APOBEC3G分 解 に 対 す る 影 響
　 HEK 293細 胞 に HA-APOBEC3G発 現 ベ ク タ ー ま た は 漸 増 量 （ 2μ g～ 4μ g） の HA-(1～ 104)APO
BEC3G発 現 ベ ク タ ー ； お よ び HIV-1 Vifま た は 対 照 発 現 ベ ク タ ー を 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し
た 。 HA-APOBEC3G発 現 ベ ク タ ー は 、 N末 端 の ヘ マ グ ル チ ニ ン -エ ピ ト ー プ タ グ に 対 し て イ ン
フ レ ー ム で 融 合 し た 野 生 型 （ 例 え ば 、 完 全 長 ） の APOBEC3Gを コ ー ド す る 。 HA-(1～ 104)APO
BEC3G発 現 ベ ク タ ー は 、 ヘ マ グ ル チ ニ ン -エ ピ ト ー プ タ グ に イ ン フ レ ー ム で 融 合 し た APOBEC
3Gの ア ミ ノ 酸 1～ 104を コ ー ド す る 。 遠 心 分 離 に よ っ て 細 胞 溶 解 物 を 清 澄 化 し て 、 等 量 の タ
ン パ ク 質 を SDS-PAGEに よ っ て 分 離 し た 。 分 離 さ れ た タ ン パ ク 質 を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に 移
し て 、 膜 上 の HA-APOBEC3Gお よ び HA-(1～ 104)APOBEC3Gを 抗 HA抗 体 で 検 出 し た 。 HA-APOBEC3
G発 現 ベ ク タ ー を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た （ Vif発 現 ベ ク タ ー の 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト は 行 っ
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て い な い ） 細 胞 で は 、 約 50kDに て 移 動 す る HA-APOBEC3Gが 産 生 さ れ た 。 Vif発 現 ベ ク タ ー お
よ び HA-APOBEC3G発 現 ベ ク タ ー を 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た （ HA-(1～ 104)APOBEC3G発 現 ベ
ク タ ー は 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し て い な い ） 細 胞 で は 、 大 半 の HA-APOBEC3Gが 分 解 さ れ た
。 し か し 、 Vif発 現 ベ ク タ ー 、 HA-APOBEC3G発 現 ベ ク タ ー 、 お よ び HA-(1～ 104)APOBEC3G発
現 ベ ク タ ー 2μ gま た は 4μ gの い ず れ か を 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 で は 、 HA-(1～ 104
)APOBEC3Gタ ン パ ク 質 存 在 下 で は 、 ～ 50kDの HA-APOBEC3G融 合 タ ン パ ク 質 の 安 定 的 産 生 が 著
し く 回 復 し て 、 Vif同 時 発 現 が な い 場 合 に 見 ら れ る レ ベ ル に 達 し た 。 こ の 結 果 は 、 HA-(1～
104)APOBEC3Gの 過 剰 発 現 が HIV-1 Vifに 媒 介 さ れ る HA-APOBEC3Gの 分 解 を 阻 害 す る こ と を 示
す 。
【 ０ ２ ２ ２ 】

： Vif／ luc-APOBEC3G細 胞 株 の 構 築
　 HIV-1 Vif作 用 の 阻 害 物 質 に 関 す る 高 処 理 ア ッ セ イ の 基 盤 と し て 用 い る こ と の で き る い
く つ か の 細 胞 株 が 構 築 さ れ た 。 こ れ ら の 細 胞 株 は 、 Vif、 お よ び 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 提
供 す る 異 種 タ ン パ ク 質 に 融 合 し た APOBEC3Gを 構 成 す る APOBEC3G融 合 タ ン パ ク 質 を 産 生 す る
。 こ の よ う な 細 胞 株 の 一 つ は 次 の よ う に 構 築 さ れ た 。 HeLa細 胞 に Vif発 現 ベ ク タ ー 、 お よ
び ウ ミ シ イ タ ケ -ル シ フ ェ ラ ー ゼ で タ グ 付 け さ れ た APOBEC3G（ luc-APOBEC3G） を 発 現 す る
ベ ク タ ー を 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し て 、 Vif／ luc-APOBEC3G細 胞 株 を 作 製 し た 。 Vif発 現 ベ
ク タ ー は 、 ヒ ス チ ジ ノ ー ル に 対 す る 耐 性 を 付 与 す る 選 択 可 能 マ ー カ ー を 含 む 。 luc-APOBEC
3G発 現 ベ ク タ ー は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 を ネ オ マ イ シ ン ま た は G418か ら 保 護 す る
選 択 可 能 マ ー カ ー を 含 む 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 Vif／ luc-APOBEC3G細 胞 株 を Vif媒 介 性 の APOBEC3G分 解 遮 断 能 力 を 持 つ 物 質 で あ る プ ロ テ
ア ソ ー ム 阻 害 物 質 の MG132で 処 理 し た 後 、 細 胞 を 溶 解 し た 。 細 胞 溶 解 物 を 清 澄 化 し て 、 通
常 の ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ に 供 し た 。 luc-APOBEC3Gの 量 は 相 対 発 光 量 （ RLU） と し て 表
す 。 MG132で 処 理 し た Vif／ luc-APOBEC3G細 胞 の 細 胞 溶 解 物 試 料 か ら 発 せ ら れ た RLUは 20333
3で あ っ た 。 し か し 、 プ ロ テ ア ソ ー ム 阻 害 物 質 の 不 在 下 で は 、 Vif／ luc-APOBEC3G細 胞 の 細
胞 溶 解 物 の RLUは 10180で あ り 、 約 1/20の 減 少 に 相 当 す る 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 細 胞 株 中 に
存 在 す る Vifは luc-APOBEC3Gタ ン パ ク 質 の 量 を 約 1/20に 減 少 さ せ 、 Vifの こ の 活 性 は MG132
に よ っ て 逆 転 す る と 結 論 づ け ら れ た 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 本 発 明 は そ の 具 体 的 態 様 の 参 照 を 用 い て 説 明 さ れ て い る が 、 当 業 者 は 様 々 な 変 更 が 可 能
で あ り 、 本 発 明 の 真 の 精 神 お よ び 範 囲 を 逸 脱 す る こ と な く 同 等 物 と 置 き 換 え ら れ 得 る こ と
を 理 解 す べ き で あ る 。 さ ら に 、 特 定 の 状 況 、 材 料 、 重 要 な 組 成 物 、 プ ロ セ ス 、 プ ロ セ ス の
工 程 （ step、 steps） を 本 発 明 の 目 的 、 精 神 お よ び 範 囲 に 適 応 さ せ る た め に 、 多 く の 修 正
が 行 わ れ 得 る 。 こ の よ う な す べ て の 修 正 は 、 本 資 料 に 添 付 さ れ る 特 許 請 求 の 範 囲 の 範 囲 内
で あ る こ と が 意 図 さ れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ２ ５ 】
【 図 １ 】 図 1Aお よ び 1Bは APOBEC3Gの 発 現 お よ び 局 在 化 を 示 す 。
【 図 ２ 】 図 2は 完 全 長 の 内 因 性 APOBEC3Gの ビ リ オ ン へ の 組 み 込 み に 対 す る Vifの 阻 害 作 用 を
示 す 。
【 図 ３ 】 図 3Aお よ び 3Bは 、 ヒ ト H9細 胞 の 感 染 後 に HIV野 生 型 で は 誘 導 さ れ る が HIV △ Vifウ
イ ル ス で は 誘 導 さ れ な い 、 APOBEC3Gの 細 胞 内 枯 渇 を 示 す 。
【 図 ４ 】 図 4は 、 Vifが 存 在 す る 場 合 の APOBEC3G mRNA量 を 示 す 。
【 図 ５ 】 図 5A～ 5Cは 、 Vif単 独 に 誘 導 さ れ る APOBEC3Gの 細 胞 内 枯 渇 を 示 す 。
【 図 ６ 】 図 6Aお よ び 6Bは 、 Vifと APOBEC3G／ RNA高 分 子 量 複 合 体 と の 結 合 を 示 す 。
【 図 ７ 】 図 7A～ Cは HIV-1 Vifに よ る APOBEC3G分 解 の 誘 導 を 示 す 。
【 図 ８ 】 図 8A～ Cは 、 APOBEC3Gの 半 減 期 に 対 す る Vifの 影 響 、 お よ び 細 胞 内 APOBEC3G枯 渇 に
対 す る プ ロ テ ア ソ ー ム 阻 害 物 質 の 影 響 を 示 す 。
【 図 ９ 】 図 9A～ Bは APOBEC3G-HA mRNAに 対 す る Vifの 影 響 を 示 す 。
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【 図 １ ０ 】 図 10は 、 ウ イ ル ス 産 生 細 胞 内 で の 分 解 に 関 し て Vifが ユ ビ キ チ ン 化 APOBEC3Gを
ど の よ う に タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ し て 、 そ れ に よ り 、 APOBEC3Gの ビ リ オ ン へ の 組 み 込 み を 遮 断
す る か ； お よ び ウ イ ル ス DNA合 成 中 の APOBEC3Gの シ チ ジ ン デ ア ミ ナ ー ゼ 活 性 の 潜 在 的 変 異
原 性 作 用 を 示 す 模 式 図 で あ る 。
【 図 １ １ 】 図 11は 末 梢 血 リ ン パ 球 （ PBL） の APOBEC3Gの 量 に 対 す る 、 フ ィ ト ヘ マ グ ル チ ニ
ン （ PHA） 、 抗 CD3抗 体 、 抗 CD28抗 体 、 お よ び IL-15の 影 響 を 示 す 。
【 図 １ ２ 】 図 12は 、 PBL中 の APOBEC3G量 に 対 す る IL-2の 影 響 を 示 す 。
【 図 １ ３ 】 図 13は 、 PBL中 の APOBEC3G量 に 対 す る 、 ホ ル ボ ル -12-ミ リ ス チ ン 酸 -13-酢 酸 （ P
MA） 、 PHA、 抗 CD3抗 体 、 抗 CD28抗 体 、 お よ び プ ロ ス ト ラ チ ン の 影 響 を 示 す 。
【 図 １ ４ 】 図 14は 、 内 因 性 APOBEC3Gの サ イ ズ 排 除 FPLC分 析 を 示 す 。 内 因 性 APOBEC3Gは 非 許
容 性 H9細 胞 に お い て 高 分 子 量 、 RNア ー ゼ 感 受 性 複 合 体 に 組 み 込 ま れ る 。
【 図 １ ５ 】 図 15は 、 HA-APOBEC3G DNAの 許 容 性 細 胞 へ の ト ラ ン ス フ ェ ク ト に よ っ て HMW APO
BEC3G複 合 体 が 形 成 さ れ る こ と を 示 す 結 果 を 表 す 。
【 図 １ ６ 】 図 16は 、 高 分 子 量 で は な く 低 分 子 量 APOBEC3G複 合 体 が シ チ ジ ン デ ア ミ ナ ー ゼ 活
性 を 持 つ こ と を 示 す 結 果 を 表 す 。
【 図 １ ７ 】 図 17は 、 休 止 PBL中 の APOBEC3Gが LMW複 合 体 に 含 ま れ る こ と を 示 す 結 果 を 表 す 。
【 図 １ ８ 】 図 18は 、 CD4 +  PBLの PHA／ IL-2刺 激 が HMW APOBEC3G複 合 体 の 構 築 を 促 進 す る こ
と を 示 す 結 果 を 表 す 。
【 図 １ ９ 】 図 19は 、 単 球 の APOBEC3Gが LMW複 合 体 に 含 ま れ る こ と を 示 す 結 果 を 表 す 。
【 図 ２ ０ 】 図 20は 、 単 球 の 分 化 が HMW APOBEC3G複 合 体 の 構 築 を 促 進 す る こ と を 示 す 結 果 を
表 す 。
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【 図 ３ Ａ 】

【 図 ３ Ｂ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ Ａ 】

【 図 ５ Ｂ 】

【 図 ５ Ｃ 】

【 図 ６ Ａ 】
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【 図 ６ Ｂ 】 【 図 ７ Ａ 】

【 図 ７ Ｂ 】

【 図 ７ Ｃ 】 【 図 ８ Ａ 】
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【 図 ８ Ｂ 】 【 図 ８ Ｃ 】

【 図 ９ Ａ 】

【 図 ９ Ｂ 】 【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】 【 図 １ ４ 】
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【 図 １ ５ 】 【 図 １ ６ 】

【 図 １ ７ 】 【 図 １ ８ 】
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【 図 １ ９ 】 【 図 ２ ０ 】
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摘要(译)

本发明提供了鉴定抑制慢病毒Vif蛋白活性的物质的方法。本发明提供了一种鉴定增加细胞中活性APOBEC3G含量的物质的方法。
本发明提供了通过本筛选方法鉴定的物质，并且还提供了治疗慢病毒感染的方法。
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