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研究成果の概要（和文）：ヒト免疫不全ウイルスイルス（HIV）の複製に必須な逆転写過程をリコンビナント逆
転写酵素蛋白およびin vitro 合成ウイルスRNAを用い、無細胞条件下での逆転写再構築アッセイ系の樹立に成功
した。このアッセイ系を用いて、(1)HIV RNAの5’末端のグアニン（G）の数が、1stストランド転移に重要であ
ること(2)HIVは、逆転写反応において最も効率の良い鋳型RNAである5'-端にGを一つ有するRNAをウイルス粒子に
選択的にパッケージングすることを世界に先駆けて見出した。本研究結果は、HIV逆転写制御に関与する新規の
分子基盤とウイルスゲノムの転写機構との共進化を示唆する新規知見を提示した。

研究成果の概要（英文）：Reverse transcription of human immunodeficiency virus (HIV) was successfully
 reconstituted in vitro (cell-free) using recombinant HIV reverse transcriptase and in vitro 
synthesized HIV RNA. By using this in vitro assay, novel mechanisms to regulate HIV reverse 
transcription have revealed; 1) Critical role of guanosine (G) number at 5-end of virus RNA for 
successful 1st strand transfer, and (2) HIV has evolved to package the most efficient RNA into virus
 particle, providing novel mechanisms to regulate HIV reverse transcription and its coevolution 
history with viral genome transcription machinery.

研究分野：ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 
   逆転写過程はヒト免疫不全ウイルス（HIV）

をはじめとするレトロウイルスゲノム複製の

特徴でもあり、感染細胞内では「逆転写過程」

を阻止する細胞内抑制因子(TRIM5αAPOBEC3G、

SAMHD1)が存在することが知られている。近年、

リンパ系組織に存在するナイーブT 細胞に

HIV を感染させると、逆転写反応が中途段階

で停止し、インフラマゾーム系を介した細胞

死が誘導されることも報告された(Nature5 0 

5 : 509-514,2014,Science343:428- 32.2014)。

これらは、逆転写反応制御それ自体がH I V の

病原性に大きく関与している可能性を示して

いる。ウイルスゲノムRNA と逆転写酵素（RT）

複合体には,他のウイルス因子および宿主因

子の関与が示唆される。しかしながら、感染

細胞を用いた従来のアッセイ系では、未知の

因子の関与する可能性もあるため、個々の因

子の具体的作用機序を明確に示す事はできて

いない。 

 

２．研究の目的 

    上記の研究背景および現状をふまえ、合

成あるいは精製したウイルスゲノムRNA およ

び酵素/構造蛋白による無細胞逆転写アッセ

イ系の樹立し、既知の必須因子での律速過程

と候補補助因子の個々の機能的関与を明確に

する必要があると考えた。本アッセイ系が確

立されれば、ウイルスゲノム複製のあらたな

機構解明に大きな貢献が期待される。 

 
３．研究の方法 

    逆転写過程に必須とされる cis-配列

（LTR、PBS、ppt）をもつミニ HIV ゲノム RNA

（レンチウイルベクタ−由来）を、T7 RNA ポ

リメラーゼによる in vitro 転写反応により

調整した。HIV 逆転写酵素（RT）の調整は、

その前駆蛋白（p66）をまず大腸菌に発現さ

せ, 得られた p66を HIV 由来のプロテーアー

ゼにより処理し、ヘテロ二量体（p66/p51）

を得た。ウイルス RNA を pbs-RNA プライマー

とアニーリング後、リコンビナント RT

（p66/p51）と dNTPs を添加し,42℃で 30-300

分行い、得られた cDNA 産物をリアルタイム

PCR 法および変性ゲルを用いたサザンブロッ

ト法により、定量及び定性解析した。合成ウ

イルス RNA は、逆転写反応に必須なシス配列

を全て含み、転写開始点すなわち 5’末端の

異なる RNA を数種作成し、宿主転写系による

逆転写過程制御の可能性を検討した。逆転写

補助因子として、ヌクレオキャプシド、イン

テグラーゼ蛋白を主軸に、また、律速過程に

促進的に作用する宿主因候も逐次評価し、逆

転写反応の全素過程の再構築を試みた。 

 

４．研究成果 

1) 無細胞環境下で(-)鎖 strong-stop cDNA

の合成およびその後の RNaseH 依存性の１st

ストランド転移と(＋)鎖cDNA合成までを一連

の反応として再構築することに成功した 

(下図)。 

 

 

 

 

 

２）ヌクレオキャプシド蛋白およびウイルス

ゲノムRNAの5’末端のグアニン（G）の数が、
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2nd strand transfer (+) strand synthesis 

  PP    3- - 5　PB  

r-u5 

pbs s NA 
or 
t NALY 3 

- 5　PB   3-  

+ dNTPs 
+ rRT 
　 

- 5　PB   3-  

r-u5 

　　　　PB  

u3-r-u5 pbs 

u3-r-u5 pbs 

3- - 5 PB  

R1-55 

U3Len 5034 

AA55 

AA55 

U3Len 5034 

BB301 

U3Len 5034 

M661 

0.0E+00 

2.0E+06 

4.0E+06 

6.0E+06 

8.0E+06 

1.0E+07 

1.2E+07 

incuba on me (min) 

 Le
ve

l o
f c

DN
A 

pr
od

uc
ts
 

30    60     90            150                                       300 
0.0E+00 

2.0E+06 

4.0E+06 

6.0E+06 

8.0E+06 

1.0E+07 

1.2E+07 

incuba on me (min) 
30    60     90            150                                       300 

 Le
ve

l o
f c

DN
A 

pr
od

uc
ts
 

0.0E+00 

2.0E+06 

4.0E+06 

6.0E+06 

8.0E+06 

1.0E+07 

1.2E+07 

incuba on me (min) 

 Le
ve

l o
f c

DN
A 

pr
od

uc
ts
 

0.0E+00 

2.0E+06 

4.0E+06 

6.0E+06 

8.0E+06 

1.0E+07 

1.2E+07 

incuba on me (min) 

 Le
ve

l o
f c

DN
A 

pr
od

uc
ts
 

30    60     90            150                                       300 30    60     90            150                                       300 

-sscDNA  



１st ストランド転移に重要であることを見

出した（下図）。 

*** p<0.001 
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３）HIV-1 は複製サイクルのなかで、逆転写

の効率に重要な 5’末端のグアニン（G）が１

個のものを選択的にウイルス粒子内に取り

込み、逆転写の鋳型 RNA として用いることを

見出した (下図)。 
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3）HIV-1 LTR の U3/R 境界に高度に存在され

ている３つの G（GGG）塩基の欠損変異体を作

成し、無細胞再構築およびウイルス複製アッ

セイ系の両者で評価した。いずれのアッセイ

系においても 3’GGG の変異の逆転写反応に

おける影響は観察されなかった。また、ウイ

ルス鋳型 RNA5’末端のキャップ構造は、逆転

写されないことが示唆された。以上より、

U3/R 境界に高度に存在されている３つの G

（3’GGG）塩基は、逆転写過程には関与せず、

コアプロモターとしての転写制御に重要で

ある可能性を示した。 

４）逆転写過程には、逆転写酵素に連結した

インテグラーゼが重要であることを見出し

た（下図）。 
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