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研究成果の概要（和文）：HIV-1の遺伝子発現は厳密に制御された過程であり、この過程の崩壊はウイルス複製
に大きく影響する。我々は、HIV-1馴化実験・適応研究により、ウイルス複製に必須であるVifタンパク質の発現
量調節領域（SA1D2prox）をウイルスゲノム上に同定した。SA1D2prox RNA内では、ステムループ構造(SLSA1)が
形成される。変異体解析から、SLSA1のエネルギー安定性が増加すると、vif-mRNA産生量が低下することが分か
り、SLSA1構造のウイルス学的意義が初めて明らかになった。さらに、ウイルス学的手法を駆使することで、こ
れまで未同定であったVif発現量調節領域も見出した。

研究成果の概要（英文）：Vif is essential for HIV-1 replication by antagonizing host restriction 
factor APOBEC3. Understanding regulatory bases for Vif expression certainly serves to establish a 
new anti-HIV-1 strategy. HIV-1 mRNAs are produced by alternative splicing via splicing donors 
(SD1-SD4) and acceptors (SA1-SA7). We demonstrated by adaptation studies that the nucleotide 
sequence around SA1 and SD2 (SA1D2prox) is involved in modulating vif mRNA expression. Sequence 
containing the SA1 site forms a stem loop structure (SLSA1). Mutational analysis showed that the 
SLSA1 stability and the vif mRNA expression level are inversely correlated, indicating the 
regulatory association of SLSA1 with vif mRNA production. Furthermore, our virological analysis 
using different HIV-1 subtypes showed that the region around SA2 and SD3, in addition to SA1D2prox, 
also determines the vif mRNA expression level. Collectively, we newly identified the genomic region 
and RNA secondary structure critical for vif mRNA production.

研究分野： ウイルス学

キーワード： HIV-1　同義1塩基置換　適応　Vif　選択的スプライシング

  １版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
HIV-1 Vifタンパク質は、宿主細胞のウイルス抑制因子APOBEC3タンパク質群と拮抗するため、ウイルス複製に必
須である。Vifの発現量や活性の変化は、ウイルス複製を変動させる主な要因の一つである。したがって、Vifの
発現量調節機構の解明は極めて重要であるが、様々なHIV-1ゲノム配列や宿主因子群などが関与するため、その
機構は非常に複雑である。本研究における詳細なウイルス学的研究により、Vif発現量調節に関与するゲノム領
域と構造を明らかすることができた。今後、Vifの発現量調節機構の全貌解明を尚一層進展させ、Vif発現量を介
したHIV-1複製制御手法の確立を目指す。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 HIV 感染症は広く世界に蔓延している。HIV 感染において、ウイルスゲノムは宿主細胞のゲ
ノムに組み込まれるという特徴があるため、一旦、感染が成立すると終生持続する。HIV 感染
症に対する抗 HIV 療法はエイズ発症の阻止に極めて有効であるが、HIV の特徴上、抗 HIV 療
法を終生続ける必要がある。HIV 感染症の制御に向けた取り組みとして、宿主細胞に組み込ま
れたウイルスゲノムの排除を目指すアプローチ(根治)と抗 HIV 療法を中断してもウイルス量を
検出限界以下に抑えるアプローチ(機能的治癒)の研究が進められている。HIVの遺伝子発現過程
(転写、選択的スプライシング、mRNA核外輸送、翻訳)の理解とその知見に基づく治療への応用
は機能的治癒を達成するために重要な課題の１つである(文献 1)。HIV の遺伝子発現は厳密に制
御されており、この過程の崩壊はウイルス複製に大きく影響する。そのため、遺伝子発現の各過
程を標的とする HIV複製制御法の確立も試みられている(文献 2)。 

 HIV-1遺伝子発現の各過程は厳密に制御されている。HIV-1は選択的スプライシングにより、
種々のウイルスタンパク質をコードする多様な mRNA種(40種以上)を産生する。HIV-1ゲノム
には、主たるスプライシングドナー(SD1~SD4)とスプライシングアクセプター(SA1~SA7)が近
接して存在する。選択的スプライシングには種々のスプライシング因子などが関与するため、そ
の制御機構は複雑であり未解明な点が多い。 

 HIV-1 Vif は、HIV-1 複製に必須のタンパク質であり、宿主細胞の抗ウイルス抑制因子
APOBEC3 タンパク質群と拮抗する。我々は、HIV-1 の変異・適応研究から、SA1 近傍の同義
1 塩基置換(naturally-occurring single-nucleotide mutation, nsSNP と省略)により Vif 発現量
が変動し、APOBEC3G 発現量依存的にウイルス複製能が変動することを見出した(文献 3-5)。
この時、HIV-1の全 mRNA産生パターンが変化することも明らかにした。これらの結果は、SA1

は vif mRNA 産生に重要な部位であるが、SA1 近傍の nsSNP が vif mRNA だけでなく、その
下流に存在する vpr/tat mRNA 産生に関わる SA2 や SA3 にも影響を及ぼすことを示す。そこ
で、SA1 から SA3 の領域に着目し、HIV-1 の選択的スプライシング調節機構、特に、vif /vpr 

/tat mRNA産生、の解明を目指した。 

 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、これまでに我々が見出した SA1 近傍の nsSNP による vif mRNA/タンパク
質の産生量の変動機構を明らかにすることである。また、SA1近傍領域だけでなく、vif /vpr /tat 
mRNA 産生に関与する新たな領域の探索・同定を進める。HIV-1 の選択的スプライシング調節
機構の解明に向け、これらの研究を遂行する。 

 

３．研究の方法 

（１）プロウイルスクローン(pNL4-3)とその変異体作製は、定法に従って行った。スプライシ
ングパターン解析のためのミニゲノムの構築は、プロウイルスクローンを鋳型として、適宜、必
要なゲノム断片を PCR で増幅し、pcDNA3.1ベクターに導入し構築した。 

 

（２）ヒト胎児腎由来 293T細胞は、10%牛血清加 MEM培地で培養した。ヒトリンパ球由来
H9細胞および CEM-SS細胞は、10%牛血清加 RPMI1640で培養した。ウイルス調製は、293T

細胞へのプロウイルスクローンのトランスフェクションにより調製した。ウイルス量は粒子中
の逆転写酵素(RT)活性により測定(RT assay)した。ウイルス増殖能は、リンパ球由来細胞株に等
量のウイルスを接種後、経時的に培養上清中の RT 量を測定し、評価した。SA1 近傍の 1 塩基
置換体の馴化実験は、文献 3で報告したように、感染 H9細胞の長期培養により行った。 

 

（３）HIV-1 mRNA 産生パターンの解析
は、文献 5 で報告したように行った。プロウ
イルスクローンあるいはミニゲノムをトラン
スフェクションした 293T 細胞から RNA を
抽出後、cDNA を合成し、これを鋳型として
半定量 PCRとその産物の泳動により行った。
特定の HIV-1 mRNA 産生量の測定は、文献 5

に従い、上記と同様に合成した cDNA と各
mRNAに特異的なプライマーを用いて、定量
RT-PCRで解析した。 

 

（４）RNAのエネルギー安定性と二次構造
予測には、mfold program (http://unafold.rna. 

albany. edu/?q=mfold)を用いた。 

 

４．研究成果 
（１）Vif発現調節領域 SA1D2prox の同定 

  SA1近傍領域(インテグラーゼアミノ酸番

図１．SA1D2prox内で同定した vif 発現量を変動させる

nsSNPの配列マップ。数字：インテグラーゼのアミノ酸

番号、青線：SLSA1構造、青字：低発現 Vifタイプ、赤

字：高発現 Vifタイプ、緑字：過剰発現 Vifタイプ、赤ド

ット：高度保存性のサイト、黒ドット：nsSNPにより Vif

発現量が大きく変動しないサイト、黒線：既報のスプラ

イ シ ン グ 調 節 領 域 、 を 示 す 。 Front Microbiol. 

2017;8:2542.を一部改変して引用。 



号 224－234)内の nsSNPによる Vif発現量に
応じて、低発現/高発現/過剰発現 Vifタイプに
分類できた(図１)(文献 5)。Vif発現量調節に関
与する領域をより詳細に調べるため、SA1 近
傍領域から下流の Vif スタートコドン直前ま
での領域で、HIV-1 データベース (https:// 

www.hiv.lanl.gov/content/index) を 用 い て
nsSNPを抽出した。抽出した nsSNPを HIV-

1 標準株(NL4-3)に導入後、Vif 発現量の変動
を解析した。その結果、Vif 発現量を増減させ
る複数の nsSNPを同定できた。また、この領
域内には、スプライシング調節に関与する幾
つかのエレメント(例：図１の ESEvif など)が
報告されているが、これらとは異なる領域に
も nsSNPが認められ、新規の Vif発現量調節
に関与する領域が同定できた。この領域(SA1

上流から Vif スタートコドン直前まで )を
SA1D2prox と名付けた(文献 6)。 

 

（２）SLSA1の Vif発現量調節への関与 

  SA1を含む周辺の配列はステムループ構
造(SLSA1)を形成することが報告されている
(文献 7)。図１に示すように、SLSA1 内には
多くの nsSNP が同定され、SLSA1 が Vif 発
現量調節に関与するのではないかと考えられ
た。そこで、HIV-1データベースから、Vif発
現量を変動させる nsSNPを持つ種々の HIV-

1 株の SA1D2prox 配列を NL4-3 に導入した
プロウイルスクローンを構築した。これらの
クローンを用いて、vif 産生量と SLSA1エネ
ルギー安定性との相関を調べた結果、両者に
は負の相関関係があることが分かった (図
２)。この結果は、SLSA1構造も vif 産生量決
定に関与することを示しており、本構造のウ
イルス学的意義が明らかになった(文献 6)。 

 

（３）Vif低発現変異体の馴化実験と適応変異の同定 

  Vif 発現量を著減させる nsSNP を持つプロウイルスク
ローン(NL-tac)とAPOBEC3G高発現細胞株H9細胞を用い
て馴化実験を行った。馴化による適応過程を解析することに
より、Vif発現量を増加させる適応変異が出現すれば、Vif発
現量調節に関与する新たな領域を同定し得ると考えた。2回
の馴化実験の結果、Vif発現量を増加させる適応変異(M1)が
再現性を持って出現した。M1は Vifコード領域内に認めら
れた。nsSNP による Vif 発現量変動を反映するミニゲノム
を構築し、mRNA 産生パターンを解析した結果、変異によ
りそのパターンが変化することが分かった。現在、ミニゲノ
ムを用いて、スプライシング因子の結合性変化など、NL-tac

および M1による Vif発現量変動の機構を解析中である。 

 

（４）Vifコード領域内 SA2と SD3の Vif 発現量調節への関与 

  HIV-1のサブタイプ間のアミノ酸配列の違いにより、Vif活性は異なることが示されている
(文献 8)。また、我々は、Vifと Vprの発現量が逆相関することも明らかにしている(文献 5)。こ
れらの結果は、vpr 産生量に関与する SA2 やその周辺の配列によっても Vif 発現量が変動し得
ることを示唆する。そこで、HIV-1 サブタイプ B(NL4-3)とサブタイプ C(Indie C)を用いて、
SA1D2prox と Vif コード領域のキメラウイルスを種々作製し(図３)、Vif 発現量の変動を解析し
た。図４に示すように、ウイルスクローンにより Vif および Vpr 産生量の変動が観察された。
SA1D2prox領域やVifコード領域が Indie C由来配列を持つクローンでVif発現量の低下とVpr

発現量の増加が認められた。特に、この傾向は、Vifコード領域内の SA2周辺から下流の配列が
Indie C 由来となった場合に強く認められた。これらより、SA1D2prox 配列に加えて、SA2と
SD3 周辺領域の塩基配列も Vif/Vpr 発現量を変動させる領域であることが示唆された(文献 9)。 
 

 

図２．SLSA1エネルギー安定性と vif産生量との関係。

グラフ内のプロットは、それぞれ、異なる SA1D2prox

配列を持つプロウイルスクローンのデータである。

Front Microbiol. 2017;8:2542.を一部引用。 

図３．種々のキメラウイルスクローンの構造図。Front 

Microbiol. 2019;10:2758.を一部改変して引用。 

図４．種々のキメラウイルスクローン

の Vif/Vpr発現量。ウェスタンブロッ

ティングは文献 5 で報告したように

行った。 Front Microbiol. 2019;10: 

2758.を一部改変して引用。 
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