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研究成果の概要（和文）：アホリポタンパク質E (ApoE)は、肝臓 やマクロファージ、脳で発現し、脂質代謝、
特にコレステロールの運搬に関与する。ApoEには３つのアイソフォームApoE2、ApoE3、ApoE4が存在する。本研
究により、ヒト免疫不全ウイルス(HIV-1)感染に伴い、ApoEがマクロファージ特異的に発現誘導されること、
ApoEがHIV-1エンべロープ をタンパク質分解の場であるライソソームにハイジャックし、分解することにより、
ApoEがHIV-1感染を抑制することを見出した。一方、ApoEはHIVのみならず、B型肝炎ウイルス(HBV)のHBxを分解
することにより、HBV複製を抑制することも見出した。

研究成果の概要（英文）：Apolipoprotein E (ApoE), which expresses in liver, macrophage, and brain, is
 involved in lipid metabolism, especially transport of cholesterol. ApoE has three isoforms, ApoE2, 
ApoE3, and ApoE4. In this study, we have found that HIV-1 infection induced ApoE expression in 
macrophages and ApoE inhibited the HIV-1 infection through a degradation of HIV-1 envelope (Env). 
Indeed, ApoE hijacked HIV Env in lysosome, where is the protein degradation site. On the other hand,
 we also have found that ApoE inhibited HBV replication through a degradation of HBx.

研究分野： ウイルス学

キーワード： アポリポタンパク質E　HIV　HBV　マクロファージ　脂質代謝　エンベロープ　ライソソーム　エンドソ
ーム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
アポリポタンパク質E (ApoE)は、コレステロール運搬など脂質代謝に関与することがこれまで知られているが、
本研究により、脂質代謝に関与するApoEがタンパク質分解の場であるライソソームにHIVエンベロープをハイジ
ャックし、分解することにより、HIVの感染制御に関与していることが明らかとなり、新たなHIVの感染機構が解
明された。この結果、ApoEを分子標的とした治療戦略が期待される。さらにApoEの脂質以外の関与も本研究によ
り明らかにされたので、これまでApoEが関与することが知られている動脈硬化やアルツハイマー病の病態解明や
治療法の確立に役立つ可能性がある。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 アポリポタンパク質 E (APOE)は、３つのアイソフォーム APOE2、APOE3、APOE4

が存在し、アイソフォームと病態との関連が明らかになりつつある。ヒトの場合、78%

が APOE3 のみを保持するが病原性との関連は報告がない。一方、APOE2 は脂質結合

能が乏しく、動脈硬化や高脂血症のリスクが高い。APOE4 を保持する患者はアルツハ

イマー病の発症リスクが高い。一方、ウイルス感染と APOE アイソフォームとの相関

関係はエイズ脳症やヘルペス脳症との関連の報告があるものの、あまり良く理解され

ていない。最近、APOE は C 型肝炎ウイルス(HCV)の NS5A と結合し、HCV の感染増

殖に必要な宿主因子であることが報告された。さらに APOE4 をもつ AIDS 患者はエイ

ズ脳症発症リスクが高いことも示唆されつつある。しかしながら、APOE の HIV-1 の

感染増殖における役割は不明な点が多い。HBV に至っては、APOE との直接的な関係

については不明である。 
 
 
２．研究の目的 
 ヒトに慢性持続感染を引き起こし、AIDS の原因ウイルスであるヒト免疫不全ウイル

ス(HIV-1)、肝炎、肝硬変、そして肝がんの原因ウイルスである B 型肝炎ウイルス (HBV)

及び C 型肝炎ウイルス (HCV)は共にエンベロープウイルスに分類され、ウイルス粒子

は脂質膜からなる原形質膜より出芽により細胞外に放出される。ウイルス粒子はエン

ベロープ糖タンパク質と宿主細胞膜由来の脂質膜により保護されている。さらに、標

的細胞に感染する際に、標的細胞表面の脂質がウイルスの侵入に重要なことも知られ

ている。特に HBV や HCV は脂質代謝の中核となる肝細胞でウイルスの複製増殖がお

こる。実際、脂質タンパク質であるアポリポタンパク質 E (APOE)は、肝臓、脳、マク

ロファージにおいて産生され、細胞内の脂質のトランスポーターとして機能している

ことが知られているが、最近、HCV NS5A と相互作用し、HCV の感染増殖に必要な宿

主因子であることが判明している。このように脂質代謝系のウイルス感染や病態にお

ける重要性が示唆されつつある。しかしながら、HIV-1 や HBV における脂質タンパク

質の関与については不明な点が多い。 

 そこで、本研究において、特に APOE を中心に脂質タンパク質の HIV-1 及び HBV

の感染増殖に対する役割について研究を進め、脂質タンパク質を分子標的とした新規

治療法の開発や慢性ウイルス感染症の病態制御機構の解明につなげたい。一方、APOE

には３つのアイソフォーム APOE2、APOE3、APOE4 が存在する。APOE3 は正常型で

病態との関連の報告はないが、APOE2 は高脂血症や動脈硬化などの脂質代謝異常、

APOE4 はアルツハイマー病発症に関与することが知られている。ウイルス感染症の病

態と APOE アイソフォームとの相関も示唆されつつある。実際、APOE4 を持つ患者は

エイズ脳症やヘルペス脳症の高リスクグループである。本研究において、患者の APOE

アイソフォームがウイルス感染や病態に与える影響についても問いかけてみたい。  

 本研究において、APOE アイソフォームと HIV-1 及び HBV の感染増殖複製能との相

関性や患者の APOE アイソフォームとエイズ及び肝炎、肝硬変、肝硬変などの病態進

展との相関性が明らかとなれば、慢性ウイルス感染症の発症機構の解明はもとより、

新たな治療や予防戦略の構築につながることが期待される。 
 
 



３．研究の方法 
 先ず、マクロファージにおいて、HIV 感染が脂質タンパク質の発現レベルに及ぼす

影響について、マイクロアレイ法を用いて検討を行う。HIV-1 には Nef、Vpr、Vif、Vpu

などのウイルス増殖や病態に関与する４つのアクセサリータンパク質がコードされて

いるので、各々の変異体ウイルスを作成し、マクロファージに感染させ、どのウイル

スタンパク質が APOE の発現誘導に必要か同定する。また、APOE プロモーター領域

をルシフェラーゼレポーター遺伝子にクローニングし、ルシフェラーゼアッセイによ

り転写レベルでの発現誘導についても解析を行う。さらに何故、マクロファージ特異

的に APOE が発現誘導されるのか細胞特異性についても検討を行う。 

 次に ApoE に対する siRNA を用いて、ApoE ノックダウン primary MDM を樹立し、

ApoE の HIV 感染複製に与える影響について、real-time RT-PCR を用いて定量解析行う。

さらに APOE の抗 HIV-1 効果の作用機序について明らかにするために、HIV-1 の各ウ

イルスタンパク質が変異したウイルスと ApoE を共発現させ、ApoE の標的ウイルスタ

ンパク質を同定する。ApoE は分泌タンパク質なので、ウイルスが標的細胞に感染侵入

する際に必要な HIV-1 ウイルス粒子表面のエンベロープ(Env)が ApoE の標的である可

能性もある。特に APOE と Env との相互作用についても解析し、中和抗体のように

ApoE がウイルス粒子表面を被覆することにより、抗ウイルス作用を提示しているのか

検討を行う。 

 ApoE の抗 HBV メカニズムについては、先ず、ApoE に対する siRNA を用いて、ApoE

ノックダウン肝細胞を樹立し、ApoE の HBV 複製に与える影響について、real-time PCR

を用いて定量解析行う。次に HBV がコードする４つのタンパク質 HBc、HBpol、HBx、

そして HBs のどの HBV ウイルスタンパク質と相互作用するのか解析を行う。HIV-1

あるいは HBV 感染により、APOE あるいは標的 HIV-1 ウイルスタンパク質の細胞内局

在が変動するのか共焦点レーザー顕微鏡を用いて詳細に観察する。APOE 分子は、N

末のシグナル分泌ドメイン、中央の LDLR 結合ドメイン、そして C 末の脂質結合ドメ

インなど機能的にいくつかのドメイン構造を保持している。そこで、APOE のどの機

能ドメインが抗ウイルス作用に関与するのか、各々のドメインの欠失変異体を作成し

て同定を試みる。また、ApoE の HBV プロモーターに及ぼす影響についても、ルシフ

ェラーゼアッセイにより解析を行う。さらに APOE 及びコレステロール脂質関連因子

に対する阻害剤や活性化剤を用いて、HIV-1 及び HBV の感染複製能に与える影響につ

いて調べ、脂質代謝系を分子標的とした新規抗ウイルス剤開発の分子候補としたい。 
 
 
 
４．研究成果 
 
（１）アポリポタンパク質 E (ApoE)による HIV-1 感染の抑制機構 
 

 脂質タンパク質とウイルス感染との関係を解析するために、アポリポタンパク質の

HIV-1 感染に伴う動態をモニターした。HIV-1 感染マクロファージ  (primary 

monocyte-derived macrophage, MDM)と非感染マクロファージの RNA を単離し、マイク

ロアレイ解析で両者の発現パターンを比較した結果、驚くべきことに HIV-1 感染に伴

い、アポリポタンパク質 E (APOE)のみが特異的に誘導されていることを見出した。し

かしながら、HIV-1 感染した CD4＋T 細胞では、ApoE の発現は検出されなかった。こ



の結果、HIV-1 感染によりマクロファージ特異的に ApoE の発現が強く誘導されるこ

とを見出した。次に HIV-1 がどのようなメカニズムにより、ApoE を誘導するのか研

究を進めた。HIV-1 には 4つのアクセサリータンパク質 Nef、Vif、Vpr、Vpu がコード

されているが、各々のアクセサリータンパク質が欠損した HIV 変異体を用いて、マク

ロファージにおける ApoE の発現誘導をウエスタンブロット法により検証した。その

結果、少なくとも 4 つの HIV アクセサリータンパク質は、ApoE 発現誘導には関与し

ないことが判明した。また、ApoE はマクロファージのみならず、単球系細胞株 THP-1

においても HIV 感染により、ApoE が発現誘導されることを見出した。そこで、HIV

感染が ApoE の転写制御に関与しているのか検討するため、ApoE プロモーター領域を

ルシフェ ラーゼ遺伝子に挿入したレポーターを THP-1 細胞にトランスフェクション

後、HIV 感染させ、ルシフェラーゼアッセイを行った。予想通り、HIV 感染に伴い、

ApoE プロモーター活性が増強された。以上の結果より、HIV は ApoE プロモーター

を活性化することにより、ApoE の発現誘導することが示唆された。 

 次に ApoE の HIV-1 感染増殖における役割を調べるために、siRNA を用いて ApoE

をノックダウンしたマクロファージにおけるHIV-1の感染増殖を ELISA で解析すると、

コントロールに比べ、培養上清中に産生されるウイルス量の増加がみられた。一方、

ApoE が発現していない 293T 細胞に HIV-1 分子クローンと ApoE を共発現させると、

HIV-1 のウイルス産生と感染性の著しい低下がみられた。この結果、ApoE は新規 HIV-1

感染抑制因子であることが判明した。しかしながら、少なくとも強制発現の系におい

ては、３つの異なる ApoE アイソフォーム間に抑制活性の違いは認められなかった。 

 この ApoE による HIV-1 感染増殖抑制機構に関する研究も進め、ApoE の標的がウイ

ルス感染に必要な糖タンパク質 HIV-1 エンベロープ (Env)であることを明らかにした。

ApoE は HIV-1 Env を特異的に分解するが、VSV-G など他のウイルスの Env には影響

を及ぼさなかった。ウイルス粒子の細胞外への放出が細胞膜でおこるため、HIV-1 Env

は細胞膜周辺に集積するが、興味深いことに ApoE と HIV-1 Env を共発現させると、

ApoEはHIV-1 Envを細胞膜周辺から細胞内のエンドソームや蛋白分解の場であるライ

ソゾームにハイジャックすることを見出した。そこで、細胞をライソゾーム阻害剤で

処理すると、ApoE による HIV-1 Env の分解がキャンセルされた。以上の結果より、

ApoE は、HIV-1 Env をライソゾームで分解することにより、マクロファージ内の HIV-1

量を制御していることが示唆された。さらに ApoE の Env に対する特異性について検

証した。ApoE は HIV-1 のみならず、HIV-2 Env も分解し、HIV-2 の感染複製を抑制す

ることを見出した。一方、ApoE は水胞性口炎ウイルス (VSV)をはじめ、B 型肝炎ウイ

ルスやC型肝炎ウイルスのEnvは分解しないことを確認したことにより、 ApoEのHIV

に対する特異性を実証することが出来た。マクロファージは CD4＋T 細胞と比較すると

長期間 HIV-1 の持続感染が成立している。この持続感染に ApoE が関与している可能性

も考えられる。興味深いことにドナー間における ApoE 発現レベルは異なるので、エ

イズ患者間における ApoE のアイソフォームや発現量の違いと HIV-1 ウイルス量やエ

イズ病態との関連性についても検討したい。今後、脂質代謝系を分子標的とした新規

HIV 治療戦略が期待される。 

 

 

 



（２）アポリポタンパク質 E による B 型肝炎ウイルス(HBV)複製の抑制機構 

 アポリポタンパク質 E の B 型肝炎ウイルス(HBV)複製に与える影響について解析を

おこなった。先ず、HBV 複製ヒト肝細胞株 HepG2.2.15.7 細胞を ApoE siRNA を用いて、

ApoE をノックダウンさせ、細胞内の HBV コア結合 HBV DNA レベルを real-time PCR

で定量 解析した結果、ApoE ノックダウン細胞では、コントロール細胞に比べ、細胞

内の HBV コア結合 HBV DNA レベルが顕著に亢進した。一方、3つの異なった ApoE

アイソ フォームを HBV 分子クローンと共に強制発現させると、全ての ApoE アイソフ

ォームが細胞内の HBV コア結合 HBV DNA レベルを著しく抑制した。さらに ApoE の欠

損変異体を用いた解析では、ApoE の C末ドメインに HBV 複製を抑制する活性を同定

することが出来た。興味深いことに ApoE3 は HBx タンパク質の発現を抑制すること

も観 察されたが、HBV プロモーターのルシフェラーゼアッセイにより、ApoE3 は HBV

プロモーター活性には影響を及ぼさないことが判明した。以上の結果より、ApoE は 

HBx を分解することにより、HBV 複製を抑制することが示唆された。 

 今後、ApoE アイソフォームと HBV の感染増殖複製能との相関性や患者の ApoE ア

イソフォームと肝炎、肝硬変、肝硬変などの病態進展との相関性が明らかとなれば、

慢性ウイルス感染症の発症機構の解明はもとより、新たな治療や予防戦略の構築につ

ながることが期待される。 
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