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研究成果の概要：HIV-1 Tat及び Tatの宿主 cofactor P-TEFbを標的とした薬剤の研究を
行った。Cyclin Kは Tat-responsive motifを欠くため、Tat/P-TEFb/TAR複合体形成を阻
害する可能性がある。Cyclin Kを HIV-1と 293T細胞に発現させると Cyclin Kの発現量
に応じて HIV-1 産生は低下し、Cyclin K はレンチウイルス複製の負の調節因子であるこ
とがわかった。またMT-4細胞を HIV-1 耐性にする cDNA を探索し、BRD4 C末端領域
（BRD4-CTD）を得た。BRD4-CTDは Tat依存性のLTRからの転写を選択的に抑制した。
以上は HIV-1 複製が Cyclin T1を含む P-TEFb に強く依存すること、また Cyclin T1 の
BRD4結合領域が抗 HIV薬の新規標的となることを示す。 
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１．研究開始当初の背景 
HIV-1 感 染者の予後 は多剤併用 療法

（ HAART, highly active antiretroviral 
therapy）により、大きく改善した。しかし、

HAARTには HIV-1の逆転写酵素、プロテア
ーゼ、あるいは侵入を阻害する薬剤が使用さ

れているが、いずれも耐性出現が避けられず、

重大な問題となっている。既存薬剤とは標的
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が異なる新規治療薬を迅速に開発すること

は、現在の HAARTに対する耐性出現を抑制
し、その耐用年数を延長するために極めて重

要である。HIV Tatによる HIV LTRから
転写活性化は、ウイルスの生活環に不可欠

であり、その阻害剤には抗ウイルス作用が

あると予想される。ウイルスの転写過程は

HAART の標的になっておらず、また宿主
側の機能を標的とすることから、新しい、

耐性出現の少ない治療薬開発につながるこ

とが期待できる。 
 
 
２．研究の目的 
HAARTに対する耐性出現を抑制し、その耐
用年数を延長するために、新しい機序を持つ

治療薬の開発は急務である。HIV Tatによる
HIV LTR から転写活性化は、ウイルスの生
活環に不可欠であり、その阻害剤は抗ウイル

ス作用が期待できる。そこで HIV-1 Tat及び
Tatの宿主 cofactorであるP-TEFb （positive 
transcription elongation factor b）を標的と
した薬剤の開発研究を行うことを目的に研

究を行う。P-TEFb は CDK9 （ cyclin 
dependent kinase 9）と cyclin T1、cyclin 
T2、もしくは cyclin Kとの複合体である。
HIV-1感染細胞において Tatは Cyclin T1
と直接結合し、 P-TEFb を HIV-1 の

transactivation-responsive element （TAR） 
に誘導する。形成された Tat/P-TEFb/TAR
複合体が RNA pol II の carboxy-terminal 
domain (CTD)をリン酸化することにより
HIV-1 RNA の転写伸長の効率が高まる。
HIV-1 RNA が効率よく伸長するためには、
Tat/P-TEFb/TAR 複合体による RNA pol II 
CTD のリン酸化が不可欠であるため、この
一連の過程は新規 HIV-1 治療薬の有効な
標的となると考えられている。P-TEFb は
宿主の転写伸長過程にも重要であるが、

P-TEFbの減少に対してはHIV-1プロモータ
ーの方が宿主のプロモーターよりも感受性

が高いことが示されており、P-TEFb の阻害
は HIV-1複製を抑制すると考えられる。そこ
で新規 HIV-1治療薬を目指し、Cyclin T1と
Tat の結合の阻害を指標に薬剤開発研究を行
う。ウイルスの転写過程は HAARTの標的に
なっておらず、また宿主側の機能を標的とす

ることから、新しい、耐性出現の少ない治療

薬開発につながることが期待できる。 
 
 
３．研究の方法 
（１）Cyclin Kは Tat-responsive motifを欠

くため、Tat/P-TEFb/TAR複合体形成を阻害
する可能性がある。そこで Cyclin Kの N末
に FLAG もしくは、GFP タグを付加した発
現ベクターを構築し、HIV-1 proviral DNA
と HEK293T 細胞に一過性に発現させ、
HIV-1の産生に対して及ぼす影響を、p24の
enzyme-linked immunosorbent assay 、
Western blotting、real-time PCRにより調
べた。さらにより生理的な条件で Cyclin K
が HIV-1 複製に及ぼす影響を解析するため、
Cyclin K を恒常的に高発現する T 細胞株を
MOLT-4、MT-4、M8166 に FLAG-Cyclin 
K-IRES-GFP を導入することにより樹立し
た。 
 
（２）また、細胞増殖を損なうことなくMT-4
細胞を HIV-1 耐性にするヒト cDNA をスク
リーニングした。ヒト末梢血リンパ球の

cDNAライブラリーを、GFPカセットを持つ
レンチウイルスベクターに組み込み、MT-4
細胞に安定導入した。GFP 陽性細胞を集め、
複製可能なHIV-1を感染させた。生存した細
胞をクローニング、増殖させ、導入された

cDNAを調べた。 
 
 
４．研究成果 
（１）作製した Cyclin K 発現プラスミドを
用いて、Cyclin K と転写調節因子である

HEXIM1と HIV-1 tatの結合を解析した。そ
の結果 Cyclin Kは HEXIM1とも HIV-1 tat
とも結合せず、P-TEFb 複合体を形成する他
の Cyclin とは異なる性質を持つことが示さ
れた。次に Cyclin Kが転写レベルで HIV-1
産生を抑制するかどうかを調べるため、

FLAG-Cyclin K 発現プラスミドの量を変え
て、HIV-1 proviral DNAと共に 293T細胞
に導入し、一過性に発現させた。p24 の
enzyme-linked immunosorbent assay 、
Western blotting、ウイルス mRNA の 
real-time PCR、いずれの方法を用いた解析
においても Cyclin K の発現量に応じて

HIV-1産生は低下した。コントロールとして
用いた Bip蛋白量、cyclophilin mRNA量に
は 変 化 は な か っ た 。 ま た Simian 
immunodeficiency virus (SIV)の産生も低下
した。これらの結果は、Cyclin Kが Tatに依
存した LTR からの転写を選択的に抑え、
HIV-1産生を阻害することを強く示唆する。 
 さらに Cyclin K を恒常的に高発現する T
細胞を３株（MOLT-4、MT-4、M8166由来）
樹立して、Cyclin K が HIV-1 複製に及ぼす
影響を調べた。Cyclin K 高発現 T 細胞株は



 

 

Cyclin T1、CDK9、HEXIM1、Bipなど他の
細胞内蛋白質や、HIV-1の細胞表面レセプタ
ー（CD4、CXCR4）のレベルはコントロー
ル細胞と同等であった。また細胞増殖速度も

変わらなかった。しかしこれらの細胞株にお

ける HIV-1 および SIV-1 複製はいずれも著
しく低下した。この結果は Cyclin K がレン
チウイルス複製の負の調節因子として機能

することを直接示すものである。 
 以上の結果から、Cyclin Kは Cyclin T1と
競合して CDK9に結合するため、Tatと反応
する Cyclin T1を含む P-TEFb複合体の量を
減少させ、霊長類レンチウイルスの複製を制

限することが示された。 
 
（２）細胞増殖を損なうことなくMT-4細胞
を HIV-1 耐性にするヒト cDNA をスクリー
ニングを行い、65 の独立クローン（43 遺伝
子）を得た。他の遺伝子と同時に導入された

可能性が高いものを除くと 26 の遺伝子が内
在性の HIV-1 調節遺伝子の候補として残り、
そのうちの 7遺伝子について、機能解析を行
った。その結果 4遺伝子（BRD4の C末端領
域；BRD4-CTD、C9orf86、NSM CE1、
C1orf142）が HIV-1 の調節機能の表現形質
を示した。その中の BRD4-CTD についてさ
らに調べた。 
 BRD4 はアセチル化リジンと結合する
bromodomain を 2 個有する BET family に
属する核蛋白質で、活性型 P-TEFbの構成成
分である。またpapilloma virus E2やHHV-8 
LANA 等のウイルス蛋白質と結合すること
が知られている。最近 BRD4 の aa 1209 ~ 
1264断片が Cyclin T1と結合し、Tatに依存
した LTR からの転写を阻害することが報告
されている。得られた BRD4-CTD は２種類
でアミノ酸（aa）1260 ~ 1362 と 1209 ~ 
1362 である。BRD4-CTD (aa1209-1362)を
Tat 及びレポーター遺伝子と共に 293T 細胞
に一過性に導入したところ、Tat 依存性の
LTR プロモーターからのレポーター遺伝子
の発現は BRD4-CTD により減少したが、

CMV プロモーターからの転写は影響されな
かった。転写レベルで HIV-1産生を抑制する
かどうかを調べるため、BRD4-CTDとHIV-1 
proviral DNAを共に 293T細胞に導入した。
BRD4-CTD 発現ベクターの量を増やすと、
それに応じてウイルス産生が減少し、また細

胞中のウイルス蛋白質と mRNA も同様に減
少した。以上の結果は BRD4-CTD がウイル
スの転写を阻害することによって HIV-1 産
生を低下させていることを示す。さらに確認

するため、ウイルスベクターを用いて

GFP-BRD4-CTD を MT-4 細胞と Jurkat 細
胞に導入した。Cyclin T1、CDK9、HEXIM1、
Bipなど他の細胞内蛋白質や、HIV-1の細胞
表面レセプター（CD4、CXCR4）のレベル、
細胞の形態、増殖速度は GFP-BRD4-CTDの
導入により変化しなかったが、HIV-1複製の
効率は両方の細胞で低下し、BRD4-CTD が
HIV-1 耐性の形質を付与することが再確認
された。ウイルスゲノムのインテグレーショ

ンの効率を Alu-LTR PCR で調べると、

BRD4-CTD 導入細胞とコントロール細胞の
間に差はなく、HIV-1 生活環の初期過程は
BRD4-CTD によって阻害されないことが示
された。 
 BRD4-CTD と Tat は共に Cyclin T1 と結
合するが、その結合は互いに排他的であり、

片方が結合すると、もう一方は結合できない。

BRD4-CTD と Tat の結合領域は重なってい
ないので、BRD4-CTDは Tat-Cyclin T1相互
作用をアロステリック阻害していると考え

られる。以上からレンチウイルス複製は

Cyclin T1を含む P-TEFbに強く依存するこ
と、Cyclin T1の BRD4結合領域が抗 HIV薬
の新規標的となりうる可能性が示唆された。 
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