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研究成果の概要：レトロウイルスの特徴は、ウイルスゲノムを標的細胞の染色体に組み込むこ

とである。この組み込み反応は様々な蛋白質から成る高分子複合体によって実行されるが、本

研究ではその細胞性構成因子として報告されているラミナ関連蛋白質 (BAF、LAP2α) のウイル
スゲノム組み込みに果たす役割を解析した。その結果、これらの蛋白質はウイルス性高分子複

合体の安定性を高め、染色体への架橋を促進していることが示された。一方、高分子複合体の

機能不全を誘起しうる細胞性因子の同定に至った。 
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１．研究開始当初の背景 
 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス  (human 
immunodeficiency virus: HIV) に代表され
るレトロウイルスの特徴として、そのゲノム
RNA から合成されたウイルス DNA を標的細胞
の染色体に組み込むことがあげられる。この
組み込み反応はインテグレーションとよば
れ、ウイルス複製に必須の過程であることか
ら、エイズなどのレトロウイルス感染症の治
療を目的とした薬剤開発の新たな標的とし
て注目されている。インテグレーションを触
媒する酵素はウイルス由来のインテグレー
スであるが、実際の感染細胞においてはウイ

ルス DNA とインテグレースを内包し、様々な
蛋白質からなる高分子複合体がその実行ユ
ニットであると考えられている。しかし、こ
の高分子複合体のすべての構成因子や、それ
らがウイルスゲノム組み込みに果たす役割
はまだ明らかになっていない。 
 
２．研究の目的 
 レトロウイルスが感染細胞内で形成する
高分子インテグレーション複合体は
preintegration complex (PIC) とよばれる。
研究代表者はこれまでに、マウス白血病ウイ
ル ス  (Moloney murine leukemia virus: 

研究種目：若手研究 (B) 

研究期間：2007～2008  

課題番号：１９７９０３３８ 

研究課題名（和文） 高分子複合体によるレトロウイルスの宿主細胞ゲノムへの 

 同化機構の解明 

研究課題名（英文） Analysis of retroviral nucleoprotein complex that executes 

 viral DNA integration into host genome 

研究代表者  

鈴木 陽一 (SUZUKI YOUICHI) 

 京都大学・ウイルス研究所・特別教育研究准教授 

 研究者番号：４０４３２３３０ 

 



MoMLV) を用いた解析により、細胞核のラミ
ナ 構 造 構 成 蛋 白 質 で あ る
barrier-to-autointegration factor (BAF) 
と  lamina-associated polypeptide 2α 
(LAP2α) がレトロウイルスPICの細胞性構成
因子であり、両蛋白質が協調してインテグレ
ーション反応の効率を高めていることを明
らかにしてきた (Suzuki et al., EMBO J., 23, 
4670-4678, 2004)。本研究では PIC を包括的
に解析し、BAF や LAP2αなどのラミナ関連蛋
白質がインテグレーションを制御するその
分子機序を明らかにすることによって、レト
ロウイルスゲノムと宿主細胞ゲノムの同化
機構の全容解明を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 PICの抽出はMoMLVが感染したNIH3T3細胞
の細胞質分画をジギトニンで分離すること
でおこなった。In vitro解析に用いる組換え
体蛋白質は、大腸菌に発現させ、FPLC を用い
て精製した。 
 インテグレースに結合する細胞性因子を
新規に同定するため、streptavidin-binding 
peptide (SBP) タ グ な ら び に
calmodulin-binding peptide (CBP) タグを
タンデムにもつ MoMLV インテグレースを作製
し、NIH3T3 細胞に恒常的に発現させた。この
細胞溶出液から SBP および CBP それぞれに対
するアフィニティービーズを用いて、タグ付
加インテグレースと、それに結合している蛋
白質群を高純度に精製した。精製された蛋白
質 SDS-PAGE で分離し、質量分析法によって
同定した。 
 
４．研究成果 
(1) これまでに研究代表者は、レトロウイル
ス感染細胞から抽出した PIC に組換え体 BAF
ならびに LAP2αを添加すると、in vitroにお
いて、PIC によるウイルス DNA の標的 DNA へ
の組み込みが促進されることを報告してい
る。しかし、その分子機序は明らかになって
いない。BAF と LAP2αはともに DNA 結合性蛋
白質であることから、PIC に存在するこれら
のラミナ関連蛋白質は、ウイルス DNA と標的
DNA を架橋し、その結果 PIC のインテグレー
ション効率を高めていることが推測された。
このことを証明するために、マグネティック
ビーズを結合した DNA 標的 DNA として用い、
BAF もしくは LAP2αの添加によって、PIC の標
的 DNA への結合活性がどのように変化するの
かを解析した。BAF または LAP2αの存在下で
PIC と標的 DNA をインキュベーションし、マ
グネティックスタンドを用いて標的 DNA とそ
れに会合している PIC を回収した。回収され
た PIC は、ウイルス DNA に対するサザンブロ
ッティング法によって検出した。その結果、
PIC の標的 DNA への結合活性は、BAF や LAP2α

の添加によって有意に高まることが示され
た (図１)。 
 

図１ LAP2αと BAF による PIC の標的 DNA へ
の結合促進 
 
 
(2) LAP2αは BAF に結合し、さらに BAF/LAP2α
は DNA と複合体を形成する。In vitro実験の
結果より、この BAF/LAP2α/DNA 複合体は高濃
度の塩 (KCl) に対して耐性であるが、LAP2α
と DNA のみの複合体では高濃度の塩で処理す
ると LAP2αが DNA から解離することが示され
ている。しかし PIC 中の LAP2αは、BAF が存
在しなくても、高濃度塩処理後もウイルス
DNA に結合していることがわかっている。こ
れらの事実は、PIC には LAP2αの DNA 結合活
性を高める別の因子が存在することを示唆
するものである。細胞内で LAP2αは BAF 以外
にも、lamin A と retinoblastoma protein 
(Rbp110) に結合することが報告されているこ
とから、これらの細胞性蛋白質が実際に PIC
に含まれているのか否かを各蛋白質に対す
る抗体を用いた免疫沈降法にて調べた。その
結果、Rbp110が PIC の構成因子であることが明
らかになった (図２A)。次に、Rbp110の組換え
蛋白質を作製し、 in vitro において
LAP2α/DNA 複合体の安定性を高めるかどうか
を確認したところ、Rbp110 は LAP2αならびに
DNA と高塩濃度に対して安定な複合体を形成
した。さらに、この複合体の安定性は BAF の
添加によって増加した (図２B)。この結果は、
BAF、LAP2αそして Rbp110がウイルス DNA に結
合することで、機能的な PIC の安定性を高め
ていることを示唆するものである。 



 
図２ MoMLV PIC 構成因子 Rbp110 の新規同定 
(A) と BAF/LAP2α/DNA 複合体の Rbp110による
安定化 (B) 
 
 
(3) LAP2αは６種類ある LAP2 スプライシング
バリアントのひとつであり、この LAP2 バリ
アントは共通した N 末端領域をもっている。
そしてこの N末端領域が BAF 結合領域である
ことはすでに報告されている。一方、C 末端
領域は各バリアントに固有の配列を有して
おり、LAP2αの場合、C末端領域の機能は明ら
かになっていない。そこで、この LAP2αの C
末端領域 (LAP2α-CTD) の結晶構造解析をお
こなった。その結果、LAP2α-CTD は二量体を
形成することが示された (図３)。細胞にお
いても LAP2αは多量体を形成することから、
LAP2αの C 末端領域は多量体形成領域である
ことが明らかとなった。また、この C末端領
域を欠く LAP2αは PIC に会合することができ
ず、LAP2αの多量体化が PIC への取り込みに
必須であることも示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３ LAP2α C 末端領域の結晶構造解析 
 
 
(4) 細胞内の BAF はリン酸化修飾を受ける。
最近、vaccinia-related kinase 1 (VRK1) と
よばれる細胞性キナーゼが BAF のリン酸化を
触媒し、リン酸化されたBAFはすみやかにDNA
から解離することが報告された。レトロウイ
ルス PIC において、BAF はウイルス DNA に結
合することでインテグレーション活性を促
進すると考えられることから、リン酸化修飾
によって BAF をウイルス DNA から解離させれ
ば、結果的に PIC のインテグレーション反応
を阻害できるかもしれない。このことを検討
するために、PIC を組換え体 VRK1 で処理し、
インテグレーション効率をみたところ、VRK
の添加によって PIC のインテグレーション活
性が喪失した (図４A)。そして、抗 BAF 抗体
を用いた免疫沈降実験によって、VRK1 処理に
よって BAF は実際に PIC から解離することが
示された (図４B)。この結果は、細胞内には
BAF のリン酸化を介してレトロウイルスのゲ
ノム組み込み反応を抑制する因子が存在す
ることを示唆するものであり、レトロウイル
ス感染症に対する新たな治療戦略の確立と
いう意味において極めて興味深いものであ
る。 



 
図４ VRK1 による PIC の in vitro インテグ
レーション活性の抑制 (A) と BAF の PIC か
らの解離 (B) 
 
 
(5) PIC の最も重要な構成分子は、ウイルス
DNA の組み込み反応を触媒するインテグレー
スである。本研究では、MoMLV インテグレー
スに結合する細胞性因子の同定を試みた。こ
の目的のために、タンデムアフィニティータ
グを融合したインテグレースを細胞に発現
させ、２種類のアフィニティビーズを用いた
タンデムアフィニティ精製法にてインテグ
レースとそれに結合する蛋白質群を精製し
た。SDS-PAGE で分離した蛋白質の質量分析に
よって、インテグレース結合性新規分子とし
て E3 ユビキチンライゲース Huwe1 を同定し
た。MoMLV インテグレースと Huwe1 の相互作
用は免疫沈降-ウエスタンブロッティング法
によっても確認され、さらに Huwe1 は HIV の
インテグレースにも結合することが明らか
となった (図５)。Huwe1 はウイルス感染細胞
内で PIC にも会合していることが示されたが、
インテグレースのユビキチン化には関与し
ておらず、さらには MoMLV や HIV の複製にお
けるインテグレーションまでの過程には影
響を及ぼしていなかった。しかし、Huwe1 を
ノックダウンした細胞から放出されてくる
ウイルスの感染性が変化することから、
Huwe1 はウイルスゲノムの組み込みではなく、
ウイルス粒子の産生に関与することが示唆
された。この結果は、インテグレース結合性
因子の新たな役割を示すものである。 
 

 
図５ E3 ユビキチンライゲース Huwe1 と
MoMLV (上段) ならびに HIV (下段) インテグ
レースとの結合 
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