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研究成果の概要（和文）：

N-ミリストイル化の触媒酵素である N-ミリストイルトラスフェラーゼ (NMT)は、ヒトにおい
て NMT1と NMT2の isozymeが存在し、これはエイズの原因ウイルスである HIV-1複製に必
須の宿主因子となる。HIV-1の構造タンパク質である Pr55gag及びアクセサリータンパク質Nef
は NMTによって Nミリストイル化される。本研究で、NMTのアミノ末端領域はリボゾーム
への局在・結合に必要とされることが明らかになった。また、NMT1 と NMT2 のリボゾーム
への結合が、それぞれ特異的に Pr55gagと Nefの N-ミリストイル化と関連している可能性が示
唆された。この結果から、HIV-1 産生阻害を達成するために、NMT のアミノ末端を介したリ
ボゾームへの結合の阻害が有用となることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：

N-Myristoyltransferase (NMT) isozymes, NMT1 and NMT2, are essential host factors for

human immunodeficiency virus type-1 (HIV-1), by which the viral proteins Pr55gag and Nef

are N-myristoylated. The study demonstrated that the N-terminal region of each NMT isozyme

was required for the isozyme-specific binding to ribosome. The each isozyme specific

binding to ribosome was associated with HIV-1 release, in which NMT1 and NMT2 in ribosome

were respectively related to Pr55gag and Nef. These results implicate that the N-terminal

region mediated binding to ribosome could become target for NMT isozyme-specific

inhibition, which could block HIV-1 release.
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１．研究開始当初の背景
現在、HIV感染症/エイズに対する治療法は、
ウイルス性酵素を標的とする逆転写酵素
(RT)阻害剤や HIV-1 protease 阻害剤等を組
み合わせた抗レトロウイルス療法 (ART)で
あるが、ARTの導入以来、体内のウイルス複
製を効果的に抑制することが可能になった。
しかし残念なことに、ARTは根治療法ではな
く HIV-1 を完全に体内から排除することが
できないことから、抗 HIV 薬を生涯にわた
り服用し続けなければならない。そして現行
ARTで避けられない深刻な問題は、薬剤耐性
HIV-1出現である。そこで本研究では、薬剤
耐性ウイルス出現回避及びウイルス弱毒化
を指向した HIV-1 複製制御法を確立するこ
と目指している。本研究では HIV-1複製に必
須 の 宿 主 因 子 と な る
N-myristoyltransferase (NMT)に着目した。
NMTはタンパク質のアミノ末端のN-ミリス
トイル化修飾を触媒する酵素であり、HIV-1 
では構造タンパク質である Pr55gag 及びアク
セサリータンパク質 Nef が N-ミリストイル
化される。Pr55gag及び Nef の N-ミリストイ
ル化はこれらタンパク質機能発現に必須で、
この阻害は HIV-1 複製阻害につながること
がわかっている。

２．研究の目的
N-ミリストイル化は HIV-1複製に必須の翻訳
後修飾の一つであり、Pr55gagおよび Nef のア
ミノ末端 Gly 残基でおこる。この N-ミリスト
イル化はタンパク質の細胞膜へのターゲテ
ィングや結合に重要な役割を担う。この N-
ミリストイル化は、著しく多様性に富む
HIV-1 において完全に保存されていることか
ら、その阻害は有力な薬剤耐性ウイルス出現
を回避する HIV-1制御戦略の一つになると考
えられる。そのような、N-ミリストイル化は、
宿主性因子となる NMT によって行われる。ヒ
トにおいてNMTは2つの遺伝子NMT1及びNMT2
によりコードされており、複数の isozyme で
発現することが明らかになっている。さらに、
細胞内において NMT1 は、細胞質だけでなく
リボゾームにも局在することが報告されて
いた。また未発表データであるが、研究代表
者は、NMT が核内やミトコンドリアにも局在
していることを明らかにしている。従って、
NMT は、複数の isozyme での存在と様々な細
胞内領域での機能が想定されることから、従
来から提案されている触媒活性を標的とす
る NMT 阻害では、細胞内の全ての NMT の機能
を阻害してしまうことから細胞への障害が

大きいと予想される。従って研究代表者は、
NMT を標的とする抗 HIV 戦略を構築するにあ
たり、HIV-1 複製と密接に関連する NMT 分子
種をより特異的に阻害することが重要であ
ると考えた。
N-ミリストイル化はタンパク質がリボゾー
ムで生合成されている時に起こる翻訳時修
飾と、カスパーゼによりタンパク質が限定分
解された結果、露出したペプチド基質が N-
ミリストイル化される翻訳後修飾に分類さ
れる。このことから、研究代表者は、リボゾ
ームに局在するNMTは翻訳時N-ミリストイル
化に関与し、細胞質局在型 NMT は翻訳後 N-
ミリストイル化に関与しているのではない
かと仮定している。
以前の NMT1 に関する研究で、NMT1 が細胞質
とリボゾームに局在し、リボゾーム局在には
NMT1 のアミノ末端領域が関与していること
が示唆されていたが、その詳細についてはほ
とんど判っていなかった。本研究では NMT の
リボゾーム局在に重要な領域の同定と NMTの
アミノ末端領域からなる変異体の内在性 NMT
の細胞内局在に与える影響を調べた。 

３．研究の方法
(1)リボゾーム画分及び細胞質画分の単離は、
常法に従い、細胞ホモジネートを連続的な遠
心操作に供し得た。得られた分画はウエスタ
ンイムノブロット法により、内在性 NMT の検
出を行った。
(2)本研究で用いた各種 DNA コンストラクト
(各種 NMT 変異体および変異導入
HIV-1proviral DNA)は、分子生物学的手法を
利用し常法に従い作成した。NMT は C 末端側
に V5 epitope を融合させた。
(3)培養上清中の HIV-1 量はサンドイッチ型
ELISA にて p24 を定量することで評価した。

４．研究成果
(1)NMT1とNMT2のリボゾーム局在に関する詳
細な解析を行った。NMT の構造はアミノ末端
領域と触媒領域に区分でき、アミノ末端領域
は触媒活性に必要とされない。NMT1 と NMT2
の触媒領域の相同性は 84％であるのに対し、
アミノ末端領域の相同性は 41％と低いもの
であった。まず、内在性 NMT1 と NMT2 のリボ
ゾーム局在と細胞質局在について検討した。
ヒト胎児腎細胞由来 HEK293 細胞をホモジネ
ート後、連続的な遠心分離法を行うことで、
細胞質フラクションとリボゾームフラクシ
ョンを分離し、各フラクション由来タンパク
質を SDS-PAGE に共し、NMT1 及び NMT2 に対す



る特異的抗体を用いてウエスタンイムノブ
ロット法にて NMT の検出を行った。乳酸デヒ
ドロゲナーゼを細胞質マーカ、28S リボゾー
ム RNA をリボゾームマーカとした。その結果、
内在性 NMT1 と NMT2 の両方の isozyme は、細
胞質とリボゾームの両方に局在することが
明らかになった。アミノ末端領域を含まない
NMT1の isozymeであるNMT1Sは細胞質に局在
し、リボゾームには局在しなかった。このこ
とから、NMT のアミノ末端領域がそのリボゾ
ーム局在に重要であると考えられた。
(2)そこで、NMT のアミノ末端領域からなる変
異体（触媒領域を欠損させた変異体）NMT1∆C
及びNMT2∆Cの細胞内局在について検討した。
これらは C末端側に V5epitope を融合したか
たちで発現する。上述ど同様に細胞分画し、
各フラクションに含まれる NMT1∆C 及び
NMT2∆をウエスタンイムノブロット法により
検出した。その結果、野生型 NMT1 及び NMT2
と同様にNMT1∆C及びNMT2∆Cが細胞質とリボ
ゾームに局在することが明らかになった。こ
のことから、NMT1 と NMT2 のリボゾーム局在
にはアミノ末端領域で十分であることが明
らかになった。NMT1 と NMT2 間で相同性の低
いアミノ末端領域の中に 13 残基からなる塩
基性アミノ酸残基に富む領域 (K boxと命名)
が存在し、その K box は、NMT1 と NMT2 の間
で 1残基のみ異なるだけで相同性が高い。そ
こで、K box のリボゾーム局在における重要
性を検討するため、K box を欠損させた
NMT1∆C∆K及びNMT2∆C∆Kの細胞内局在を調べ
た。その結果、両変異体ともリボゾーム局在
能が消失した。以上の結果から、K box はリ
ボゾーム局在に必須の領域であることが明
らかになった。
(3)触媒活性を有しない NMT1∆C 及び NMT2∆C
の発現が、HIV-1 の産生に影響するかどうか
検討した。NMT1∆C、NMT2∆C、またはコントロ
ールの HEK293 細胞に、HIV-1 発現ベクター
と導入し、培養上清中に産生されたウイルス
量を p24ELISA で定量した。その結果、コン
トロールと比較して、NMT1∆C 及び NMT2∆C 発
現細胞からの HIV-1 の産生量の有意な低下が
観察された。
(4) NMT1∆C、NMT2∆C の発現が HIV-1 産生阻
害した機構について研究代表者は、リボゾー
ムに局在するNMTは翻訳時N-ミリストイル化
に関与し、細胞質局在型 NMT は翻訳後 N-ミリ
ストイル化に関与しているのではないかと
仮定している。Pr55gagや Nef の N-ミリストイ
ル化は翻訳時修飾であると考えられ、リボゾ
ーム局在型の NMT isozyme との関連性が高い
と考えている。このことを踏まえると、作用
機序として、ひとつには、NMT1∆C 及び NMT2∆C
が、リボゾーム局在型の NMT isozyme に作用
（たとえば、NMT∆C が内在性 NMT のリボゾー
ムへの結合を置換し）し、Pr55gagや Nef の N-

ミリストイル化に影響した可能性を考えて
いる。
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