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研究成果の概要（和文）：近年、HIV-2 のもつ蛋白質 Vpx の標的因子として、ウイルスゲノム逆

転写反応をマクロファージ特異的に阻害する抗 HIV 宿主因子の存在が示された。本研究では、

この宿主因子の同定の準備を行ってきた。ところが 2011 年に、この宿主因子として SAMHD1 や

APOBEC3A が同定され、その後にはこれらの機能がほぼ全て明らかにされた。そこで、Vpx の機

能発現に関わる、Vpx 蛋白質 C 末端の富プロリン領域の役割を調べ、この領域が Vpx 蛋白質の

リソソーム分解やプロテアソーム分解を抑制していることを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：Recently, it has been reported that there are an anti-HIV host 
factors which inhibit reverse transcription of the viral genome macrophages-specifically, as 
a target factors of HIV-2 Vpx protein. In this study, preparation for identification of these 
host factors had been performed. However, in 2011, SAMHD1 and APOBEC3A were 
identified as these factors, and almost all functional details of these proteins have been 
revealed. Thus, in this study, roles of C-terminal polyproline motif (PPM) have been 
examined. As a result, we suggested that PPM suppresses lysosomal degradation and 
proteasome degradation of Vpx protein.   
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１． 研究開始当初の背景 
 2002 年、HIV のもつアクセサリー蛋白質
Vif の標的分子が、宿主のもつ抗ウイルス蛋
白質 APOBEC3 であることが報告された。す
なわち Vif がなければ APOBEC3 は HIV 粒
子に取り込まれ、その APOBEC3 は合成され

た cDNA に変異を導入したり逆転写反応を
阻害したりしてウイルス感染性をなくす。こ
れに対して、Vif はプロテアソーム分解など
により APOBEC3 を分解する。さらに 2008
年には、HIV-1 に特異的なアクセサリー蛋白
質 Vpu の標的分子として、宿主のもつ抗ウイ
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ルス蛋白質 Tetherin が発見された。Tetherin
はウイルス粒子の細胞膜からの遊離を阻害
する機能をもつが、Vpu は Tetherin を分解
するなどして細胞表面に存在しなくなるよ
うに働く。このような、アクセサリー蛋白質
と、抗ウイルス宿主因子の闘いは、近年の
HIV 研究のトピックとなった。 
 一方、HIV-2 は HIV-1 と異なるアクセサリ
ー蛋白質のセットをもつ。すなわち、Vpu を
もたず、Vpr の類似蛋白質 Vpx を特異的にも
つ。従って、Vpx 蛋白質の機能はウイルス学
的にも興味深い。研究代表者らは、以前から
Vpx の機能解析を続けてきた。その結果、
2008 年には、それまでのコンセンサスを覆
し、Vpx がマクロファージ中で逆転写反応を
進行させることを見出し、報告した。これと
同時期に、この Vpx の機能も Vif や Vpu と
類似して、Vpx が未知の抗ウイルス宿主因子
をプロテアソーム分解することにより発現
することを示唆するデータが報告された。な
お、この宿主因子は HIV-2 のみならず、HIV-1
の増殖も抑えることが示された。そこで、次
はこの抗ウイルス宿主因子を同定し、その機
能を解析することが多くの研究者の目標と
なった。 
 
２．研究の目的 
 当初は、逆転写反応をマクロファージ特異
的に阻害する抗 HIV 宿主因子を単離、同定
し、その機能に関して明らかにすることを目
指した。すなわち、因子の同定後、どのよう
な機構で逆転写反応を阻害するのか調べよ
うと考えた。また、Vpx がどのようにその因
子の機能を抑制するのか、HIV-1 はその因子
の阻害能からある程度のがれるしくみをも
っているわけだがそのしくみはどのような
ものなのか、解明しようと考えた。 
 ところが 2011 年に、この抗 HIV 宿主因子
として SAMHD1 や APOBEC3A が海外の研
究者によって同定され、その後にはこれらの
機能がほぼ全て明らかにされた。すなわち
SAMHD１は、細胞内に存在する dNTP
（DNA の合成原料）を分解し、逆転写反応
の進行を妨げるというものである。 
 さて、Vpx 蛋白質の C 末端には、連続した
７つのプロリンが連なる富プロリン領域が
存在する。研究代表者らは、この領域が蛋白
質の安定的発現に関わることを既に報告し
た。おそらくこの領域には何らかの宿主因子
が結合することで、蛋白質を安定化させてい
ると考えられる。そこで、この領域による安
定化のメカニズムを明らかにすることを次
に目指した。 
 
３．研究の方法 
 マクロファージにおける Vpx の標的であ
る抗 HIV 宿主因子の単離は、pull-down 法に

より行うことにした。初代培養モノサイト由
来マクロファージは扱いづらいため、それに
代わる細胞として、PMA 分化 THP-1 細胞を
用いることにした。 
 Vpx の富プロリン領域による蛋白質安定
化のメカニズムは、阻害剤を用いた実験によ
り調べることにした。 
 
４．研究成果 
(1) 本研究においては、哺乳細胞において
Vpx を大量に発現するプラスミドベクター
が必要となる。これまで、Vpx の発現ベクタ
ーとして pME18Neo ベクターに組み込まれ
た pME18Neo-Fvpx を用いてきたが、発現量
が非常に低かった。そこで、FLAG タグを N
末端にもつ vpx 遺伝子を pEF1/Myc-HisA に
組み込んだ pEF-Fvpx を構築し、293T 細胞
にトランスフェクションしたところ、十分な
量の Vpx が発現した。 
 
(2) 同定すべき宿主因子と Vpx との結合には、
Vpx の 15 番目のグルタミン酸(E15)が関わる
と い う 報 告 が な さ れ た 。 そ こ で 、
pEF1/Myc-HisA をベースにした Vpx E15変
異体の発現ベクターpEF-FxE15G を構築し
た。293T 細胞にトランスフェクションした
ところ、野生株 Vpx と同様に十分量の発現が
見られた。 
 
(3) THP-1 細胞の PMA 分化を検討した。
PMA を DMSO に溶かし、100 分の 1 量の
PMA を加えた（最終濃度 100 nM）が、分
化は見られなかった。そこで、PMA の DMSO
溶液を 1000 分の 1 量加えたところ（最終濃
度 12.5、50、100 nM）THP-1 細胞の分化が
見られた。 
 
(4) pEF1/Myc-HisA をベースにした富プロ
リ ン 領 域 の 変 異 体 の 発 現 ベ ク タ ー
pEF-Fx103/4A（前半４つのプロリンをアラ
ニ ン に 変 え た Vpx 変 異 体 を 発 現 ）、
pEF-Fx106/4A（後半４つのプロリンをアラ
ニ ン に 変 え た Vpx 変 異 体 を 発 現 ）、
pEF-Fxd7P（7 つのプロリンを欠いた Vpx
変異体を発現）を構築し、293T 細胞にトラ
ンスフェクションした。その結果 103/4A 変
異体の発現量は野生株の 20%程度に、106/4A
変異体の発現量は野生株の 10%程度に減っ
た。このことは、Vpx に 103/4A 変異をもつ
GL-AN ウイルスがマクロファージや HSC-F
細胞で中間型の増殖性を示すのに対し、
106/4A 変異をもつウイルスはこれらの細胞
で Vpx 欠損型の増殖性を示すことと一致す
る。また、d7P 変異体の発現量は、野生株の
40%程度に減った。 
 
(5) プロテアソーム阻害剤 MG-132 (5 M)や



 

 

リソソーム阻害剤 Bafilomycin A1 (100 nM)
存在下で、(4)で構築した変異体の発現量を調
べた。そうしたところ、103/4A 変異体や
106/4A 変異体は MG-132 存在下で発現量が
野生株と同様に回復し、Bafilomycin A1 存在
下における回復量は少なかった。これに対し、
d7P変異体はMG-132存在下で回復が見られ
ず、Bafilomycin A1 存在下で野生株の 80％
程度に回復した。このことは、富プロリン領
域が Vpx 蛋白質のプロテアソーム分解やリ
ソソーム分解を抑制していることが示唆さ
れた。 
 
(6) 野生株の Vpx や(4)で構築した富プロリ
ン領域の変異体には、Western blotting にお
いてバンドが２本検出された。特に MG-132
や Bafilonycin A1 存在下で上のバンドがよ
り強くなった。この上のバンドは Lamda 
Protein Phosphatase で消失したことから、
Vpx のリン酸化体であることがわかった。 
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