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研究成果の概要（和文）：HIV-1 Vpu 蛋白は抗ウイルス宿主因子 BST-2 を細胞表面から消失させ

ることによりウイルス粒子の細胞外放出を促進させる機能を有する。本研究では Vpu の抗

BST-2 活性における宿主補助因子を探索することを目的とした。Vpu 結合蛋白を免疫沈降法に

て調整、プロテオーム解析により複数の候補蛋白を同定した。各候補蛋白の発現ベクターを作

製、Vpu と共発現させて免疫沈降及び細胞内局在性実験を行った。Vpu との結合性及び共局在

性が確認できた候補蛋白についてノックダウン実験を行った結果、Vpu の抗 BST-2 活性に影響

を与えなかったことから、これらの候補蛋白がVpuの他の機能に関与する可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：HIV-1 Vpu enhances virion production by downregulating the antiviral host 
factor BST-2 from the cell surface. In this study, we attempted to identify host cofactors that play a 
supporting role in the anti-BST-2 activity of Vpu. We first prepared Vpu-binding proteins by performing 
immunoprecipitation assay, and identified multiple candidate proteins by proteome analyses. The 
candidate proteins were cloned into expression plasmids and then co-expressed with Vpu, followed by 
immunoprecipitation and subcellular localization assays. Knocking-down the gene expression of the 
candidate proteins that proved to interact with and colocalize with Vpu revealed no effect on Vpu’s 
anti-BST-2 activity, implying that those proteins might be involved in other functions of Vpu. 
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１．研究開始当初の背景 
HIV-1 の高病原性に関わることが示唆されて
いるアクセサリー蛋白 Vpu は、ウイルス粒子
の放出促進、及び小胞体での CD4 degradation
の二大機能を有している。後者の機能は 90 

年代に分子レベルで詳細に解析されてきた
が、前者の機能についてはつい先頃まで世界
的に殆ど研究が進展していなかった。2008 年
に、HIV-1 粒子の放出を細胞表面で抑える抗
ウイルス宿主因子 BST-2 が発見されたこと
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（Nature 451:425-430. 2008）で、Vpu がこの
宿主因子の活性を抑えることにより HIV-1 
ウイルス粒子が効率良く放出されることが
明らかになった。我々も、Vpu が細胞表面上
の BST-2 を、両者の膜貫通領域の相互作用を
介してエンドサイトーシスにより細胞内に
internalize させて、宿主蛋白 βTrCP に部分的
に依存してライソゾーム分解へと導くこと、
Vpu はその膜貫通（transmembrane; TM）領域
を介してBST-2 とTM-to-TMによる相互作用
を行っていることを明らかにしてきた（J. 
Biol. Chem. 284: 35060-72. 2009）。 
 
２．研究の目的 
Vpu による BST-の down-regulation に関する
メカニズムについては未だ明らかになって
いない部分が多い。しかしながら、少なくと
も Vpu TM のみでは BST-2 には結合できる
ものの、抗 BST-2 活性を有しないことから、
Vpu の抗BST-2 活性には、TM のみならず、
細胞質内（cytoplasmic tail; CT）領域も重要で
あると考えられる。この CT 領域の 52/56 番
目のリン酸化セリンに既知の宿主蛋白でユ
ビキチンライゲース複合体のサブユニット
である βTrCP が結合することが、Vpu の抗
CD4 活性における場合と同様、抗 BST-2 活性
にも重要であることが分かっている。しかし、
Vpu の βTrCP 結合不全変異体においても抗
BST-2 活性が半分程度残っていることから、
Vpu の βTrCP 要求性は部分的であり、それ以
外の未知の宿主因子が相互作用して BST-2 
の down-regulation に関与している可能性が
考えられる。我々は今回この宿主補助因子を
検索することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
Vpu の宿主補助因子の要求性を検討する為
に、Vpu の安定発現 HeLa 細胞株を作製・大
量調整、抗 BST-2 抗体を用いた Vpu 蛋白の
免疫沈降により、Vpu に結合する蛋白を調製、
mass spectrometry （MS）にて結合蛋白を同定
した。得られた標的宿主因子と Vpu の相互作
用が直接的かあるいは間接的かを検証する
と共に、Vpu との細胞内共局在性についても
検討した。また標的宿主因子のノックダウン
実験により、Vpu の BST-2 downregulation に
おける標的宿主因子の要求性を検討した。 
 
４．研究成果 
（２０１０）Vpu の cofactor の検索を試みる
べく、Vpu 野生型（WT）、βTrCP 結合不全変
異体（2/6）または CT 欠損変異体（ΔCT）を、
BST-2 発現ベクターとコトランスフェクトし
た細胞を用いて免疫沈降法を行った。
Vpu-WT と Vpu2/6 のみで認められた約 80 
kDa のバンドを用いて、MS 解析を行った結
果、候補蛋白としてミトコンドリア膜蛋白

HADHA が同定された。この蛋白は実際に
Vpuと相互作用し、更にVpuと共局在したが、
ノックダウン実験ではVpuの抗BST-2活性に
全く影響が出ないことから、BST-2 を抑制す
る機能には関係しないことが判った。ここま
で行った cofactor 同定実験において（i）従来
の免疫沈降法を使用している為、 IgG 
heavy/light chain（55 kDa、25 kDa）付近に存
在する候補蛋白を見過ごす可能性がある、
（ii）BST-2 を標的とした免疫沈降である為、
BST-2 と相互作用する Vpu に更に相互作用す
る cofactor を得るうえでは非効率である、と
いう問題点があった。これらを解消すべく、
Vpu に HaloTagTM を付加させた発現ベクタ
ーを作製し、HeLa 細胞にトランスフェクシ
ョンした後に、抗体フリーの方法である
HaloLinkTM Resin を用いた沈降法の導入を
始めた。  
（２０１１）前年の免疫沈降実験において
IgG heavy/light chain（55 kDa、25 kDa）付近
に存在する候補蛋白を見過ごした可能性を
考慮して、Vpu に HaloTagTM を付加させた発
現ベクターを作製して抗体フリーの方法で
ある HaloLinkTM Resin を用いた沈降法によ
る cofactor 検索を試みた。HaloTag 付加型の
βTrCP 結合不全変異体（2/6）または CT 欠損
変異体（ΔCT）Vpu 発現ベクターを作製して
HeLa 細胞にトランスフェクトした後に免疫
沈降反応を行ったが、Vpu 結合蛋白の収量が
不十分であった。その改良型として恒常発現
系で行うべくレンチベクター版を作製し、
293T 細胞にトランスフェクトして大量調製
したベクターウイルスを用いて HeLa 細胞へ
のトランスダクションを行った。その後、細
胞を溶解して HaloLink Resin を加えて免疫沈
降反応を行った。免疫沈降物を精製して二次
元電気泳動を行い、Cy3/Cy5 染色によるスポ
ット比較を 2/6 及び ΔCT Vpu 間で行った。そ
の結果、2/6 Vpu において有意に結合してい
ると考えられる候補蛋白 70 種類ほどをピッ
クアップして MS 解析を行ったが、残念なが
ら判定不能であった。                
（２０１２）前年度に樹立した安定発現細胞
からの抗体フリー沈降法を以下の通り実施
した。レンチベクターにより Vpu-HaloTag 融
合蛋白を安定発現させた HeLa 細胞の大量培
養を行い、その細胞融解液を用いて HaloLink 
Resin 沈降法により調整した沈降物を
SDS-PAGE で分離、ゲルの銀染色後に切り出
したバンドのプロテオーム解析を行った。得
られた 9 種類の候補蛋白の発現ベクターを作
製、それらを用いて各候補蛋白と Vpu との相
互作用の有無について免疫沈降法により検
討したところ、3 種類の蛋白（CNTNAP1、
RPL11、SNRPD1）及び（他のグループの論
文で）既出の SCAMP3 が Vpu と結合活性を
示すことが分かった。更に間接蛍光抗体法に



より細胞内局在性を検討したところ、一部の
蛋白で Vpu との共局在性が認められた。候補
蛋白のノックダウン実験の為に各 shRNA 発
現レンチベクターを作製して、標的蛋白の発
現低下を確認した後、ウイルス産生実験を行
った。その結果、Vpu の抗 BST-2 活性の減弱
化が特に認められなかったことから、前述の
HADHA を含めたこれら候補蛋白の全てある
いは幾つかは抗BST-2以外のVpuの機能に関
与している可能性が示唆された。尚、本研究
期間中に、HIV 専門誌 Current HIV Research
に お い て 、 特 集 号  “HIV-1 Vpu and 
BST-2/tetherin” の Guest Editor を務め、本研究
課題に関連する総説（全 8 編）を、欧米の著
名な研究者達と共に総勢 8 グループで共同執
筆した。 
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