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研究成果の概要（和文）：N-ミリストイルトランスフェラーゼは、エイズの原因ウイルスである

HIV が複製するために必須となる宿主因子である。HIV の構造タンパク質 Gag とアクセサリータ

ンパク質 Nef は NMT によって N-ミリストイル化され機能を獲得する。NMT には NMT1 と NMT2 の

２つのアイソザイムが知られているが、HIV の複製に重要な NMT アイソザイムを阻害すること

は HIV 複製阻害に重要であると考えられる。本研究で、NMT のアミノ末端領域には NMT をリボ

ゾームに局在させる働きがあることが明らかになった。また、リボゾームに局在する NMT1 およ

び NMT2 が、それぞれ主に Gag および Nef と関連していることが示唆された。以上の結果から、

NMT のリボゾーム局在に重要なアミノ末端領域は HIV 複製阻害のための標的部位になる考とえ

られる。 

 
研究成果の概要（英文）：N-Myristoyltransferase (NMT) isozymes, i.e., NMT1 and NMT2, are 
essential host factors for the AIDS-causing human immunodeficiency virus type-1 (HIV-1), 
by which the viral proteins Pr55(gag) and Nef are N-myristoylated. N-Myristoylation is 
important for the membrane targeting of modified proteins. Since it is predicted that 
approximately 0.5% of all proteins in the human genome are N-myristoylated, selective 
inhibition of closely HIV-1-associated NMT isozymes is thought to be important for the 
improvement of specificity in the anti-HIV-1 strategy with the inhibition of NMT function. 
NMT isozymes contain two characteristic structures, the N-terminal region and the 
catalytic region. Here, it was shown that the N-terminal region of each NMT isozyme is 
required for isozyme-specific binding to the ribosome. The specific binding of each 
isozyme to the ribosome was associated with HIV-1 production, in which NMT1 and NMT2 in 
the ribosome were suggested to be mainly related to Pr55(gag) and Nef, respectively. These 
results indicate that the N-terminal region that mediates binding to the ribosome can 
become a target for NMT-isozyme-specific inhibition, which could block HIV-1 production. 
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１．研究開始当初の背景 
 今 日 、 世 界 で 約 3300 万 人 の human 
immunodeficiency virus type-1 (HIV-1)感
染 者 が 存 在 す る と 推 定 さ れ 
(http://www.unaids.org/)、日本においては、
新規 HIV 感染症/エイズ患者報告数が年間
1300 人を超える時代である。HIV 感染症/エ
イズに対する治療法は、主としてウイルス性
酵素(逆転写酵素 (RT)、HIV-1 プロテアーゼ、
インテグラーゼ) を標的する抗 HIV薬を組み
合わせた抗レトロウイルス療法 (ART)であ
る。ART により、体内のウイルス複製を効果
的に抑制することは可能である。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。HIV-1 は宿主細胞に侵入後、RT により自
身の RNA ゲノムを DNA に逆転写し宿主染色体
に HIV-1 ゲノムを組み込む。RT は校正機能を
有さないこと、HIV-1 の複製速度が著しく速
いこと、そして服薬コンプライアンスが悪い
こと等が HIV-1自身のゲノムへの変異導入を
早め、現行の抗HIV薬に対する薬剤耐性HIV-1
の出現を許す主な原因と考えられている。い
かにして薬剤耐性ウイルス出現を抑制・遅延
させるかが今後の ARTの課題であると考える。 
 そのような背景のもと、研究代表者は、「薬
剤耐性 HIV-1 出現を回避する抗 HIV 薬の開
発」を長期的な究極の目標としている。そし
てその達成には、HIV-1 制御のための標的因
子は以下の２条件を満たすことが重要であ
ると考えた。 
条件１：標的はウイルス複製に必須の宿主因
子であること(宿主因子であることから、基
本的には薬剤耐性変異がおこらない) 
条件 2：標的とする宿主因子と関連するウイ
ルス性因子は、多様性に富む HIV-1 ゲノムに
おいて完全 OR 高度に保存された因子(領域)
であり、かつウイルス複製に必須の因子(領
域)あること（つまり、条件１の宿主因子の
阻害はウイルス複製阻害につながる。さらに、
その宿主因子以外の機能を代替しうる類似
の宿主因子を利用する可能性が低くなる）。 
 研究代表者はこれまで、まず条件２を満た
すウイルス性因子として HIV-1Pr55gag 及び
NefのN-ミリストイル化 (N-Myr化)に着目し
てきた。Pr55gagはウイルス構造タンパク質の
前駆体であり、N-Myr 化を受けないと Pr55gag

の正常な膜移行能が消失し感染性ウイルス
産生ができない。一方、Nef は HIV-1 の重要
な病原性因子であり、HIV-1 感染細胞におけ
るCD4 及び MHC-Iの downregulationの誘導
など多様な活性を持ち、結果的としてウイル
ス複製能増大と免疫機構の攪乱を誘導しエ
イズ進行を促進させると考えられている。こ

のような Nef 活性には、その N-Myr 化が必須
で あ る 。 HIV Databases 
(http://www.hiv.lanl.gov)によると、同じ
レンチウイルスである HIV-2 及び SIV も含め
全ての Pr55gag 及び Nef のアミノ末端配列は
N-Myr 化モチーフを含む。多様性に富むゲノ
ム集団である HIV-1 の中で、高度に保存され
たウイルス複製阻害につながる領域は少な
い（HIV-1 ゲノム内に、タンパク質の構造上
保存されなければならない領域は多く存在
するが、ウイルス複製阻害戦略にはつながり
にくい場合がほとんどである。N-Myr 化モチ
ーフにおいては、その N-Myr 化阻害がウイル
ス複製阻害につながる）。 
 上述の条件２のウイルス性因子と関連す
る 宿 主 因 子 （ 条 件 １ ） は
N-myristoyltransferase (NMT)である。NMT
の阻害は Pr55gagと Nef の機能を阻害し、その
結果ウイルス産生量が低下し弱毒ウイルス
としての表現型を呈しうる。 
 しかしながら、このアプローチは宿主因子
を標的とするため、非特異的作用（副作用）
が重大な問題となることが予想される。この
高いハードルを乗り越えるために、研究代表
者は複数の NMT isozymes の存在に着目して
きた。 
 ヒトにおいて２つの NMT 遺伝子(NMT1, 
NMT2)の存在が知られ、遺伝子産物として
NMT1 long form(NMT1L), NMT1 medium 
form(NMT1M), NMT2 short form (NMT1S), 及
び NMT2 が知られている。これまでの研究代
表者らの研究で、 siRNA 及び dominant 
negative 変異体を用いて、NMT1L が HIV-1 産
生と密接に関連していることを明らかにし
た（Takamune et al. Microbe and Infection 
2008）。 
 そのような NMT isozyme 間で機能の違いが
どのような機構で起こるのかを解明するた
めに、研究代表者らはこれまで、主として細
胞内局在の観点から各 NMT isozyme の特徴付
けを行ってきた。 
 
２．研究の目的 
 リボゾームに局在する NMT isozyme に注
目し、NMT 分子の中でリボゾーム局在に重
要な領域を特定し、さらにリボゾームに局在
するNMTがHIV複製と関連するかどうかを
調べる。 
 
３．研究の方法 
 各種 NMT 変異体の発現系を構築し、それぞ
れの変異体のリボゾーム局在能を調べる。内
在性 NMTのリボゾーム局在に影響するドミナ
ントネガティブ NMT 変異体を作製する。この
変異体の発現が HIV 複製に与える影響を調べ



る。 
 
４．研究成果 
 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は翻訳時の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連しているという作業
仮説を立てている。 
 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。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。そこで本研究では、NMT1 と NMT2 のリボ
ゾーム局在に関する特徴付けを行った。 
 本研究でこれまでに明らかにした NMT の細
胞内局在に関する知見は以下の通りである。
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。NMT1 と
NMT2 がリボゾームへ局在するにはアミノ末
端領域のみで十分である。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)が存在するが、この K box はリボ
ゾーム局在に必須の領域である。 
 このことを踏まえ、NMT の触媒領域を含ま
ない変異体である NMT1ΔC及び NMT2ΔC の細
胞内における発現が、内在性 NMT1 及び NMT2
のリボゾーム局在に与える影響を検討した。
NMT1ΔCまたはNMT2ΔCを発現したHEK293細
胞をダウンスホモジネーターでホモジネー
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 (Cyto)とリボゾームフラ
クション(Ribo)を分離し、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、コントロール細胞(Mock)ではRiboのNMT1
が Cyto の NMT1 よりも相対的に多く存在した。
この様式は NMT2 においても同様であった。
一方 NMT1ΔC を発現した細胞では、Ribo の
NMT1が Cytoの NMT1より相対的に少なかった。
またこの細胞において Ribo の NMT2 は Cyto
の NMT2 より相対的に多くコントロールと同
様であった。NMT2ΔC を発現した細胞におい
ては、Ribo の NMT1 と Cyto の NMT1 は同程度
検出され、Ribo の NMT2 は Cyto の NMT2 より
相対的に少なかった。リボゾームに局在しな

い NMT1ΔCΔKまたは NMT2ΔCΔKの発現した
細胞においては、内在性 NMT1 及び NMT2 の
Ribo および Cyto への局在様式はコントロー
ル細胞と同様であった。以上の結果をまとめ
ると、NMT1ΔC は内在性 NMT1 の Ribo への局
在に影響し内在性 NMT2 の Ribo への局在には
影響しなかった。NMT2ΔC は内在性 NMT1 の
Riboへの局在に部分的に影響し、内在性 NMT2
の Ribo への局在に影響した。NMT1ΔCΔK ま
たは NMT2ΔCΔK では内在性 NMT への影響は
認められなかったことから NMT1ΔC と NMT2
ΔC はドミナントネガティブな様式で内在性
NMT1と NMT2の Ribo局在に影響したと考えら
れた。 
 HIV-1NL4-3 の野生型、Gag の N-ミリストイ
ル化を受けない gag G2A 変異体ウイルス、Nef
の N-ミリストイル化を受けない Nef G2A 変異
体ウイルス、及び Gag と Nef の両方の N-ミリ
ストイル化を受けない GagG2A/NefG2A変異体
ウイルスの産生量の比較を示した。それぞれ
野生型ウイルスの産生量のおよそ 15％、40％、
及び 15％程度であった。このことから、完全
にGagや Nefが N-ミリストイル化されないウ
イルスでこのレベルのウイルス抗原が培養
上清中に検出されることが明らかになった。 
 NMT1ΔC と NMT2ΔC が内在性 NMT のリボゾ
ームへの細胞内局在に影響することから、こ
れら変異体の発現が N-ミリストイル化を必
要とする HIV-1産生に影響すると考えられた。
また siRNA 等を用いた過去の研究で、NMT1 は
主に Gag の N-ミリストイル化と関連し、NMT2
は主にNefのN-ミリストイル化と関連するこ
とが報告されている。このことから、野生型
HIV-1は NMT1及びNMT2依存性であり、NefG2A
変異ウイルスは NMT1 依存性ウイルスと考え
られる。このことを踏まえ、NMT1ΔC または
NMT2ΔC発現細胞からの野生型HIV-1NL4-3と
NefG2A 変異ウイルスの産生量を比較した。そ
の結果、野生型 HIV-1NL4-3 の産生は、NMT1
ΔC の発現によってコントロール細胞から産
生されるウイルス量のおよそ 30％程度まで
有意に減少した。一方 NMT2ΔC の発現によっ
てコントロール細胞から産生されるウイル
ス量のおよそ 50％程度まで有意に減少した。
このことから野生型 HIV-1 は NMT1 及び NMT2
依存性のウイルスであり以前の報告と一致
した。Gag の N-ミリストイル化はウイルス複
製に必須であることから NMT1ΔC の野生型
HIV-1 に対する影響が NMT2ΔC よりも大きい
結果となったと考えられた。この結果は、
GagG2A 変異体ウイルスの産生量が NefG2A 変
異体ウイルスの産生量より低い結果とも一
致する。NefG2A 変異ウイルスの産生は、NMT1
ΔC の発現によってコントロール細胞から産
生されるウイルス量のおよそ 30％程度まで
有意に減少した。一方 NMT2ΔC の発現によっ
てコントロール細胞から産生されるウイル



ス量と比較して有意な減少は認められなか
った。この結果は、NefG2A 変異体ウイルスは
NMT1 依存性ウイルスであるという過去の知
見と一致した。またウイルス産生量が著しく
低い NMT 非依存性のウイルスである GagG2A
変異体ウイルスと GagG2A/NefG2A 変異体ウイ
ルスの産生に対して、NMT1ΔC と NMT2ΔC は
ほとんど影響しなかった。以上の結果から考
察すると、NMT1ΔC または NMT2ΔC の発現に
よって、内在性 NMT のリボゾームへの局在が
阻害され、翻訳時に起こると考えられる
HIV-1 の Gag 及び Nef の N-ミリストイル化が
効率的に行われなくなり、その結果としてウ
イルス産生が低下したと考えられた。このこ
とから、内在性 NMT のリボゾームへの局在を
阻害することが HIV-1産生抑制につながると
考えられる。 
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