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研究成果の概要（和文）：マカクザル細胞指向性 HIV-1 のマカクザル細胞への適応変異を解析

したところ、インテグラーゼの C末端領域に集中して存在することが明らかとなった。アミノ

酸を変えない１塩基置換（同義置換）でも増殖促進効果があった。増殖効率の促進は Gag や

Gag-Pol蛋白質の発現レベルで起こっていた。このインテグラーゼ領域を詳細に解析した結果、

同義置換で増殖効率の顕著な増減が認められ、同義置換でウイルス増殖効率を制御する能力が

あることがわかった。 
 

研究成果の概要（英文）：Analysis of adaptive mutations in macaque cell-tropic HIV-1 

has shown that these alterations cluster in the C-terminal portion of integrase-coding 

region in the viral genome. Even a synonymous mutation was found to have a 

growth-enhancing effect. This effect was due to the enhanced expression of Gag and Gag-Pol 

proteins. Extensive analysis of the C-terminal integrase region has revealed that 

synonymous mutations generate both positive and negative effects on viral replication. 

It is thus evident that this integrase region modulates viral replication ability. 
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１．研究開始当初の背景 

 マカクザル細胞におけるプロトタイプマ
カクザル細胞指向性 HIV-1（HIV-1mt）の増殖

効率を向上させるため、ウイルスの細胞馴化
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を試みた。増殖能が向上したウイルスクロー

ンのゲノムを解析した結果、これに関わる増

殖適応変異（アミノ酸置換をもたらす 1塩基

置換；非同義置換）がインテグラーゼ C末端

領域（アミノ酸番号 222、223、229 および 234

に対応）に集中して起こることがわかった。

見出された 4個の増殖適応変異はヒト細胞で

もサル細胞でもウイルス増殖促進能があり、

細胞特異性や種特異性はなかった。また、上

記の変異を二つ持つクローンでも一つのも

のと増殖特性に差は認められず、それぞれ同

等の効果を持つことが示された。 

インテグラーゼはレトロウイルスゲノム

を宿主染色体 DNAに組み込む酵素であり、感

染成立に必須である。加えて、近年の研究に

より、ウイルスゲノムの脱核，ウイルス RNA

の逆転写、ウイルス DNA の核移行など、様々

なウイルス増殖過程に関与していることが

明らかにされている。インテグラーゼは大き

く 3 個の機能領域（N 末端領域 NTD、中央酵

素活性領域 CCD および C 末端領域 CTD）に分

かれており、NTD はインテグラーゼ構造の安

定化に関与すること、CCD には組み込みに重

要な酵素活性中心が存在することが報告さ

れている。一方、CTD に関する知見は少なく、

その機能も不明であった。 

 
２．研究の目的 

 異種細胞（マカクザル由来）での HIV-1の

増殖過程で生じた適応変異の本態について

詳細に解析する。具体的には次の通りである。

（１）これらの変異がウイルス増殖サイクル

のどの段階に影響するのかを決定する。（２）

これらの変異によるウイルス増殖促進のメ

カニズムを解明する。これらにより、インテ

グラーゼ(C 末端領域 CTD)の機能が明らかと

なり、レトロウイルス複製に必須のインテグ

ラーゼに関する理解が深まる。 

 

３．研究の方法 

 主として分子遺伝学的手法で研究目的の

達成を目指す。これまでに報告のあったイン

テグラーゼ各種変異体の解析結果を念頭に、

増殖サイクルにおける作用点およびウイル

ス増殖促進機構について検討する。詳細は以

下の通りである。（１）各変異体のシングル

サイクル感染価（ルシフェラーゼ活性を指標

にした感染前期の感染価）およびマルチサイ

クル感染価（細胞特異性や種特異性は観察さ

れていないが、念のため標的細胞はヒトおよ

びサル細胞を使用する）を測定する。（２）

リアルタイム PCR法にて、ポストエントリー

の逆転写、核移行および組み込み過程を定量

する。標的細胞はヒトおよびサル細胞を使用

する。（３）トランスフェクション法にて、

感染後期過程のウイルス産生量を定量（逆転

写酵素 RT アッセイ、 Gag-ELISA および

RT-ELISA）する。また、Western ブロット法

や Gag-ELISA および RT-ELISA により Gag や

Gag-Pol 蛋白質の発現量を定量する。標的細

胞は各種ヒトおよびサル細胞を使用する。

（４）ウイルスの増殖促進にアミノ酸置換が

必要であるか否かを検討する。必要に応じて、

インテグラーゼ CTDに変異を導入し、その効

果を検証する。  
 
４．研究成果 

 複製効率の上昇したインテグラーゼ CTD変

異体について詳細に解析し、要約以下の成果

を得た。（１）シングルサイクル感染価、リ

アルタイム PCRおよびトランスフェクション

の結果、これら変異体は全てウイルス産生量

が向上していた。Env 欠損を加えて検討した

ところ、この結果はリンパ球細胞株でも確認

された。（２）これらの変異体にはインテグ

ラーゼの機能として通常認められているウ

イルス RNAの逆転写、ウイルス DNA の核移行

および組み込みには変化がなかった。（３）



Western ブロット法や Gag-ELISA および

RT-ELISA による解析の結果、細胞内の Gagや

Gag-Pol 蛋白質のプロセシングには変化がな

く、単に発現量が増大しているだけであるこ

とがわかった。（４）アミノ酸を変えない同

義置換でもウイルス増殖効率が向上する変

異を見出した。 

上記（４）の結果に基づき、インテグラー

ゼ CTDに変異（同義置換）を導入しウイルス

増殖能（マルチサイクル感染価）に及ぼす効

果を解析した。アミノ酸番号の 226、229、233

および 234に対応するコドンに同義置換を導

入したウイルスクローンで増殖効率の顕著

な違い（上下）が認められた。したがって、

インテグラーゼ CTDには核酸レベル（同義置

換）でウイルス増殖効率を制御する特性のあ

ることが示された。 

HIV-1mt を主として解析に用いたが、同様

の結果は HIV-1 の標準クローンである NL4-3

でも得られているので、本研究の結論は

HIV-1 インテグラーゼ CTD の特性として一般

化できる。核酸レベルの変化でウイルス蛋白

質の発現が増強され、ウイルス粒子産生が増

大し、その結果として、ウイルス増殖効率が

向上することが示された。サル細胞では

HIV-1 の複製は著しく抑制されており、本研

究の成果はウイルスの新規の適応機構とし

て非常に注目される。今後は、このインテグ

ラーゼ CTDの性質が他のレトロウイルスにも

当てはまるのかどうか、インテグラーゼ CTD

以外のゲノム領域にも該当する領域がある

のか否かを検討する必要がある。また、ウイ

ルス蛋白質発現増強の機構についても詳細

に検討しなければならない。これらを解明す

ることにより、レトロウイルスの適応/進化

機構の理解に向け新しい方向性を提示でき

ると考えられる。 
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