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研究成果の概要（和文）：本研究課題では我々が独自に開発したタンパク質相互作用解析技術を活用し、HIV-1 Vifに
よる抗ウイルス因子APOBEC3G（A3G）のユビキチン化および分解を阻害する因子としてASK1を同定した。ASK1はVifのBC
-Boxに結合し、VifがA3Gをユビキチン化する際に必要な補助因子であるEloB/Cの結合を阻止した。また、抗HIV薬の一
つであるAZTがASK1の発現を増加させることを見いだした。AZTを添加したT細胞では、ASK1の発現上昇とともにVifの活
性低下が認められた。AZTには逆転写阻害活性だけではなく、ASK1を介した宿主抗ウイルス活性を増強させる作用があ
ることが示された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we took advantage of the comprehensive protein interaction 
analysis using cell-free protein synthesis technology. We established an assay system for monitoring the 
functional interaction between HIV accessory proteins and intrinsic anti-virus host factors. Using this 
system, we found that apoptosis signal-regulating kinase 1 (ASK1) interferes with the counteraction of 
Vif and revitalizes the A3G-mediated viral restriction. ASK1 binds the BC-box of Vif, thereby disrupting 
the assembly of the Vif-ubiquitin ligase complex. Consequently, ASK1 stabilizes A3G and promotes its 
incorporation into viral particles, ultimately reducing viral infectivity. Furthermore, treatment with 
the antiretroviral AZT (zidovudine) induces ASK1 expression and restores the antiviral activity of A3G in 
HIV-1-infected cells. This study thus demonstrates a distinct function of ASK1 in restoring the host 
antiviral system that can be enhanced by AZT treatment.

研究分野： ウイルス学
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１. 研究開始当初の背景 
HIV-1 感染はいまだ世界的に拡大傾向にあり、
日本においても感染者数は依然として増加
傾向が続いている。多剤併用両方(cART)の出
現によりウイルス複製はある程度制御する
ことが可能になったものの、現治療では根治
ができないため、生涯高価な薬を飲み続けな
ければならない。そのため長期服用による副
作用や薬剤耐性株の出現が大きな問題とな
っている。また、長期療養にともなう患者の
アドヒアランスや医療経済の問題、さらには
日和見感染症や免疫再構築症候群、悪性腫瘍
の発症等、医学的かつ社会的にも未解決な問
題が山積している。これらの根本的な克服に
は、ウイルスの増殖や病原性を引き起こす病
態メカニズムを詳細に解明し、そのエビデン
スに基づいた創薬開発が必要である。一方、
ウイルス複製を強力かつ効果的に阻止する
内因性抗レトロウイルス宿主因子と、その機
能を拮抗的に阻害するウイルスタンパク質
との相互作用は、進化の過程でウイルスが自
己複製実現のため獲得した形質として注目
されている。本相互作用を治療標的にするこ
とで、ヒトが本来有する抗ウイルス活性を回
復させ、効果的にウイルス感染を阻止するこ
とが可能となると考えられる。 
 
２. 研究の目的 
HIV 感染症の根本的な克服には、宿主—ウイル
ス相互作用に基づいたウイルス増殖機構や
病原性発現メカニズムを詳細に解明し、その
エビデンスに基づいた薬剤標的設定を行う
ことが必要である。本研究課題では我々が独
自に開発した無細胞タンパク質合成技術を
駆使し、HIV タンパク質と内因性抗レトロウ
イルス宿主因子との機能的相互作用を阻害
する因子や化合物の同定を目指す。これによ
り、宿主細胞が有する抗ウイルス活性を増
強させることでHIVの複製を阻止する新規
の治療戦略の開発に向けた基盤研究を実施
する。 
 
３. 研究の方法 
(1)無細胞合成系を用いた宿主−ウイルスタ
ンパク質複合体の再構成 
HIV アクセサリータンパク質および宿主タン
パク質の全長 cDNA を、無細胞タンパク質発
現ベクター pEU-His-ORF-bls (bls; biotin 
ligation site GLNDIFEAQKIEWHE, S1: linker 
sequence LHPPPPRIS) にサブクローニングを
行い、コムギ無細胞発現ベクターを作製した。 
作製した pEU ベクターを鋳型に SPu primer
及び AODA2303 primer を用いて PCR 法により
転写鋳型を作製し、SP6 polymerase を用いた
転写反応により mRNA を合成、続いてコムギ
無細胞合成系・重層法によりタンパク質合成
を行った。合成時には、界面活性剤である
Brij35 や塩化亜鉛 ZnCl2 の添加によりウイ
ルスタンパク質の可溶化を亢進させた。タン
パク質のビオチン化は、下層にコムギ無細胞

系で合成した biotin ligase 1µl (〜50ng/µl) 
および 終濃度 0.5µM Biotinを加えることに
より行った。 
 
(2)HIV-宿主タンパク質相互作用アッセイ系
の構築 
無細胞タンパク質合成技術を用いて作製し
た APOBEC3G、 Tetherin/BST2、 SAMHD1 など
の宿主抗ウイルス因子およびそれらの拮抗
因子であるウイルスタンパク質（Vif, Vpu, 
Vpx）の相互作用について、アルファスクリ
ーンを用い高感度かつハイスループットな
検出系を構築した。アッセイ系の具体的な原
理としては、①Flag タグを融合したウイルス
タンパク質と、biotin 化標識をした宿主因子
をそれぞれ合成し、②各タンパク質と宿主性
因子または化合物を混和後、アルファスクリ
ーンを用いてエネルギー転移による相互作
用シグナルを検出することで、相互作用を阻
害する因子または化合物を同定した。アルフ
ァスクリーンは、ドナーとアクセプターの 2
つのビーズを使用し、ドナービーズに結合し
た分子が、アクセプタービーズに結合した分
子と生物学的に相互作用し、2 つのビーズが
近接した状態（200nm 以下）の時にのみ、発
光シグナルを検出することができる（図参
照）。 

 

(3)HIV-宿主相互作用を標的とした化合物ス
クリーニング 
HIV-宿主タンパク質相互作用を阻害する化合
物の効率的なスクリーニング系を、アルファ
スクリーンを用いて構築し、HIVアクセサリー



タンパク質VifとAPOBEC3G (以下A3G)の相互
作用を阻害する因子および低分子化合物の探
索を実施した。本研究室所有の約1万5千種類
の化合物ライブラリー（エナミン社）を10μM
含有したバッファー内でアルファスクリーン
を行い、顕著な親和性阻害を起こしたものを
選択し、細胞を用いた2次スクリーニングにお
いて選別した。  
 
(4)HIV感染実験およびウイルス感染価の測定 
HEK293細胞を 6ウェルプレートで培養し、 
pNL4-3∆Env-GFPまたはpNL4-3∆Env∆Vif-GFP 
(各1 µg)とpVSV-G (400 ng)および宿主因子を
トランスフェクションした。48時間後に細胞
上清を回収し、 細胞上清中の p24抗原を
ELISAキット (Zepto Metrix)を用いて定量し
た。５ngのGag p24で調整した細胞上清を
M8166細胞培養系に添加し、 24 時間後にフロ
ーサイトメーターを用いてGFP陽性細胞をカ
ウントした。 
 
(5)タンパク質の構造予測とドッキングシミ
ュレーション 
ヒトASK1のカルボキシル末端部(CT)の立体構
造を、分子オペレーティング環境ソフトウェ
アI-TASSERソフトウェアv2.1により解析し推
定した。Vif（PDB：4N9F）とASK1 CTのドッキ
ングシミュレーションはClusPro2.0ドッキン
グシミュレーションサーバを使用した。得ら
れた結合予測部位について点変異体を作製し、
GSTプルダウン法またはAlphaScreenを用いて
結合活性を確認した。 
 
４. 研究成果 
(1)Vif-A3G の機能的相互作用を阻害する化
合物の探索と同定 
コムギ胚芽無細胞タンパク質合成技術
（ENDEXT テクノロジー）を活用し、HIV タン
パク質および宿主タンパク質群の合成と、そ
れらの相互作用を指標とした新たな薬剤ア
ッセイ系の構築を行った。本アッセイ系を活
用し、約１万５千種類の低分子化合物ライブ
ラリーをスクリーニングした結果、約１５種
類のヒット化合物を得た。これらの薬剤およ
び周辺化合物についてHIV感染細胞における
抗ウイルス複製活性を測定したところ、２種
類の化合物が期待された作用機序をもって
顕著にウイルス複製を阻止することが明ら
かとなった。これらの化合物は強力なウイル
ス阻害活性をもち、ウイルス粒子内への A3G
の取り込みを顕著に増加させた。また、T 細
胞におけるHIV複製を効果的に抑制すること
が示された。２種類の化合物は、IC50が 1μM
以下であり、創薬に向けた開発研究を準備中
である。 
 
(2)Vif-A3G の機能的相互作用を阻害する因
子の探索と同定 

HIV アクセサリータンパク質は I 型インター
フェロン（IFN）誘導性の宿主免疫応答に拮
抗して HIV の効率的な複製を促進するが、ア
クセサリータンパク質自身の制御機構につ
いては未解明な点が多い。我々はアクセサリ
ータンパク質Vifの機能制御に関わる宿主プ
ロテインキナーゼを探索したところ、Vif の
ユビキチンリガーゼ活性を負に制御する宿
主 キ ナ ー ゼ と し て ASK1(Apoptosis 
Signal-regulating Kinase 1 )を同定した。
Vif は ELOB/C、 CUL5 などと E3 複合体を形成
して抗 HIV因子 APOBEC3G をユビキチン-プロ
テアソーム系により分解する機能を持つこ
とが知られているが、ASK1 は Vif 内のよく保
存された BC-Box 領域に結合し、Vif の E3 複
合体形成能を低下させる機能をもつことが
示唆された。コンピュータを用いドッキング
シミュレーションを実施した結果、ASK1 は
Vif BC-Box 内の SLQモチーフと相互作用する
ことが示唆され、その部位の点変異を入れた
Vif は ASK1 と結合できないことが示された。
また、興味深いことに、既存の抗 HIV 薬（逆
転写酵素阻害剤）の一つであるアジドチミジ
ン (azidothymidine, AZT) が ASK1 の発現を
増加させることが明らかとなった。AZT を添
加した T細胞では、ASK1 の発現上昇に伴って
Vif の活性低下が見られるとともに、産生さ
れたウイルス粒子内にA3Gの取り込みが増加
した。またこれらのウイルスゲノムには A3G
によると考えられる A→G の変異が多く認め
られた。このことから、AZT には本来の作用
である逆転写阻害活性だけではなく、ASK1 を
介したVifの機能阻害という予想外の作用を
持つことが明らかとなった。 
 
(3)無細胞タンパク質合成系を用いた宿主−
ウイルスタンパク質複合体の再構成および
相互作用阻害因子の探索と同定 
アルファスクリーンを用いて、宿主抗ウイル
ス因子群（Tetherin, SAMHD1）とそれらの拮
抗因子として作用するウイルスタンパク質
群（Vpu, Vpx）との相互作用を高感度に検出
するアッセイ系を構築し、それらの相互作用
を阻止する宿主因子を同定した。今回は
Tetherin-Vpu、SAMHD1- Vpx の拮抗的相互作
用に着目し、これらの相互作用を負に制御す
る新たな宿主因子の探索を行った。具体的に
は、上記のコムギ無細胞系にて発現したリコ
ンビナントタンパク質を用いたアルファス
クリーンに加えて、ヒトユビキチンリガーゼ
ライブラリーを用いた発現スクリーニング
を採用することにより、より効率的に候補タ
ンパク質の絞り込みを行った。その結果、in 
vitroおよび in vivoにおいてVpuおよびVpx
のユビキチン化を司る宿主因子群を同定す
ることができた。Vpx の分解を促進するユビ
キチンリガーゼとして同定されたH11および
SMURF2 は、胎盤の合胞体性トロホブラストに
おいて高い発現を示したことから、本因子群
が胎盤におけるHIV母子垂直感染を抑制する



因子である可能性が示唆された。また、Vpu
をユビキチン化して分解に導く新規ユビキ
チンリガーゼとして同定された March1 は感
染モデル細胞において Tetherin 依存的な抗
HIV 活性を示し、ウイルスの粒子の産生を顕
著に抑制することが示唆された。 
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