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研究成果の概要（和文）：本研究ではHsp70によるウイルス複製制御機構を明らかにし、HIV-1の感染・増殖を是正する
方策を探った。その結果、宿主内因子であるHsp70はHIV-1感染細胞でも内在APO3Gを発現している細胞においてVifによ
るAPO3G分解を抑制し、HIV-1の粒子へのAPO3Gの取り込みを促進することで、HIV-1の感染性が著しく減弱した。PGA1が
新規エイズ治療薬の候補と期待される結果が得られた。

研究成果の概要（英文）：We investigated a new role of prostaglandin A1 (PGA1) in the replication of HIV-1 
in non-permissive cells.Because overexpression of HSP70 blocks the viral infectivity factor 
(Vif)-mediated degradation of APOBEC3G (A3G) via the ubiquitin-proteasome pathway, we examined the 
effects of PGA1 on A3G and HIV-1 replication.The induction of HSP70 synthesis by PGA1 blocked 
Vif-mediated A3G degradation and enhanced the incorporation of A3G into both wild-type and Vif-deficient 
viruses. Furthermore, we determined the viral titer of HIV-1 particles produced from PGA1-treated 293T 
cells. The induction of HSP70 synthesis by PGA1 significantly reduced the viral titer in the presence of 
A3G. Additionally, the p24 Gag antigen levels were dramatically reduced in non-permissive cells treated 
once or repeatedly with PGA1.These results suggest that a new mechanism used by prostaglandins may aid in 
the search for novel anti-retroviral drugs.

研究分野：分子生物学、ウイルス学

キーワード： APOBEC3G　HSP70　HIV-1　HIV-1 Vif　PGA1　non-permissive cells　MAGI cells　宿主内因子
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1. 研究開始当初の背景 
エイズは多剤併用療法 (ART) によりエイ
ズ発症阻止に効果を上げている一方で、ART
では HIV を体内から完全に排除できず、恒
常的に抗 HIV 薬を服用する必要がある。さ
らに，薬剤の副作用、あるいは薬剤耐性 HIV
の発生と蔓延による治療効果の低減を考え
ると新たな医療法の開発が切望される。
AIDS の原因ウイルスである HIV-1 の増殖・
複製は宿主因子由来たんぱく質により正ま
たは負に制御されている。一方 HIV-1 はウ
イルス複製を負に制御する宿主因子の機能
を相殺するウイルス由来タンパク質をコー
ドしている。新規抗 HIV 薬の開発には、ウ
イルス複製を詳細に解明する必要があり、
それには HIV-1 複製を負に制御する新たな
因子を同定する必要がある。 
 
2. 研究目的 
宿主内分子シャペロン、heat shock protein 
(Hsp)は熱ショックやUV，微生物・ウイルス感
染などのストレスに関連する様々な刺激によ
り発現され、従来，タンパク質のフォールデ
ィングやトランスロケーション，さらにタン
パク質の不可逆凝集の防止といった重要な役
割を果たしている。今までに、申請者らは熱
ショックタンパク質がウイルスの複製を正ま
たは負に制御するかを解析することに取り組
んできた。本研究では培養細胞によるHIV-1 
感染・増殖系を活用して、HIV-1増殖を制御す
る宿主要因や宿主側の機能変化ついて様々な
観点から分子レベルでの解析を行うことであ
る。それによりHIV-1感染・増殖に係わる宿主
要因の全体像を解明し、HIV-1感染症に対する
新たな治療法の開発に道を開く。特に細胞内
で多彩な機能を発揮する宿主因子・熱ショッ
クタンパク質によるウイルス複製制御機構を
明らかにし、HIV-1による感染・増殖を是正す
る方策を探る。 
 
３．研究方法 
(1)細胞内におけるHsp70-APOBEC3G(A3G)ま
たは HIV-1-Vif との相互作用を免疫沈降法
で解析した。(2)Hsp70 強発現下 HIV-1 感染
細胞での HIV-1-Vif による APOBEC3G 分解
抑制機構の解析をポリユビキチン化法で検
討した。(3)Hsp70knock-down 細胞における
APOBEC3Gの安定性に対する内在性Hsp70の
影響を RNAi 法を用いて確認した。(4)内在
性APOBEC3G発現T細胞におけるHsp70によ
るHIV-1-Vif依存的APOBEC3G分解抑制機構
を解析するために免疫沈降法を行い，
western blotting 法で確認した。(5)HIV-1
感染細胞系でのHsp70によるAPOBEC3G依存
的HIV-1複製制御機構の解析をMAGI細胞に
HIV-1 を感染させ，感染 2 日後に TCID50を
算出した。(6)エイズ治療に対する新薬とし
ての Hsp70 発現誘導低分子化合物の探索と
その抗 HIV-1 活性の評価を HIV-1 感染
permissive細胞 と non-permissive細胞を

用いて検討した。 
 
４. 研究結果 
(1)Hsp70 による Vif 存在下における
APOBEC3G 安定性の検討。293T 細胞中に Hsp70
を強発現すると Hsp70 発現量依存的に
APOBEC3G 発現量が増加した。また、pNL4-3
ではなく Vif遺伝子を欠損させた HIV-1 感染
性分子クローン発現プラスミド pNL4-3ΔVif
を transfection した 293T 細胞では、Hsp70
は APOBEC3G の発現に影響を与えなかった 
(図１)。この結果より、これまでの報告と同
様に Vif のある HIV-1 (野生型 HIV-1) プロ
ウイルスを transfection した細胞では、
APOBEC3G の分解が確認されたが、Hsp70 を強
発現させた場合、Hsp70 発現量依存的に
APOBEC3G の発現量が回復したことから、
Hsp70はAPOBEC3Gを安定化に寄与することが
明らかとなった。以上の結果から、Hsp70 は
VifによるAPOBEC3Gの分解を阻害することが
示唆された。 
 

 
図１．Hsp70 による Vif 存在下における
APOBEC3G 安定性 
 
つぎに，Hsp70 の発現が Vif による APOBEC3G
の分解に対して直接作用するのか検討する
ために、293T 細胞に Vif 発現プラスミド
pcDNA-Vif (または empty plasmid) および
pcDNA-APOBEC3G-HA ( または pcDNA3.1) 、
pFLAG-Hsp70 (または empty plasmid) を
co-transfection した。Transfection 後に細
胞溶解物を回収し、western blotting 法によ
り APOBEC3G および Hsp70、Vif、-actin の発
現を確認した。その結果，Hsp70 発現量依存
的に Vif 存在下における APOBEC3G の定常的
な発現レベルが増加した。一方、Hsp70 は Vif
非存在下においては APOBEC3G の発現量に対
して影響を与えなかった。これらの結果は、
APOBEC3G の発現に対する Hsp70 の影響は Vif
依存的であることを示唆している。 
 
(2)宿主細胞内におけるHsp70-APOBEC3Gまた
は HIV-1-Vif との相互作用の解析。Hsp70- 
APOBEC3G または HIV-1-Vif との相互作用を、
Vif 変異体べクターを構築して細胞に導入し、
免疫沈降法で確認したところ、Hsp70 は Vif
が APOBEC3G を結合するのに重要である Vif
の N末端領域(a.a. 1-107)に結合することで、
APOBEC3GとVifの結合を阻害すことを明らか
にした。 



(3) Hsp70強発現下HIV-1感染細胞でのHIV-1 
-Vif によるAPOBEC3G分解抑制機構の解析。
VifによるAPOBEC3Gの分解にはAPOBEC3Gがポ
リユビキチン化される必要があることから、
VifによるAPOBEC3Gのポリユビキチン化に対
するHsp70の影響を検討した。Hsp70はVifのN
末端及びAC3Gの128-130番残基を含む領域に
結合することでA3GとVifの結合を阻害し、Vif
によるA3Gの分解を抑制した。即ち、Hsp70は
VifによるAPOBEC3Gのポリユビキチン化を阻
害する機能を有していることをはじめて明ら
かにした（図2）。つぎに、内依存性Hsp70が
HIV-1-Vif によるAPOBEC3G分解を制御してい
るかを検討した。pNL4-3をtransfection した
293T細胞中にHsp70を強発現するとHsp70発現
量依存的にA3G発現量が増加した。また、Vif
遺伝子を欠損させたHIV-1感染性分子クロー
ン発現プラスミドpNL4-3ΔVifをtrans- 
fectionした293T細胞では，Hsp70はAPOBEC3G
の発現に対する影響は見られなかったことか
ら、HIV-1-Vif によるAPOBEC3G分解を内依存
性Hsp70が制御していることが明らかとなっ
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図２．Hsp70 の発現は APOBEC3G のポリユビキ
チン化を阻害 
 
(4)ヒト由来のHsp70によるAPOBEC3G発現へ
の影響。ヒト由来の Hsp70 による APOBEC3G
発現への影響についての報告例はないが、微
生物由来の Hsp70 が APOBEC3G の mRNA 発現を
上昇させることが既に報告されている。そこ
で、この可能性を除外するために pulse- 
chase assay を行った。293T 細胞に pcDNA- 
APOBEC3G-HAおよびV5タグを付加したVif発
現プラスミド pVif-V5、FLAG-Hsp70 さらに
transfection効率を標準化するためにGFP発
現プラスミド pCS-CDF-CG-PRE を co-trans- 
fection した。Transfection 後、タンパク質
合成阻害剤であるシクロヘキシミドで処理
し、細胞溶解物を回収し、western blotting
法により APOBEC3G および GFP の発現を確認
した。その結果，pcDNA-APOBEC3G-HA および
pFLAG-Hsp70 を transfection した際には
APOBEC3G 発現への影響は見られなかったこ
とから、ヒト Hsp70 は APOBEC3G の発現に影
響を与えないことが明らかとなった。さらに、
これまでに報告があるように，pcDNA- 
APOBEC3G-HA および pVif-V5 を trasnfection
した場合、APOBEC3G の検出レベルが減少した
事実から Vif 存在下において APOBEC3G が分

解されたことが明らかとなった。一方で、
pcDNA-APOBEC3G-HA および pVif-V5、pFLAG- 
Hsp70 を transfection した場合、APOBEC3G
の検出レベルは減少しなかったことから、
Hsp70の発現はVifによるAPOBEC3Gの分解を
著しく抑制することが示唆された。これらの
結果より，ヒトのHsp70は微生物由来のHsp70
のように APOBEC3G の発現量を増加させるこ
とはなく、ヒト Hsp70 の発現は Vif による
APOBEC3G の分解を著しく抑制することが明
らかとなった。 
 
(5)内在性 APOBEC3G 発現 T 細胞における Vif
の APOBEC3G 分解に対する Hsp70 による分解
抑制効果の解析。内在的に APOBEC3G を発現
しているnon-permissive細胞におけるHsp70
による Vif の APOBEC3G 分解に対する影響を
検討した。Hsp70 強発現下において Vif によ
る APOBEC3G 分解を抑制するか検討するため
に、FLAG-Hsp70 発現レンチウイルスベクター
CS-FLAG-Hsp70およびVif-V5発現レンチウイ
ルスベクターCS-Vif-V5、コントロールとし
て CS-MCS (empty lentiviral vector) を作
製した。作製した CS-FLAG-Hsp70 または
CS-MCSをnon-permissive細胞であるH9細胞
に感染させた。その結、Vif 非発現下におい
ては APOBEC3G の発現に差は見られなかった
のに対し、Vif 発現下においては FLAG- 
Hsp70を発現させた際にはAPOBEC3Gの発現が
上昇したことから、non-permissive 細胞にお
いても Hsp70 は Vif による APOBEC3G 分解を
抑制することが明らかとなった（図 3）。以上
の結果から、内在性 APOBEC3G 発現 T 細胞に
おいても Hsp70 は Vif による APOBEC3G の分
解を抑制する機能を有していることが明ら
かとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３．Hsp70 を knock-down した内在性
APOBEC3G発現T細胞におけるVifのAPOBEC3G
分解に対する影響 
 
(6)Hsp70 による APOBEC3G 依存的な HIV-1 感
染抑制効果の解析。Hsp70 は Vif により
APOBEC3G の分解を抑制することが明らかと
なったことから、Vif 存在下においても
APOBEC3G は HIV-1 粒子へ取り込まれ，さらに
HIV-1 の感染性は抑制されると考えられる。
そこで、 293 細 胞に pNL4-3 ( ま たは
pNL4-3ΔVif) およびpcDNA-APOBEC3G-HA (ま
たは empty plasmid)、pFLAG-Hsp70 (または
empty plasmid) を co-transfection した。
Transfection 後に細胞溶解物並びにウイル
スを含んでいる上清 (HIV-1 粒子) を回収し、



western blotting 法 に よ り 細 胞 内 の
APOBEC3G の発現および HIV-1 粒子内への
APOBEC3G の取り込みを確認した。その結果、
pNL4-3ではHsp70発現量依存的にHIV-1粒子
への APOBEC3G の取り込みが増加していた。
これは細胞内の Vif による APOBEC3G の分解
が Hsp70 により抑制されたためである。つぎ
に、MAGI assay により作製した HIV-1 の感染
性を検討した。MAGI 細胞に作製した HIV-1 を
感染させ、感染2日後にTCID50を算出した（図
４）。図４が示すように APOBEC3G 発現下にお
いて Hsp70 発現量依存的に HIV-1 の感染性を
抑制した。この結果は、HIV-1 粒子への
APOBEC3G の取り込み量に相関していること
から、Hsp70 は APOBEC3G 依存的に HIV-1 の感
染性を抑制することが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４．HIV-1 感染性に対する Hsp70 の影響 
（MAGI assay） 
 
(７)エイズ治療に対する新薬としての Hsp70
発現誘導低分子化合物の探索とその抗 HIV-1
活性の評価。cyclopentenone prostanoids フ
ァミリーであり、生体内に幅広く分布する
prostaglandin (PG) に注目した、PG はウイ
ルス感染時に、炎症や腎機能と流動調節、血
液凝固と血小板凝集等の生理活性を有する
物質である。特に血圧低下作用を有する
prostaglandin A1 (PGA1) は、ヘルペスウイ
ルスなどの感染時にタンパク質の翻訳を遮
断すると同時に二重鎖RNAの合成を阻害する
ことが報告されている。また、タンパク質の
フォールディングや輸送、集合、分解等の細
胞機能制御に関与するheat shock protein 70 
(HSP70) の発現を促す作用がある。そこで本
研究では、HSP70 誘導剤である PGA1 による
HIV-1 複製抑制効果を検討した。はじめに、
PGA1処理した 293T 細胞に APOBEC3G 発現プラ
スミドおよび HIV-1NL4-3 または HIV-1NL4-3ΔVif
発現プラスミドを co-trans- fection し、細
胞内の APOBEC3G 発現および HIV-1 粒子への
APOBEC3G 取り込みを検討したところ、HSP70
の誘導が確認されたのとともに、Vif による
APOBEC3G 分解が抑制された（図５）。 
 

図５．PGA1による A3G の分解制御 

また、H9 細胞を用い PGA1による HIV-1 抑制効
果を検討した結果、PGA1 を処理することで
HIV-1NL4-3 の複製を有意に抑制した（図６）。
この際、HIV-1NL4-3感染 H9 細胞における内在
性 APOBEC3G の発現を評価した結果、PGA1処理
により APOBEC3G の分解は抑制されていた。          

 
 
 
 
 
 
 
 

図６．H9 細胞を用い PGA1による HIV-1 抑制効
果（レーン１：PGA1未処理；レーン２：PGA1
で 1回処理；レーン３：PGA1で２回処理） 
 
さらに、H9細胞および CEM細胞への HIV-1NL4-3
感染実験を行った結果、PGA1処理により感染
14日目においてもp24Gag抗原は検出限界以下
であった。以上の結果より、HSP70 誘導剤で
ある PGA1は、Vif による A3G の分解を抑制す
ることで、HIV-1 複製を著しく抑制すること
が分かった（図７）。 

図７．PGA1による non-permissive T 細胞下に
おける HIV-1 活性の評価 
 
まとめ。Hsp70 は HIV-1 粒子への APOBEC3G の
取り込みを促進し、APOBEC3G 依存的に HIV-1
感染性を抑制した。さらに、内在的に
APOBEC3G を発現している細胞においても
Hsp70 が Vif による APOBEC3G の分解を抑制
することを確認した。これらの知見を基に、
既存の抗HIV薬とは異なる作用点をもつ新規
抗HIV-１創薬として宿主因子Hsp70の発現を
誘導する低分子化合物の開発へと展開した
ところ、プロスタグラジン類に属するプロス
タグラジンＡ１が宿主因子 Hsp70 を誘導し、
HIV-1感染細胞でもAPOBEC3Gの分解を抑制し、
APOBEC3GのHIV-1粒子への取り込みを促進す
ることで、HIV-1 の感染性が著しく減弱する
ことを明らかにした。最終的に本研究では、
既存の抗HIV薬とは異なる作用点をもつ新規
抗 HIV-1 薬としてプロスタグラジンＡ１の開
発に成功した。 
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