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研究成果の概要（和文）：HIV-2 Vpxは、マクロファージなどで抗ウイルス宿主因子SAMHD1を分解する。本研究は、Vpx
のSAMHD1分解非依存的機能の解明を目的に開始した。まずC87AとP109A変異体においてマクロファージでのこの機能が
低下していると考えられたため検討を行い、(1) C87などは亜鉛フィンガーを形成して蛋白質を安定化させる (2) P109
が含まれるポリプロリンモチーフは蛋白質を多量化しSAMHD1分解を負に制御する、マクロファージ特異的なSAMHD1分解
に関わる、など多様な役割を持つ (3) VpxはマクロファージでSAMHD1分解非依存的機能を持つ証拠はない、という結果
を得た。

研究成果の概要（英文）：HIV-2 Vpx has a function to degrade host anti-viral factor SAMHD1 in macrophages. 
We already showed SAMHD1 degradation-independent function in activated T cells, however the details 
remain elusive. This study was started to aim at elucidation of this function of Vpx. We first performed 
mutational analysis. As results, we found two mutants, C87A and P109A as candidates to have decreased 
SAMHD1 degradation-independent function, thus their details were examined. Finally, we got the following 
results: (1) C87 and the other three amino acids form zinc finger to stabilize protein. (2) poly-proline 
motif including P109 has various functions, e.g., to multimerize Vpx and regulate SAMHD1 degradation 
negatively, and to facilitate the specific degradation of SAMHD1 in macrophages. (3) There are no 
evidences that Vpx carries SAMHD1 degradation-independent function in macrophages. It can be considered 
that Vpx has this function in activated T cells, thus the detail is under the progress.

研究分野：ウイルス学
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１． 研究開始当初の背景 
 HIV-2はHIV-1が持たないVpx蛋白質を持
つ。Vpxはマクロファージなどでウイルス増
殖に必須であること、また活性化 T細胞では
ウイルス増殖に重要であることが知られて
いたが、機能の詳細は長い間全く知られてい
なかった。そうしたところ、2011 年に Vpx
の標的因子として SAMHD1が発見されトピ
ックスとなった 1,2)。すなわち SAMHD1は宿
主が持つ抗ウイルス因子であるが、Vpxは E3
ユビキチンリガーゼ錯体のアダプターとな
って SAMHD1 をプロテアソーム分解し、そ
の結果 HIV-2は増殖することができる。この
Vpxの機能がマクロファージや静止期T細胞
で発現することは既に明らかにされた。 
 しかし研究代表者らは、活性化 T細胞では
Vpx が SAMHD1 分解非依存的機能を持つこ
とを示唆するデータを得ていた 3)。すなわち、
サル T細胞株 HSC-Fでは SAMHD1の発現が
ほとんど認められないのにも関わらず、Vpx
が機能を示していた。さらに、Vpx の
SAMHD1 結合に関わると考えられるアミノ
酸に変異を導入しても、機能は失われなかっ
た。また、健常人由来 PBL (活性化 T細胞) で
も、Vpxのこのアミノ酸変異体は Vpx欠損型
よりも高い増殖性を示した。 
 
２． 研究の目的 
 マクロファージで Vpxは SAMHD1分解非
依存的機能を持つのか、持つとしたらどのよ
うな機能であるのか、また活性化 T細胞で示
されるこれらの機能はどのようなものなの
か、明らかにすることを目指した。 
 
３． 研究の方法 
 まず変異体解析を行い、SAMHD1分解非依
存的機能がない変異体を見つけ、次にこの変
異体を用いてその機能の実態を探ろうと考
えた。 
 
４． 研究成果 
(1) 既に研究代表者らは、HIV-2 の感染性ク
ローン pGL-ANの vpx領域の全長にわた
って点変異を持つ変異体 19 種類のシリ
ーズを構築し、マクロファージにおける
増 殖 性 を 調 べ た 4) 。 そ こ で 、
pEF1/myc-HisA をベースとする FLAG タ
グを N 末端に持つ Vpx の発現ベクター
pEF-Fvpx に同じ変異を持つもの 19 種類
を構築した。 

(2) これらを 293T細胞に導入し、その発現を
ウエスタンブロット法により調べた。そ
うしたところ、野生型 Vpxと比べて強い
発現を示したものや、弱い発現を示した
ものがあった。さらに変異体によっては
2 本のバンドが見られた。上のバンドは
リン酸化体と考え、フォスタグゲルを用
いた電気泳動やフォスファターゼ処理お
よび電気泳動を行った。その結果、下の
バンドはリン酸化を受けていないもの、

上のバンドはリン酸化体であることが証
明された。 

(3) 発現ベクターpEF-Fvpx1.9gから Vpx蛋
白質を発現させ 293T 細胞内での
SAMHD1 分解をウエスタンブロット法
により調べたが、意外なことに SAMHD1
の分解は見られなかった。発現した Vpx
の量が多すぎるためと考え、pEF-Fvpxの
ベクター量を1.9gから0.0075gまで順
次減らして SAMHD1分解を調べた。その
結果、0.060gと 0.030gで SAMHD1の
分解が見られた。 

(4) (1)で構築した変異 Vpx の発現ベクター
0.060gを用いてSAMHD1を分解するか
どうか調べた。ここで分解した変異体は
野生型と分類した。 

(5) (4)で分解しなかったものについて、それ
ぞれベクター量を 1.9g から 0.0075g
まで変えて、SAMHD1を分解するかどう
か調べた。ここで分解が見られた変異体
は中間型、分解が見られなかった変異体
は欠損型と分類した。これらの性質を、
マクロファージにおける増殖性 4)と比較
した。結果を以下に示す 5)。 

なお、この図におけるSAMHD1とDCAF1
との相互作用を示すアミノ酸は、最近明
らかにされた X線結晶解析に基づく 6)。
ここで、蛋白発現量の低い５つの変異体
W24L、N33S、H39L、W49L、W56Lにつ
いてはマクロファージの増殖性も欠損型
であった。これらを除いて SAMHD1分解
能とマクロファージにおける増殖性を比
較した時、わりと良い相関が見られた。
例外は、P10L、E30G、C87A、P109A で
あった。このうち、SAMHD1分解能を十
分に持つのにも関わらず中間型の増殖性
を示した C87A､と P109Aに着目した。こ
れらは、SAMHD1分解非依存的機能が十
分でない変異体の候補となった。 

(6) C87A変異体と P109A変異体の SAMHD1
分解能を再確認するために、発現ベクタ
ーの量を1.9gから0.0075gまで順次減
らして SAMHD1分解を調べた。そうした
ところ意外なことに、P109A 変異体では
1.9gとベクター量が多くても SAMHD1
を分解することができた。SAMHD1分解
能が高く蛋白発現量も十分である(5)で
示した他の変異体を用いて実験したが、

 



このような性質は P109Aに特有であった。
P109は Vpx 蛋白質の C 末端に存在する 7
個プロリンが繋がったポリプロリンモチ
ーフ(PPM)の最も C 末端側に位置するア
ミノ酸である。そこで P104から P108まで
の５つのプロリンをそれぞれアラニンに
変えた変異体の発現ベクターも構築し、
ベクター量が 1.9g である場合に
SAMHD1を分解するかどうか調べた。そ
うしたところ、P104A と P109A のみが
SAMHD1を分解した。 

(7) P104A と P109A が、蛋白量が多くても
SAMHD1を分解する理由は、野生型 Vpx
は多量体を形成するのに対し、これらの
変異体は多量体を形成しないためと考え
た。すなわち、Vpxが SAMHD1を分解す
るために E3 ユビキチンリガーゼ錯体を
形成する際にはVpxは単量体として働く。
多量化が優先して進行したら、錯体は形
成されないと予想される。そこで、19種
類の変異体と PPM 変異体が多量化を形
成するのかどうか、沈降実験により調べ
た。すなわち HAタグを持つ変異 Vpxと
FLAGタグを持つ変異 Vpxの発現ベクタ
ーを 293T細胞に共導入し、FLAG抗体で
免疫沈降し、HA 抗体を用いてウエスタ
ンブロットを行った。そうしたところ、
P106Aと P109Aのみが弱い相互作用を示
した。さらに P109Aの多量化能が弱いこ
とは、クサビラグリーン蛋白質の再構築
系 (biomolecular fluorescence 
complementation assay) も用いて確認し
た。Vpx の多量化の詳細を調べるため、
大腸菌を用いた大量発現および精製を現
在検討しており、His タグを持つ Vpx 蛋
白質は発現するが不溶化画分に行きやす
い性質を持つことまで確認している。 

(8) C87A 変 異 体 は 293T 細 胞 内 で
pEF1/myc-HisA をベースとした発現ベク
ターから十分量発現したが、感染性クロ
ーン pGL-ANの系でも発現するかどうか
調べた。そうしたところ、予想外に弱い
発現量であった。これは FLAGタグを持
たないことによるのか、それとも発現量
が少ないことによるのか、発現ベクター
を用いて調べた。その結果、タグを持た
なくても発現量が高いと野生株と同様の
蛋白質量が観察されたが、発現量を下げ
ると野生株と比べてかなり蛋白質量が下
がった。分画実験により、高い発現量で
は C87A 変異体は不溶画分に多くが移行
していることがわかった。C87は亜鉛フィ
ンガー形成に関わる４つのアミノ酸のう
ちの１個である。そこで他の３つのアミ
ノ酸の変異体 W24L、H82A、C89A につ
いてもタグの持たない発現ベクターを構
築して、発現量を調べた。そうしたとこ
ろ、発現量を下げると野生株と比べてか
なり蛋白質量が下がった。すなわち、Vpx
は亜鉛フィンガーを形成することで蛋白

質を可溶画分で安定化させていると言え
る。変異体が不安定であるメカニズムに
ついては現在、プロテアソーム阻害剤や
リソソーム阻害剤を用いた実験などを検
討中である。 

(9) P109A 変異体は感染性クローン pGL-AN
の系でも発現が見られ、ウイルス粒子中
にも取り込まれることを確認した。そこ
で、P109A 変異ウイルスの欠損部位を調
べた。P109A変異 GL-ANの VSV-Gシュ
ード体をマクロファージのモデル細胞で
ある PMA 分化 THP-1 細胞に感染し、ゲ
ノム抽出後にリアルタイムPCR解析を行
った。その結果、逆転写過程に欠損が見
られた。一方、後期課程を調べるため、
PMA 分化 THP-1 への pGL-AN の導入法
を検討した。その結果、PMAの量を 300 
nMに増やし Lipofectamine3000 をトラン
スフェクション試薬として用いることで、
細胞導入が可能になった。P109A 変異体
は後期課程には欠損を持たなかった。次
に P109A変異GL-ANのVSV-Gシュード
体を PMA 分化 THP-1 細胞に感染させ、
細胞内での内在性 SAMHD1 の量を調べ
た。そうしたところ、予想に反して P109A
変異体は野生型 Vpx ほど強い SAMHD1
分解能を示していなかった。同様の結果
は、モノサイト由来マクロファージを用
いた時にも得られた。P109A以外の PPM
変異体についても、PMA分化 THP-1細胞
に感染させて同様の実験を行った。
P103Aは野生型 Vpx と同じ SAMHD1 分
解能を示し、P106Aは SAMHD1分解能を
示さなかった。他の変異体は P109Aと同
様に中間型の分解活性を示した。なお
P106A はウイルス粒子内にほとんど取り
込まれていないことがわかり、そのため
に分解活性を示さなかったと考えられる。
このように、PPMはマクロファージでの
特異的な SAMHD1 分解に関わることが
わかった。 PPM は多量化に関わり
SAMHD1 分解を負に制御することを明
らかとしたことは既に述べた。この他、
研究代表者らは PPM が Vpx 蛋白質の翻
訳に関わることも既に報告しており 7)、
PPMは多彩な役割を持つことを明らかに
することができた。 

(10) 発現量を下げてPPM変異体と野生型Vpx
の 293T細胞内での発現を比較した。そう
したところ、PPM変異体の蛋白質量は下
がっていたが、HIV-2 Gag 存在下では野
生型と同じ蛋白質量を示した。このこと
から、Gagが存在する放出細胞では PPM
変異体の発現は下がらずウイルス粒子に
取り込まれるが、感染細胞内では PPM変
異体が分解を受け SAMHD1 をプロテア
ソーム分解しづらくなることが予想され
る。このことと、PPMがマクロファージ
での特異的な SAMHD1 分解に関わるこ
ととの関連を調べている。 



(11) これまでの実験で、C87A と P109A は
SAMHD1 分解非依存的機能が欠損した
変異体ではないことがわかった。一方(5)
で述べたように P10L変異体は 293T細胞
内で全く SAMHD1 分解活性を示さなか
ったが、マクロファージにおいて中間型
の増殖性を示した。P10L変異 GL-ANの
VSV-Gシュード体を PMA分化 THP-1細
胞に感染させ、細胞内での内在性
SAMHD1の量を調べた。そうしたところ、
この系では SAMHD1を分解していた。こ
れらの結果を総合すると、Vpx がマクロ
ファージで SAMHD1 分解非依存的機能
を持つ証拠は見つからなかった。 

(12) P103Aと P109A変異 GL-ANウイルスの
モノサイト由来マクロファージにおける
増殖性は既に調べたが、P104A、P105A、
P106A、P107A、P108Aについて新たに増
殖実験を行った。その結果 P106Aおよび
P019A < P104Aおよび P108A < P107A < 
P105A < 野生型の順序で強い増殖性を示
した。これらと、変異体の感染細胞内で
の発現量や SAMHD1 分解能との関わり
を現在検討している。 

(13) (5)で示した Vpx変異体の SAMHD1分解
能と、既に調べた PBL (活性化 T細胞) に
おけるウイルス増殖性付与能を比較する
と、活性化 T 細胞では SAMHD1 分解依
存的機能と非依存的機能の両方を持つこ
とが推定される。一方、カニクイサル由
来 T細胞株 HSC-Fでは SAMHD1分解非
依存的機能のみを持つと考えられる。
PBLと HSC-Fが持つ SAMHD1分解非依
存的機能は同じであるという仮説を立て、
詳細を検討中である。 
 
以上のように、本研究により Vpx PPMの多
彩な役割や、亜鉛フィンガーの役割について
明らかにした。これらの結果は、ウイルス学
のみならず蛋白質化学においても重要な知
見であると考えている。今後、さらに発展さ
せたい。 
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