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研究成果の概要（和文）：HIV の伝搬過程の決定要因となるウイルスエンベロープの形成とそれ

に続くウイルス粒子の遊離効率を制御する細胞性膜蛋白質の解析研究をおこなった。多くのエ

ンベロープウイルス粒子の遊離を抑制するBST2の機能発現メカニズムの解析の結果、ヒトBST2

は多くの異種細胞から HIV 粒子の遊離を抑制することより、直接ウイルス粒子に作用すること

を示唆する結果を得た。次に BST2 作用を阻止する HIV-1 のアクセサリ蛋白質 VPU について、こ

れらの相互作用と VPU 機能の発現性について解析実験を行った。種々の変異体の VPU/BST2 複合

体能の測定の結果、VPU と BST2 はそれぞれの膜貫通領域（TM）を介して複合体を形成し、BST2

の TM 領域の 3アミノ酸(I34, L37, L41)すべてがその複合体形成とともに VPU のウイルス遊離

促進（抗 BST2）作用に必須であることがわかった。これらの結果をもとに、BST2 の分子動力学

計算解析を行い、VPU 結合部位の構造予測を行い、4アミノ酸(I34, L37, L41, T45)が VPU 機能

の発揮に介在することが示唆された。これらの結果は、VPU 作用メカニズムの基礎的知見であ

る。一方、エンベロープ形成分子として HIV-1 ENV の取り込みに介在すると報告されていた細

胞性因子 TIP47 については、その再現結果は得られなかった。 

研究成果の概要（英文）：We performed a series of virological investigation of cellular 
membrane proteins on generation of HIV-1 envelope and release of HIV-1 particles. From 
functional examination of human BST2 that inhibits the release of HIV-1 particles from 
infected cells on release of viral particles, it was suggested that BST2 acts directly 
to HIV-1 because human BST2 has ability to inhibit HIV-1 from variety species of cells. 
Next, we found HIV-1 viral protein U (VPU), a specific antagonist of human BST2, that 
three amino acid (AA) residues (I34, L37, and L41) in the transmembrane (TM) domain of 
human BST2 are critical for the interaction with VPUand VPU-mediated antagonism of human 
BST2. Moreover, computer-assisted structural modeling suggests that an alignment of these 
four AA residues (I34, L37, L41, and T45) on the same helical face in the TM domain is 
crucial for the VPU-mediated antagonism of human BST2. These results contribute to the 
molecular understanding of human BST2 specific antagonism by HIV-1 VPU. On the other hand, 
we are unable to repeat to show contribution of TIP47 on incorporation of HIV-1 ENV in 
the viral particles.  
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１．研究開始当初の背景 

エンベロープウイルスの粒子には、細胞膜
由来の脂質二重膜にウイルス由来の ENV蛋白
質と細胞由来の因子が共存し、複合体として
存在する。そして、これらの形成は細胞内の
種々の分子により制御されていると考えら
れてきた。申請者は４回膜貫通蛋白質である
tetraspanin 分子群すべては HIV のエンベロ
ープに取り込まれることを見出していた(J. 
Virol. 82:1021-1033, 2008)。興味深いこと
に、tetraspanin 分子群は標的細胞への侵入
を阻害する活性があった。 

一方、出芽後の HIV-1 粒子の遊離に抑制的
に働く分子が明らかになっていた。それは、
BST2, あるいは tetherin といわれる一回膜
貫通蛋白質である (Nature 451:425-430, 
2008）。このBST2のウイルス捕捉機能はHIV-1
のアクセサリー蛋白質である VPUにより解除
されるが、その解除機序は明らかになってい
なかった。 

 
２．研究の目的 

感染細胞におけるウイルスエンベロープ
の形成と取り込みの解明とウイルス伝播制
御メカニズムの解明を目的とした。個別の研
究目的は以下に示す。 
1)ウイルスエンベロープへのウイルス性エ
ンベロープ蛋白質と細胞性蛋白質のそれぞ
れの取り込みメカニズムの解明 
2) BST2 機能発揮のために必要な細胞性因子
の解明 
3) HIV-1 VPU 蛋白質による BST2 機能解除の
分子メカニズムの解明 
 
３．研究の方法 
1)プラスミド、細胞、HIV 感染実験 

BST2 あるいは HIV-1 ENV の取り込みに関与
する細胞性因子を強制発現させた 293 細胞、
さらに BST2 を恒常的に発現する HeLa 細胞に、
HIV-1 DNA をトランスフェクションし、培養
上清ならびにプロテアーゼ処理により細胞
外ウイルス粒子、そして細胞内ウイルス粒子
を回収した。それらのウイルス量を測定し、
細胞外、細胞膜上、そして細胞内のウイルス
分布量の変化をウエスタンや Flow 
cytometory 法等により測定した。各分画のウ
イルス粒子量の比較をおこなった。ウイルス
量の測定には成熟 GAG 蛋白質 p17 ならびに
ENV 特異的抗体を用い、成熟ウイルス量を測
定した。さらに、感染性粒子の測定には、HIV

感染により TAT依存性にルシフェラーゼ蛋白
質を発現する TZM-b1 細胞を用いた。 
2) VPU/BST2 結合実験 
VPUと BST2それぞれに付加したN末とC末

の蛍光 KG ペプチドフラグメントを生細胞で
発現させる bi-molecular fluorescent 
complementation(BiFC)法を改良し、
VPU/BST2 複合体定量法を開発し、各種変異体
を作製し、その複合体形成能を測定した。 
3) 分子動力学計算解析 
水分子および脂質分子のパラメーターを代
入し、BST2 TM 領域の安定的の root mean 
square deviation(RMSD)値を算出した。 
 
４．研究成果 

1) エンベロープ形成メカニズムの解析 

エンベロープウイルスの粒子には、細胞膜

由来の脂質二重膜にウイルス由来のENV蛋白

質と細胞由来の因子が共存し、複合体として

存在する。そして、これらの形成は細胞内の

種々の分子により制御されている。まず、

HIV-1 ENVの取り込みを促進する因子として

報告されたTip47蛋白質(PNAS103:14947 

-14952,2006)について申請者が再現実験を試

みたが、その介在の可能性はいずれの実験系

でも証明できなかった。 

2)BST2とHIV-1粒子との関係性の解析 

そこで本研究は、ウイルス粒子内に取り込

まれ、細胞からのウイルス粒子の遊離を抑制

する細胞性膜蛋白質BST2の解析を中心にすえ

た。鳥類まで含む種々の細胞株におけるヒト

BST2のHIV-1捕捉作用を検討したところ、検討

したすべての細胞株において、その作用は見

られた。すなわち、その抗ウイルス作用発揮

には種特異性因子の介在はなく、おそらく

BST2は直接ウイルス粒子に作用していること

が強く示唆された。 

3)BST2とVPUの相互性の解明 

一方、BST2とVPUとの相互作用にはBST2の種

特異性がある。すなわち、ヒトBST2はVPUと複

合体を形成し、マウスBST2はVPUと複合体を形

成しない。そこでマウスとヒトの細胞外、細

胞質内、TM領域をそれぞれ置換したキメラ

BST2を作製し、ヒトBST2のVPUとの相互作用部

位はそのTM部にあることを見いだした。次に

、1アミノ酸変異体を含む種々のBST2変異体を

用いた実験からVPUとの結合に関わるアミノ

酸部位は、I34、L37およびL41がそれぞれ必須



であることがわかった。すなわち、相互作用

に必須のドメインはTM領域内のへリックス片

側面の3つのアミノ酸に集積すること、VPUも

TM領域を介してBST2と結合すること、一方、

BST2は動物種ごとにアミノ酸配列に差異があ

りHIV-1が特異的に有するVPUに耐性のアカゲ

ザルやアフリカミドリザルなどの多くのサル

種のBST2には同じ3アミノ酸が保存されてい

るが、その上流の2個のアミノ酸の欠失がVPU

との結合性に影響を与えることがわかった。

これらのヒトBST2の１アミノ酸変異体は、い

ずれもVPUによるウイルス放出促進作用（すな

わち、抗BST2作用）に対して反応性を消失す

ることから、I34、L37およびL41残基は機能的

にも重要であることがわかった。 

4)BST2のVPUとの結合部位の構造予測 

これらの1アミノ酸ごとのBST2変異体の実

験結果をもとに国立感染症研究所の佐藤裕徳

博士との共同研究で分子動力学計算解析を行

い、BST2のTM領域の構造予測を行った。その

結果、ヒトBST2とアフリカミドリザルのBST2

には明らかな分子構造の差異があり、サル種

のそれでは上記I34、L37およびL41の3アミノ

酸が同じ面に配位しないこと、さらにその下

流のT45部位がVPUに対する結合ドメイン部位

であることがわかった。これらの結果から、

ヒトBST2ではT45（アフリカミドリザルでは

I45）とその周辺構造が、I34、L37およびL41

の3つのアミノ酸に加え、VPUへの感受性決定

に重要なことがわかった。これらのことは、

ヒトならびにサル種ごとに異なるBSTが太古

のウイルス感染とともに敵対的共進化した細

胞性因子であることを強く示唆する。BST2と

VPUの進化的相互性については、いまだ多くの

なぞがある。 

5) ウイルスエンベロープ機能を制御するシ

グナル分子の同定 

細胞内のシグナル制御を司るRhoGTPaseの

活性化抑制分子であるARHGDIB/D4GDIが、HIV 

ENV を介する侵入時にHIV ENV 特異的に感染

を抑制することを見いだした。この抑制作用

は、VSVG蛋白質によるシュードタイプHIVでは

みられなかった。 
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