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研究成果の概要（和文）：  

本研究計画では、分子レベルで HIV の転写制御機構を明らかにし、新たな治療戦略を探った。

当該研究の中で、HIV 特異的転写活性化因子 Tat が HIV 転写を特異的に活性化する分子機構を

探求し、Tat と宿主因子 Cyclin T1(CycT1)の結合様式の詳細を明らかにした。我々は、近年解

明され公開された Tat、CycT1 および P-TEFb の触媒サブユニットである Cdk9、との蛋白分子複

合体の３次元立体構造の情報を用いて Tat と CycT1 の分子間相互作用をそれぞれの分子上のア

ミノ酸残基およびその側鎖の原子レベルまで解明した。これらの成果は Tat 阻害剤を開発する

ための重要な科学的基盤を提供した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
In this study, we have been exploring the step of viral transcription that is the 
rate-determining step of viral replication in order to provide vital information for the 
development of novel anti-HIV strategy.  We have clarified the interaction between Tat 
and CycT1 at the AA side chain level by creating a number of CycT1 mutants in which critical 
AA resides were substituted by Ala based recently published 3D structure of Tat-CycT1 
molecular complex. These findings have provided scientific basis for the development of 
Tat inhibitors.      
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１．研究開始当初の背景 

 HIV治療は、ARTなどの抗HIV化学療法など著

名に進歩したが、近耐性ウイルスの高頻度の出

現や重篤な副作用、本療法は潜伏感染に対して

無力であるなど、その限界が一層明らかになり

つつある。 

 そこで、新たな作用機序をもつHIV阻害剤が

求められている。その候補として、HIV プロウ

イルスの転写活性化過程があげられる。HIV ウ

イルス遺伝情報量は『転写』の過程で種々の転

写因子によって正と負に制御されているが、こ

の過程はウイルスゲノム情報量の最大の増幅過

程であるとともに潜伏感染の律速段階でもあり、

耐性ウイルス出現の温床ともなっている。そこ

で、本研究課題ではHIVの転写活性化過程に注

目し、新しい抗HIV戦略の構築を目指した。具

体的な進め方としては、最近著しく蓄積されて

きた構造生物学的な情報を元に、分子生物学の

手法と計算化学の手法を組み合わせた。タンパ

ク質立体構造から創薬に至るストラテジーは電

算機を用いた手法が開発され、近年になってそ

の具体的な方法論が確立されつつあるが、本法

が転写をターゲットとした過程に応用された例

はこれまでになかった。 

 

２．研究の目的 

 HIV プロウイルスからの転写過程は、HIV由来

の転写活性化因子Tatと細胞内の転写伸長因子

P-TEFb（Cyclin T1とCDK9の複合体）によって

担われている。この活性制御はTatと直接結合

するCyclin T1(CycT1)が担う。両者の結合様式

については CycT1 の中央部に存在する領域と N

末の領域が重要であることが実験より示唆され

るが、詳細はまだ明らかではない。そこで、本

研究では近年明らかにされた P-TEFb/Tat 立体

構造をもとにTat-CycT1の詳細な結合様式につ

いて解析を進め、Tat の転写活性調節機構につ

いてさらに追求した。これらの情報は、Tat を

標的としたHIV阻害薬の開発に有用な情報をも

たらすことが期待される。 

 

３．研究の方法 

 P-TEFb/Tat立体構造をもとにTat転写活性制

御に関与するアミノ酸を推定し、その妥当性を

以下に示す２種類のルシフェラーゼアッセイで

実験的に検証した。 

アッセイ①:TatとCycT1を別々に細胞内に導入

する方法。２者が別々に発現するため転写活性

化に至るには、まずTatとCycT1が結合する必

要がある。 

アッセイ②：Tat と CycT1 が融合したキメラ蛋

白を発現させる方法。融合しているため、両者

が結合している状態をミミックしている。主に

Tat と CycT1 が結合した後の活性について検討

することができる。 

 

４．研究成果 

 以下の４点に分けて列記する。 

（１）Tat/P-TEFb 立体構造における CycT1Q50

残基の周辺構造の解析 

Tatの転写活性化にはCycT1の50番目のGln残

基（CycT1 Q50）と 176 番目の Phe 残基(CycT1 

F176)が重要である。その周辺構造を近年明らか

にされた Tat/P-TEFb 立体構造をもとに解析し

た。その結果、CycT1 Q50は、Q46、Q56と分子

内水素結合を、TatQ17 と TatC34 と分子間水素

結合を形成していることが明らかになった。ま

た、CycT1 F176は、TatF36とCh-π水素結合を

形成していること示唆された。 

（２）Gln (Q)水素結合ネットワークがTat活性

に与える影響 

CycT1 Q56 が Tat 活性制御に関与しているかど

うか、ルシフェラーゼアッセイにて検討した。

その結果、CycT1 Q56もQ46、Q50と同様にTat

の転写活性制御に関与していることが明らかに

なった。それぞれのQ残基のTat活性に与える



 

 

影響は、CycT1 Q56 の関与は部分的であるもの

の、他のアミノ酸残基の変異を加えることによ

り、完全に活性を欠損した。さらに、TatとCycT1

を融合したキメラ蛋白を用いたところ、Q46、Q56

変異においてはほぼWTと同等の活性を示すが、

Q50A 変異体は活性を部分的に欠損することが

明らかになった。さらに変異を加えると、

Q46/50A ダブル変異体では活性がほぼなくなる

のに対し、Q46/56Aダブル変異体では活性はWT

と同等であった。このことは、Q46とQ56はCycT1

と Tat 初期結合のみに関与し、Q50 は Tat の転

写活性調節などTatとの結合以降の過程にも関

与していることを示唆している。 

また、CycT1 Q50 と水素結合を形成すると考え

られるTat C34について変異体を作成し検討し

た。その結果、C34 変異により Tat の転写活性

化能は失われ、C34 残基は Tat の転写活性に重

要であることが明らかになった。キメラ蛋白に

おいても変異により活性が劇的に抑制され、こ

のアミノ酸残基はTatとCycT1の相互作用のみ

ならず、転写活性調節に関与することが示唆さ

れた。 

（３）CycT1 F176-TatF36間のCh-π結合 

CycT1 F176とTatF36の間でCh-π結合を形成し

ている。Tat F38 に変異を導入することにより

Tat の転写活性化が失われることから、この結

合は重要であると考えられる。Tat-CycT1 キメ

ラ蛋白においては、活性が特にTat F48Aにおい

て阻害されており、Ch-π結合はCycT1-Tatが相

互作用した後の過程にも関与していると考えら

れる。 

（４）CycT1 の立体構造からみた Tat 相互作用

ネットワーク 

 Q 水素結合ネットワークと Ch-π結合がどの

ように形成されるか、現在まで知られている３

種の CycT1 の構造(CycT1 単独構造（2pk2）、

CycT1/CDK9複合体構造(3BLH), CycT1/CDK9/Tat

複合体構造(3MI9))をもとに検討した。まず、Q

水素結合ネットワークは、2pk2においては形成

されていないが、3BLH,3MI9 において形成され

ていることから CDK9 の結合によってこのネッ

トワーク形成が誘導されると示唆される。Ch-

π結合については、Phe 残基のフェニル基の方

向性が３者で異なることから、Tat F38残基が

近傍に位置することにより誘導されると考えら

れた。 

 以上述べたように、我々は本研究計画を通し

て、CycT1 が Tat と相互作用に重要な新規相互

ネットワークを立体構造解析から同定した。

CycT１のQ46, Q50, Q56から構成されるGln水

素結合ネットワークは Tat との相互作用に、

CycT1-Tatで形成されるCh-π結合はTat-CycT1

の相互作用以後の過程に関与しTatの転写活性

能の調節を行っていると示唆された。 

 Tat は、それ自体では特定の構造を持たない

天然変性蛋白(naturally disordered protein)

である。したがって、Tat と CycT1 の結合は、

まず水素結合ネットワークにより構造が安定し

ているCycT1 Q50周辺構造が認識し、次いでCh-

π結合が両者の結合の特異性を決定していると

考えられる。2つの相互作用によりTat/P-TEFb

構造は安定化し、HIV 遺伝子の転写を最大限に

活性化できる構造を取ると考えられる。現在、

これらの情報を活かし、 in silicoスクリーニ

ング等を経て特異的なTat活性阻害効果を持つ

薬剤の開発を進めている。 
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