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研究成果の概要（和文）：HIV-1は変異・適応能の高いウイルスの代表格である。HIV-1の変異や適応過程を知る
ことは効果的な複製制御に繋がると期待される。シークエンスデータベースを活用し、アミノ酸変異によらず、
塩基配列の変異によりHIV-1複製能を変動させる領域を種々同定してきた。本研究の遂行により、SA3周辺で
HIV-1複製能を低下させる5つの1塩基置換を新たに見出した。これらの変異のうちの1つは、シングルサイクルで
のウイルス感染価およびウイルス産生量には影響しないにも関わらず、マルチサイクルでのウイルス複製能を低
下させた。極めて興味深い現象であり、今後、この分子基盤を明らかにしていく。

研究成果の概要（英文）：HIV-1 is a representative virus with high mutation and adaptation abilities.
 Understanding the HIV-1 adaptation process leads to the establishment of effective strategies to 
control viral replication. We have identified various synonymous mutations that affect HIV-1 
replication ability based on the HIV-1 sequence database analysis. In this study, we newly found 
that five synonymous single-nucleotide mutations around the splicing acceptor 3 (SA3) site reduce 
HIV-1 replication ability. Worthy of note, one of the five mutations suppressed multi-cycle HIV-1 
replication without affecting infectivity and virion production in single-cycle assay systems. This 
result suggests that there may be a novel regulatory region on the HIV-1 genome and an unknown 
restriction machinery in host cells. Elucidation of the molecular basis underlying the inhibition of
 HIV-1 replication by the single-nucleotide mutation around the SA3 site is underway in our 
laboratory.

研究分野： ウイルス学

キーワード： HIV-1　cis-acting element　スプライシング　遺伝子発現　ウイルス複製　変異・適応　同義置換

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
HIV-1のようなRNAウイルスは、複製に必須の複数のcis-acting elementをゲノム上に有している。本研究で実施
した塩基配列ベースでの変異・適応の解析は、HIV-1の高い変異・適応能の制御戦略構築や新たなcis-acting 
elementの同定に繋がり得る。上述のSA3周辺で見出したマルチサイクルの複製能を低下させる1塩基置換の同定
は、HIV-1ゲノム上の新規の複製調節領域、および、宿主細胞内での未知のHIV-1複製制御機構の存在を示唆して
いる。本研究の推進により、HIV-1複製とその制御に関して新たな知見を提供することを目指す。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

RNAウイルスの非常に高い変異・適応能はその生存力の土台である。HIV-1も例外ではなく、
この能力は HIV-1の伝播や感染制御を困難にする要因の一つである。そのため、HIV-1の変異・
適応能を理解することは複製制御に極めて重要である。 

HIV-1 ゲノムにはウイルス複製に重要な cis-acting element や RNA 二次構造(packaging 

signalや Rev-responsive element 等)が存在する。RNAウイルスにおいて、ゲノム上の RNA二
次構造の意義についてはウイルスによって異なる報告がある（文献 1-3）。また、ウイルスゲノ
ムが RNAの場合には、コードするタンパク質の活性・機能に影響するアミノ酸レベルのみなら
ず、cis-acting elementや RNA二次構造など核酸レベルでの制約も受けながらウイルスは適応
すると考えられるが、これらの関連性については未解明な点が多い。 

 研究代表者は、これまでに HIV-1の適応変異と HIV-1シークエンスデータベースでの配列解
析とを組み合わせ、ウイルス感染性に必須の Vif タンパク質発現量を決定する塩基配列領域
（SA1D2prox と名付けた）を同定した（文献 4, 5）。さらに、vpr塩基配列によっても vif産生
量が変化することを見出していた（文献 6）。vprコード領域内には、tat産生に必要なスプライ
シングアクセプター3（SA3）が存在するため、vpr コード領域内には、vif/tat 産生に関わる未
知の cis-acting elementが存在するのではないかと考えた。 

 

２．研究の目的 

本研究では、vpr 配列（特に SA3 周辺の塩基配列）に着目し、vif/tat 産生調節機構を解析す
ることにより、SA1D2prox 研究と併せ、複製に必須の vif/tat産生に関与する選択的スプライシ
ング機構の全貌解明を目指した。また、SA1D2prox内に存在する RNA二次構造と vif産生量と
の関連を報告していたため（文献 7）、vif/tat産生量と SA3周辺の RNA構造の関連についても
明らかにすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

（１）plasmid DNA 

 HIV-1（NL4-3）およびミニゲノムは既報（文献 8）のものを用いた。定法（文献 8）に従い、
変異導入した。馴化型ウイルスクローン作製は既報の通りに行った（文献 8）。 

（２）細胞 

 H9細胞は、10%牛血清（非働化）加 RPMI1640で培養した。ルシフェラーゼレポーターTZM-

bl細胞、HeLa細胞および 293T細胞の培養は、10%牛血清（非働化）加イーグル MEM培地で
行った。 

（３）ウェスタンブロッティング 

 プロウイルスクローンあるいはミニゲノムクローンを 293T 細胞にトランスフェクション後、
細胞ライセートを調製した。ウェスタンブロッティングは、既報の通りに行った（文献 4, 5）。 

（４）semiquantitative PCR 

 ミニゲノムを 293T細胞にトランスフェクションし、細胞から RNAを抽出した。Oligo(dT)プ
ライマーを用いて、逆転写反応を行い cDNA合成後、semiquantitative PCR を行った（文献 8）。 

（５）複製能および感染価  

プロウイルスクローンを 293T細胞にトランスフェクションし、ウイルスを含む培養上清を回
収した。ウイルス量は、逆転写酵素（RT）アッセイ（文献 9）あるいは Gag-p24 ELISA で測定
した。等量のウイルスを H9あるいは TZM-bl細胞に接種した。培養上清を経時的に回収し、回
収した上清のウイルス量を RTアッセイでモニターした。馴化実験はウイルスを感染させた H9

細胞に適宜、未感染 H9細胞を足しながら培養を続けた。ウイルス量を RTアッセイでモニター
した。シングルサイクルの感染価を調べる場合は、ウイルスを TZM-bl細胞に接種し 2日後に細
胞ライセートを調製した。ライセートサンプルのルシフェラーゼ活性を測定し感染価とした。 

（６）粒子産生量および Tat活性 

 粒子産生量は、293T細胞あるいは HeLa細胞へのプロウイルスクローンのトランスフェクシ
ョン後、培養上清中のウイルス量を Gag-p24 ELISAで測定することにより調べた。Tat活性は、
既報の通りに行った（文献 4）。 

 

４．研究成果 
（１）SA1D2prox 内 Vif超低発現変異体の適応 

SA1D2prox 内で同定した Vif 発現量を増減させる 1 塩基置換体の内、Vif 発現量/HIV-1 複製
能を著減させる変異体（tac）の感染細胞の長期培養を行い、複製能が改善した馴化型ウイルス
を取得した。馴化型ウイルスクローンを作製し、複製能および Vif発現量が親株 tacよりも増加
しているクローンのシークエンスを行った。その結果、これらのクローンでは cryptic スプライ
シングドナー2b（SD2b）内に適応変異 g5061aが存在していた。当該適応変異が HIV-1複製能
/Vif 発現量に重要であるなら再現性をもって出現するはずである。このため、tac 感染細胞の長



期培養を再度行った。2

度目の長期培養において
も馴化型ウイルスが出現
し、シークエンス解析の
結果、g5061aが認められ
た。また、新たな適応変
異 Y226Fttc（ttcと省略、
親株 tac からの 1 塩基置
換）が見出された。ミニ
ゲノムを用いた Vif 発現
量の解析の結果、g5061a

変異は親株 tac に比べて
Vif 発現量を増加させた
（図 1）。一方、ttcは Vif

発現量が野生型レベルま
で回復した（図 1）。HIV-

1 複製能も Vif 発現量と
同様に、g5061a変異により複製能は増加し、ttc変異体は野生型と同程度の複製能を示した。 

ミニゲノムを用いたスプライシングパターン解析の結果、ttc はスプライシングパターンが野
生型と同様であること、また、g5061a変異は SD2bサイトを活性化することにより、上流の vif
産生に重要な SA1サイトを活性化し、vif産生を増加させることが分かった（図 2）（文献 8）。 

 

（２）SA3周辺の HIV-1複製能に影響する 1塩基置換の同定 

 SA3周辺でHIV-1複製
能を変動させる 1 塩基置
換は、これまでの経験を
活かし HIV-1 シークエン
スデータベースで探索し
た。抽出した 1 塩基置換
を HIV-1（NL4-3）に導入
し、H9細胞で複製能を調
べた。その結果、複製能を
低下させる 5 つの 1 塩基
置換体を同定した。これ
ら 5 つの 1 塩基置換体に
ついて、感染価、粒子産生
量、および、Tat活性を調
べた。SA3 周辺であり、
tat 産生に影響し得る領
域のため、予測通り、5つ
の 1塩基置換体の内、4つ
は野生型に比べて感染
価、粒子産生量、および、Tat活性はいずれも低下していた。興味深いことに、1つの 1塩基置
換体だけは、H9細胞でのマルチサイクル複製能が低下しているにも関わらず、シングルサイク
ル実験系で調べた感染価、粒子産生量、および、Tat活性はいずれも野生型と同程度、むしろ増
加傾向にあることが分かった。当該 1 塩基置換による H9 細胞でのマルチサイクル複製能の低
下は、リンパ球系細胞特異的なものかもしれないと考え、レポーター細胞株 TZM-blでもマルチ
サイクル複製能を調べた。TZM-bl細胞においても当該 1塩基置換による複製能の低下が認めら
れ、リンパ球特異的なものではないことが分かった。さらに、当該 1塩基置換体について、別の
塩基に置換すると、複製能低下の程度が変動することも見出した。当該部位の塩基配列の重要性
が示された。 

 

（３）今後の展望等 

 Vif超低発現タイプ tacクローンの馴化実験により、vif産生量の調節機構として、既報の SD2b

活性化を通じた SA1サイト活性化（文献 10）が、人工的な系ではなく、HIV-1の適応過程とし
て観察された。かつ、この適応は塩基配列レベルのわずか 1塩基置換で起こり、HIV-1の適応能
の高さを証明した。HIV-1を含む RNAゲノムを持つウイルスにおいては、ゲノム上の複製調節
領域での塩基置換によりウイルス表現型を変化し得ることが示された。ウイルス適応に関して
は、アミノ酸変異のみならず、塩基変異についても注目していく必要があると考えられる。 

 SA3 周辺の 1 塩基置換の解析により、シングルサイクル実験系（感染価、粒子産生量、およ
び、Tat活性）では影響せず、マルチサイクルの複製能を低下させる 1塩基置換を同定した。従
来の cis-acting elementの解析では、シングルサイクル系で影響が認められていた。本研究で、
1 塩基置換によりマルチサイクルでのみ HIV-1 複製能を低下させる極めてユニークな部位を同

図 1. 適応変異（1塩基置換）が Vif発現量に及ぼす影響。各変異
を導入したミニゲノムを 293T 細胞にトランスフェクションし
た。細胞ライセートを調製し、ウェスタンブロッティングで解析
した。文献 8から一部改変、引用。 

図 2. 適応変異（1塩基置換）がスプライシングパターンに及ぼす
影響。各変異を導入したミニゲノムを 293T細胞にトランスフェ
クションした。細胞から RNA を調製し、oligo(dT)を用いた逆転
写反応後、サンプルを semiquantitative PCR 解析した。文献 8

から一部改変、引用。 



定したことは、HIV-1 ゲノム上の未知の複製制御部位と細胞内の抑制機構の存在を意味してお
り、特筆に値する。今後、さらに詳細な解析を進める。 
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