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研究成果の概要（和文）：HIV-1 Vif とAPOBEC3Gとの拮抗はウイルス複製にとってcriticalである。HIV-1の馴
化・適応研究から、SLSA1を含むスプライシングアクセプター1近傍の領域（SA1prox）に自然に存在する1塩基置
換によりウイルス複製能が変動することを見出した。本研究では、このようなウイルス複製能の変動が、Vif発
現量の増減により起こることを明らかにした。さらに、Vif低発現変異体の馴化実験により、vif mRNA産生に関
与するSA1prox以外のゲノム領域が存在すること、また、APOBEC3Gにより強力に複製が抑制される環境下でも、
HIV-1が極めて高い適応能力を持つことが示された。

研究成果の概要（英文）：Power balance between HIV-1 Vif and APOBEC3G is critical for viral 
replication. Through HIV-1 adaptation study, we found that virus replication capacity varies by 
naturally-occurring single nucleotide polymorphisms (nsSNP) within the region proximal to the 
splicing acceptor 1 (SA1prox) and SLSA1 structure on the HIV-1 genome. Molecular virological 
analysis in this study revealed that the change of viral growth ability results from the increase 
and decrease in Vif expression levels by nsSNPs. Thus, the nucleotide sequence of SA1prox region is 
important for determining the Vif expression level. To investigate how viruses expressing an 
extremely low level of Vif adapt themselves to environments with a high APOBEC3G level, we performed
 virus adaptation experiments. The results showed that the region other than SA1prox is also 
involved in vif mRNA production, and that HIV-1 displays a high adaptation ability even under 
circumstances where virus replication is strongly restricted.

研究分野： ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 
HIV-1 の遺伝子発現(転写、5cap/3ポリ A

付加、選択的スプライシング、mRNA 核外移
行、翻訳)は、宿主およびウイルスの蛋白質群
とウイルスゲノム内の cis-acting element に
より高度に調節されている。遺伝子発現のバ
ランスの破綻は、ウイルス複製能に劇的な影
響を及ぼす。そのため、遺伝子発現の各過程
を標的とした HIV-1 複製制御法の開発が試
み ら れ て い る （ PLoS Pathog. 9: 
e1003241,2013 など）。 
申請者らは、複製抑制環境下における

HIV-1 の馴化過程で pol-integrase(pol-IN)3
末端の非常に狭い領域とenv領域に増殖促進
変異が再現性高く出現することを見出した
(Microbes Infect.15:319,2013)。Pol-IN3領
域内の増殖促進変異の詳細な分子ウイルス
学的解析と HIV-1 シークエンスデータとの
照合を行った結果、本領域内の「アミノ酸置
換 を 伴 わ な い 1 塩 基 多 型 (naturally- 
occurring synonymous single nucleotide 
polymorphism:nsSNP と省略)」によりウイ
ルス複製能が増減することが分かった。複製
能の増減は、ウイルス粒子を構成する後期蛋
白質の発現量およびウイルス産生量の増減
と相関していた。また、これらの nsSNP は
いずれもスプライシングアクセプター
1(SA1)近傍のステムループ構造 (SLSA1, 
PLoS Pathog.9:e1003294, 2013)に集中して
いた。ノーザンブロット解析の結果、SLSA1
内の nsSNP が HIV-1 の全体的な遺伝子発現
パターンを量的・質的に変えることが示され
た。SLSA1 内には、2 つのスプライシングエ
ンハンサー領域が報告されている(ESEVif と
ESEM1)。両領域の変異はスプライシングパ
ターンを変えるが、ESEVif 変異はウイルス
産生量を著しく低下させ、ESEM1 変異によ
りウイルス複製能は変化しない。申請者らが
同 定 し た SLSA1 内 の nsSNP は 、
ESEVif/ESEM1 以外のサイトにあり、ウイ
ルス複製能に強く影響を及ぼす。HIV-1 ゲノ
ムには複数のスプライシングサイトが存在
するが、ウイルス複製能を増減させる nsSNP
が集中するサイトは未だ報告がない。ノーザ
ンブロット解析において、選択的スプライシ
ングへの影響と推測される mRNA 発現の質
的な変化のみならず、量的な変化も認められ
るため、nsSNP が他の遺伝子発現過程にも影
響を及ぼしていることが強く示唆される。こ
のことは、遺伝子発現の各過程がお互いに影
響し合いながら反応が進むという最近の研
究成果と合致している(Cold Spring Harb. 
Perspect. Med. 4: a006916, 2012; Cell 152: 
1252, 2013 など)。 
 
２．研究の目的 
本申請課題では SLSA1 内の 1 塩基置換

(nsSNP)による複製制御基盤を解析し、本領
域の配列/RNA 構造の HIV-1 遺伝子発現・複
製における役割を解明することを目的とす

る。 
本申請課題では、SLSA1 内の nsSNP によ

る HIV-1 複製能の増減が、どのような機構に
よって起こるのか、以下の点について明らか
にする。 
(1）nsSNP が遺伝子発現のどの過程(転写、
mRNA 安定性、スプライシング、mRNA 核
外輸送や翻訳)に影響を及ぼしているのか？
複合的要因なのか？ 
(2）SLSA1 配列/構造変化と複製能の増減と
の間に一定の相関が認められるか？ 
(3）宿主因子の関与があるか否か？因子の探
索と同定を試みる。 
 
３．研究の方法 
SA1prox 内 nsSNP の探索：HIV-1/SIVcpz
シークエンスデータベース（https://www.hiv. 
lanl.gov）を用いた。 
nsSNP 変異体クローンの構築：HIV-1 NL4-3
株を親株として、nsSNP を site-directed 
mutagenesis により導入した。 
ウイルス複製能の解析：ウイルスは 293T 細
胞へのプロウイルスクローンのトランスフ
ェクションにより調製した。ウイルス量は逆
転写酵素アッセイ（RT assay）で測定した。
等量のウイルスをヒトリンパ球由来 H9 細胞
に接種後、継時的に培養上清を回収した。ウ
イルス増殖は培養上清の RT assay により測
定した。 
HIV-1 mRNA 産生パターンの解析：プロウイ
ルスクローンをトランスフェクションした
293T 細胞から RNA を抽出後、oligo(dT)を使
用し cDNAを合成した。cDNAを鋳型として、
HIV-1 mRNA（2k、vif/vpr、vpu-env、全
mRNA 種）特異的なプライマーを用いた
PCR を行った。PCR 産物をアガロースゲル
で分離し、HIV-1 mRNA 産生パターンを解析
した。 
 
４．研究成果 
本申請課題の目的は、SLSA1 の nsSNP によ

る HIV-1複製制御機構を明らかにすることで
ある。当初は、SLSA1 の nsSNP が HIV-1 遺伝
子発現の各過程（転写、スプライシング、核
外輸送、翻訳）に及ぼす影響を解析する計画
であった。しかし、SLSA1 の nsSNP による vif 
mRNA レベルの変動に着目したことにより、研
究は順調に進捗し、SLSA1 を含むスプライシ
ングアクセプター１近傍領域（SA1prox）の
HIV-1 複製における役割とそのウイルス学的
意義を以下に詳述するように明らかにした。 
SA1prox の nsSNP は Vif 発現量を変動させ

た。Vif は、宿主細胞内の内在性抗 HIV 因子
である APOBEC3G と拮抗するため、Vif による
APOBEC3G 抑制回避はウイルス複製とってク
リティカルである。SA1prox の nsSNP による
Vif 発現量変動は、APOBEC3G とのパワーバラ
ンスを変え、それによって Vif および
APOBEC3G 双方の発現レベル依存的にウイル
ス複製能に影響を及ぼすことが分かった。こ



れまで、Vif 発現レベルを規定する HIV-1 ゲ
ノム内の配列・領域は明らかにされていなか
った。本申請課題の遂行により、SA1prox が
塩基レベルで Vif 発現レベルを調節し、Vif
と APOBEC3G とのパワーバランスを変える役
割を持つことが明らかになった。Vif 発現量
を変動させるSA1proxのnsSNPは、全てHIV-1
グループ・サブタイプのゲノム内に自然に存
在するものであり、このことは、HIV-1 が
SA1prox の塩基配列を変化させ細胞内環境に
適応していることを示唆している。以上のこ
とから、SA1prox の nsSNP による HIV-1 複製
制御の基盤となるメカニズムを明らかにで
きたと考えている。 
一方、SA1prox の nsSNP の中には、Vif 発

現量を親株の 2%程度まで著減させる変異体
（NL- tac）が存在する。そこで、NL-tac の
馴化実験により、Vif と拮抗する内在性抑制
因子である APOBEC3G 存在下で、ウイルスが
どのように変異・適応するのかを調べた。ま
た、馴化実験により獲得した変異を解析する
ことで、vif 発現調節に関与する SA1prox 以
外の領域の有無を検討した。NL-tac をヒトリ
ンパ球系細胞株 H9（APOBEC3G 強発現細胞）
で長期培養した結果、増殖能を獲得した馴化
型ウイルス（NL-tacad1）が出現した。馴化
型ウイルスゲノムには複数の変異が認めら
れたが、vif発現量を増加させる（NL-tac の
10 倍程度）変異は、SA1prox より下流の Vif
コード領域内に存在し、SA1prox以外にも vif
発現に影響を及ぼす領域があることが分か
った。さらに、HIV-1 は選択的スプライシン
グにより種々のウイルス蛋白質をコードす
る mRNA を産生するが、SA1prox nsSNP 変異体
では、全体的な HIV-1 mRNA 発現パターンが
変化し、特に、vpr 発現量は vif 発現量の増
減と逆相関することも明らかにした。従って、
SA1prox の nsSNP は vif 発現量のみに影響す
るわけではなく、逆に、他の領域の変異も vif
発現量を変動させ得ると考えられた。これら
は、HIV-1 の選択的スプライシング機構の複
雑さを示しており、SA1prox nsSNP による vif
発現調節機構の解析により、HIV-1 遺伝子発
現に関する総合的知見が得られると考えら
れる。また、NL-tac の馴化実験から、強力に
複製が抑制される環境下でも、HIV-1 が極め
て高い適応能力を持つことが示された。さら
に、長期にわたって馴化実験を続けた結果、
NL-tacad1 よりさらに増殖が促進した馴化型
ウイルスクローン（NL-tacad2）が得られた。
NL-tacad2 は、NL-tacad1 で認められなかっ
た Env 変異を獲得しており、現在、ウイルス
増殖に及ぼす影響を解析中である。以上の結
果から、Vif 低発現変異体（NL-tac）は
APOBEC3G 抑制下において、まずある一定レベ
ルのVif発現量を回復する変異獲得により複
製能が改善され、その後 Env 変異等によりさ
らに適応していくものと推測された。ウイル
スの極めて合目的的な適応過程が実証され
たと考えられる。 
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