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研究成果の概要（和文）：本研究では、解糖系酵素GAPDH, Enolase, PKM2がHIV-1の複製を阻害することを明ら
かにした。特に、GAPDHおよびPKM2は、逆転写酵素のプライマーであるtRNALys3のウイルス粒子内取込みを阻害
することにより、HIV-1複製を阻害していた。また、FDAが認可しているTrametinibによりHIV-1の脱殻過程が阻
害されることを明らかにした。これらの知見は、現状ARTの問題点を解決するための新たな抗HIV戦略の開発にと
って有用である。

研究成果の概要（英文）：In this study, we showed that glycolysis enzymes GAPDH, Enolase, PKM 2 
inhibit HIV-1 replication. In particular, GAPDH and PKM 2 inhibited HIV-1 replication by inhibiting 
packaging of tRNALys3, a reverse transcriptase primer, into viral particles. Moreover, we 
demonstrated that the uncoating process of HIV-1 is suppressed by FDA-approved Trametinib. These 
findings are useful for the development of a more effective anti-HIV strategy.

研究分野：生化学

キーワード： HIV-1　宿主因子
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
より抗ウイルス効果の高いHIV剤が開発さ
れていく度に、HIVの薬剤耐性能の獲得に関
する分子進化は想像を超えるものがあり、二
重三重の備えを必要とすることの必要性が
あった。この HIV との戦いは、ウイルス因
子(ウイルスが保有するウイルス特有の酵素)
を標的とした創薬戦略を続ける限り終わり
は見えないと予想された。申請者らは、研究
開発当時、それまで以上により強力な HIV 
Protease (PR)阻害剤等を開発していく一方
で、それらに対する耐性ウイルスに対抗する
ために、HIV感染初期過程に関与する細胞性
因子を標的とした抗 HIV 戦略を構築してお
くことで、現行多剤併用療法の問題点をすこ
しでも改善する独創的な治療戦略を提案で
きると考えていた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、あえて HIV 伝播を制御する
細胞性因子を探索・選別し、HIV粘膜感染防
止を目指した新規治療戦略を提案すること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 下記 1-3)を有機的に連結させた研究サイ
クルを回して研究を行った。 
 
 1) 感染初期過程に関与する新規細胞性因
子の探索 (HIV 粒子プロテオーム解析) 
 2) 細胞性因子のHIV感染初期過程における
機能解析 
 3) 細胞性因子を標的とした化合物のスク
リーニングと抗 HIV 効果の検証 
 
但し、初年度の創薬標的として、次の細胞性
因子に焦点を当てた。Pin1, ERK2, GAPDH は、
3)から進めた。また、新たな細胞性因子の探
索は、1-3)のサイクルに則って行った。 
 
１）感染初期過程に関与する新規細胞性因子
の探索 (HIV 粒子プロテオーム解析)に関
して 
 
HIV実験室株の調製、HIV臨床分離株の調製、
HIV 薬剤耐性株の調製に関しては、申請者ら
が実施してきたウイルス調製法を利用した
(J. Virol. (2002) 76, 10000-8.)。また、
二次元電気泳動を用いてHIV粒子を構成する
プロテオームを分離し、新規細胞性因子を同
定方法もこれまでに実施してきた方法を利
用した(J. Virol. (2002) 76, 10000-8.)。
質量分析装置に関しては、Bruker daltonics
社のUltrafleXtremeTMを用いて解析を行った
（熊本大学薬学部に現有）。なお、HIV 実験室
株のプロテオーム解析はほぼ完了できたた
め、臨床分離株および薬剤耐性株を日本人の
ヒト末梢血単核細胞に感染させ調製したウ
イルスの解析を進め、より生体内環境を再現
し、複製させたウイルスの解析を進めた。 

２）細胞性因子の HIV 感染初期過程における
機能解析 
 
種々の HIV構成タンパク質を prey 分子とし
てすでにplasmidに組込んだものを現有する
ため、イーストツーハイブリッド法を用いて、
新規細胞因子の標的タンパク質を特定した。
さらに、HIV 持続感染細胞に特定した新規細
胞因子特異的な siRNA を処理し、得られた細
胞因子欠損HIV株の感染価を測定した。なお、
HIV 感染過程のどのステップに関与する因子
であるかは以下の方法により特定した。 
○脱殻過程： in vitro 脱殻アッセイ
(Retrovirology (2012)9, 107) 
○逆転写過程：in vitro 逆転写産物定量ア
ッセイ(Retrovirology (2012)9, 107) 
○組込み過程：in vitro 組込みアッセイ
(Retrovirology (2012)9, 107) 
 
3）細胞性因子を標的とした化合物のスクリ
ーニングと抗 HIV 効果の検証 
 
１）Pin1 阻害剤の探索と HIV 脱殻阻害効果の
検証 
→HIV CA 由来の H2N-HQAIpSPRTLN-COOH 配列
を Nunc® CovaLink™ 96-Well Module にアミ
ノ基を介して直接結合させ、Pin1 の基質認
識に必須である WW ドメイン(Pin1-WW)を
GST 融合蛋白質として発現させた精製蛋白
質を加えインキュベーション後、POD 結合
抗GST抗体を加えELISAを行った。この際、
候補阻害剤の存在下において基質ペプチド
と Pin1-WW の相互作用が阻害されるものを
探索した。本計画では、生薬成分からスク
リーニングを開始し、一般的な化合物ライ
ブラリーも視野に入れた。なお、候補阻害
剤が見いだされた場合、in vitro 脱殻アッ
セイを実施後、Tzm-bl 細胞を用いた HIV 感
染実験でその効果を検証した。 
 
２）ERK2 のウイルス粒子内取り込み阻害剤の
探索と HIV 脱殻阻害効果の検証 
→Gupta ら(J. Mol. Biol. (2011))は、ERK2
のウイルス粒子内の取り込みには、HIV CA
の83-95残基に存在するPro-richドメイン
が要求されると報告した。したがって、こ
のドメインの構造を変化させる物質は、
ERK2のウイルス粒子内取込みを阻害する候
補となりうるため、統合計算化学システム
MOE を使って、すでに明らかになっている
CA の立体構造(3H47)を利用し、化合物ライ
ブラリーから Pro-rich ドメイン近傍に入
りうる候補化合物を選択し、CEM/LAV-1 細
胞に処理後、ウイルス粒子内への ERK2 の取
込みが実際に低下するか検証した。 
 
３） FDA 承認済み新規の MEK 阻害剤
trametinib の ERK2 活性化阻害を介した
HIV 脱殻阻害効果の検証 
→事前に HIV持続感染細胞 CEM/LAV-1 細胞に



10 nM で Trametinib を処理すると、ウイ
ルス粒子内の活性型 ERK2 の量が低下し、
ウイルスの感染価が低下することを確認
した。本研究では、実際に Trametinib 処
理により、本当にERK2依存性のCAのSer16
残基のリン酸化レベルが低下し、HIV の脱
殻が阻害されるかを in vitro 脱殻アッセ
イによって検討した。また、より臨床条件
を想定し、健常人から末梢血リンパ球を調
製し、Trametinib 処理により得られたウ
イルスが実際に PBMC 内で複製できないか
を検討した。 
 
４）GAPDH 四量体安定化剤のスクリーニング
と HIV 逆転写阻害効果の検証 
→ Pattin ら (Arch. Biochem. Biophys. 
(2010))は、Isoflurane が GAPDH の四量体
構造を安定化することを報告しているこ
とから、統合計算化学システム MOE を使っ
て、すでに明らかになっている GAPDH の四
量体立体構造(1U8F)を利用し、Isoflurane
の GAPDH 結合部位を探索し、GAPDH 内の構
造上の cavity にドッキングできる新規化
合物をライブラリーから選択し、HIV 持続
感染細胞 CEM/LAV-1 細胞に処理後、ウイル
ス粒子内へのtRNALys3の取込みが実際に低
下するか検証した。 
 
４．研究成果 
1) GAPDH の抗 HIV活性に関して以下の知見を
得た。 
「HIV 粒子内への tRNALys3取込み阻害を担
うGAPDHとHIV前駆体タンパク質Pr55gagの相
互作用部位」を明らかにした（Biochem. 
Biophy. Rep. (2016) 8: 325-332.）。HIV の
複製においてウイルス粒子内への宿主由来
の tRNALys3 取込みは逆転写反応開始のため
の必須イベントである。リジル tRNA 合成酵
素(LysRS)と相互作用した tRNALys3 は、
LysRS-tRNALys3 複合体としてウイルス前駆体
タンパク質と結合し、ウイルス粒子内に取込
まれることが報告されている。本研究により
GAPDH 四量体(GAPDH tetramer)がウイルス前
駆体タンパク質のマトリックス(MA)および
カプシド(CA)ドメインと相互作用すること
により、LysRS-tRNALys3複合体のウイルス粒子
内取込みを阻害しているモデルを提唱でき
たと考えている。ウイルス前駆体タンパク質
と LysRS-tRNALys3複合体の相互作用様式につ
いては、GAPDH が受ける翻訳後修飾の観点か
らもう少し詳細に調べる必要があると思わ
れるが、今後この GAPDH とウイルス前駆体タ
ンパク質の相互作用に関する知見を活用す
ることで、より詳細な tRNALys3取込み機構を
明らかにできることが期待されるとともに、
GAPDH の抗 HIV 効果を増強するか、その作用
をミミックできる分子を開発することによ
り、HIV 逆転写反応そのものを阻害する治療
戦略を開発することに寄与できると考えら
れる（右図参照）。 

Interaction between GAPDH and MA-CA polypeptide 

 

２）脱殻過程に関して新な知見を得た。 
本研究では、MEK 阻害剤として世界で初めて
承認された Trametinib が HIV 脱殻過程を阻
害することにより、HIV 複製を阻害すること
を明らかにした（Biochem. Biophys. Res. 
Commun. (2018) 495(2): 1846-1850）。HIV 粒
子プロテオーム解析の結果、HIV がコードす
る CA タンパク質の Ser16-Pro17モチーフにお
いてSer残基特異的にリン酸化を受けている
ことを明らかにしてきた(J. Biol. Chem. 
(2010) 285, 25185-25195)。そして、このリ
ン酸化を受けたモチーフを細胞内ペプチジ
ルプロリルイソメラーゼ Pin1 が認識するこ
とにより、HIV-1 RNA を保護していた CA コア
のSer16-Pro17モチーフにおけるcis-trans異
性化反応を介して崩壊するというHIV脱殻過
程の新たなモデルを提唱している。さらに、
CA タンパク質の Ser16-Pro17モチーフを Ser
残基特異的にリン酸化する酵素が ERK2 であ
ることを同定した。(J. Gen. Virol. (2014) 
95, 1156-1166)。ウイルス出芽時、ERK2 は
CA タンパク質の前駆体である Pr55 とともに
ウイルス粒子内に取り込まれる。その後、前
駆体タンパク質 Pr55 は HIV Protease によっ
て processing をうけ、intermediates を生じ
ると、CA タンパク質の Ser16-Pro17モチーフが
ERK2 によってリン酸化を受けるというモデ
ルを見出した。本研究では、HIV 持続感染細
胞を Trametinib 処理することにより得られ
たウイルスは、ウイルス粒子内に取り込まれ
ている MEK1/2 の活性が阻害されることによ
り、ウイルス粒子内の ERK2 の活性化が阻害
され、結果的に Ser16のリン酸化の効率が低
下し、Pin1 依存的な脱殻過程が効率的に進行



しないために、感染価が低下することを明ら
かにした。そもそも、ERK2 はどのように活性
化され、Ser16のリン酸化を触媒するのかに関
して不明であった。そこで申請者等は、ERK2
の上流の MEK1/2 も HIV 粒子内に取込まれる
と仮定し、研究を進めた結果、本研究のター
ゲットとなった MEK1/2 がリン酸化された状
態でウイルス粒子内に取り込まれているこ
とをつきとめ、本研究成果につながった。本
知見を基にして、脱殻過程そのものを阻害す
る新規治療戦略を立案したいと考えている。
なお、Trametinib はすでに FDA で認可されて
いる点は、抗 HIV 剤としての有用性も今後検
討できると考えている。 
 
3) PKM2 の抗 HIV 活性に関して以下の知見を
得た。 
 新規抗 HIV活性を有する解糖系酵素として
PKM２を同定した。 

本 研 究 成 果 は 、 Biological and 
Pharmaceutical Bulletin の 41 巻（4 号）
（2018）の表紙に採用された。PKM2 は、HIV
逆転写過程のプライマーとして重要な
tRNALys3 のウイルス粒子内への取込みを阻害
することにより、標的細胞におけるウイルス
の複製を阻害する因子であることが明らか
となった。HIV は、標的細胞に感染後、細胞
の代謝を解糖系優位にシフトさせることが
最近明らかになっており、このような現象も
宿主が有する抗 HIV 効果から逃れるために、
宿主細胞の代謝をコントロールしている可
能性が示唆された。 
 
４）Pin1 阻害剤の探索と ERK2 のウイルス粒
子内取り込み阻害剤の探索について 
 現在薬学部が保有する有用植物ライブラ
ー由来の天然化合物を中心に今後探索を進
めていきたいと考えている。 
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