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研究成果の概要： 

我々は HIV-1 複製を制御する宿主因子として HEXIM1, Cyclin K, HSP40B6/DNAJB6, Arp2/3 

complex, CD63, Brd4 などを同定した。HEXIM1、Cyclin K、Brd4 C 末端ドメインは Tat/LTR 転

写を特異的に阻害する事により抗 HIV-1 複製作用を示し、HSP40B6/DNAJB6 は新たなメカニズム

でウイルス転写を抑制することにより HIV-1 複製を抑止すること、CD63 はウイルスレセプター

CXCR4 の細胞表面発現レベルを低下させることにより HIV-1 侵入を阻害すること、Arp2/3 複合

体が Gag と直接相互作用することによりウイルスが細胞に侵入する過程を制御することを証明

した。我々は世界でも例をみないユニークな T細胞を使用した HIV-1 抵抗性因子を cDNA からス

クリーニングする実験系を確立し、これを基幹技術としてさらに数多くの HIV-1 複製制御因子

を同定し、細胞がもつ内在性抗レトロウイルス因子(intrinsic immunity)に関する研究領域に

おける著しい学術的発展に繋げることに成功した。本研究は霊長類レンチウイルス複製の分子

メカニズムを明らかにし、エイズウイルスをはじめとする病原性レトロウイルスの治療法を開

発するために大きく貢献し、今後も更なる発展が期待される。 

 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
18 年度 7,200,000 0 7,200,000 

19 年度 6,700,000 0 6,700,000 

20 年度 6,800,000 0 6,800,000 

総 計 20,700,000 0 20,700,000 

 
 
研究分野： 
科研費の分科・細目： 
キーワード： 
 
１．研究開始当初の背景 



HIV/エイズ研究が開始されてから 20 年を経

過した現在でも有効な治療・予防エイズワク

チンはなく早急な実用化も困難が予想され

る。ワクチン完成までの間、多剤耐性ウイル

スに対抗するために既存の抗レトロウイル

ス薬とは異なる作用機序の次世代抗エイズ

薬の開発が急がれている。新エイズ治療薬は

薬剤耐性を極めて生じにくいか、仮に変異を

誘導しても耐性 HIVの増殖が極度に減弱して

病期進行を阻止させるものが望ましい。HIV

を標的にする創薬アプローチは現状では飽

和しつつあるが「宿主―HIV 相互作用」を断

ち切るようなエイズ治療薬の将来性は非常

に高い。創薬分子標的の同定は基礎的研究の

進展に大きく依存する。しかし、HIV-1 複製

を支える宿主因子の同定は、国際的な熾烈な

競争下にあり、残念ながら実験的に HIV-1 複

製を制御していることが確認された日本発

の複製因子はごく僅かという現状があった。 

 
 
２．研究の目的 
研究代表者がこれまで蓄積した研究成果を

ふまえて、当研究では 3年の研究費交付期

間に HIV-1 と宿主の相互作用を分子レベル

で明らかにすることを目的とする。特に

HIV-1 感染抵抗性形質を規定する特定の宿

主因子として３つの intrinsic HIV-1 

resistance factor を同定すること、我々

が独自に同定した HIV-1 複製制御因子

HEXIM1 と Arp2/3 複合体の作用機序を足が

かりとした研究をそれぞれ並行して行った。

前者においては(1)CXCR4 の発現抑制因子、

(2)ウサギ細胞にみられる HIV-1 複製後期

過程抵抗性因子、(3) HIV-1 感染初期課程

作用因子をそれぞれ同定しその作用機序を

解明することが含まれる。後者においては

宿主因子 HEXIM1 と Arp2/3 複合体がどのよ

うに HIV-1 と相互作用しているかを詳細に

解析し、創薬の標的足りえるかを評価する。

以上の研究結果をもとにして、抗 HIV-1 薬

を作出するため、薬剤スクリーニングのた

めのハイスループット実験系の開発に結び

つけるための実践的研究を目指す。 

 
 
３．研究の方法 
目的１ HIV-1 感染抵抗性形質を規定する

新しい HIV-1複製抑止因子の同定に関する研

究 

1-1. ウイルスレセプターCXCR4 の細胞表面

発現を低下させる因子を同定 

 CXCR4 の細胞表面発現を規定する宿主因子

を cDNAライブラリ—を導入した細胞を用いて

ウイルス感染抵抗性を有する細胞および

CXCR4 の細胞表面発現低下細胞を sorting な

ど手法を利用して選択し、回収した細胞から

DNA を抽出し、PCR で cDNA を増幅し、哺乳類

発現ベクターにクローニングする。候補遺伝

子を単独でヒトまたはウサギ細胞に導入し、

HIV-1 感染感受性を変化させるかを検証する。 

1-2. 逆転写産物分解を促進・HIV-1 ゲノム組

込み効率を低下させる HIV-1感染抑止因子の

同定に関する研究 

 ウサギ細胞由来の cDNAライブラリ—をヒト

の細胞に導入し、HIV-1 耐性細胞を選択する。

回収した細胞から DNA を抽出し、PCR で cDNA

を増幅し、哺乳類発現ベクターにクローニン

グする。最終クローニング産物の核酸配列を

決定する。候補遺伝子を単独でヒトまたはウ

サギ細胞に導入し、HIV-1 感染感受性を変化

させるかを検証する。 

 

目的２ Arp2/3 複合体と HEXIM1 と HIV-1 の

相互作用に関する研究 

2-1. Arp2/3 複合体依存的レンチウイルス感

染における責任ウイルス遺伝子を同定 



 Arp2/3複合体と相互作用するHIV-1遺伝子

を特定するため、免疫沈降法および BRET 法

を確立し解析を行う。HIV-1 遺伝子発現には

ヒトコドン使用最適化発現ベクターを作成

する。Arp2/3 複合体の構成要素である Arp2, 

Arp3, p21, p34 をクローニングして GFP と融

合させる。また Arp2/3 複合体を活性化する

シグナル伝達系を調べるため、

dominant-negative WASP, WAVE, cortactin

発現細胞における HIV-1感染効率減少の有無

を検索する。 

2-2. HEXIM1 の発現・機能制御因子の同定 

 HEXIM1 と P-TEFb 複合体の結合を制御する

第３の宿主因子を同定するため、これらと機

能的に相互作用する因子の発現システムと

機能的解析を並行して行う。特に P-TEFb 複

合体構成要素としての転写型サイクリンと

して cyclin T1, cyclin K を、リン酸化酵素

として CDK9 に着目して解析を行う。 

 

目的３ ゲノムワイドにスクリーニングの

試み 

 ウイルス感染に鍵となる宿主因子を high 

throughput で同定する T細胞株を利用した

phenotype screening 系の樹立を行い、HIV-1

複製を阻害する宿主遺伝子をゲノムワイド

にスクリーニングする。複数のライブラリー、

細胞株、ウイルス株を使用して、系の最適化

を試みる。立体構造が判明した分子間相互作

用あるいは高次構造が推測される場合、タン

パク質３次構造予測アルゴリズムをもちい

て相互作用を阻害する小分子化合物をデザ

イン・合成し、その活性を検証する。 

 
 
４．研究成果 

目的１ HIV-1 感染抵抗性形質を規定する

新しい HIV-1複製抑止因子の同定に関する研

究 

1-1. 細胞表面の CXCR4 発現を減少させる因

子として CD63 を同定した。また、CXCR4 発現

を制御するシス配列が CXCR4の細胞質ドメイ

ン C末端に存在する事、またそのうち 346 番

目のアミノ酸が CXCR4多量体化を制御する活

性を持つことが判明した。 (Yoshida et al., 

Traffic 2008; Hamatake et al., Cancer 

Sci2008; Futahashi et al., Cancer Sci 

2007)。 

1-2. ウサギ細胞にみられる HIV-1 抵抗性因

子として HSP40B6 を同定した(Urano et al., 

in preparation)。ウイルスゲノムが組み込

まれるのを阻止するウサギ細胞由来 HIV-1抵

抗性因子は LEDGF や TRIM5alpha とは異なる

内因性因子が疑われたが同定は困難であっ

た。この作用メカニズムはウイルス転写の特

異的抑制であるが、その作用はこれまで知ら

れていない新規メカニズムである事が示唆

された。 

 

目的２ Arp2/3 複合体と HEXIM1 と HIV-1 の

相互作用に関する研究 

2-1. HEXIM1 は HIV-1 の Tat/LTR 依存的な転

写を特異的に抑制することによって HIV-1複

製を制御することが判明した(Shimizu et 

al., AIDS 2007)。これは Cyclin K の発現に

より負に制御される。従って cyclin K 発現

によりHIV-1転写も抑制され、その結果HIV-1

複製が阻害される事が実証された（Urano et 

al., AIDS 2008）。 

2-2. Energy transfer 系の一つである BRET

により、Arp2/3 複合体は Gag と物理的な相互

作用をする事が直接的に証明された。これを

通じて Arp2/3 複合体がウイルス感染初期過

程を制御することが明かとなった。 

 

目的３ ゲノムワイドにスクリーニングの

試み 



ヒト T細胞株 MT-4、MOLT-4CCR5、ヒト上皮

細胞由来 TZM-bl を標的細胞として、野生型

HIV-1(HXB2 株または AD8)を用いた cDNA ライ

ブラリーからの HIV-1特異的複製制御因子ス

クリーニング系を樹立した。T細胞を標的と

するのは世界でも例を見ない実験系である。

これを利用してBrd4 (Urano et al., FEBS Let 

2008)ほか数種の遺伝子を新規 HIV-1 複製制

御因子として同定することに成功した。 

 本研究結果と結果の持続的発展により霊

長類レンチウイルス複製の分子メカニズム

を明らかにし、エイズウイルスをはじめとす

る病原性レトロウイルスの治療法を開発す

るために大きな貢献が期待される。 
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