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研究成果の概要（和文）：細胞因子SPSB1がプロウイルスの遺伝子発現を増強することがわかった。これをきっ
かけとしてSPSB1さらにヒトT細胞白血病ウイルス由来Taxタンパク質がレンチウイルスベクター産生量を増強す
ることを論文報告した。ヒトT細胞株MT4とcDNA発現遺伝子ライブラリーを用いて、転写調節因子Patz1のアミノ
末端側(Patz1dC)をコードするcDNAを得て、Patz1がHIV-1の逆転写過程に必要な細胞因子であることを論文報告
した。SIVgsn由来Vpuがウイルス放出を抑制するヒト細胞因子BST-2に膜貫通ドメインを介して結合し、その発現
を抑制してHIV-1の放出を促進することを論文報告した。

研究成果の概要（英文）：Three papers have been published in international journals describing 
virus-host interaction. A cellular factor SPSB1 was found to enhance proviral expression. This led 
to a discovery that SPSB1 and HTLV-I-derived trans-activator Tax potently enhance lentiviral 
production. Patz1 was identified as an important cellular factor essentially involved in reverse 
transcription through an expression cloning with a human T-cell line MT4 and cDNA expression 
library. The Vpu protein of SIVgsn71 was found to interact with human BST-2 through their 
membrane-spanning regions and downregulate cell surface expression of human BST-2, which facilitated
 HIV-1 virion release in the presence of human BST-2.

研究分野： ウイルス学

キーワード： HIV　host factor　Vpu　BST-2　Lentiviral vector　SPSB1　Tax

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
HIVプロウイルスの発現を促進する細胞因子はホルボールエステル等の転写活性化因子が知られているが、これ
をレンチウイルスベクターの産生増強に応用した初めての研究成果であり、その発展的展開はCAR-T治療等に使
われるレンチウイルスベクターの産生に多大な貢献をすることが期待される。Patz1の同定はそのウイルス学的
意義にとどまらず、演繹的な方法では発見が困難なウイルス複製促進因子の同定における発現クローニングの威
力を示すもので、方法論的に意義深い。サル免疫不全ウイルスのVpuがヒトBST-2を発現抑制しうることの発見
は、種を越えて感染進化するウイルスと宿主の相互関係を理解する上で大きな意義がある。

※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 

HIV-1 は、ヒト T 細胞白血病ウイルス I 型(HTLV-I)と並んでヒトに感染して病原性を持つレト

ロウイルスである。サハラ以南のアフリカをはじめとする世界的な HIV-1 の流行が続き、本邦

では年間約１０００人の新規感染者が発生、その制圧は地球規模の課題である。HIV-1 感染症治

療では、抗レトロウイルス治療(ART)の進歩によって感染者の予後は格段に向上したが、現行の

治療薬が主としてウイルスタンパク質を標的とすることによる薬剤耐性ウイルスの出現とその

新規患者への感染、潜伏感染ウイルスを駆逐できず治癒が望めないこと、薬剤の副作用の問題な

ど解決すべき課題が多く残されている。ウイルスがコードする調節タンパク質の作用について

は世界中で多くの研究がなされ、それをもとに薬剤が開発されてきたが、HIV-1 複製を制御する

宿主因子については近年の研究でようやくその一端が知られ始めたに過ぎない。 

われわれの研究成果を含めこれまで多くの宿主因子の関与が報告されてきたが、HIV-1 の驚異

的な複製過程や潜伏感染現象を解明し、治癒をめざす新規治療法開発の基盤を形成する、という

本研究の核心をなす学術的目的を達成するには不十分である。HIV-1 の複製を止め、潜伏感染を

も制御するためには、変異の激しいウイルス因子ではなくウイルス動態に本質的に関わる多く

の未知宿主因子の同定が不可欠である。これまでのスクリーニングの多くが、HIV-1 本来の宿主

である血液系細胞ではなく HeLa、HEK293 などの扱いやすい細胞系でなされてきたことも問

題で、価値ある未知の宿主因子を発見するためには、従来の方法に頼らず新しい研究材料とスク

リーニング法が必要とされている。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、（１）HIV-1 複製を制御する新規宿主因子を、ヒト T 細胞と遺伝子ライブラリ

ーを用いたゲノムワイドスクリーンによって見出し、その作用メカニズムの解明から治癒をめ

ざす新規抗ウイルス戦略の開発に必要な基盤的知見を築くこと、（２）ウイルス因子と宿主因子

の関係を進化論的に理解する目的で、HIV およびサル免疫不全ウイルス SIV 由来 Vpu タンパク

質とヒト BST-2 の攻防をその鍵を握るアミノ酸配列に注目して解析する（３）細胞因子の発展

的活用法を見出すことにある。HIV-1 は宿主因子を利用して複製する一方で、細胞が備えている

HIV-1 複製を抑制する機構から逃れこれに打ち勝つ戦略を有している。HIV 複製を促進する宿

主因子の作用を抑制し、抗複製作用を有する宿主因子の作用を強化することが、HIV 複製のコ

ントロールにつながるはずである。逆に、ウイルス産生を促進する宿主因子の作用を利用すれば、

遺伝子治療に用いられる HIV を元に開発されたレンチウイルスベクターの産生量を増大させる

ことが可能である。 

 

３．研究の方法 

研究目的（１）では、研究代表者が経験と実績を有する cDNA 発現クローニングに加えて

Cas9/sgRNA ノックアウトライブラリーを用いて、HIV-1 複製に必要な宿主因子および複製を

抑制できる宿主因子を同定し、その作用機序を解明する。cDNA 発現ライブラリーはヒト CD4

陽性 T 細胞、ヒト T 細胞株を mRNA ソースとして多数構築してあり、ヒト T 細胞株に導入し

細胞プールを複数作製する。感染に用いる HIV-1 ベクターとしてヒト T 細胞株で自律複製可能

な HIV-1 株 NL4-3、自殺遺伝子である単純ヘルペスウイルス由来 Thymidine kinase (HSV-TK)

遺伝子も同時に発現できる NL4-3 TKRC (RC: replication-competent)を採用し、本来のウイル



ス感染伝播に近い条件でスクリーニングを実施する。env, nef 遺伝子を欠

き HSV-TK を発現する Vesicular stomatitis virus glycoprotein で

pseudotype した VSVG/NL4-3 TK の単回感染の繰り返しも試みる。

cDNA 発現ライブラリーを多種類、CRISPRi ライブラリーを２種類、細

胞株多種類、レポーターウイルスを２種類用意し、臨機応変に活用する。

感染性が対照細胞群の数％以下に低下した複数の細胞集団からゲノム

DNA を抽出し、PCR により増幅した遺伝情報を回収する。遺伝子ライブ

ラリーを用いた発現クローニング法は、求める形質を有する細胞の選択

法が確立していれば、タンパク質間の結合など通常の方法では容易に同

定できない宿主因子をその機能証明とともに発見することを可能にす

る。得られた cDNA 等の遺伝子を安定発現あるいはノックアウト、ノッ

クダウンすることで、感染・複製がどの段階で影響を受けるかを検証する。得られた cDNA が

タンパク質コード領域全長である場合は新規 restriction factor である可能性があり、同遺伝子

のノックアウトが複製を促進するか解析する。cDNA がタンパク質コード領域断片の場合は、複

製に必要な内因性タンパク質に対して dominant-negative 変異体として作用している可能性が

あり、同遺伝子のノックアウトが複製を抑制するか検証する。 

（２）については、Vpu が BST-2 の細胞表面発現を抑制する様子を、FACS を用いて解析する。

特に膜貫通ドメインのアミノ酸に変異を導入して重要なアミノ酸を同定する。 

（３）については、スクリーニングで HIV 複製の後期過程、すなわちプロウイルスの転写から

出芽に至るまでの間でウイルス複製の促進に働く宿主因子が見出された場合は、これをレンチ

ウイルスの産生増大に活用できないか検討する。遺伝子治療への応用を前提に、安全性の観点も

重視し、理研から提供される第２世代、第３世代のパッケージングシステムを使用する。

HEK293T 細胞への一過性トランスフェクション４８時間後に培養上清を回収し、ヒト MT4 細

胞株に感染させて、発現するレポーター遺伝子の活性で評価する。 

 

４．研究成果 

（１）HIV-1 感染に必要な細胞因子 Patz1 を見出した。ヒト T 細胞株 MT4

に cDNA 発現遺伝子ライブラリーを導入後、自殺遺伝子 HSV-TK を発現で

きる HIV-1 ベクターNL4-3TK を感染させることで得られた HIV-1 感染抵

抗性細胞株から、Patz1 という p53 に結合する転写調節因子のアミノ末端側

(Patz1dC)をコードする cDNA を回収した。Patz1dC を単独で MT4 細胞に

発現させると HIV-1 感染を強く阻害し、p53 発現を欠くヒト肺癌細胞株

H1299 で Patz1 遺伝子をノックアウトすると HIV-1 ベクターの感染が著し

く阻害された。MT4 細胞で Patz1 発現をノックダウンすると、ウイルス侵

入後の逆転写過程が阻害された。Patz1 ノックダウン細胞では、LongA、

Short２種類の isoform を発現させて初めて HIV-1 ベクター感染が回復し

た。このことは、Patz1 がヘテロダイマーとして機能することを示唆してい

る。以上のことから、Patz1 は HIV-1 の逆転写過程に必要な細胞因子である

と結論し、論文報告した。 

（２）ヒト免疫不全ウイルス(HIV)はサル免疫不全ウイルス(SIV)を起源とし、直系の祖先ウイル

スはチンパンジーのウイルス SIVcpz であろうとされている。ウイルスの出芽・放出を抑制する

細胞タンパク質 BST-2 に対抗するウイルスタンパク質は、HIV では Vpu であるが SIVcpz では



Nef である。greater spot-nosed monkeys に感染する SIVgsn はこの目的に Vpu を使い、SIVcpz

は SIVgsn と別種サル由来 SIVrcm との組み換え体に由来すると考えられている。すなわち、

SIVgsn Vpu は何らかの理由でチンパンジーでは使われず、その代わりに Nef が働いたが、ヒト

に感染後は Vpu を再び用いるようになった、ということである。この経緯は、ウイルスと宿主

の進化と相互関係を考える上で重要な示唆を与えている。SIVgsn がヒト BST-2 に膜貫通ドメ

インを介して結合した結果、細胞膜上でのヒト BST-2 発現を抑制することを、FACS を用いて

証明した。SIVgsn 由来 Vpu は、ヒト細胞に

おいてヒト BST-2 発現抑制をとおして HIV-1

の放出を促進していた。その効果を、BST-2 遺

伝子をノックアウトした HeLa 細胞では

SIVgsn の発現によって感染性ウイルス粒子

の放出は変わらないが、ヒト BST-2 あるいは

BST-2gsn を同細胞に発現させた場合は、

SIVgsn 由来 Vpu 存在下でウイルス放出が促

進されることを、HIV-1 ベクター感染に伴っ

て luciferase を発現する TZM-bl レポーター

細胞を用いて明らかにした。さらに、

SIVgsn99CM71 株の Vpu がヒト BST-2 を妨害する分子メカニズムは、HIV-1 の Vpu による妨

害メカニズムとは異なる可能性も示した。この成果は２０２０年１月、専門誌 Journal of 

Virology に発表した。２０２０年度は、BST-2 と相互作用すると考えられるモチーフのアミノ

酸に変異を導入して更に詳しい抑制メカニズムの解明に挑み、SIVgsn99CM71 株の Vpu がヒト

BST-2 を妨害する分子メカニズムは、HIV-1 の Vpu による妨害メカニズムとは異なる証拠を得

て、論文投稿した。すなわち、SIVgsn Vpu によるヒト BST-2 抑制では GSN BST-2 抑制に比べ

て、アミノ末端近傍に存在するアラニン、トリプトファン残基、およびロイシン残基、リジン残

基の重要性が高いことを見出した。このことは、ヒト BST-2 がウイルス放出を抑制するために

より高度な機能を獲得進化してきたことを示唆している。また、この経緯は Vpu と BST-2 が、

ウイルスと宿主の進化と相互関係を考える上で非常に興味深い研究対象であることを物語る。 

（３）ヒト免疫不全ウイルス HIV-1 の複製を制御することが知られている細胞因子 TRIM5αと

SOCS1 にそれぞれ存在する SPRY ドメインと SOCS box の両者を有する細胞因子 SPSB1 に着

目して、HIV-1 複製への影響を調べたところ、組み込まれたプロウイルスの遺伝子発現を増強す

ることがわかった。これをきっかけとして、SPSB1 には転写因子 AP-1 を介した CMV プロモ



ーターの活性化とレンチウイルスベクター産生量増強効果

もあることがわかった。CMV プロモーターは NF-κB, AP-

1, CREB/ATF など多くの転写因子結合配列を有する。これ

らの転写因子を活性化することが知られているヒト T 細胞

白血病ウイルス由来 Tax タンパク質発現によるさらに強力

なCMVプロモーターの活性化とレンチウイ

ルスベクター産生量増強効果も判明した。

Tax がレンチウイルスベクターの粒子内に

認められないことは、ベクター粒子を精製し

て western blotting で確かめた。 

レンチウイルスベクターの画期的増産は製剤コストの低減に

直結する。そのことは現時点で一部の疾患の若年患者に限られて

いる CAR-T 療法の適用拡大を可能にし、さらには遺伝子治療で

効果を期待できる他の多くの難病治療への応用に道を開くこと

で、今後の遺伝子治療の普及と発展に大きく貢献することが期待

される。 
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