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研究成果の概要（和文）：PIMキナーゼ（PIM）は種々の細胞内イベントに関与する。我々は、3種のPIMの内、2
種がHIVの粒子産生を低下させることを見出した。この低下は、ウイルスタンパク質発現量の低下により起こる
が、HIV遺伝子発現過程をより詳細に解析した結果、2種のPIMによるウイルスタンパク質発現量/粒子産生量低下
における作用点は異なり、1種はHIVの転写を、別の1種はHIVの転写以外の過程を抑制することが示唆された。今
後、PIMの標的分子の同定を含め、HIV粒子産生抑制機構を厳密に解析していく。

研究成果の概要（英文）：PIM kinases (PIM) have been reported to be related to various cellular 
events such as transcription and cell cycle. While there are three types of PIM, we found that two 
types of PIM can reduce HIV virion production. The reduction in virion production was clearly 
associated with a decrease in the expression levels of viral proteins. Further analysis on the 
process of HIV gene expression revealed that two types of PIM differently affect the reduction in 
viral protein expression/ virion production levels, showing that one of them inhibits the HIV 
transcription step but not the other one. Studies to elucidate the basis for molecular mechanism by 
which two types of PIM reduce HIV virion production via different pathways, including identification
 of their target molecules, are actively and rigorously ongoing in our laboratory.

研究分野：ウイルス学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
PIMは3種類知られており、種々の細胞内イベントに関与するため、PIMの標的分子については未解明な点が多
い。我々は、本研究により、2種のPIMがHIV粒子産生過程において、異なるステップに作用するという知見を得
た。研究システムが広範に確立されているHIV-1を用いれば、各ウイルス複製過程を詳細かつ厳密に解析するこ
とができるため、粒子産生抑制における2種のPIMそれぞれの標的分子同定に有利、有用であると考えられる。本
研究の推進は、PIM研究に関する新知見を提供すると共に、HIV粒子産生を抑制する新たな手法の確立に繋がると
期待できる。

※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 

 抗レトロウイルス療法が確立されているものの、HIV は依然、世界中で伝播し続けているウ
イルスである。HIVには、2つのタイプ、HIV-1と HIV-2があるが、HIV-1は全 HIV 感染者の
99%以上を占める一方、HIV-2 感染者は 100 万人を超える程度であり、西アフリカなど限られ
た地域に分布している（文献 1）。HIV-1と HIV-2は、起源となったサル免疫不全ウイルス(SIV)

やゲノム構造が異なるが、病態進行の違いなどに関わる要因は未解明な点が多い。また、HIV-2

の病原性は減弱しており、HIV-2 感染者はエイズへの進行が HIV-1 感染者より緩慢であるとさ
れている。病原性に関して、HIV-2 感染者では末梢血リンパ球でのウイルス潜伏細胞(リザーバ
ー)のサイズが HIV-1感染者に比べて小さいという報告がある。他方、リザーバーのサイズでは
なく、リザーバーで発現しているウイルス RNA量が少ない、つまり、HIV-2の転写が抑制され
ているという報告もある（文献 2-4）。これらにより、HIV-1と HIV-2の感染力や複製能(特に転
写)の違いが示唆されていた。 

 我々は、学内共同研究により得られた PIMキナーゼ（PIM）阻害剤の誘導体が HIV-1と HIV-

2の感染性に及ぼす影響を調べた結果、PIM阻害剤が HIVタイプ特異的に感染価の増減を引き
起こすことを見出していた（図）。PIMに着目
し、病態進行などと関連し得る HIV-1と HIV-

2 の感染力や複製能の違いを生じる要因が明
らかになれば、HIV-2 の病態進行の緩慢さが
何に由来するのか、ひいては、世界中に蔓延し
ている HIV-1 の制御にも役立つ可能性がある
のではないかと考え研究を開始した。 

 

 

２．研究の目的 

 PIM 阻害剤を用いて HIV タイプ特異的複
製調節機構を解明することを目的とした。
PIM 阻害剤に対する感受性の差異を生じる機
序を解析することで、HIV-1 と HIV-2 の感染
価や複製能の違いを生じる要因の解明を目
指した。 

 

 

３．研究の方法 

（１）プラスミド DNA 

HIV-1（NL4-3）および HIV-2（GL-AN）
のプロウイルスクローンを使用した。レポ
ーターウイルスとして、NL4-3 および GL-

ANの env 遺伝子を欠損させ、nef遺伝子に
ルシフェラーゼ遺伝子を導入したものを用
いた。3種の PIMおよびそれらのキナーゼ
活性欠損変異を持つ発現ベクターを使用し
た（文献 5, 6）。 

（２）細胞 

HEK293T 細胞株およびルシフェラーゼレポーター細胞株（TZM-bl）を用いた。培養には、
10%牛血清加イーグル MEM 培地を使用した。THP-1 細胞株は 10%牛血清加 RPMI1640 培地
で培養した。 

（３）複製前期過程の解析 

HEK293T細胞に VSV-G 発現ベクターとレポーターウイルスクローンをコトランスフェクシ
ョンし、ウイルスを含む培養上清を回収した。THP-1 細胞株を PMA で刺激しマクロファージ
様細胞に分化させた。各 PIM 阻害剤で前処理後、等量のシュードウイルスを接種し、2 日後に
細胞を回収しルシフェラーゼ活性を測定した（文献 6）。インテグレーション量の解析は、感染
後に回収した細胞から DNA を調製し、Alu-PCR 産物を増幅した。この産物を鋳型として定量
PCRを実施した（文献 7）。 

（４）ウイルス遺伝子発現と粒子産生 

HEK293T 細胞に HIV-1 および HIV-2 のレポーターウイルスクローンと PIM 発現ベクター
をコトランスフェクションした。2日後に、細胞を回収し、ルシフェラーゼ活性（＝HIV の遺伝
子発現量）を測定した。 

HEK293T 細胞に HIV-1 および HIV-2 のプロウイルスクローンと PIM 発現ベクターをトラ
ンスフェクション後、2日目に培養上清を回収しウイルス量を Gag-p24 ELISA で測定した。ウ

図．PIM阻害剤がウイルス感染価に及ぼす影響。
フォルボールエステル(PMA)刺激によりマクロ
ファージ様に分化させた THP-1 細胞を各阻害
剤で前処理後、ルシフェラーゼ遺伝子をコード
する HIV-1 と HIV-2 の VSV-G シュードウイル
スを接種した。感染 2 日後に細胞を回収しルシ
フェラーゼアッセイを行った。感染価は、各ウ
イルスにおける DMSO 処理で得られたルシフ
ェラーゼ活性を 1 として、各ウイルスの阻害剤
処理で得られたルシフェラーゼ活性の相対値で
表した。使用した各阻害剤の濃度(細胞の生存率
は概ね 90%以上)は次の通りである。#1, #2, #4

は 20uM、#3, #6は 5uM、#5は 2uM。 



イルスタンパク質の発現は、同様にトランスフェクションした細胞のライセートを調製し、各種
ウイルスタンパク質の抗体を用いたウェスタンブロッティングを行い解析した（文献 7）。 

（５）ウイルスの転写活性 

 HEK293T細胞にHIV-1プロウイルスクローンと PIM発現ベクターをコトランスフェクショ
ンした。RNA を調製後、全ウイルス転写 RNA を増幅するプライマー（3’LTR 領域内）を用い
て定量 RT-PCRを行った（文献 8）。 

 

 

４．研究成果 
（１）PIM阻害剤を用いた研究 

PIM は、転写や細胞周期などを調節する種々の分子を基質としており、細胞の増殖や分化に
関与する。PIMは、PIM1、PIM2、PIM3に分類され、各 PIMが発現している細胞や組織が異
なることが知られている（文献 9, 10）。図で観察される PIM阻害剤による HIVタイプ特異的な
感染価への影響について調べた。定量 PCR により、これらの PIM 阻害剤がインテグレーショ
ンされたゲノム量に影響していない、つまり、PIM阻害剤による HIVタイプ特異的な感染価の
変動が、複製前期過程への影響によるものではないことを確認した。PIMが HIVの遺伝子発現
に影響することが示唆された。当初は、PIM阻害剤を使用し、その HIVタイプ特異的な感染価
変動の機構を調べることを予定していた。しかし、PIM阻害剤の作用点や PIM阻害剤によるキ
ナーゼ活性の変化は、細胞内の生理環境に対して種々の影響を及ぼすと予測されたため、PIMの
発現自体が HIV-1/HIV-2 の遺伝子発現に与える影響を調べることにした。 

 

（２）PIMが HIV遺伝子発現に及ぼす影響 

 PIMが HIV-1/HIV-2の遺伝子発現に及ぼす影響は、当初、図で使用していたシュードウイル
ス作製用である、HIV-1 と HIV-2 の nef 遺伝子にルシフェラーゼ遺伝子を導入したウイルスク
ローンを使用していた。このクローンと PIM発現ベクターを HEK293T細胞にコトランスフェ
クションすると、PIM の存在下での遺伝子発現（ルシフェラーゼ活性）は、HIV-1 では増加す
るが、HIV-2 では減少することが分かった。PIM は細胞内の種々のイベントに関与するため、
PIM阻害剤（図に示す感染価への影響）や PIMによるウイルス遺伝子発現（細胞内ルシフェラ
ーゼ活性）の HIV タイプ特異的な影響は、ルシフェラーゼを導入したウイルスクローン特異的
な現象ではないか考えられた。そこで、ルシフェラーゼ遺伝子を持たない真正のプロウイル
スクローンを用いる実験に変更した。その結果、当初の HIV タイプ特異的な現象は観察さ
れなかったが、HEK293T 細胞での PIM 過剰発現は HIV 粒子産生を阻害することが分か
った。この現象は、３種の PIMの内、２種で認められた。また、2種の PIMと HIV-1とを
コトランスフェクションすると、それぞれの PIM単独の過剰発現よりもさらに HIV-1産生
量が低下し、2種の PIMは異なる作用点を持つことが示唆された。 
 

（３）2種の PIMによる HIV粒子産生抑制に関する研究 

 まず、2 種の PIM による HIV-1/HIV-2 の粒子産生抑制が PIM のキナーゼ活性によるものか
否かを明らかにするため、それぞれの PIM の kinase dead 変異体（PIMkd）と HIV プロウイ
ルスクローンを HEK293T 細胞にコトランスフェクション後、粒子産生を調べた。その結果、2

種の PIMkd では、HIV粒子産生抑制は起こらず、PIMのキナーゼ活性依存的に HIV 粒子産生
抑制が起こることを見出した。 

 2 種の PIM による HIV 粒子産生抑制機構を解析するため、まず、2 種の PIM が HIV-1 タン
パク質発現に及ぼす影響を調べた。その結果、いずれの PIMも HIV-1タンパク質発現を低下さ
せることが分かった。ウイルスタンパク質発現を低下させたことから、PIM が転写・翻訳に影
響し得ると考え、まず転写に及ぼす影響を調べた。興味深いことに、2 種の内、1 種の PIM は
HIV-1転写を低下させたが、別の 1種は転写への影響は認められなかった。これらの結果から、
HIV-1粒子産生を抑制させる 2種の PIMの作用点が異なっていることが示された。 

 

（４）今後の展望等 

 PIM に関しては、癌領域研究で注目されており、また、多様な活性・機能が報告されている
が、PIMが標的とする分子など未解明な点も多い。本研究の推進により、2種の PIMが HIV粒
子産生を抑制すること、かつ、2種の PIMの作用点が異なる、つまり、2種の PIMが明確に異
なる標的分子を持つことが明らかになった。特に、HIV粒子産生抑制が PIMのキナーゼ活性依
存的であることからも、2種の PIMそれぞれが標的とする分子が同定できれば、PIM研究に与
えるインパクトは高く、また、HIV 粒子産生を抑制するための新たな手法の確立に繋がると期
待できる。様々な解析システムが広範に確立されている HIV-1 を用いることにより、ウイルス
の遺伝子発現から粒子産生までの各ステップへの PIM の影響を詳細に調べることができ、2 種
の PIMの標的分子同定には有利であると考えており、現在、その方針で活発に研究を進めてい
る。我々が調べた限り、HIV の標的細胞であるリンパ球系細胞株では、PIM の発現量は低い。
HIV の粒子産生抑制は PIM の過剰発現系で見られるものであるが、一方、HIV は PIM が存在
するような細胞では増殖することができないため、PIM 発現量の低い細胞株を標的としている
とも考えられ、実際の HIV 複製を考慮しても PIM による HIV 粒子産生抑制は、非常に興味深



い現象であると考えている。 
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