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研究成果の概要（和文）：TRIM5αあるいはその関連因子を標的とした新たなエイズ制御法の策定を目指してTRIM5αの
HIV感染抵抗性発現機構を解析し、以下の知見を得た。1.TRIM5αに対する耐性を獲得したHIV-1の感染においては脱殻
過程が遅延していた。2.ヒトTRIM5αのcoiled-coil領域とSPRY領域の間のリンカー部分の一塩基多型により抗HIV-1効
果が減弱していた。3.TRIM5αがトル様受容体４のシグナルの下流に位置するTAB2と結合すること、その結合にはTRIM5
αのSPRY領域が必要であること、が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：In order to identify novel therapeutic target(s) for AIDS/HIV-infection, we have a
nalyzed detailed molecular mechanisms of anti-viral activity of HIV restriction factor TRIM5alpha. We were
 able to obtain following results: 1.In situ uncoating assay revealed that an HIV-1 mutant strain, which c
ould replicate in the presence of monkey TRIM5alpha, showed delayed uncoating process. 2. A naturally occu
rring single amino acid substitution in human TRIM5alpha linker region between coiled-coil and SPRY region
s affects its anti-HIV-1 activity. 3. TRIM5alpha could bind to TAB2, which is in the TLR4-mediated signal 
transduction pathway, probably through its SPRY region.
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１．研究開始当初の背景 
TRIM5はアカゲザルの抗 HIV-1 因子として
2004 年に同定された。レトロウイルスに対す
る自然免疫を担う重要な因子であるが、その
ウイルス感染阻害の分子機構は明らかにさ
れていない。 
 
２．研究の目的 
本研究は、細胞内イメージング技術、TRIM5
の生理的作用の解明、ならびに構造生物学的
アプローチにより、TRIM5の HIV 感染阻害機
構の詳細を明らかにすることを目的とする。
そして、TRIM5あるいはその関連因子を標的
とした新たなエイズ制御法の策定を目指す。 
 
３．研究の方法 
上記の目的のため、以下の３つの研究を行っ
た。 
1. 細胞内イメージング技術を用いた HIV と
TRIM5との相互作用の解明：HIV と TRIM5と
の相互作用は非常に不安定であるため、細胞
抽出液や組み換え蛋白質を用いた従来の生
化学的手法ではその相互作用を示す事は困
難であった。近年、種々の蛍光蛋白質の開発
とその応用技術の発展により、細胞内での分
子や超分子複合体の挙動の可視化が可能に
なってきており、本研究は細胞質内に侵入し
た HIV のコアと TRIM5との相互作用を細胞
内イメージング技術を用いて時空間的に解
析した。具体的には米国 Northwestern 大学
の Tom Hope 博士らが開発した in situ 
uncoating assay を用いた。すなわち膜に局
在する c-Src のアミノ末端の 15 アミノ酸と
赤色蛍光蛋白質 Tomato との融合蛋白質およ
び HIV-1 コアに結合するウイルス蛋白質 Vpr
と緑色蛍光蛋白質 GFP との融合蛋白質を
HIV-1 粒子に取り込ませ、蛍光顕微鏡を用い
て細胞内に正しく侵入したHIV-1コアのみを
検出し、経時的に HIV のカプシド蛋白質に対
する抗体を用いてHIV-1の脱殻状況を検討し
た。 
 
2. 抗 HIV 作用に関わる TRIM5の機能構造相
関：ヒト TRIM5の coiled-coil 領域と SPRY
領域の間のリンカー部分の一塩基多型によ
り生じる 249 番目のアミノ酸のグリシン（G）
からアスパラギン酸 (D)への変異が抗 HIV-1
効果に及ぼす影響を検討した。株化T細胞MT4
にヒト TRIM5α、MT4 から得た 249 番目に D
を持つ TRIM5α及び PRYSPRY 領域を欠いた
TRIM5αを発現させるセンダイウイルスベク
ターを感染させ、9時間後に HIV-1 NL43 株な
らびに HIV-2 GH123 株を感染させた。HIV 感
染 1、3、6日後の培養上清中のカプシド抗原
量を ELISA にて測定した。 
 
3. 細胞内シグナル伝達経路における TRIM5
の役割の解析：我々はヒト TRIM5遺伝子の
RING 領域内の遺伝子多型 H43Y が、もともと
微弱なヒト TRIM5の HIV-1 感染阻害効果を

さらに減弱させること、しかしその多型は
HIV-1 感染者にはむしろ少なく感染抵抗性を
付与しているようにも見えること、を見出し
た。欧米の他のグループも全く同様のパラド
キシカルな結果を報告しており、ヒトの
TRIM5の場合にはHIV-1コアとの直接の相互
作用以外にも、別な経路で HIV-1 感染感受性
に影響する可能性が考えられる。本研究では、
シグナル伝達因子と TRIM5との相互作用の
解析を通して、インターフェロン誘導を含め
た自然免疫系の活性化における TRIM5の役
割を解明することを試みた。 
 
４．研究成果 
1. 細胞内イメージング技術を用いた HIV と
TRIM5との相互作用の解明：HIV-1 は宿主細
胞に侵入後、コアが崩壊し（脱殻）、逆転写、
核移行、インテグレーションの各過程を経て
ウイルスタンパク質の発現へと至る。これま
で脱殻は細胞侵入後速やかに行われ、ゲノム
RNA を放出して逆転写を開始させる役割のみ
を担うと考えられてきた。しかし、最近、カ
プシドの変異が逆転写をはじめとする様々
なHIVの細胞内複製過程に影響するとの報告
があり、ゲノム放出以外にも何らかの役割を
果たしている可能性が考えられるようにな
った。我々はサル細胞で増殖可能なHIV-1 (サ
ル指向性 HIV-1) を作成する過程で、カプシ
ド変異によりサル細胞での増殖能を獲得し
た代わりに、ヒト細胞での増殖能が低下した
ウイルスを得る事ができた。そこで、本研究
ではこのサル指向性 HIV-1 (4/5S6/7S) のヒ
ト細胞での複製能低下をもたらした分子機
構を検討した。感染後の細胞内のウイルス
cDNA量をリアルタイムPCR法で経時的に測定
した所、4/5S6/7S は感染初期の逆転写量は野
生型よりもむしろ多かったが核内 cDNA 量は
低下しており、核移行の過程が阻害されてい
ると考えられた。カプシド変異によりコアの
安定性が変化し、その後の複製過程に影響が
出たと考えられたので、次に脱殻の速度を測
定した。脱殻の速度は、蛍光タンパク質でラ
ベルした HIV-1 を使い、蛍光顕微鏡下でコア
の崩壊を観察する in situ uncoating assay
を行って測定した。その結果、4/5S6/7S の脱
殻は野生型と比べ遅延していることが明ら
かになった。以上の結果、サル指向性 HIV-1 
4/5S6/7S においてはカプシド変異による脱
殻の遅延が何らかの機構で核移行効率を低
下させ、ヒト細胞での複製能が低下したと考
えられた。 
 
2. 抗 HIV 作用に関わる TRIM5の機能構造相
関：249D のアレル頻度は欧米人では 5%ほど
だが、日本人では 40%を超えることがデータ
ベース検索から判明した。抗 HIV-1 効果は
249G の TRIM5のほうが 249D の TRIM5より
わずかに強いことが、多段増殖実験ならびに
感染初期過程のみを検出する実験の両方で
示された。日本人およびインド人において、



249Dのアレル頻度をHIV-1感染者と非感染者
で比較したところ、感染者における Dのアレ
ル頻度が有意に高いことから、この多型によ
る抗HIV-1効果の減弱が個体のHIV−１感染成
立にも影響した可能性が示唆された。二次構
造予測を行ったところ、G249D 変異により
coiled-coil 領域の-ヘリックスがリンカー
部分まで延長するとの結果が得られた。従っ
て、249D を持つヒト TRIM5は、249G のもの
よりもリンカー部分の可塑性が失われるた
めに、ウイルスカプシドの認識力が減弱して
いる可能性が考えられる。 
 
3. 細胞内シグナル伝達経路における TRIM5
の役割の解析：TRIM5は HIV のカプシドを認
識してプロテアソーム分解に導きウイルス
感染の初期過程を阻害する因子である。カプ
シド認識には C末端の PRYSPRY 領域が、抗ウ
イルス活性には N 末端の RING 領域の持つユ
ビキチンリガーゼ活性が関与する。マウスは
ヒト TRIM5のオーソログとして、３つの
TRIM12 と５つの TRIM30 遺伝子を持つ。マウ
ス TRIM12 と TRIM30 は、トル様受容体４
(TLR4)のシグナルの下流に位置する TAB2/3
のプロテアソーム分解に寄与するとの報告
がなされた。そこで我々はヒトTRIM5がTLR4
シグナルに関与するか否かを検討した。TAB2
あるいは TAK1 を 293T 細胞にそれぞれの発現
プラスミドを導入したところに同時にヒト
TRIM5を発現させると、TAB2 も TAK1 もタン
パク質量の低下が観察された。 
 TLR4 のシグナルの下流では、TRAF6、TAB2、
TAB3、及び TAK1 は複合体を形成している。
どの因子と TRIM5が直接結合しているのか
を調べるために、TRIM5と各因子をコムギ胚
芽翻訳系にて合成して混合し、蛍光共鳴エネ
ルギー移動を利用したアルファスクリーン
システムでタンパク質間相互作用を測定し
た。その結果、TRIM5は TAB2 とのみ相互作
用していた。この相互作用はアカゲザルの
TRIM5では弱く、種特異性が観察された。ま
た、TAB2 の N末端半分では全く結合シグナル
が観察されず、TAB2 の C末端半分にわずかな
シグナルが観察されるのみで、TRIM5との結
合には TAB2 の構造全体が必要であると推測
された。また、RING と隣の B-box 領域を欠く
TRIM5ではシグナルが半減するのみだが、
PRYSPRY領域を欠くTRIM5ではシグナルが全
く観察されないことから、TAB2 との結合にも
PRYSPRY 領域が必要であると考えられた。 
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