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研究成果の概要（和文）：HIV 感染症に対する抗ウイルス剤の開発と治療法はウイルス感染症治

療のなかで近年最も進歩したものの１つである。しかし、多剤併用療法を受けながらも効果が十

分にあがらず､ウイルスの増殖抑制に失敗する症例も数多くあり､治療薬剤に対する耐性を獲得し

た HIV 変異株の出現が主な理由として挙げられる。そこで、薬剤耐性変異ウイルスを標的とした

新たな薬剤開発が求められている。申請者は、HIV RNA を保護している HIV カプシドコアが崩

壊する過程(脱殻過程)に関与する宿主因子プロリルイソメラーゼ Pin1 を発見した。本研究では、

Pin1 がカプシドコアを認識する部位に存在する Ser16 残基のリン酸化を触媒する酵素の特定と

その阻害剤の探索、および Pin1 に対する阻害剤を探索することで、薬剤耐性ウイルスの出現を

抑えた新規抗 HIV 剤の探索を行うことを目的としていた。その結果、申請者は Ser16 残基をリ

ン酸化する酵素として ERK2 を見出した。この ERK2 に対する阻害剤 sc-222229 を 100 nM で
HIV 持続感染細胞に処理した場合、ウイルスの産生量そのものには変化がなく、持続感染細胞そ

のものの増殖には影響がなかった。しかしながら、予想通りウイルス粒子内のカプシドの Ser16
残基のリン酸化が阻害され、また、qPCR を用いた逆転写過程の解析や in vitro 脱殻アッセイに

よって、sc-222229 で処理された HIV 持続感染細胞から得られたウイルスは逆転写過程および脱

殻そのものがうまくいかないことで感染性が低下することを明らかにした。なお、ERK2 に対す

る siRNA を用いた実験でも同様の結果が得られたことから、ウイルス粒子内への ERK2 の取 
込みを阻害するような阻害剤は、新たな抗 HIV 剤として開発できる可能性がある。 
 
研究成果の概要（英文）： We previously reported that Pin1 facilitates the human 
immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) uncoating by interacting with the capsid (CA) core 
through the phosphorylated Ser16-Pro17 motif. However, the specific kinase responsible for 
Ser16 phosphorylation has remained unknown. Here, we show that virion-associated 
extracellular signal-regulated kinase 2 (ERK2) phosphorylates Ser16. The characterization of 
immature virions produced by exposing of CEM/LAV-1 cells to 10 µM saquinavir and a D25N 
inactive mutant of HIV-1 protease indicated that Ser16

 is phosphorylated after the initiation 
of Pr55gag processing. Furthermore, a mass spectrometry-based in vitro kinase assay 
demonstrated that ERK2 specifically phosphorylated the Ser16 residue in the 
Ser16-Pro17-motif-containing substrate. The treatment of CEM/LAV-1 cells with the ERK2 
inhibitor sc-222229 decreased the Ser16 phosphorylation level inside virions, and the virus 
partially defective in Ser16 phosphorylation showed an impaired reverse transcription and an 
attenuated replication owing to an attenuated Pin1-dependent uncoating. Furthermore, the 
suppression of ERK2 expression by RNA interference in CEM/LAV-1 cells resulted in 
suppressed ERK2 packaging inside virions and decreased the Ser16 phosphorylation level 
inside virions. Interestingly, the ERK2-packaging-defective virus showed an impaired reverse 
transcription and an attenuated HIV-1 replication. Taken together, these findings provide 
insights into the as yet obscure processes in Pin1-dependent HIV-1 uncoating. 
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１．研究開始当初の背景 
 HIV 感染症に対する抗ウイルス剤の開発
と治療法はウイルス感染症治療のなかで近
年最も進歩したものの１つである。しかし、
多剤併用療法を受けながらも効果が十分に
あがらず､ウイルスの増殖抑制に失敗する症
例も数多くあり､治療薬剤に対する耐性を獲
得した HIV 変異株の出現が主な理由として
挙げられる。そこで、薬剤耐性変異ウイルス
を標的とした新たな薬剤開発が求められて
いた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、Pin1 がカプシドコアを認識す
る部位に存在するSer16残基のリン酸化を触
媒する酵素の特定とその阻害剤の探索、およ
び Pin1 に対する阻害剤を探索することで、
薬剤耐性ウイルスの出現を抑えた新規抗
HIV 剤の探索を行うことを目的としていた。 
 
３．研究の方法 
 in vitro kinase assay を駆使して、Ser16
をリン酸化する酵素を特定した。なお、
kinase は市販の活性型 kinase をカルナバイ
オサイエンス株式会社から入手し用いた。 
 市販のキナーゼ阻害剤のうち、in vitro 
kinase assay で特定できた kinase に対する
特異的な kinase 阻害剤を HIV 持続感染細胞
に処理し、得られたウイルスの感染価等をし
らべ、実際に Ser16 残基のリン酸化が阻害さ
れているのかを確認した。最後に、in vitro 
kinase assay で特定できた kinase に対する
siRNA を処理することで、実際に HIV の感染
価そのものがどのように影響を受けるのか
を調べた。 
 
４．研究成果 
 申請者は、in vitro kinase assay の結果
Ser16残基をリン酸化する酵素としてERK2を
見出した。ERK2を特定するにあたり、in vitro 
kinase assay を行った。なお、質量分析装置
により ERK2 によってリン酸化を受けるとリ
ン酸基の分だけ基質の分子量が増加するこ
とを利用して特定した。また、実際に ERK2
が活性化状態でウイルス粒子内に存在する
か否かは、Ott 等の方法により CD45 抗体を利
用いたウイルス精製法により、ウイルスを精

製し、ERK2 が存在することを確認している。
次に、この ERK2 に対する阻害剤 sc-222229
を 100 nM で HIV 持続感染細胞に処理した場
合、ウイルスの産生量そのものには変化がな
く、持続感染細胞そのものの増殖には影響が
なかった。 
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しかしながら、予想通りウイルス粒子内のカ
プシドの Ser16残基のリン酸化が阻害されて
いた。 
 

Ser16 のリン酸化は阻害 

 
 
また、qPCR を用いた逆転写過程の解析や in 
vitro 脱殻アッセイによって、sc-222229 で
処理された HIV持続感染細胞から得られたウ
イルスは逆転写過程および脱殻そのものが
うまくいかないことで感染性が低下するこ
とを明らかにした。なお、ERK2 に対する siRNA
を用いた実験でも同様の結果が得られたこ
とから、ウイルス粒子内への ERK2 の取込み
を阻害するような阻害剤は、新たな抗 HIV 剤
として開発できる可能性がある。 
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