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研究成果の概要（和文）：HIV-1感染が成立するためには、感染直後のCAコア構造体が「適切なタイミング」で
崩壊することが重要であると考えられているが、コア崩壊のタイミング制御メカニズムについては未だ不明な点
が多い。本研究では、HIV-1感染直後のCAコア構造体を認識しCA-149番目のセリン残基（CA-S149）を「段階的」
にリン酸化することでコア構造崩壊を制御する宿主リン酸化酵素を同定し、CA-S149のリン酸化がコア構造体崩
壊の引き金の一つであることを明らかにした。 

研究成果の概要（英文）：Phosphorylation of the HIV-1 capsid has long been known to regulate viral 
uncoating and cDNA synthesis processes, but the cellular kinases responsible for this have remained 
unidentified. Here, we report that a host cell kinase MELK dictates optimal capsid disassembly 
through phosphorylation of Ser-149 in the multimerized HIV-1 core, which leads to efficient viral 
cDNA synthesis in target cells. The phosphorylation-mimetic capsid mutation of Ser-149 caused 
aberrant capsid disassembly and too-early completion of reverse transcription, and impeded nuclear 
entry of HIV-1 cDNA, suggesting the importance of well-ordered capsid disassembly in the early 
stages of viral replication. This discovery will facilitate understanding of the functional link 
among virus uncoating, reverse transcription and nuclear entry, and is expected to contribute to 
developing a novel strategy for AIDS therapy.

研究分野：ウイルス学

キーワード： HIV-1
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１．研究開始当初の背景 

 現在までに、薬剤併用化学療法により効果

的な HIV-1 複製制御が可能となってきている

が、この方法をもってしても体内からウイル

スを完全に排除することが出来ないのが現状

である。このことから、HIV-1感染症の予防お

よび治療法を開発するにあたり、個体レベル

における宿主免疫応答系および細胞レベルで

のウイルス増殖機構の更なる解明とその制御

法の開発が急務となっている。 

 近年、HIV-1 複製過程における CA タンパ

ク質の機能について、ウイルス粒子の形態安

定化と細胞侵入直後の脱殻過程を調節してい

るだけでなく、逆転写反応効率およびウイル

スゲノムの核移行段階への直接的な関与を示

唆する結果が示されてきており、CA タンパク

質が HIV-1 複製過程において多くの重要な機

能を担っていることが明らかになりつつある。

しかしながら、脱殻過程を経て細胞質に侵入

した CA コア構造体がどのようなタイミング

で崩壊し、ウイルスゲノムを細胞質に放出す

るかについては不明な点が多い。また、逆転

写過程とコア崩壊過程との関連が示唆されて

いるが、その詳細についても不明な点が多い

のが現状である。 

 

２．研究の目的 

本研究は、ヒト免疫不全ウイルス（HIV-1）の
キャプシド（CA）タンパク質の多機能性を解
析するために、 

 

(1) 感染初期過程における CA タンパク質に
よって構成されるコア構造の崩壊制御メカニ
ズムを解析し理解を深めること、 

 

(2) 感染初期過程におけるウイルス複製制御
の新たな手法確立に寄与していくこと、 

 

の２項目に焦点を当てて研究遂行することが
目的である。 

 

３．研究の方法 

「HIV-1 CA コア崩壊制御因子：MELK」のコ

ア崩壊制御機構の解明 

 RNA 干渉法を用いたゲノムワイドスクリ

ーニング法により見出したHIV感染必須宿主

因子：Maternal Embryonic Leucine Zipper Kinase 

(MELK)は、HIV-1感染MELK 発現抑制細胞内

において、逆転写反応効率の顕著な低下およ

び脱殻過程を経た HIV-1 CA コア崩壊速度が

遅くなることを見出している。また、大腸菌

を用いて作製した組換え HIV-1 CA タンパク

質を用いた in vitro phosphorylation assay を行

ったところ、HIV-1 CA タンパク質が MELKの

リン酸化基質であることが分かった。そこで、

HIV-1 CA コア崩壊制御における MELK のリ

ン酸化酵素活性の必要性について解析を進め

ていく。具体的な解析方法を以下に記す。 

(1) HIV-1 CA 領域内に存在する Ser/Thr 残基

を 含 む ペ プ チ ド を 用 い た in vitro 

phosphorylation assay 

MELKは、Serine/Threonine protein kinaseであ

ることから、CA 領域内に存在する Ser/Thr残

基を含んだペプチド群を作製する。ペプチド

デザインについては、HIV-1 CA コア構造にお

いて宿主因子との相互作用部位として考えら

れるコア構造の外側に位置する helix 構造を

含んだペプチドを作製し、これらが MELKの

リン酸化基質になり得るかどうかを、

luminescent ADP detection 法による in vitro 

phosphorylation assayにより解析する。 

(2) HIV-1 CA の Ser/Thr 残基変異体の作製 

上記の実験により見出されたMELKのリン酸

化標的部位となり得る可能性が高い Ser/Thr

残基に対し、それらがリン酸化された場合の

生理的応答を解析する目的で疑似リン酸化変

異体を作製する。具体的には、Ser/Thr残基を

酸性アミノ酸である Glu に置換した変異体を

site-directed mutagenesis 法を用いて作製し、恒

常的リン酸化状態を模倣した HIV-1 CA 疑似

リン酸化変異体とする。 

(3) MELK発現抑制細胞を用いた MELK再構

築実験（HIV-1 感染過程におけるリン酸化酵

素活性の必要性についての検討） 

MELK発現抑制細胞にMELK発現カセットを

組み込んだ細胞を作製し、HIV-1 感染実験を

行うことで、HIV-1 CA コア崩壊プロセスおよ

び HIV-1 cDNA 合成効率が回復するかどうか

を検討する。また、MELK のリン酸化酵素活

性の必要性を確認するために、MELK 酵素活

性変異体を用いた再構築細胞も作製し、HIV-

1 CA コア崩壊プロセスおよび HIV-1 cDNA 合

成効率への影響を見極める。具体的な実験方

法を以下に記す。 

➀ コア崩壊プロセスを見極める方法：我々

が独自に開発した Fate-of capsid 法（Hori T, 

Takeuchi H*, et al, J. Virol. 2013）を用いて解

析をおこなう。 

➁ 逆転写反応効率を見極める方法：HIV 感

染細胞由来の DNA を用いて、リアルタイム

PCR 法により逆転写反応により合成された

HIV-1 cDNA（R/U5 領域、U5/gag 領域、polお

よび env 領域等）を特異的に検出および定量

する。 

 

４．研究成果 

(1) MELKの HIV-1 CAタンパクに対するリ
ン酸化標的アミノ酸残基の同定解析 

HIV-1 CA タンパクに含まれる Ser/Thr 残基を
網羅したペプチドをデザイン合成し（図１）、
luminescent ADP depletion 法による in vitro 

phosphorylation assayをおこなった。その結果、
ペプチド#8および#9 の２種が、 



MELK によりリン酸化されることがわかり、
このペプチド２種に含まれる４つの Ser/Thr

残基（Thr-119, Ser-146, Thr-148, Ser-149）が
MELK のリン酸化標的アミノ酸残基であるこ
とが示唆された（図２）。 

図１：HIV-1 CAタンパクの全ての Ser/Thr 残
基を含むペプチド一覧（15種） 

 

図２：HIV-1 CA ペプチドを用いた MELK 

kinase assayの結果 

#8 および#9ペプチド２種において、ペプチド
量が増加するに従い、MELK によってリン酸
化されたペプチドが増えていることを示して
いる。 

 

(2) HIV-1 CA 恒常的リン酸化変異体の解析 

上記の実験においてMELKのリン酸化標的候
補部位のリン酸化の重要性を解析する目的で、
Ser/Thr残基を酸性アミノ酸である Gluに置換
した変異体（T119E, S146E, T148E, S149E）を
作製し、逆転写反応過程への影響を解析した。
具体的には、上記４種のリン酸化変異体 HIV-

1 をMELK発現抑制 Tリンパ球に感染させ、
ウイルス DNA 合成効率をリアルタイム PCR

法により経時的に測定した。その結果、S149E

変異体のみ MELK 発現抑制細胞において
DNA 合成効率が回復することが分かり、
MELK による CA タンパクのリン酸化は Ser-

149 残基を標的として起こることが示唆され
た（図３）。 

 

図 3：恒常的リン酸化変異体（HIV-1 CA T119E, 

S146E, T148E, S149E の４種）の MELK発現
抑制 T リンパ球細胞内におけるウイルス
DNA 合成量の経時変化 

MELK発現抑制 Tリンパ球に上記 4種のリン
酸化変異体を感染させ、感染 24 時間後までの
ウイルス DNA 合成量の経時変化を測定した
ところ、S149E変異体のみウイルス DNA 合成
効率が回復した（ MELK-KD-2-S149E と
MELK-KD-2-wtとの比較）。 

 

(3) MELK 発現抑制 T リンパ球における
MELKタンパク再構築実験（MELK酵素活性
の必要性についての検討） 

MELK発現抑制 Tリンパ球におけるウイルス
感染効率の低下が、MELK に依存する効果か
どうかを見極めるために、MELK 発現抑制細
胞にMELKタンパクの発現回復をさせること
で HIV-1 感染効率が復帰するかどうかを検討
した。具体的には、MELK 発現抑制細胞に酵
素活性を有するMELK発現カセットもしくは
酵素活性を失くしたMELK変異体発現カセッ
トを組み込むことでMELK再構築細胞を作製
し、レポータータンパク発現 HIV-1 ベクター
を用いて感染効率を検討した。その結果、酵
素活性を有するMELKタンパクによる再構築
細胞のみ感染効率の回復が認められたことか
ら、HIV-1 感染制御には MELK の酵素活性が
必要であることがわかった（図４）。 

図 4：MELK 発現抑制 T リンパ球における
MELK 再構築細胞の樹立および HIV-1 感染
効率の比較 

Tリンパ球細胞株（１）およびコントロール細

No. Position in CA Sequence
#1 11 aa - 25 aa VHQAISPRTLNAWVK

#2 25 aa - 40 aa KVVEEKAFSPEVIPM

#3 35 aa - 48 aa EVIPMFSALSEGAT

#4 42 aa - 55 aa ALSEGATPQDLNTM

#5 49 aa - 62 aa PQDLNTMLNTVGGH

#6 66 aa - 79 aa MQMLKETINEEAAE

#7 100 aa - 114 aa RGSDIAGTTSTLQEQ

#8 113 aa - 126 aa EQIGWMTHNPPIPV

#9 143 aa - 159 aa RMYSPTSILDIRQG

#10 166 aa - 180 aa DRFYKTLRAEQASQE

#11 173 aa - 187 aa RAEQASQEVKNWMTE

#12 182 aa - 195 aa KNWMTETLLVQNAN

#13 194 aa - 208 aa ANPDCKTILKALGPG

#14 205 aa - 217 aa LGPGATLEEMMTA

#15 211 aa - 225 aa LEEMMTACQGVGGPG
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胞株（2および 9）への HIV-1ベクター感染効
率を基準に、異なる MELK発現抑制細胞集団
（3および 4）、MELK再構築 MELK 発現抑制
細胞集団（5および 6）そして酵素活性を失く
した MELK 変異体再構築 MELK 発現抑制細
胞集団（7および 8）との HIV-1ベクター感染
効率を比較した結果を示している。酵素活性
を有するMELKタンパクを再構築したMELK

発現抑制 Tリンパ球において HIV-1 ベクター
感染効率が優位に回復していることがわかる。 

 

(4) 総括 

本研究は、HIV-1 感染前期過程における宿主
リン酸化酵素MELKの HIV-1コア崩壊制御メ
カニズムの解析を行い、HIV-1 コア崩壊制御
メカニズムの理解を深めることが目的であっ
た。本研究により、MELK が HIV-1 コア崩壊
制御宿主因子であることを明らかにし、リン
酸化による HIV-1 コア崩壊制御メカニズムを
世界で初めて明らかにした（図５）。 

図 5：MELK は HIV-1 CA コアの Ser-149 残
基をリン酸化することで CA コア崩壊制御を
行い、逆転写反応効率を維持するための必須
宿主因子である。 
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