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研究成果の概要（和文）：HIVの垂直感染は妊娠後期に至るまで低い割合で保たれることが知られているが、その分子
生物学的メカニズムには不明な点が多く残されている。本研究課題では、HIV-2Vpxと相互作用するタンパク質リン酸化
酵素を網羅的に探索し、その中から胎盤組織において特に強く発現するH11に着目し解析した。解析の結果、H11はVpx
と直接結合するだけでなくプロテアソーム依存的に分解し、Vpxの本来の機能である抗レトロウイルス因子SAMHD1分解
を阻害することで、HIV感染に不利な細胞内環境を構築するのを助ける因子であることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：HIV infection relies on the dynamic interplay between host and virus factors. 
Placental trophoblasts cells form the interface between the fetal and maternal environments and serve to 
limit the maternal-fetal spread of viral infection. Although the primary trophoblast cells are known to 
express　CCR5 and CXCR4, the co-receptors for HIV entry, these cells are highly resistant to infection of 
HIV-2 encoding an accessory protein Vpx that counteracts a host restriction factor SAMHD1. Using a 
proteomic approach, we identified H11 as a negative regulator of Vpx in human trophoblasts. We found that 
H11 interacted with Vpx and enforced the degradation of Vpx by a proteasome-dependent mechanism. Targeted 
knockdown of H11 in trophoblasts restored the function of Vpx leading to the efficient infection of 
HIV-2. These finding may support the hypothesis that marked expression of H11 in trophoblasts may 
contribute to the maternal-infant viral transmission during gestation periods.

研究分野： ウイルス学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
ヒト免疫不全ウイルス（HIV）は AIDS の原

因ウイルスであり、2012 年の統計では世界の
HIV陽性者数は3530万人で毎年230万人の新
規感染者そのうち子供の感染は 26 万人、ま
た 160 万人以上の AIDS による死亡者が発生
しており、未だ深刻な感染症の一つととらえ
られている。HIV の主な感染経路は（１）性
的接触（２）母子感染（３）輸血（４）臓器
移植・人工授精（５）医療事故（６）麻薬等
の静脈注射などがあり、なかでも母子感染の
確立は 30~40％と言われている。その内訳は
母乳感染が約 20%、分娩時感染が約 15％、子
宮内感染は約５％ということが報告されて
いる。胎盤内では HIV に感染した母体の血液
と胎盤組織が長期間直接触れるにも関わら
ず、妊娠高血圧症候群、絨毛羊膜炎や妊娠初
期における子宮内感染の成立などの特別な
場合を除き妊娠後期まで胎児へのHIV感染が
阻止されている。これは合胞体栄養膜細胞と
細胞性栄養膜細胞からなる胎盤関門により、
感染が防御されることによるが、胎盤関門中
でどのようにHIV感染が阻止されているのか、
その分子機序は未だ解明されていない。 
 HIV 感染に抵抗性を持つ宿主因子として、
これまでに TRIM5α、APOBEC3G、SAMHD1、
Tetherin が同定されている。dNTPase 活性を
有する SAMHD1 が感染細胞内に高発現してい
るとHIV感染に対し逆転写過程で阻害的に作
用するが、HIV のアクセサリータンパク質で
あるVpxはユビキチンプロテアソーム依存的
に SAMHD1 を感染細胞内から分解除去するこ
とで、細胞の HIV 感染感受性を高めることが
知られている。これまでの研究から、胎盤細
胞では Vpx を発現させても SAMHD1 の分解が
起きず、HIV-2 感染効率も非常に低く Vpx 量
依存的な HIV-2 感染の安定化が認められた。
このことは、胎盤細胞における HIV-2 感染感
受性の制御には、Vpx のタンパク質安定性に
関わるような、あるいは Vpx 機能を阻害する
ような因子が関わっている可能性を示唆し
ている。 
 HIV 研究おいて現段階では、これまでとは
別の視点から切り込みを入れた斬新な研究
を行うことが求められている。そこで本研究
課題では、近年 HIV 感染細胞における感染感
受性に機能することが明らかとなった HIV2
アクセサリ蛋白質であるVpxの機能制御に関
わる宿主因子のスクリーニングに加え、胎盤
に高発現する因子に着目することで、HIV 母
子感染におけるHIV感染感受性制御機構の分
子生物学的、細胞生物学的解析を行い、背景
を解明する。また、そこから HIV 感染制御機
構の分子基盤に新たな解釈を与え、HIV 垂直
感染の抑制法の構築や、母子感染に限らず
HIV 新規治療法の提案を目指す。 
 胎盤関門では妊娠期間中、合胞体栄養膜細

胞を介しHIVに感染した母親の血液に長期間
暴露されている。胎盤組織には CCR5,CXCR4
が発現しており HIV 感染例も報告がある
(Hoxie et al., J Report Immunol 1998,)。
また、細胞から細胞へウイルスが感染するト
ランスサイトーシスにより母子感染が起こ
る可能性がある（Arisa RA et al., Virology. 
2003）。胎盤細胞において、HIV-2 感染実験を
行ったところマクロファージと比較して 260
倍感染感受性が低下していた。また、胎盤由
来細胞に Vpxを過剰発現させると Vpx発現量
依存的にHIV-2感染が安定化することが明ら
かとなった。このことから、胎盤細胞におけ
る HIV-2 感染制御機構には Vpxの安定性や機
能阻害を行う因子の関与が疑われた。 
 タンパク質の機能制御や安定性には、細胞
内におけるタンパク質の翻訳後修飾が重要
である。そこで、研究室が保有するライブラ
リ（タンパク質リン酸化酵素 440 種類）を利
用しVpxの機能制御や安定性に関わる因子の
スクリーニングを行った。タンパク質リン酸
化酵素ライブラリは、コムギ無細胞合成系に
よりタンパク質を合成し in vitro において
Vpx との結合強度をアルファスクリーン法に
より数値化した。得られたランキングにそれ
ぞれの因子の組織発現パターンを組み合わ
せ、胎盤において特に高発現が認められ、か
つ Vpx と SAMHD1 との結合競合的に作用する
ことが示された H11/HSPB8（以下 H11 と表記）
に着目した。 
 
２．研究の目的 
 子宮内でのHIV母子垂直感染は胎盤関門が
高い HIV 感染抵抗性を有することから、妊娠
後期まで低く保たれている。予備研究では、
胎盤細胞に Vpx（HIV-2 アクセサリタンパク
質）を過剰発現させると HIV-2 感染が成立す
ることから、内在性 Vpx 阻害因子が胎盤細胞
におけるHIV-2感染感受性を制御している可
能性が示唆された。そこで本研究課題では、
Vpx に特異的に結合する宿主因子のうち、合
胞体栄養膜細胞において高発現する因子に
着目しHIV母子感染における機能的意義につ
いて解明を試みるものである。本研究課題を
通じて、胎盤関門を土台に Vpx 依存的な HIV
感染に新たな解釈を与え、宿主が本来備えて
いるHIV感染抑止作用を視野に入れた新しい
母子感染抑止やHIV治療戦略を提案すること
を目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）H11 と Vpx の結合性についてれコンビ
なんとタンパク質を用いたプルダウンアッ
セイを行い検証する。 
（２）H11 との結合に必要な Vpx の領域を決
定するため、ドメイン欠損変異体を HEK293
細胞に発現させ、プルダウンアッセイを行う。
プルダウン産物はウェスタンブロットを行
い解析する。 
（３）H11 の機能が Vpx に与える影響につい



ての検証。リコンビナントタンパク質を用い
たリン酸化アッセイを行い、H11 が Vpx を直
接リン酸化できるかどうか解析した。H11 の
分子シャペロン活性がVpxの細胞内発現に与
える影響について検証するため、H11（野生
型、タンパク質リン酸化能失活型、分子シャ
ペロン失活型）と Vpx を共発現させウェスタ
ンブロットにより解析を行った。 
（４）H11 発現が HIV-2 複製に与える影響に
ついての検証。THP-1 に PMA を処理して分化
させたマクロファージ（MDM）に H11 を強制
発現させ、HIV-2-Luc ウイルスを感染させル
シフェラーゼアッセイを行う。また、胎盤初
代培養細胞を用い、H11 発現と Vpx 機能との
相関について免疫沈降やウェスタンブロッ
トによる発現解析を行うとともに、H11 を
siRNA でノックダウンした場合の胎盤細胞に
おけるHIV-2複製に与える影響について検証
する。 
 
４．研究成果 
（１）Vpxの新規結合因子として同定したH11
コムギ無細胞タンパク質合成系を用いて合
成したリコンビナントタンパク質を用いた
免疫沈降の結果、H11 と Vpx は in vitroにお

いて共沈し、結合が確認された（図１）。 
また、H11 と Vpx を 293T 細胞に強制発現させ
た細胞抽出液を用い免疫沈降を行ったとこ
ろ、SAMHD1 と Vpx の結合と同様に H11 も Vpx
と細胞内で結合していることが明らかとな

った。 
（２）H11 との結合に必要な Vpx 領域を解析
するため、Vpx の欠損変異体を作成し 293T 細
胞に発現させ免疫沈降実験をおこなった。そ
の結果、H11 は Vpx の N 末端と C 末端の両方
を失った変異体には結合できなかった（図
２）。 
（３）H11 はタンパク質リン酸化酵素として
の機能ドメインと分子シャペロンとしての
機能ドメインを有している。そこで我々は、
H11 が Vpx と直接結合し Vpx をリン酸化する
かどうかの解析を行った。コムギ無細胞合成
系を用いて合成したリコンビナント H11 と
Vpx を用いてγ32P 存在下において in vitro
のリン酸化解析を行ったところ、過去に報告
がある通りH11の活性を示す自己リン酸化の
バンドは検出されたが H11特異的な Vpxのリ
ン酸化は検出されず H11は Vpx をリン酸化し
ている可能性は極めて低いことが分かった。 
次に我々は、H11 の細胞内での発現が Vpx

の発現量や機能に与える影響について検証
した。HEK293 細胞に Vpx を強制発現させたと
ころ、すでに報告されている通り、内在性の
抗レトロウイルス因子である SAMHD1 の分解
が確認された。一方で、このVpxによるSAMHD1
の分解は H11 の発現量依存的に抑制された。
さらに、この SAMHD1 の分解抑制は、Vpx の発
現量の低下に呼応するように認められた（図
３A）。そこで H11 の発現量に伴い Vpx が分解
された可能性について検証するため、プロテ
アソーム阻害剤であるMG132存在下において
H11 依存的な Vpx 分解を解析した。H11 依存
的な Vpx 発現量の低下は MG132 添加により
Vpx 発現量の著明な回復を認めることから、
H11 は Vpx をプロテアソーム依存的な分解に
導く作用があることが示唆された（図３B）。
この H11 依存的な Vpx の分解は、H11 の蛋白
質リン酸化酵素活性失活型（K113G）では保
持されたが、分子シャペロン活性失活型
（K141E）では失われることから、H11 は自身
の分子シャペロン活性によりVpxを分解に導
いていることが示唆された（図３C）。 

（４）H11 発現が HIV-2 複製に与える影響に



ついて解析した。THP-1 細胞に PMA 処理を行
いマクロファージに分化させ（MDM）、ウイル
ス複製をルシフェラーゼ活性により測定で
きる HIV-2－Luc ウイルスを感染させ解析に
用いた（図４A）。この時、H11 を強制発現さ
せた MDMでは野生株の HIV-2 複製が抑制され
ていたが、一方で Vpx を持たないΔVpx ウイ
ルスの複製に H11 発現量は影響しなかった
（図４B）。この感染における SAMHD1 の発現
量をウェスタンブロットにより検証したと
ころ、Vpx 欠損ウイルスを感染させた細胞で
は SAMHD1 発現量に変化は認められないが、
野生株のウイルスを感染させると SAMHD1 が
Vpx により分解を受け発現量が減少した（図
４C）。一方で、H11 を強制発現させた MDM に
野生株の HIV-2 を感染させた場合は SAMHD1
の発現量の低下が起きず、細胞は HIV-2 複製
に抵抗性を回復した。同様の実験を 3回繰り
返し、SAMHD1 の発現量をウェスタンブロット
の結果より定量したものを、グラフとして示
す（図４C）。 

これらのことから、細胞に H11 が高発現する
と Vpxによる SAMHD1 分解が阻害され、SAMHD1
の dNTPase 活性が保持されることにより
HIV-2 複製が抑制されたことが示唆された。 
 H11 は胎盤の合胞体栄養膜細胞において

強く発現することが組織免疫染色の結果明
らかとなっている。そこで胎盤組織における
H11 の発現が HIV-2 複製を抑制している可能
性について、胎盤初代培養細胞（HVT 細胞）
に H11特異的 siRNA を用いたノックダウンを
行うことで検証した。HVT 細胞にコントロー
ル siRNA を処理した状態と、H11特異的 siRNA
を処理した状態を比較すると、コントロール
siRNA を処理した状態では Vpxによる SAMHD1
の分解効果があまり得られないが、H11 特異
的な siRNA を処理した HVTでは Vpxのタンパ
ク質発現量が保たれ、SAMHD1 の分解活性が回
復していることが明らかとなった（図５A）。 
 
また、胎盤細胞における H11 の発現量が

HIV-2 複製に与える影響について検討したと
ころ、コントロールと比較して H11 をノック
ダウンした細胞ではHIV-2ウイルス複製が増

加していることが分かった（図５B）。胎盤初
代培養細胞を用いたこれらの結果から、胎盤
細胞ではH11タンパク質の発現量が比較的高
く保たれることで、HIV-2 アクセサリータン
パク質のVpxをプロテアソーム依存的に分解
し、Vpx が持つ SAMHD1 分解機能を阻害するこ
とによりHIV-2感染抑制的に作用しているこ
とが強く示唆された（図６）。 

これらの結果から、今回新たに Vpx 結合因
子として同定した H11 の機能が、胎盤組織の
中でも特に母子の血液が交わる境界面にあ
たる合胞体栄養膜細胞において発現するこ
とにより、HIV-2 の母子垂直感染を防ぐ一助
を担っていることが考えられた。また、H11
を強制発現させた MDMにおいても HIV-2 感染
が抑制されたことから、細胞に H11 発現を誘
導できる誘導剤を処理することで、HIV 感染
抑制的な作用が得られる可能性が示唆され
た。 
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