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研究要旨  
 HIV-1 Gag-capsid（CA）の機能・構造の維持は、ウイルス複製にとって決定的に重要である。Gag-CA
の機能・構造維持に関わるアミノ酸部位の同定は、ウイルス複製を制御するための標的の選定に役立
つ。一方、HIV-1 はヒト細胞・個体での増殖に適応・進化しており、極めて高い宿主指向性を示す。従
って、HIV-1 と SIV の CA アミノ酸配列において、SIV CA とは異なる HIV-1 固有のアミノ酸部位・領域
は、HIV-1 がヒト細胞での増殖に適応してきた結果であり進化的脆弱部位となり得る。本研究では、
HIV/SIV CA アミノ酸配列比較を基に、HIV-1 固有のアミノ酸部位への変異導入（1アミノ酸置換）を行
いウイルス複製に及ぼす影響を解析した。その結果、ウイルス複製後期過程のみに悪影響を及ぼす変
異（S149N）、および、ウイルス複製前期過程を著しく阻害する致死的変異（Q50Y、K70R、R82L、I135Q）
を同定した。今後、これらの変異がウイルス複製素過程に及ぼす影響を詳細に解析することにより、
これらの CA アミノ酸部位のウイルス複製における役割を明らかにし、HIV-1 の弱点および制御法の確
立に寄与する知見を得る。 
 
 
A. 研究目的 
 ウイルスの蛋白質は、宿主における複製に必須
の機能・構造を有している。機能・構造維持に重
要な部位や、これらの変異によるウイルス複製減
弱化に関する知見は、HIV-1複製制御のための基
盤情報となる。 
HIV-1 Gag-capsid(CA)は、ウイルス複製や宿主
指向性の決定に重要な役割を持つ。レンチウイル
ス間（HIVやSIV）において、CAによって形成され
るウイルスコアの形態は円錐型/コーン型でよく
似ているが、HIVやSIVの宿主指向性は大きく異な
る。この要因の1つはCAのアミノ酸配列の違いに
ある。CAには、HIV/SIVでよく保存された領域と
各ウイルス固有の配列を持つ領域とが存在する。
HIV-1 CA固有の配列・領域は、HIV-1がヒト細胞
で効率良く増殖するために適応してきた結果、必
然的に獲得したものであり、進化的脆弱部位とな
り得る。本研究では、HIV/SIV CAのアミノ酸配列
比較に基づき、HIV-1の致死的変異を探索し、ウ
イルスの弱点部位に関する情報を収集すること
を目的とした。 
 
 
B. 研究方法 
1. HIV-1 CA変異体の構築：HIV/SIV CAの配列は、
HIV sequence compendium 2013 (Los Alamos 
National Laboratory, http://www.hiv. 
lanl.gov)の情報を基に比較し、HIV-1 CA固
有のアミノ酸をSIV型のアミノ酸に置換した。
親株はHIV-1標準株であるNL4-3を用い、変異
導 入 は 、 QuickChange site-directed 
mutagenesis kit （ Agilent Technologies 
Inc.）により行った。導入された変異は、

BigDye terminator v1.1 cycle sequencing 

kit（Life Technologies Corporation）を
用いて確認した。 

2. ウイルス複製能（Multi-cycle replication）
の測定：ウイルスストックの調製は、ヒト
293T細胞へのプロウイルスクローンのトラ
ンスフェクション（リン酸カルシウム法）に
より行った。ウイルス量は培養上清中の逆転
写酵素（RT）活性あるいはp24 ELISAにより
測定した。等量のウイルスをヒトリンパ球由
来H9細胞に接種し、培養上清中のウイルス量
の変化を経時的に調べた。 

3. ウ イ ル ス 感 染 価 （ Single-cycle 
infectivity）の測定：等量のウイルスを
TZM-bl細胞（Tat発現によりルシフェラーゼ
を発現するレポーター細胞）に接種した。感
染1日後に細胞を回収し、ルシフェラーゼ活
性を測定した。 

 
（倫理面への配慮） 
 ヒト由来臨床材料を使用する研究や動物実験
は行わない。組換えDNA実験は徳島大学遺伝子組
換え実験安全管理委員会（委員長 足立昭夫教
授）の承認を得て行う。「キメラゲノムによる
HIV-1の分子遺伝学的研究」をする間に執る拡散
防止措置については文部科学大臣の確認が得ら
れている（21受文科振第935号）。 
 
 
C. 研究結果 
 以前、我々はサル細胞・個体で効率良く増殖す
るサル指向性HIV-1を構築するための一環として、
サルTRIM5（CAを標的とする内在性HIV-1複製抑
制因子）に対して抵抗性を示すHIV-1 CAの作製に



取組んだ。HIV/SIV CAアミノ酸配列比較とin 
silico構造解析とを組み合わせ、CAへの変異導入
解析を行った結果、サルTRIM5による複製抑制の
回避に寄与するアミノ酸部位を同定することが
できた。このサルTRIM5抵抗性HIV-1 CAの構築過
程で、サル細胞でのウイルス増殖にとって致死的
なCA変異（8ヶ所）を見出した。致死的変異は、
CAの-hairpin (L6P、Q13L)、ヘリックス3(Q50Y)、
ヘリックス4 (K70R、R82L、L83Q)、ヘリックス
7(I135Q)、およびインタードメインリンカー領域
(S149N)に存在した。これらの変異がヒト細胞で
の増殖に及ぼす影響を調べるため、HIV-1標準株
（NL4-3）にCA変異を導入し、H9細胞でのウイル
ス増殖特性を調べた（図１）。その結果、複製能
が減弱するもの(L6P、L83Q、S149N)と複製が検出
できないもの(Q13L、Q50Y、K70R、R82L、I135Q)
があることが分かった。 
 

 
 
表１．CA変異体のウイルス産生量 

変異 
ウイルス 
産生量1 p24/RT2 

NL4-3(親株) 1.0000.000 1.0000.000 
Q50Y 0.6330.040 1.0700.060 
K70R 0.5000.042 0.0110.003 
R82L 0.2410.105 0.8100.084 
L83Q 0.3290.232 0.9530.230 
I135Q 0.1270.087 0.0060.000 
S149N 0.4850.080 0.9520.292 
1NL4-3のRT活性を1としてCA変異体のウイルス 
産生量を相対値で表した。 
2NL4-3のRTに対するp24の比を1としてCA変異体 
のp24/RT値を相対値で表した。 
 

 293T細胞へのプロウイルスクローンのトラン
スフェクションにより産生されるウイルス量を
NL4-3およびCA変異体で比較した（表１）。CA変異
体のウイルス産生量は、親株に比べていずれも低
下していた。さらに、K70RおよびI135Qはウイル
ス粒子中のRT活性に対するp24量が親株に比べて
著しく低く、コア形成に何らかの異常があること
が示唆された。 
 

 
次に、CA変異体の感染価をTZM-bl細胞で調べた
（図２）。H9細胞において、ウイルス複製が検出
不能な変異体(図１、Q50Y、K70R、R82L、I135Q)
は、TZM-bl細胞での感染価も親株に比べて著しく
低く、これらの変異は、複製前期過程に強く影響
を及ぼすことが示唆された。K70RおよびI135Qは、
親株に比べてウイルス粒子のp24/RT値が著しく
低いことから（表１）、コア形成に何らかの異常
があり、その結果、複製前期過程が阻害されてい
るのではないかと推測された。これらの変異体
（Q50Y、K70R、R82L、I135Q)については、電子顕
微鏡による粒子の形態観察を試行中である。一方、
H9細胞において、複製能が減弱する変異体(図１、
L83Q、S149N)では、L83QはTZM-bl細胞において、
親株の50%程度の感染価を持っていた。S149Nの感
染価は親株と同程度であり、この変異が複製前期
過程には何ら影響しないことを示した。H9細胞に
おけるS149Nの複製能低下は、複製後期過程への
影響によるものと考えられた。 
 
 



D．考察 
 サル指向性HIV-1構築の過程で見出したCAの致
死的変異は、HIV-1のヒト細胞でのウイルス増殖
においても抑制的に働いた。各CA変異のHIV-1 
group Mにおける頻度を調べた（HIV-1 compendium 
2013, 178 strains）。その結果、Q50（94％）、K70
（100％）、R82（100％）、L83（64％）、I135（97％）、
S149（98％）であり、これらのアミノ酸は保存性
が高く、かつ、SIV CAの対応するアミノ酸とは異
なることから、これらがHIV-1複製において重要
な役割を担うかもしれないと考えられた。さらに、
HIV/SIV CAアミノ酸配列比較により、HIV-1とSIV
で異なるアミノ酸部位について、新たな変異体
（16種）を構築しており、今後、複製能に及ぼす
影響を検討していく。 
HIV-1 CAのQ63A/67A二重変異体では、核移行過
程が阻害されることが報告されている。今後、致
死的変異（Q50Y、K70R、R82L、L83Q、I135Q、S149N）
について、ウイルス複製のどの素過程が阻害され
ているのかを詳細に解析していく必要がある。こ
れにより、HIV-1 CAの機能・構造維持に関与する
アミノ酸部位のウイルス複製における役割を明
らかにする。 
 
 
E．結論 
 HIV/SIV CAのアミノ酸配列比較からHIV-1固有
のアミノ酸部位を選択、SIV型のアミノ酸に置換
することにより、HIV-1 CAの致死的変異を同定す
ることができた。HIV-1がヒト細胞・個体での増
殖に適応してきたことを考えると、HIV-1固有の
アミノ酸部位は進化的脆弱部位となり得ること
が推測される。これらのアミノ酸部位の情報を集
積し、ウイルス複製における役割を明らかにする
ことにより、今後、新しいHIV-1制御法の確立に
発展することが期待される。 
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