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研究要旨  
 HIV-1 インテグラーゼ（IN）は、本来の酵素的機能である組み込み過程に加え、脱殻／逆転写過程に
も大きく関与している。我々は、この酵素活性非依存的機能には、N-末端ドメイン（NTD）のコンフォ
メーション形成を介した多量体形成が重要であることを示唆する結果を得ている。本研究では、NTD
変異体のウイルス粒子レベルでの性状解析を行い、ウイルス粒子形成への影響を検討した。さらに、
IN の四量体形成時に、NTD と相互作用が推定される中央酵素活性ドメイン（CCD）のアミノ酸残基に点
変異を導入した HIV IN-CCD 変異体を作成し、ウイルス複製レベルでの解析を行った。その結果、NTD
変異はウイルス粒子放出およびプロテーアゼによるGag-pol前駆体蛋白切断には影響せず、endogenous 
RT 活性は WTと同程度保持していることが明らかとなった。また、IN の NTD-CCD 間の相互作用は、HIV
感染後の cDNA 合成開始に必須であることを明らかにした。以上、IN の四量体形成における
dimmer-dimer インターフェースにおけるNTD-CCDドメイン間相互作用に必須な新規アミノ酸残基を同
定し、本相互作用が感染性ウイルス粒子コアの形成/維持に重要である可能性が示唆された。 

 
A. 研究目的 
 HIV-1 インテグラーゼ（IN）はウイルスゲノ
ムの組み込み過程（酵素活性機能）以外にも、
脱殻、逆転写過程にも関与している（酵素活非
依存的機能と呼ぶ）。これまでに我々は、HIV-1 
IN の N 末端ドメイン（NTD, 1-55）の構造を規
定する分子間相互作用としてTyr15残基のベン
ゼン環基を介したπ-π/π-CH 相互作用などの
非共有結合が逆転写およびそれ以前の感染素
過程における IN 機能発現に必須であることを
明らかにしている。本研究では、NTD と相互作
用が推定されるTyr15周辺のNTD残基および中
央酵素活性ドメイン（CCD）のアミノ酸残基に
点変異を導入した HIV IN-CCD 変異体を作成し、
ウイルス複製レベルでの解析を行い、IN のドメ
イン間相互作用の重要性を検討した。 
 
B. 研究方法 
 ①HIV-1 IN の構造情報に基づく変異体の作
成と解析： HIV-1 IN NTD を種々の NMR および
部分結晶構造解析結果を鋳型にして構造シュ
ミュレーションを、佐藤研究代表者および横山
分担研究者との共同で行った。 
 ②構造情報に基づく変異体の作成と解析：①
で見いだされた IN NTD の構造を規定する分子
間相互作用に重要なアミノ酸を種々のアミノ
酸に置換した変異 HIV-1 クローンを作成し、
single-round 感染系により変異の影響をウイ
ルス複製レベルで評価した。 
 

 ③ 各 IN 変異体のウイルス粒子の Gag-pol
前駆体蛋白の切断パターンをgag蛋白の各コン
ポーネントを認識するモノクローナル抗体（抗
p24 および抗 p17 抗体）を用いたウェスタンブ
ロット（WB）法により解析した。 
 ④ endogepus RT アッセイ：各 IN 変異体の
ウイルス粒子を超遠心により回収し、180pg の
p24相当のウイルス粒子を0.05％ TritonX100
で溶解後、100nM dNTPs、50mMMgCl2存在下で37℃
で90分反応させた。PK処理後cDNA産物をHIV-1 
特異的プライマーを用いた real-time PCR によ
り定量した。 
 ⑤ IN の部分結晶構造情報に基き、IN 四量
体形成におけるNTDとの分子間相互作用に重要
となるアミノ酸残基にのに点変異を導入した
HIV-1 クローンを作成し、single-round 感染系
により変異の影響をウイルス複製レベルで評
価した。 
  
（倫理面への配慮） 
 該当事項無し。 
 
C. 研究結果 
 ① Tyr15 のアミノ酸特性：Y15 を他のアミ
ノ酸に置換した変異体（Ala, Cys, Tyr, Phe, 
Trp, His,もしくは Glu 計７種）解析結果から、
殆どのアミノ酸置換変異はAla置換変異と同様
に著しい感染低下をもたらし(Fig.1A)、いずれ
も感染後の逆転写初期産物合成の低下による
ものであった。(Fig.1B)。一方で、Tyr15 の Phe



への置換（Y15F）は WT と同様の感染価を維持
していた。Trp に置換した変異体（Y15W）は WT
比で 4.9％近くの感染価を保持していた
(Fig.1A)。 
 ② 変異体ウイルス粒子の解析：Y15変異HIV
のウイルス粒子の放出（Fig. 2A）および gag
蛋白前駆体のプロセッシング(Fig. 2B)は、野
性株（WT）と比較して顕著な差を認めなかった。
さらに、ウイルス粒子を用いた endgenous RT
活性はいずれも WT と差を認めなかった（Fig. 
2C）。 
 ③IN-NTD Y15 近傍の点変異体の解析： 
Y15 近傍のアミノ酸残基の変異体の解析から、
Y15A に加え、WT 比で 0.5％以下の感染能の低下
を引き起こすK14AおよびD25A変異体を新たに
同定した（Fig. 3A）。また,いずれも Y15A 同様
逆転写反応の逆転写最初期の産物である r/U5
および最終産物である r/gag 領域の cDNA 量が
顕著に減少しており(Fig. 3B、C),ルシフェラ
ーゼアッセイで観察された感染性との相関が
見られた。さらに、gag 蛋白前駆体のプロセッ
シング(Fig. 3D) endgenous RT 活性はいずれも
WT と差を認めなかった（Fig. ３E）。HIV-1 IN 
NTD の構造(PDB ID: 1WJD)に基ずくと、K14A お
よび D25A は Y15 近傍に位置することが明らか
となった（Fig. ３F） 
  ④IN-CCD 変異体の解析：部分の断片の結晶構
造解析の結果を基にした四量体モデルが報告
されている(PDB ID:1K6YおよびPDB ID:1EX4)。
Y15 付近には CCD の W132,F181 ,I182，F185 と
いった残基が存 E11は K186と D25は K188との
水素結合が示唆されている(Fig. 4B)。これら
NTD 残基との相互作用が推測される CCD 残基の
変異体構築し、ウイルス複製レベルでの解析を
おこなったところ、Y15A と同様な表現系を示す
CCD 変異体(W131A,W132A,F181A,I182A, F185A, 
K186E,K187A, K188A)を同定した。  
 
D．考察 
 本研究において報告した、アラニン置換によ
って逆転写異常が生ずるアミノ酸残基 E11, 
K14, Y15, D25はNTD-CCD断片の結晶構造解
析 の モ デ ル に お い て 四 量 体 形 成 時 に
dimer-dimer インターフェイスに存在すると
考えられる残基であり (Fig. 4B), 対応する
CCD残基の変異はNTD変異と同様な影響をも
たらすことが明らかとなった。以上より機能的
逆転写複合体と IN の多量体化との相関が強く
示唆される。本研究結果は、HIV-1 複製前期素
過程における IN の機能を規定する構造解明に
おいて重要な知見と考えられる。また、HIV 複

製阻害剤開発におけるあらたな標的となりう
る分子基盤情報を提供した。 
 
E．結論 
  HIV-1 IN の四量体形成に必須と考えられ
るアミノ酸残基をNTDおよびCCD領域内に新た
に同定した。これらの残基間の水素結合および
疎水性結合は、IN の感染前期課程における機能
と構造維持および発現に必須な分子間相互作
用と考えられる。 
 
F. 知的所有権の取得状況   
 特記すべきこと無し。 
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