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多様性の高いゲノムを有するエイズウイルスの中で比較的保存性が高いゲノム

領域にコードされる Gag カプシドタンパク（CA）の構造上の制約を知ることは、

ワクチン抗原デザインや抗 HIV 薬開発に有用である。私は細胞傷害性 T リンパ

球の認識に影響する CA の 1 アミノ酸置換を有する変異体の解析を行い、CA の

N 末端ドメイン内のある 1 アミノ酸と C 末端ドメイン内の 1 アミノ酸の相互作用

がウイルス複製に重要であることを in vitroおよび in vivoの両視点から明らかに

した。本研究は、CA ドメイン間の機能的相互作用のための構造上の制約を提示

するものである。 
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１ 序章                                  

 

今 日 、 重 篤 な 免 疫 系 疾 患 で あ る 後 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 （ acquired 

immunodeficiency syndrome、AIDS）は世界的に主要な死亡原因の一つである。AIDS

の原因であるヒト免疫不全ウイルス（human immunodeficiency virus、HIV）および

サル免疫不全ウイルス（simian immunodeficiency virus、SIV）は、一本鎖 RNA を

ゲノムに持つレレトロウイルス科レンチウイルス属に分類される。HIV/SIV はヘ

ルパーTリンパ球やマクロファージなどのCD4陽性細胞への吸着・侵入に始まり、

脱殻、RNA ゲノムのウイルス逆転写、核移行、宿主染色体への組み込み、転写、

翻訳、アセンブル、出芽、成熟を一連の機序として複製を行う（図 1）。吸着・侵

入から染色体の組み込みまでのプロセスを前期過程、それ以降のプロセスを後期

過程と大別する。ウイルス遺伝子宿主体内においてウイルスが複製を繰り返す一

方で、適応免疫反応が誘導される。しかし自然感染ではウイルスを完全に排除す

ることが出来ず、慢性感染症を引き起こし宿主適応免疫系の中心的存在であるヘ

ルパーT リンパ球の枯渇と日和見感染の発症を特徴とするエイズ発症に至る。 

1981 年に初めて AIDS 症例が報告され、現在までに HIV 陽性者の発症阻止のた

めに数多くの抗レトロウイルス薬が開発され多剤併用療法（highly active 

antiretroviral therapy、HAART）によりウイルスの増殖を防御することが可能とな
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った。しかしながら、HAART に伴う問題も無視できない。長期服用による副作

用や薬剤耐性株の出現によるウイルスの完全排除不能という点もさることながら、

何よりも高額な医療費および医療体制の不整備が大きな問題となっている。この

ため効果的な AIDS 予防ワクチン、AIDS 治療ワクチンそして新薬を開発すること

が、急務とされる。この非常に大きな課題の克服には、HIV/SIV の生物学的性質、

HIV/SIV と感染細胞の相互作用そして免疫系の応答について、今以上に解明を進

めることが求められている。 

HIV/SIV ゲノムには、レトロウイルスで最多の 9 種類の遺伝子が存在する（図

2）。その遺伝子産物として構造タンパク質の Gag、Pol、Env、調節タンパク質の

Tat、Rev、そしてアクセサリータンパク質の Vif、Vpr、Vpu（HIV-1）、Vpx（HIV-2、

SIVmac、SIVsmE）、Nef がある。Pol は Gag-Pol 前駆体として合成され、ウイルス

複製の出芽以降の段階で自身のもつプロテアーゼによりプロセシングを受け、プ

ロテアーゼ（PR）、逆転写酵素（RT）、インテグラーゼ（IN）となり、酵素活性を

担う。Gag は Gag 前駆体として合成され、Pol 同様複製の最終段階でプロテアー

ゼによりプロセシングを受け、マトリックス（MA）、カプシド（CA）、ヌクレオ

カプシド（NC）、p6 となる。これらは、ウイルス粒子の主要構成タンパク質とし

て重要な役割を担っている。 

HIV/SIV は、宿主免疫応答から逃れる手段として高頻度高確率で変異が入るた
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め、多様性に富んでいる（1-3）。この多様性に富んだゲノムを有する HIV/SIV に

おいて、構造上 N 末端ドメイン（NTD）と C 末端ドメイン（CTD）から構成され

る CA は比較的保存性が高いことが知られている（4-6）。CA は、ウイルス粒子形

成、出芽、脱殻、逆転写といった多くのプロセスに関与しており、ゲノム保存性

の高い CA タンパク質の構造上の制約を知ることは、ワクチン抗原デザインや抗

HIV 薬開発に有用であると考えられる。 

HIV は性交渉、出産・授乳、注射針の使いまわしなどにより人から人へ伝播す

る。その中で特に問題の一つとなっている性交渉による感染の場合、生殖器や腸

管粘膜が主な伝播経路である。HIV がこの最初のバリアである粘膜上皮の通過に

おいては上皮の損傷部位を介する機序が考えられているが、さらに損傷がない場

合でも上皮や M 細胞のトランスサイトーシスにより侵入することができると考

えられている。経粘膜感染が成立した HIV は CCR5 指向性ウイルスと考えられて

おり、レセプターとして CD4 とケモカインレセプターCCR5 を利用する。粘膜固

有層・粘膜下組織で CCR5 陽性樹状細胞やマクロファージ、CD4 陽性 T 細胞に感

染し、更に全身へ伝播して複製・増殖を行う。 

腸管粘膜はいくつもの防御機構が張り廻らされていると考えられており、パイ

エル板や他の腸管関連リンパ組織からなる免疫誘導組織で誘導された IgA 前駆 B

細胞が最前線を防御する。その下位の粘膜固有層と上皮間は実効組織として機能
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し、免疫誘導組織から記憶細胞に分化したリンパ球が供給されている。続いての

防御機構は粘膜固有層であり CCR5 エフェクター記憶 T 細胞に富む。ウイルス特

異的細胞傷害性 T リンパ球（CTL）は主要組織適合性遺伝子複合体（major 

histocompatilibity complex）クラス I（MHC-I）を介して感染細胞を殺傷している。

CD4 陽性 T 細胞もヘルパーとして B 細胞の活性化、中和抗体産生や CTL の活性

化に貢献する一方でHIVのターゲットともなり喪失することが問題だと考えられ

ている。 

CTL は、HIV/SIV の複製抑制に中心的役割を担う宿主適応免疫系の代表的エフ

ェクターである（7-12）。HIV-1 感染症の解析で感染初期のウイルス特異的 CTL

レベルと血中ウイルス量との間に逆相関関係を認めたこと（7-9）、更にサルエイ

ズモデルにおける抗 CD8 抗体投与実験で CTL の枯渇に伴いウイルス量が増加を

示したこと（10-12）などから HIV 感染防御における CTL の重要性が示された。

CTL は、ウイルス感染細胞膜表面に発現している各個体固有の MHC-I 分子に結

合した抗原エピトープを特異的に認識し、感染細胞に対しグランザイムやパーフ

ォリンなどを注入して細胞傷害を起こす。しかしながら、ウイルスの中にはこの

ような CTL の強い HIV 複製抑制作用の下で変異を獲得し CTL からの認識から逃

れる場合がある（13-16）。この変異は CTL エスケープ変異と呼び、エピトープ内

ないしエピトープ近傍に変異が入ることにより抗原提示不全となり、その結果
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CTL の認識機構から逃避可能となる。あるいは抗原提示はされても変異により

CTL の TCR 認識から逃れることが出来、細胞傷害を免れることもある。例えば、

調節タンパク質 Tat のような HIV タンパク質では、エスケープ変異が生じてもウ

イルス複製能の低下につながらないことが多い。一方 Gag のような構造が比較的

保存されているような HIV タンパク質では、CTL エスケープ変異によりウイルス

複製能が低下する場合が多々認められる（3,17-23）。このような変異ウイルスが

体内で増殖するためにはウイルス複製能の低下を補うような代償性変異を必要と

するケースがいくつか報告されている。 

 HIV 慢性持続感染成立機序および AIDS 発症機構の解明には動物モデルにおけ

る解析が重要である。しかしながら、HIV 感染で AIDS 発症に至る理想的な動物

モデルは存在しなく、SIV 感染サルエイズモデルが最適とされている。SIV の代

表株である SIVmac は CCR5 指向性であり CD4 陽性メモリーT リンパ球に優位に

感染し、エイズ発症までに数年を要す。HIV-1 と SIVmac では HIV-1 にある Vpu

タンパク質は SIVmac には存在せず代わりに Vpx タンパク質が存在するなど両者

間の アミノ酸配相同配列は 50 ％ 前後ではあるが、ウイルスの細胞レベルでの

複製については多くの共通した機序が知られており、SIV 研究で得られた情報が

HIV 研究に反映できる場合が多い。更に病態進行についても共通点が多い。

SIVmac はアカゲザルなどに感染すると、一過性の急激なウイルス増殖後セットポ
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イント期を経て慢性感染症に移行し AIDS を発症する。例えば、HIV-1 に対する

CTL 反応の有効性から MHC-I の遺伝子多型が HIV-1 感染後のウイルス量や予後

に影響する事が報告されており（24）、サルモデルにおいても認められている。ま

た HIV-1 感染急性期に腸管粘膜のメモリーCD4 陽性 T リンパ球が大量に破壊され

ることが報告されており（25-29）、サルモデルでも同様である。このようにサル

SIV 感染症とヒト HIV 感染症とでは相違点もあるが慢性持続感染へと移行する感

染動態について共通する点も多く、病態解析や長期的なウイルス制御を目的とす

る抗ウイルス薬やワクチン開発において大変有効な動物モデルと考えられている。 

私が所属する研究室では、DNA プライム・Gag 発現組換えセンダイウイルスベ

クターブースト法による CTL 誘導型予防エイズワクチンを開発し、MHC-I ハプ

ロタイプ 90-120-Ia陽性ビルマ産アカゲザル群で、ワクチン誘導CTLが SIVmac239

野生型（30）の複製を感染初期および感染慢性期にわたり制御可能なことを初め

て明らかにした（19,31）。これら複製制御群において、Gag206-216（IINEEAADWDL）

エピトープ特異的 CTL 反応が重要な役割を担っており、この CTL からのエスケ

ープ変異 GagL216S（Gag の 216 番アミノ酸ロイシン（L）がセリン（S）に置換）

をもつウイルスが感染初期に急速に選択されていた。GagL216S 変異を有するウ

イルスは野生型ウイルスと比較して複製能が低下しており、複製能と引き換えの

CTL エスケープ変異と考えられた（32）。 
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この MHC-I ハプロタイプ 90-120-Ia 陽性アカゲサルワクチン接種群における

SIVmac239 とは異なる病原性 SIV 株 SIVsmE543-3 の感染実験では、SIVsmE543-3

の複製は制御されず約 1 年あまりでエイズを発症した。SIVmac239 Gag と

SIVsmE543-3Gag のアミノ酸配列の相同性は約 88.9%と非常に高く（33）、Gag206-216

エピトープ配列は SIVmac239 と SIVsmE543-3 とで完全に一致していた（図 3a）。

ワクチンにより Gag206-216 エピトープ特異的 CTL 反応は誘導されていたが、

SIVsmE543-3 感染後にその二次反応は認められず GagL216S 変異の選択も認めら

れなかった。更なる解析により、Gag206-216 エピトープの 1 アミノ酸前に位置する

Gag205 番目のアミノ酸配列の違い（SIVmac239Gag205 番目はアスパラギン酸（D）、

SIVsmE543-3Gag205 番目はグルタミン酸 （E））により Gag206-216エピトープ特異

的 CTL は SIVmac239 を認識するが、SIVsmE543-3 は認識できないことが示され

た（34）。  

従って、SIVmac239 における GagD205E 変異は Gag206-216 エピトープ特異的 CTL

から逃れたエスケープ変異と考えられる。しかし、これまで SIVmac239 感染 1、2

年後の MHC-I ハプロタイプ 90-120-Ia を有し Gag206-216 特異的 CTL 反応を誘導し

ていることを確認しているサル群で、GagL216S 変異は観察されたが、GagD205E

変異を選択している個体は認められなかった。これは、GagD205E 置換が、

GagL216S よりもウイルス複製能を低下する可能性があることを示唆する。 
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そこで私は、この Gag205 番目のアミノ酸置換による SIV 複製能への影響を調べ

ることにした。まず SIVmac239 野生型の Gag205 番目を D から E に置換した

SIVmac239Gag205E 変異体を作製し、 in vitro での複製能を検討した。この

SIVmac239Gag205E 変異体のサル T 細胞における複製能は、野生型に比べ低下し

ていた。興味深いことに、この SIVmac239Gag205E を継代すると新たな代償性変

異（GagV340M）が加わり複製能が回復することが明らかとなった。Gag205 は

Gag がコードする CA 内の NTD に位置するのに対し、今回新たに見出された代償

性変異は CA の CTD に位置していた。CA 六量体構造シミュレーション解析によ

り両者のアミノ酸の分子間相互作用が示唆された。MHC-I ハプロタイプ 90-120-Ia

を有するサルの SIV 感染慢性期の解析では、この Gag205D－Gag340V および

Gag205E－Gag340M の相互作用の重要性を示す結果が提示された。本研究では

NTD の複製能の低下を CTD の変異が代償した。NTD－CTD 分子間相互作用に因

るものと考えられる複製能の回復は HIV においてもこれまでに報告はない。本研

究は CA NTD－CTD の機能的相互作用のための構造上の制約を新たに提示する

ものである。 
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２ 材料と方法                              

 

2.1 変異ウイルスの作製 

 

SIVmac239 感染性クローン DNA、pBRmac239 をもとに、下記の変異導入用プ

ライマーを用いて site-directed mutagenesis を行い（30）、gag 領域に変異を有する

変異型 SIVmac239 分子クローンを作成した。 

変異導入用プライマー： 

Gag205E 変異導入用プライマーセット 

   5’- 1903gct atg cag att atc aga gag att ata aac gag gag gct gc1943 -3’ 

   5’- 1943gc agc ctc ctc gtt tat aat ctc tct gat aat ctg cat agc1903 -3’ 

Gag312P 変異導入用プライマーセット 

   5’-2227gca gaa cag aca gat ccg gca gta aag aat tgg 2260-3’ 

   5’- 2260cca att ctt tac tgc cgg atc tgt ctg ttc tgc 2227-3’  

Gag340M 変異導入用プライマーセット 

   5’-2313 gaa ggg gct ggg tat gaa tcc cac cct aga aga aat gc2350 -3’ 

   5’- 2350gc att tct tct agg gtg gga ttc ata ccc agc ccc ttc2313 -3’  

（プライマーの両端の数値は SIVmac239 の塩基配列番号を表している。） 
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（下線を付けた塩基が変異導入部位である。） 

野生型および作成した変異型SIVmac239クローンDNAを、LipofectamineTM LTX 

PLUS（Invitrogen）を用いてアフリカミドリサル腎臓細胞株化細胞 COS-1 細胞お

よびヒト子宮頸癌由来の HeLa 細胞に遺伝子導入し、10 % ウシ胎児血清を含む培

地で培養し、翌日に培地交換を行い、培養 48 時間後、培養上清を回収した。培養

上清を 0.45 μm Tuffyn Membrane Low Protein Binding Non-Pyrogenic PN4184（PALL 

life science）で濾過した後、実験用ウイルスストックとして-80℃ 超低温フリーザ

ーで凍結保存した。ウイルスストック中のウイルス量は、reverse transcription（RT）

assay を用いて測定した（35）。 

RT assay は以下に記す。ウイルス溶液 5 µL に 0.05 µL の[α-32P]d-TTP（10 µCi / 

µL）（Perkin Elmer）と 0.025 mL の RT cocktail （60 mM Tris-Hcl pH 7.8, 75 mM Kcl, 

5 mM MgCl2, 0.1 % NP-40, 1.0 mM EDTA, 5 µg / mL polyA（Pharmacia）, 0.16 µg / mL 

oligo dT（Pharmacia））を加え 37 ℃、90 分間反応させウイルスの逆転写酵素産物

に 32Pで放射標識したTを取り込ませた。反応液中 5 µLをDEAE paper （Whatman）

にアプライし 10 倍希釈した 20 x SSC Buffer Stock Solution（20x） （nacalai tesque）

で洗浄した。洗浄後、RT 活性を定量するため 1450 Micro Beta TRILUX RI・グロ

ー発光測定システム（Perkin Elmer）で放射線量を計測した。 
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2.2 ウイルス複製能の検討 

 

 RT assay にて測定した RT 活性が 1.25 x 105 cpm あるいは 5 x105 cpm に相当す

る野生型および変異型ウイルスストックを、各々5 x 105 個のサル T 細胞株である

HSC-F 細胞（36）あるいはヒト T 細胞である MT-4 R5 細胞（37）に感染させた。

HSC-F とは herpesvirus saimiri 感染で不死化させたカニクイザル T 細胞株であり、

10 % ウシ胎児血清、10 U/ mL interleukin-2（Roche Diagnostics）、1 % HEPES

（Invitrogen）、0.1 % 2-メルカプトエタノール（Invitrogen） を含む培地で培養を

行った。一日毎に 14 日間培養上清の回収を行った。経時的に回収した培養上清は、

RT assay を用いて含有ウイルス量を測定し、ウイルス感染増殖能を検討した。 

 

 

2.3 SIVmac239Gag205E 変異体の継代実験 

 

SIVmac239Gag205E に関しては、継代実験を行った。2.2 同様に、1.25 x 105 cpm

相当のCOS-1細胞産生SIVmac239Gag205Eを5 x 105個のHSC-F細胞に感染させ、

実験開始から 10 日後、培養上清中の RT 活性を RT assay により測定した（1st 
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culture）。1.25 x 105 cpm に相当する量の 10 日目の培養上清を、5 x 105個の新たな

HSC-F 細胞に感染させた（2nd culture）。1st culture の 10 日目および 2nd culture の６

日目の培養上清から High Pure Viral Kit（Roche diagnostics）を用いてウイルス RNA

の抽出を行い、抽出したウイルス RNA を鋳型にして RT-PCR を行った。RT-PCR

は、One-step RNA PCR kit（宝酒造株式会社）を用いて行った。RT-PCR の設定は

RT 反応 50 ℃－30 分、94 ℃－2 分とし、PCR 反応は（94 ℃－30 秒、55 ℃－30

秒、72 ℃－1000 bp あたり 60 秒）を 30 サイクル行った。PCR 産物はエチジウム

ブロマイド含有 1 %アガロースゲルで電気泳動後、増幅産物の有無を確認し、増

幅した DNA 断片は、PCR clean-up mini-kit（FavorPrep）を用いて精製した。精製

後、dye-terminator 法により塩基配列の解析を行った。下記のプライマーを使用し、

PCR 反応は（96 ℃－10 秒、50 ℃－10 秒、60 ℃－4 分）を 20 サイクル行った。

PCR 産物をエタノール沈殿し、HiDi Formamide に溶解した後、ABI Prism 3100

（Applied Biosystems）を使用して塩基配列の解析を行った。試験は 4 回施行した。 

RT-PCR プライマーセット 

   5’-1194gta cca gac ggc gtg agg1211-3’ 

   5’-3016ttg cct aaa act tct att tct ac3039 -3’ 

シークエンス用プライマー 

    5’-1456 ctg ttg gag aac aaa gaa gga tgt 1480-3’ 

       5’-1760cga gaa cat taaatg cct ggg1781-3’ 
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       5’-2103atg gat cca act ggg gtt gc2123-3’ 

 

 

2.4 Viral competition assay 

 

複製能を比較したい変異ウイルス 2 種類を、それぞれ RT 活性比が 1：1 （2,000 

cpm：2,000 cpm）、1：4 （2,000 cpm：8,000 cpm）ないし 4：1（8,000 cpm：2,000 

cpm）に相当する分量を測り取り、5 x 105 個の HSC-F 細胞に共培養させた。感染

開始後一日毎に 18 日間にわたり培養上清を回収した。またウイルスの複製を促進

するため、実験開始から 6 日後、12 日後に、5 x 105 個の HSC-F 細胞に再感染さ

せた。その際、6 日目、12 日目に回収した培養上清中の RT 活性を測定し開始時

の RT 活性の総和に相当する量を再感染させた。経時的に回収した 6、18 日目の

培養上清から High Pure Viral Kit （Roche diagnostics）を用いてウイルス RNA の抽

出を行い、抽出したウイルス RNA を鋳型にして RT-PCR を行った。RT-PCR は、

One-step RNA PCR kit（宝酒造株式会社）を用いて行った。RT-PCR の設定は RT

反応 50 ℃－30 分、94 ℃－2 分とし、PCR 反応は（94 ℃－30 秒、55 ℃－30 秒、

72 ℃－1,000bp あたり 60 秒）を 30 サイクル行った。PCR 産物はエチジウムブロ

マイド含有 1 %アガロースゲルで電気泳動後、増幅産物の有無を確認し、増幅し
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た DNA 断片は、PCR clean-up mini-kit（FavorPrep）を用いて精製した。精製後、

dye-terminator 法により塩基配列の解析を行った。下記のプライマーを使用し、PCR

反応は（96 ℃－10 秒、50 ℃－10 秒、60 ℃－4 分）を 20 サイクル行った。PCR

産物をエタノール沈殿し、HiDi Formamide に溶解した後、ABI Prism 3100（Applied 

Biosystems）を使用して塩基配列の解析を行った。塩基配列の結果を基に、どち

らの変異ウイルスが優勢となるか解析、検討した。2 回施行した。 

RT-PCR プライマーセット 

   5’-1194gta cca gac ggc gtg agg1211-3’ 

   5’-3016ttg cct aaa act tct att tct ac3039 -3’ 

シークエンス用プライマー 

    5’-1456 ctg ttg gag aac aaa gaa gga tgt 1480-3’ 

       5’-1760cga gaa cat taaatg cct ggg1781-3’ 

       5’-2103atg gat cca act ggg gtt gc2123-3’ 

 

 

2.5 構造シミュレーション解析 

 

構造シミュレーション解析は、共同研究者の横山先生、佐藤先生のご協力をお

借りして行った。 
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2.00Å分解能の HIV-1 CA NTD（PDB コード: 1M9C （38））、1.70Å分解能の HIV-1 

CA CTD（PDB コード: 1A8O （5））、そして 1.90Å分解能の HIV-1 六量体 CA（PDB

コード: 3H47 （39）） の結晶構造 を RCSB Protein Data Bank から得た（40）。

SIVmac239単量体の 3次元（3D）モデルは、Molecular Operating Environment（MOE）

version 2008.1002（Chemical Computing Group Inc., Quebec, Canada）の MOE-Align

および MOE-Homology を用いてホモロジーモデリングにより予測された （41,42）。

更に、MOE により 1 つのホモロジーモデリングにつき 25 個の中間体モデルが得

られ、generalized Born/volume integral methodology に則って最も妥当性の高い中間

体モデルを持つ 3D モデル構造を選択した（43）。最終的な 3D モデル構造は、

MOE に搭載されている AMBER99 で力場（44）と、同じく MOE に搭載されてい

る generalized Born model の水溶媒和（45）を組み合わせることで、熱力学的にタ

ンパク質立体構造を最適化した。更に MOE に塔載されている Ramachandran plot

により統計的データーから得られた異常構造を割り出し、タンパク質立体構造最

適化を行った。SIVmac239 CA 六量体のタンパク質予測立体構造は、HIV-1 CA

六量体の結晶構造 （39）の情報を基に、MOE でシミュレーションした SIVmac239 

CA 単量体から構築した。 
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2.6 前期過程の検討 

  

5 x 105 cpm に相当するウイルスを 5 ｘ 105 個の LuSIV 細胞に感染させた。

LuSIV 細胞は、SIVmac239 Long Terminal Repeat  (LTR) の下流に Luciferase を組

み込んだ遺伝子をヒト T 細胞株 CEMｘ174 細胞に導入したものである。10 %ウ

シ胎児血清、Hygromycin 含有培地で培養を行った。LuSIV assay は、SIV 感染後

に発現する SIV 由来の Tat 依存的にルシフェラーゼを発現発光し、その発光量を

測定することでした感染度を定量する方法である。LuSIV 細胞感染 20 時間後、細

胞を培養液ごと回収し、8,000 rpm, 1 分の遠心を行い、上清を取り除いた。沈殿物

に Reporter lysis buffer（Promega Corp）を加え溶解しサンプルを調整した。調整サ

ンプルを 8,000 rpm、2 分で遠心後、ルシフェラーゼ活性を測定するために、lysis 

buffer で溶解したサンプルを luciferin と混合し、GloMaxTM96 Microplate 

Luminometer（Promega Corp）を用いて計測した。 

 

 

2.7 後期過程の検討 

 

 野生型および作成した変異型 SIVmac239 クローン DNA を、LipofectamineTM 
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LTX PLUS（Invitrogen）を用いてアフリカミドリサル腎臓細胞株化細胞 COS-1 細

胞に遺伝子導入し、10 % ウシ胎児血清を含む培地で培養し、翌日に培地交換を

行い、培養 48 時間後、培養上清を回収した。培養上清を 0.45 μm Tuffyn Membrane 

Low Protein Binding Non-Pyrogenic PN4184（PALL life science）で濾過した後、RT 

assay を用いて測定した。 

 

 

2.8 In vitro stability assay 

 

野生型および作成した変異型 SIVmac239 分子クローン DNA を、2.1 に示した方

法に則り COS-1 細胞に導入し、48 時間後の培養上清を回収し、0.45 μm Tuffyn 

Membrane Low Protein Binding Non-Pyrogenic PN4184（PALL life science）で濾過後、

RT 活性を測定した。等 RT 活性かつボリュームを 7ml に調整するため培養に使用

する培地で補正した。4.0 ml 20 %スクロース入り PBS の上に 7.0 ml ウイルス

液を重層し、SW41 rotor（Beckman Instruments, Fullerton CA）を用いて 35,000 rpm、

75 分、4 ℃超遠心を行った（46）。超遠心後、濃縮したウイルスを 250 μL PBS

で溶解し、スクロースステップグラディエントを行う際のウイルスサンプルとし

た。スクロースステップグラディエントは、以下の順に SW55 centrifuge tube に
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重層した。2.0 ml 60 %スクロース入り PBS、2.1 ml 20 %スクロース入り PBS、100 

μL TritonX-100、最上部に 500 μL 濃縮ウイルスサンプルを重層した。SW55Ti 

rotor （Beckman Instruments, Fullerton CA）にて 35,000 rpm、60 分、4 ℃の超遠心

を行った。超遠心後、上層から 1.1 ml ずつ回収し、3 つの区画に分けた（上から

a, b, c）。1.1ml のうち、100 μL を RT assay 用サンプルに、残りの 1 ml は 4 x Sample 

buffer を加えウエスタンブロット用サンプルとした。 

 ウエスタンブロットは以下の手順で行った。18 cm X 16 cm の Hoefer Glass Plates

（Amercham Biosciences）にセパレートゲルとして 12.5 % ポリアクリルアミドゲ

ル、スタッキングゲルとして 4.5 % ポリアクリルアミドゲルを用いてゲルを作成

した。ウエスタンブロット用サンプルは、10 分、95 ℃加熱して後、ゲルに 120 μ

L ずつアプライし、電圧 60 V、16 時間で SDS-PAGE にて泳動を行った。泳動後、

PVDF メンブレン（Millipore corporation）に電圧 50 V、2 時間で転写した。一次抗

体に Simian-human immunodeficiency virus（SHIV89.6）（47,48）感染サル個体の感

染 137 週目の血清 （500 倍希釈）、二次抗体に Streptavidin-Horse Radish Peroxidase

（HRP）コンジュゲート抗サル IgG （5,000 倍希釈）を室温、各 1 時間反応させ

た。Super Signal West Pico Chemiluminescent Substrate（Thermo）を用いて検出し、

ChemiDoc XRS Plus（Bio Rad）で撮影を行った。 
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 2.9 MHC ハプロタイプ 90-120-Ia を有する SIVmac239 感染サル慢性期の解析  

 

MHC ハプロタイプ 90-120-Ia を有する SIVmac239 感染ビルマ産アカゲザル

（rhesus macaques [Macaca mulatta]）（R01-007）の gag 領域のアミノ酸配列の解析

を行った。なお、このサルは過去の実験で用いられ、DNA プライム・Gag 発現

SeVベクターブースト予防エイズワクチン接種後 SIVmac239チャレンジ実験を行

ったサル個体（R01-007）で、感染第 8 週のセットポイント期でウイルス複製制御

に至り、ウイルス血症が検出されなくなったものである。ワクチンによって誘導

された Gag 特異的 CTL による SIVmac239 野生型ウイルス排除の関与が示されて

おり、MHC-I ハプロタイプに拘束される Gag206-216 エピトープ特異的 CTL 反応か

らのエスケープ変異 GagL216S をもつウイルスが急速に選択されていた（19）。感

染後期第 58 週の時点で GagL216S、GagD244E、GagI247L、GagA312V、GagA373T

といった Gag 特異的 CTL 反応からのエスケープ変異が複数蓄積することにより、

ウイルス血症の再出現が認められた、その後高いウイルス血症を持続したサルで

ある（49）（図 16）。 

動物実験は、独立行政法人医薬基盤研究所霊長類医科学研究センターにおいて、

予防衛生協会の協力のもと、国立感染症研究所および医薬基盤研究所の動物実験

取扱規約に則って行われた。血液採取、ワクチン接種、ウイルスチャレンジ、抗
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体投与などの処置は、塩酸ケタミン 10 mg / kg 筋肉内注射による全身麻酔下で行

われた。サルの MHC-I ハプロタイプについては、東京医科歯科大学の木村彰方教

授により同定された。 
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３ 結果                                  

 
3.1 野生型および SIVmac239Gag205E 変異体の複製能の比較 

 

MHC ハプロタイプ 90-120-Ia 陽性アカゲザル群への SIVmac239 感染実験と

SIVsmE543-3 感染実験で Gag206-216 エピトープ特異的 CTL 反応の誘導の違いの原

因として認められた Gag の 205 番目の違いが、ウイルス複製能に与える影響につ

いて in vitro で検討を行った。SIVmac239 の分子クローンである pBRmac239 をも

とに site-directed mutagenesis を行い、SIVmac239GagD205E クローンを作製した。

Gag205 番目は SIVmac239 ではアスパラギン酸（D）に対し、SIVsmE543-3 ではグ

ルタミン酸（E）であり SIVmac239Gag205E 変異体は SIVmac239 の Gag205 番目 D

のみを SIVsmE543-3 由来の E にしたものである（図 3）。作製した分子クローン

DNA をサル細胞の COS-1 細胞ならびにヒト細胞の HeLa 細胞に導入し、ウイルス

ストックを作製し、その逆転写酵素活性を測定した。COS-1 産生ウイルス、HeLa

産生ウイルスともに十分な酵素活性が得られた。逆転写酵素活性で規準化した

COS-1 産生ないし HeLa 産生ウイルスを、各々サル T 細胞株 HSC-F 細胞およびヒ

ト T 細胞株 MT-4 R5 細胞に感染させ上清中に産生されるウイルス量を経時的に測

定した。SIVmac239 野生型および SIVmac239Gag205E 変異体ともに HSC-F 細胞、

MT-4 R5 細胞への感染性を有したが、その複製能には差が認められ

SIVmac239Gag205E 変異体のピークは野生型に比べ遅れることが観察された（図
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4）。この結果から、SIVmac239Gag205E 変異体は野生型より複製能が低いことが

示唆された。ウイルス産生株がサル細胞株 COS-1 細胞、ヒト細胞株 HeLa 細胞に

左右されず、また感染細胞がサル T 細胞株 HSC-F 細胞、ヒト T 細胞株 MT-4 R5

細胞に関わらず同様の結果が得られたことから、細胞依存的な現象ではないと考

えられる（図 4）。 

 

 

3.2 SIVmac239Gag205E 変異体の継代実験 

 

この複製能の低下した SIVmac239Gag205E 変異体の継代実験を行い、その増殖

パターンを比較的長期にわたって観察した（図 5）。SIVmac239Gag205E 変異体の

継代一代目の感染 10 日目培養上清から RNA を抽出し RT-PCR を行った後、gag

領域の塩基配列を調べたところ、特に大きな変化はなく SIVmac239Gag205E が優

勢だった。しかしながら、この SIVmac239Gag205E 感染 10 日目の培養上清を非

感染 HSC-F 細胞に感染させ継代二代目を行ったところ、Gag205E の変異は維持さ

れたまま新たな変異の出現が観察された。新たに加わった変異は、Gag340 番目に

認められ、4 試験中 2 試験で、野生型のバリン（V）よりメチオニン（M）が優勢

となっていた。興味深いことに、Gag340 番目のアミノ酸は SIVmac239 では V、
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SIVsmE543-3 では M であり、この違いと結果が一致していた。なお、CA 領域内

には Gag205、340 以外は変異が認められなかった。 

  

 

3.3 GagV340M 変異の SIVmac239Gag205E 変異体複製能に及ぼす影響 

 

次に SIVmac239Gag205E への GagV340M が及ぼす影響を検討するため、Gag205E

に加え Gag340 番目を V から M に置換した SIVmac239Gag205E340M 変異型 DNA

クローンを site-directed mutagenesis により作製した（図 3b）。また上記で記載した

ように、SIVmac239Gag205E 継代実験により得られた GagV340M という変異は、

SIVmac239 由来の V から SIVsmE543-3 由来のアミノ酸（M）と一致していたとい

う事実から、SIVmac239 と SIVsmE543-3 の CA 相同配列で異なる部位かつ Gag340

番目と同じく C 末端ドメインに位置するアミノ酸である Gag312 番目に着目し、

Gag205E と Gag312 との関係性についても検討を行った。具体的には、Gag205E

に加え、Gag312 番目を SIVmac239 由来のアラニン（A） から SIVsmE543-3 由来

のプロリン（P） に変え SIVmac239Gag205E312P 変異体を作成した（図 3）。各々

COS-1 細胞に導入し産生したウイルスを、サル T 細胞株 HSC-F 細胞に感染させ上

清中に産生されるウイルス量を経時的に測定した（図 6）。        
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SIVmac239Gag205E340M変異体およびSIVmac239Gag205E312P変異体の複製能は、

ともにGag205E変異が入っているのにも関わらず野生型とほぼ同程度まで回復し

ていた。この結果から、Gag340M、Gag312P 変異の追加は SIVmac239Gag205E の

複製能の低下を補う代償性変異であることが示唆された。ただし、

SIVmac239Gag205E 継代実験では、GagV340M 変異は認められたが、GagA312P

変異は見られなかった。このことから、SIVmac239 の CA において Gag205D－340V

および Gag205E－340M が機能的なコンビネーションに対し、Gag205E－340V は

非機能的な組み合わせである可能性が考えられた。 

 

 

3.4 Competition assay による複製能の解析 

 

 SIVmac239 野 生 型 、 SIVmac239Gag205E 、 SIVmac239Gag205E312P 、

SIVmac239Gag205E340M これら 4 つの変異ウイルスの複製能を正確に比較するた

め viral competition assay を行った。例えば変異ウイルス A と変異ウイルス B の複

製能を比較する場合においては、A ウイルスと B ウイルスをサル T 細胞株 HSC-F

細胞に共感染し、時間経過とともに、どちらの変異ウイルスが優勢となるか解析

を行った（図 7）。まず、SIVmac239Gag205E との比較に焦点を当てた。
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SIVmac239Gag205E 変異ウイルスと SIVmac239 野生型ウイルスの比較では全ての

感染比において野生型が選択されていたことから、SIVmac239Gag205E の方が

SIVmac239 野生型よりも複製能が低いことが示された（表 1）。同様に

SIVmac239Gag205E 変異ウイルスと SIVmac239Gag205E312P 変異ウイルスあるい

は SIVmac239Gag205E340M 変 異 ウ イ ル ス と の 比 較 に お い て も 、

SIVmac239Gag205Eは SIVmac239Gag205E312Pおよび SIVmac239Gag205E340M は

低い複製能を示した（表 1 ）。これらの competition assay の結果は、

SIVmac239Gag205E は SIVmac239 野生型、 SIVmac239Gag205E312P そして

SIVmac239Gag205E340M と比較して複製能が低下していることを裏づけるもの

である。更に Gag205E 変異によりウイルス複製能は低下するが、GagA312P ある

いは GagV340M 変異の追加によりその複製能が回復することが明らかとなった。 

次に、SIVmac239 野生型と Gag205E の代償性変異と考えられる

SIVmac239Gag205E312P あるいは SIVmac239Gag205E340M と competition assay を

行った。SIVmac239 野生型と SIVmac239Gag205E312P 変異ウイルスの比較では、

野生型が優勢であった。これに対し、SIVmac239Gag205E340M は少なくとも

SIVmac239 野生型と同じレベル以上の複製能を有していると考えられた（表 1）。

これらの結果は、GagD205E 変異による複製能の低下を GagA312P 変異の付加に

より部分的に、GagV340M 変異の付加では完全に戻すことを示している。また、
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SIVmac239 野生型と SIVmac239Gag205E340M の competition assay により、培養 6

日では認められなかった培養 18 日目での選択は、SIVsmE543-3 型の Gag205E－

340M という組み合わせが SIVmac239 型の Gag205D－340V の組み合わせよりも

SIV CA において、同等かそれ以上機能的に働いている可能性を示唆している。 

 

 

3.5  CA タンパク質構造シミュレーション解析からみた Gag205 と Gag340 の関

係 

 

 SIVmac239Gag205E の複製能を GagV340M 変異により回復するという結果は、

Gag205 番目と Gag340 番目が相互作用している可能性を支持する。HIV-1 の CA

構造は既に報告されており、構造解析から構造上 2 つに分けられ各々N 末端ドメ

イン（NTD）と C 末端ドメイン（CTD）と言われている。SIVmac239 の CA も

NTD と CTD から構成されると考えられており、SIVmac239 において NTD は

Gag136 から Gag283 までのアミノ酸領域であり、構成要素は αヘリックス１から

ヘリックス 7 ならびにサイクロフィリン結合ループを含む。一方、CTD は Gag284

から Gag364 アミノ酸領域を指し、αへリックス 8 からヘリックス 12 そして MHR

を含んでいる。Gag205 番目は、CA NTD の αヘリックス 4 内に位置し、他方
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Gag340 番目は、CTD の αヘリックス 10－ヘリックス 11 ループに位置すると考え

られる。現時点では SIV CA の結晶構造が報告されておらず、その構造シミュレ

ーション解析は HIV-1 CA 構造を基に行われることが一般である。まず、CA 単量

体構造シミュレーション解析により Gag205－Gag340 間の相互作用を検討したと

ころ、CA 単量体では Gag205 と Gag340 は離れた場所に位置し Gag205-Gag340 間

の分子内相互作用する可能性は低いと考えられた（図 8）。 

成熟ウイルスでは、カプシドは約 250 個の CA 六量体と約 12 個の CA 五量体か

ら成る円錐型様構造をしていることが知られており（39,50-53）、近年報告された

NMR 解析および結晶構造解析による HIV-1 CA 六量体の構造解析を基に（図 9）、

SIVmac239 六量体ホモロジーダイナミックモデリングを行った。その際、CA 六

量体において、ある CA 分子の NTD 内の Gag205 残基と、その CA 分子と隣り合

った CA 分子の CTD 内の Gag340 残基が非常に隣接していることが予測された。

このことは、CA 六量体での Gag205Gag－340 間の分子間相互作用が存在すること

を示唆するものである（図 10a）。 

加えて、Gag312 に関しても構造シミュレーション解析を用いて検討した。

Gag312 番目は、CTD の αヘリックス 8－ヘリックス 9 ループに位置すると予測さ

れた。Gag340 同様、CA 単量体では Gag312 は Gag205 と離れた場所に位置してい
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たがCA六量体では、Gag205とGag12の分子間相互作用の可能性を示唆された（図

10a）。 

 

 

3.6 ウイルスライフサイクル前期および後期過程のスクリーニング 

 

感染実験および competition assay の結果より、SIVmac239Gag205E は SIVmac239

野生型よりも顕著に複製能が低下していることが明らかとなった。そこで、

GagD205E 変異がウイルスライフサイクルの前期過程ないし後期課程のどちらに

影響を及ぼしているかをスクリーニングした。 

後期課程のスクリーニングでは、ウイルスストックを作製した時と同様の方法

を用いて野生型および変異体 DNA クローンをサル細胞株 COS-1 細胞に導入し、

産生ウイルス量を培養上清中の逆転写酵素活性を測定、比較した。COS-1 細胞か

ら後期過程を経て産生された SIVmac239 野生型、 SIVmac239Gag205E 、

SIVmac239Gag205E312P、SIVmac239Gag205E340M 変異体は、ほぼ同等の逆転写

酵素活性が得られた（図 11）。 

次に、LuSIV 細胞を用いて前期過程を検討した。LuSIV 細胞は

SIVmacLTR-luciferase遺伝子をヒトT細胞株CEMx174細胞に導入した細胞で、SIV
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感染後発現する SIV 由来の Tat 依存的にルシフェラーゼを発現する（図 12）。SIV

感染 24 時間後に細胞を回収し、ルシフェラーゼの発現量を解析することで、感染

前期過程の効率を測定できる。LuSIV 細胞に SIVmac239 野生型、

SIVmac239Gag205E、SIVmac239Gag205E312P、SIVmac239Gag205E340M ウイルス

を感染させ 24 時間後ルシフェラーゼ発現量を測定したところ、

SIVmac239Gag205E は、SIVmac239 野生型、SIVmac239Gag205E312P、

SIVmac239Gag205E340M のルシフェラーゼの発現量に比べ顕著な低下が認めら

れた。SIVmac239 野生型、SIVmac239Gag205E312P、SIVmac239Gag205E340M 間

では、差は見られなかった（図 13）。従って、SIVmac239Gag205E 変異体では細

胞内に侵入してから、逆転写により合成された viral DNA の宿主染色体への組み

込みまでを含む前期過程の効率の低下が認められた。 

 

 

3.7 In vitro におけるウイルスコアの安定性の検討 

  

 GagD205E 変異により CA 六量体の分子間相互作用が阻害されることが構造モ

デリング解析から予測された。この場合、SIV のコアの安定性にも影響を及ぼす

可能性が考えられた。そこで in vitro core stability assay（図 14）を行い SIV ウイル

ス間でコアの安定性に差が生じるかどうかを検討した。まず、逆転写酵素活性価
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で合わせたウイルスを 20 %スクロースで濃縮した。そして、60 %スクロース、20 %

スクロース、Triton X-100 の順に重層した上層にこの濃縮ウイルスを重層し超遠

心を行い、三分画に分けて回収した。三分画中の含有 CA タンパク量はウエスタ

ンブロッティングで検出、更に c 分画に含まれるウイルス量を RT assay で測定

した。Triton X-100 が無の場合、CA タンパクは a および c 両分画に検出され、他

方 1 % Triton X-100 存在下では、界面活性剤処理により CA が全て分解されるため

a 分画にのみ検出された。In vitro core stability assay では、一般に a 分画にはウイ

ルス様タンパク質、凝集したタンパク質や Triton X-100 に可溶化したタンパク質

が見られ、c 分画にウイルスコアが蓄積されると報告されており、本実験におい

ても Triton X-100 の濃度に依存して、c 分画の成熟 CA タンパク質の存在量が異な

ること、比例して a 分画のタンパク量も変化することが確認された。 そこで、in 

vitro core stability assayを用いて SIVmac239 野生型コアと SIVmac239Gag205E 変異

体コアで感受性の異なる Triton X-100 濃度のスクリーニングを行った。0.06 %、

0.09 %、0.135 % Triton X-100 存在下で行ったところ、0.09 %と 0.135 %では

SIVmac239 野生型、SIVmac239Gag205E 変異体ともに c 分画にウイルスコアの

存在が認められず a 分画のみにバンドが得られた。しかし、 0.06 %で

SIVma239Gag205E 変異体は 0.09 %、0.135 %同様の結果が得られたのに対し、

SIVmac239 野生型は a、c 両分画に CA タンパクを検出した。この結果から 0.06 % 

Triton X-100 に対する感受性が、野生型と SIVmac239Gag205E の CA コアで異なる

ことが明らかとなった（図 15）。更に、機能的相互作用が示唆された

SIVmac239Gag205E312P、SIVmac239Gag205E340M のコアについても検討するた
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め 、 0.06 % Triton X-100 で in vitro stability assay を 施 行 し た 。

SIVmac239Gag205E312P、SIVmac239Gag205E340M ともに、SIVmac239 野生型の

パターンを取った。つまり、0.06 % Triton X-100 存在下で c 分画にウイルスコア

が認められた（図 15 ）。以上をまとめると、 0.06% Triton X-100 に

SIVmac239Gag205E コアは、SIVmac239 野生型、SIVmac239Gag205E312P および

SIVmac239Gag205E340M コアと比較して感受性が高いことが示され、GagD205E

変異により失われたウイルスコアの安定性を GagA312P ないし GagV340M を加え

ることで野生型レベルまで回復する可能性が示唆された。 

 

 

3.8 MHC ハプロタイプ 90-120-Ia 陽性サルの SIVmac239 野生型感染慢性期にお

ける解析 

 

所属する研究室で以前行われたSIVmac239感染実験およびSIVsmE543-3感染実

験の結果から、GagD205E 変異は、Gag206-216特異的 CTL 反応からのエスケープに

結びつくと考えられる。私は、今まで研究室で行われてきた実験で得られた血漿

サンプルのうち（49,54）、Gag206-216 特異的 CTL 反応を誘導している 90-120-Ia 陽

性ビルマ産アカゲザルの SIVmac239 野生型感染慢性期において GagD205E が選

択されているか否か、またGag205とGag340の相互作用が認められるかを調べた。 

この個体において、感染慢性期 123 週では Gag206-216 エピトープ特異的 CTL エ
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スケープ変異である GagL216S 変異は維持されていたにもかかわらず、第 137 週

になると野生型の Gag216L も出現し、最終的には感染 150 週になると Gag216L

が優勢となっていた。この Gag216 番目のアミノ酸の変化に伴って、感染 123 週

では検出されなかった Gag205 変異が、感染 137 週で GagD205E 変異が出現し、

感染 150 週では GagD205E が選択されていることが確認された。興味深い事に、

この GagD205E の選択と同時に GagV340M が選択されていた（表２）。これらの

結果は、Gag205 番目と Gag340 番目の機能的相互作用の in vivo における根拠を示

すものである。 

  



 

37 
 

４ 考察                                  

 

多様性の高いゲノムを有するHIV/SIVにおいてゲノム保存性の高いタンパク質

の一つである Gag CA は、CTL 誘導ワクチンの抗原として有望である。しかし、

CA におけるアミノ酸配列の拘束性に関しては、まだ不明な点が多く解明しなけ

ればならない。 

本研究では、SIVmac239 の CA N 末端ドメインに位置する Gag205 アミノ酸 （D） 

を SIVsmE543-3 のアミノ酸（E）に置換した SIVmac239Gag205E 変異ウイルスを

作製し、その複製能を検討したところ、複製能は SIVmac239 野生型に比べ低下し

ていた。この変異 SIV 感染の継代により、ウイルス複製能の回復に結びつく

GagV340M 変異 （SIVmac239 の Gag340V から SIVsmE543-3 の Gag340M への変

異）が更に生じるケースを見出した。SIVmac239 CA と SIVsmE543-3 CA 配列間の

相違アミノ酸でかつ Gag340 番目と同じく CA C 末端ドメインに位置する Gag312

番目の変異 GagA312P も、GagD205E 変異の代償性変異であることが認められた。

しかし、SIVmac239Gag205E 変異体継代実験では GagA312P 変異は選択されなか

った。また、MHC ハプロタイプ 90-120-Ia を有する SIVmac239 感染サル個体の慢

性期においても、Gag205E 変異一つの選択ではなく、Gag205E 変異と Gag340M

変異が同時に選択されている現象が認められた。これらの結果は、CA NTD の
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Gag205 番目と CA CTD の Gag340 番目とが機能的相互作用していることを示唆し、

CA の NTD－CTD 間の機能的相互作用のための構造上の制約を初めて提示するも

のである。 

HIV/SIV Gag タンパク質は、Gag 前駆体として細胞質で合成される。合成され

た後、細胞膜に輸送されアセンブリーというプロセスで多量体形成によりウイル

ス粒子を形成する。そして粒子が膜から出芽すると同時に成熟が起こる。Gag 前

駆体がウイルス自身のもつプロテアーゼによりプロセシングを受け、MA、CA、

NC、p6 となり悲感染性から感染性のある成熟型粒子に変換される（55,56）。成熟

ウイルスでは、ウイルスコアは約 250 個の CA 六量体と約 12 個の CA 五量体の複

合体から成る円錐型様構造をとっている（39,50-53）。最近の NMR や結晶解析な

どの構造解析（39,52,53,57-59）により、HIV-1 成熟時の CA 六量体の構造解析が

行われ、その構造が報告された。成熟カプシドフラーレン構造形成時、NTD－NTD、

NTD－CTD そして CTD－CTD の 3 種類の相互作用から構成されることが明らか

となった。NTD－NTD 相互作用および NTD－CTD 相互作用は CA 六量体形成時

に、CTD－CTD 相互作用は CA 六量体と隣接する CA 六量体間で重要となってく

る。本研究で行ったシミュレーション解析により、NTD 内の Gag205 と CTD 内の

Gag340 との相互作用は CA 単量体での分子内相互作用の可能性は低いが、CA 六

量体での分子間相互作用の可能性を示唆し、成熟ウイルスのコア形成に影響を及
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ぼすことが考えられた。この可能性は、in vitro core stability assay の結果が支持し

ている（図 15）。しかし、in vitro における界面活性剤に対するコアの安定性がど

の程度 in vivo を反映しているのかは不明である（60）。  

近年、精力的な研究により多くの HIV 増殖に関与する宿主因子が発見され報告

されている。その中で CA に関与する宿主因子として Cyclophilin A （CypA） と

Tripartite motif protein 5α（TRIM 5α） が知られている。しかし、CypA は CA の

ヘリックス 4－ヘリックス 5 ループの CypA 結合ループと言われる 8 アミノ酸部

位に結合することが言われており、本研究で取り上げた変異との関係性は低いと

考えられる。また、TRIM5αも Gag205 変異による SIV への影響はこれまでに報

告されていない。これまでの HIV-1 CA 構造解析により六量体 CAでの NTD－CTD

相互作用で、NTD 内のヘリックス 4 と隣接する CA の CTD 内のヘリックス 10－

ヘリックス 11 ループが相互作用することが報告されている（52,61）。私が本実験

で得られた結果は、六量体 CA におけるこの報告されている NTD－CTD 分子間相

互作用にヘリックス 4 に位置する Gag205 とヘリックス 10－11 ループに位置する 

Gag340 が関与している可能性を提示する。 

 GagD205E 変異を有する六量体 CA の構造シミュレーション解析で、Gag205 と

Gag340 間のスペースが狭くなり、その狭まったスペースは GagV340M 変異が加

わることで野生型におけるスペースに戻ることが予想された（図 10b）。構造シミ
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ュレーション解析により、SIVmac239Gag205E340M 変異体の Gag205 と Gag340

間の疎水性ポケットの大きさは SIVmac239 野生型と同程度であったが、

SIVmac239Gag205E 変異体ではそのポケットが狭まり異なることが予想された。 

 GagL216S 変異および GagD205E 変異はともに Gag206-216 特異的 CTL 反応の認識

からエスケープしている（19,34）。しかし、前者は SIVmac239 感染ハプロタイプ

90-120-Ia 陽性マカクザルで通常選択される変異だ。この理由は、後者が前者より

もウイルス複製能を著しく低下させるのではないかと考えている。本研究で、ハ

プロタイプ 90-120-Ia 陽性マカクザル SIVmac239 感染慢性期に、GagD205E＋

GagV340M 変異が選択されることを見出した。このサル個体は、SIVmac239 感染

初期の段階で急速に GagL216S 変異を選択していたが、感染後期になると

GagL216S変異が野生型に戻ると同時にGagD205E＋GagV340M変異に入れ替わっ

た。これは、SIVmac239がGag206-216特異的CTL抑制圧下で複製するには、GagL216S

よりも GagD205E＋GagV340M 変異のほうが有利であったためだと考えられる。  

 私は、SIVmac239Gag205E 変異体継代実験から Gag205E から野生型の Gag205D

に戻るのではなく、新たに GagV340M 変異が付加されることを明らかにした。こ

れは、GagV340M がプリンからプリン（グアニンからアデニン）への変化に対し、

GagE205D （野生型に戻る形）がプリンからピリミジン（アデニンからチミン）

への変化の確立が低いことが関与している可能性が考えられる。培養細胞での
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SIVmac239Gag205E 継代実験により GagV340M の追加変異が出現したが、同様に

サル個体においても GagD205E+GagV340M が選択された。このことは、CA NTD

の Gag205 番目と CA CTD の Gag340 番目間に機能的相互作用の存在を示唆する重

要な証拠である。これまで行われた多くの研究から HIV/SIV 感染に Gag 特異的

CTL 反応が効果的であることが示されてきており（7,31,62,63）、Gag は CTL 誘導

ワクチンの抗原候補として有望である。しかし、複製能を犠牲にしてでも CTL の

認識から逃れるために出現するエスケープ変異は、AIDS ワクチンデザインにと

ってはこれまで厄介な問題だった。だからこそ、構造上の拘束性に関与する変異

を探しだしその部位をワクチンデザインのターゲットとするのは高い効果が期待

でき重要な挑戦と言える。従って、本研究で示した機能的相互作用のための構造

上の制約に携わる部位を明らかにすることは、ワクチン抗原デザインに有益な情

報を新たに提示するであろう。また近年、CA コアの形成機序に注目が集まって

いる。機序を解明することは、その部位をターゲットとした阻害剤の開発に繋が

る。これまで CA CTD に結合して阻害する CAI や CA NTD に結合して形成を

阻害する CAP-1 が開発されたが、重篤な副作用を生じるため臨床応用には未だ至

っていない。本研究においても新たに見出された NTD（205）－CTD（340）が作

るポケットに入りこむような分子をデザインすることが出来れば、阻害剤の開発

が可能かもしれない。このように機能的相互作用のための構造上の制約に携わる
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必須部位を明らかにしていくことは、抗 HIV 薬の新たなターゲットも提示するこ

ととなるであろう。 
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図1．HIV/SIV増殖過程
HIV/SIVが細胞に感染し増殖する過程は、CD4とcoreceptorを用いて細胞に吸着侵入し

逆転写、核内移行、染色体の組み込みの後、プロウイルスから転写、翻訳を経て、タンパ
ク質のアセンブル、出芽、成熟に区分される。
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図2．SIVの遺伝子と粒子構造

SIV は、構造タンパク質のGag、Pol、Env、調節タンパク質のTat、Rev、
そしてアクセサリータンパク質のVif、Vpr、Vpx 、Nefで構成されている。Gagはプロセシン
グを受け、さらにMA、CA、NC、p6が出来る。
a  遺伝子構造（SIVmac）
b  粒子構造（SIVmac）
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図3．SIVカプシドアミノ酸配列
a. SIVmac239およびSIVsmE543-3 のCAアミノ酸配列 。CA（Gag領域の136-364）にお

けるSIVmac239（上段）とSIVsmE543-4（下段；Gene Bank accession No U72748）のア
ミノ酸相同配列。 Gag136-283領域までがN端末ドメイン、Gag284-364領域がC末端ド
メインであり、C末端ドメイン領域は青塗りで示した。CypA結合ループ（HIV-1 からの
予測）は緑塗りで示した。また Gag205,Gag312, Gag340番目の位置を赤字で、Gag206-

216CTL誘導エピトープを四角で囲って表した。
b. 作成したSIV CA変異体。SIVmac239Gag205E変異体は、SIVmac239のGag205番

目のみをDからSIVsmE543-3由来のEに置換したものである。同様に、
SIVmac239Gag205E312P変異体は、Gag205 番目をDからEにGag312番目をAからP
に置換したもの、SIVmac239Gag205E340M変異体は、Gag205番目をDからEに
Gag340番目をVからMに置換したものである。

図3

140         150         160         170         180         190    
SIVmac239   -----PVQQI  GGNYVHLPLS  PRTLNAWVKL  IEEKKFGAEV  VPGFQALSEG  CTPYDINQML 
SIVsmE543-3 ---------V  ---------- ---------- V--------- ---------- ----------

200         210         220          230        240         250
SIVmac239  NCVGDHQAAM  QIIRDIINEE  AADWDLQHPQ  PAPQQ GQLRE PSGSDIAGTT SSVDEQIQWM 
SIVsmE543-3 ----E----- ----E----- ---------- -G-LPA----- -R-------- -T-E------

260         270         280         290         300         310
SIVmac239   YRQQNPIPVG  NIYRRWIQLG  LQKCVRMYNP  TNILDVKQGP  KEPFQSYVDR  FYKSLRAEQT
SIVsmE543-3 ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------

320         330         340 350         360
SIVmac239   DAAVKNWMTQ  TLLIQNANPD  CKLVLKGLGV  NPTLEEMLTA  CQGVGGPGQK  ARLM
SIVsmE543-3 -P-------- ---------- ---------M  ---------- ---I------ ----
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図4. SIVmac239 野生型とSIVmac239Gag205E変異体のサルT細胞株およびヒトT細胞
株での感染実験
a.b. サルT細胞株であるHSC-F細胞にCOS-1細胞産生（右）ないしHeLa細胞産生（左）ウ

イルスを感染させ、培養上清をRT活性で測定した。SIVmac239WTを 白マル（○）、
SIVmac239Gag205E変異体を黒ダイヤ（◆）で示した。

c. d. ヒトT細胞株であるMT-4 R5細胞にCOS-1細胞産生（右）ないしHeLa細胞産生（左）
ウ イルスを感染させ、培養上清をRT活性で測定した。SIVmac239WTを 白マル（○）、
SIVmac239Gag205E変異体を黒ダイヤ（◆）で示した。

4回（a、b)あるいは2回（c、d）の実験結果のうち代表的なものを示す。
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図5．SIVmac239Gag205E変異体のサルT細胞株での継代実験
SIVmac239Gag205E変異体をサルT細胞株HSC-F細胞に感染させ、感染10日目の培養
上清を未感染のHSC-F細胞に感染させ、継代2代目とした。継代1代目の感染10日目お
よび継代2代目の感染16日目の培養上清からウイルスRNAを抽出し、gag領域のシーク
エンスを行った。感染10日目では、感染スタート時より変化がなく、Gag205E以外は優位
な変異は認められなかった。しかし、感染16日目にはGag205Eの変異は維持されたまま
で、新たにGag340番目に変異が加わりバリン（V）よりもメチオニン（M）が優勢になってい
ることが4試験中2試験で確認された。なおgagの他領域の変異は認められなかった。黒
字はSIVmac239野生型のアミノ酸、赤字は変異したアミノ酸を表記した。
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図6

図6. SIVmac239Gag205E312PおよびSIVmac239Gag205E340M変異体のサルT細胞
株での感染実験
サルT細胞株であるHSC-F細胞にCOS-1細胞産生ウイルスを感染させ、培養上清をRT活
性で測定した。SIVmac239WTを 白マル（○）、SIVmac239Gag205E変異体を黒ダイヤ
（◆）、SIVmac239Gag205E312P変異体をアスタリスク（＊）、
SIVmac239Gag205E340M変異体を白三角（△）で示した。
4回の実験結果のうち代表的なものを示す。
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or

Day6, Day18 RNA extract from Supernatant
RT-PCR＆Sequence 

図7

図7．Competition Assay
変異ウイルス2種類について、RT活性比が4：1、1：1 ないし1：4に相当するウイルス量を
HSC-F細胞に共感染させた。
Day6、Day18 の培養上清からウイルスRNAを抽出し、その配列を調べることにより
ドミナントになるウイルスを決定するアッセイ系。

62



SIVs in competitiona Ratio of 
inoc. titersb

Exp. 
no.

Dominant aa sequencesc

day 6 day 18

SIVmac239
&

SIVmac239Gag205E

4:1 #1 205D 205D
#2 205D 205D

1:1 #1 205D 205D
#2 205D 205D

1:4 #1 205D 205D
#2 205D 205D

SIVmac239
&

SIVmac239Gag205E312P

4:1 #1 205D 312A 205D 312A
#2 205D 312A 205D 312A

1:1 #1 205D 312A 205D 312A
#2 205D 312A 205D 312A

1:4 #1 205D 312A 205D 312A
#2 205D 312A 205D 312A

SIVmac239
&

SIVmac239Gag205E340M

4:1 #1 205D 340V 205D 340V
#2 205D 340V 205D 340V

1:1 #1 205D/E 340V/M 205E 340M
#2 205D/E 340V/M 205E 340M

1:4 #1 205E 340M 205E 340M
#2 205E 340M 205E 340M

SIVmac239Gag205E
&

SIVmac239Gag205E312P

4:1 #1 205E 312P 205E 312P
#2 205E 312P 205E 312P

1:1 #1 205E 312P 205E 312P
#2 205E 312P 205E 312P

1:4 #1 205E 312P 205E 312P
#2 205E 312P 205E 312P

SIVmac239Gag205E
&

SIVmac239Gag205E340M

4:1 #1 205E 340M 205E 340M
#2 205E 340M 205E 340M

1:1 #1 205E 340M 205E 340M
#2 205E 340M 205E 340M

1:4 #1 205E 340M 205E 340M
#2 205E 340M 205E 340M

表1

a HSC-F細胞に2種類のSIVウイルスを共感染させた。感染6日目および18日目の培養上
清からウイルスRNAを抽出し、RT-PCRによりgag領域を増幅した後シークエンスを行った。
2試験行った結果（#1、#2）を各々示した。
b 感染時のRT活性ウイルス比。上段のウイルスRT活性：下段のウイルスRT活性の割合
を表している。
c 感染時に変異が含まれていたアミノ酸部位において、優勢になっている残基を表記し
た。なお205D/EとはGag205番目アミノ酸がDとE同程度に検出されたことを、340V/Mとは
Gag340番目アミノ酸においてVとMが同程度に検出されたことを示す。

表1. SIV変異体におけるCompetition
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NTD

CTD

CA NTD                                                   CA CTD

Helix     1     2     3    4      5      6     7           8     9    10   11  

D205E (Helix 4)

A312P
(Helix 8-9 loop)

V340M (Helix 10-11 loop)

図8．SIVmac239 CA単量体モデル構造

HIV-1のCA結晶構造を基に、SIVmac CAのモデリングを行った。
CA NTDはαHelix１－Helix7ならびにサイクロフィリン結合ループを含む。
CA CTDはαHelix8－Helix12そしてMHRを含んでいる。
SIVmac239 CA単量体において、D205EはNTDのHelix4、A312PはCTDのHelix8-9ルー
プに、V340MはHelix10-11ループに位置する。

図8

CypA 結合ループ
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図9．HIV/SIV CAコア結晶構造

成熟ウイルス中のCAコアは主に六量体の集合体により円錐型構造をとる。

図9 

c
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図10．SIVmac239 CA六量体の構造シミュレーション解析
HIV-1CA六量体結晶構造（1.90Å, PDB code: 3H47)を基にホモロジーモデリングにより、
SIVmac239CA六量体の構造シミュレーションを行った。モデリングの際、MOE version 
2008.1002 の MOE-Align およびMOE-Homology を用いた。Gag205, 312, 340番目の側
鎖をオレンジで示した。
a. SIVmac239 CA六量体の全体図（Topおよびsideから見た図)。
b. Gag205,312,340番目付近のSIVmac239 CA六量体野生型および変異体の拡大図。

図10a.

b.
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図11

図11. ウイルスライフサイクル後期過程のスクリーニング
分子クローンDNA SIVmac239 野生型（WT）、SIVmac239Gag205E（205E）、
SIVmac239Gag205E312P（205E312P）、SIVmac239Gag205E340M（205E340M）DNAクロー
ンを各々COS-1細胞に導入した。遺伝子導入48時間後の培養上清のRT活性を測定した。
5回の結果の平均値を示した。
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Tat

SIV LTR

Luciferase

図12

図12．LuSIV細胞

LuSIV細胞は、 SIVmac239 Long Terminal Repeat  (LTR) の下流にLuciferaseを組み込
んだ遺伝子をヒトT細胞株CEMｘ174 細胞に導入した細胞。SIV感染後に発現するSIV由
来のTat依存的にルシフェラーゼを発現発光する。
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図13. ウイルスライフサイクル前期過程のスクリーニング
SIVmac239 野生型（WT）、SIVmac239Gag205E（205E）、SIVmac239Gag205E312P
（205E312P）、SIVmac239Gag205E340M（205E340M）を各々LuSIV細胞に感染させた。感染
24時間後、ルシフェラーゼ活性を測定した。相対感染力は、SIVmac239野生型のルシフェ
ラーゼ活性に対する割合を表した。3回行った結果の平均値を示した。
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図14 

図14 ．In vitro core stability assay
濃縮ウイルスを作成後、60%スクロース、20%スクロース、TritonX-100をのせた上に、濃縮
ウイルスを重層し、超遠心を行った後、3分画に分けた。TritonX-100の濃度に応じて、濃
縮ウイルスが分解され、分解されると超遠心後c分画まで到達せずにa分画に蓄積する。

Virus Stock

20 % sucrose in PBS

60 % sucrose in PBS

20 % sucrose in PBS

TritonX-100

Concentrated Virus

Ultracentrifugation （35,000 rpm,60 min, 4℃）

a

b
c

Ultracentrifugation （35,000 rpm,75 min, 4℃）
Pellet resuspended by PBS

70



図15．SIV コアstability assay
a. 濃縮ウイルスSIVmac239WT（レーン1）を、1％TritonX-100無（レーン2-4）有（レー

ン5-7）下で超遠心した後、三分画に分け回収、SIV CAp27タンパク質をウェスタン
ブロッティングにより検出した。

b. 0.06％TritonX-100下で、濃縮ウイルスSIVmac239WT(レーン1-3）、
SIVmac239Gag205E（レーン4-6）、SIVmac239Gag205E312P（レーン7- 9)、
SIVmac239Gag205E340M（レーン10-12）を超遠心後、三分画に分け、SIV CAを
ウェスタンブロッティングにより検出した。

c. bの全てのｃ分画に対し、RT活性を測定した。

図15
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図16
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図16．アカゲザルR01-007におけるSIVmac239チャレンジ後の血漿中ウイルス量
（ウイルスRNAコピー/mL）。
血漿中ウイルス量が400コピー/ml未満を検出限界未満としている。
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Wks after 
challenge

Amino acid sequencesb

at 205th at 216th at 340th
123 D S V
137 D (E) S (L) V (M)
150 E L M

a MHCハプロタイプ90-120-Ia-陽性マカクザルR01-007 にSIVmac239WTを感染させ、
感染慢性期123週, 137週, および 150 週の血漿からウイルスRNAを抽出した。このサルでは
Gag206-216-特異的 CTLからのエスケープ変異GagL216Sが優位であったが、137週 目には
Gag205E ＋Gag340M変異が認められ、150週目にはGagL216Sがほぼ完全に復帰変異し、
このGag205E＋Gag340Mが優位になった。
b Gag205,216,340番目で優位になっているアミノ酸を表記した。括弧内のアミノ酸は

優位ではないが検出可能なアミノ酸を記載した。黒表記が野生型のアミノ酸を、赤表
記が変異のアミノ酸を示す。

表2

表2. SIVmac239WT感染アカゲザルR01-007aにおけるウイルスGagシークエンス
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