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HIV転写調節機構および Tatの分子作用機構に関する研究
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　HIV遺伝子の転写は，HIV由来の転写活性化因子 Tatと宿主由来の転写活性化因子 NFκBによっ
て制御されている。それらの活性は主に，Tatは転写伸長因子 P-TEFbに，NFκBは阻害タンパク
IκBによって調整を受けている。それらの活性制御形式を解明することにより，HIV複製について
理解が深まるだけではなく，新たな作用機序を持つ抗 HIV戦略へと至ることが期待される。
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は じ め に

　HIVのライフサイクルは，①ウイルスの標的細胞のレ
セプターへの吸着，細胞内への侵入と脱殻，②逆転写酵素
による HIV-RNAから HIV-DNAの逆転写，③ウイルス遺
伝子の宿主細胞 DNAへの組込み，④組み込まれた HIVプ
ロウイルスからのウイルス RNAとウイルスタンパクの転
写，⑤合成されたウイルス RNAとウイルスタンパクが組
み合わさりウイルス粒子の形成と成熟，⑥ウイルスの細胞
外への放出という過程からなる（図 1）。
　このライフサイクルをウイルスの遺伝情報の流れで見た
ところ，①ウイルス RNAが DNAに転写される逆転写の
段階と，②宿主遺伝子に組み込まれたプロウイルスらの転
写過程の大きく 2つに分けることができる。これらの過程
は，遺伝情報量の増大の点において大きく異なる。すなわ
ち，逆転写の段階では最初にファーストストランドの
cDNAが合成された際に鋳型となったウイルス RNAは逆
転写酵素の持つ RNaseHによって分解されるため，遺伝情
報量の増大はここでは起こらない。これに対して，プロウ
イルスとなった DNAからの転写は宿主の転写因子 NFκB
と HIV由来の転写活性化因子 Tatによって担われており，
これらの分子によって，遺伝子量が数百倍から数千倍に増
幅される。この結果，レトロウイルスとしては例外的にき
わめて多量のウイルス産生が可能になり，さまざまな病原
性，強い伝播性，および容易に宿主免疫や治療薬の耐性出
現が可能となっている。したがって，この転写の過程がウ

イルス複製の律速段階と考えられる。本稿では新規阻害活
性機序を持つ NFκB阻害剤の HIV複製に与える効果と最
近明らかした新規の Tatの制御機構について紹介する。

Tatの新規活性調節機構

1．　Tatの活性調節
　Tatは，HIVプロウイルスからのウイルス遺伝子活性化
の最も重要な責任分子である1）。HIV-LTRからの転写活性
化は，本分子がウイルス RNAの 5′ 末端に形成される TAR
と呼ばれるステム・バルジ・ループ構造に，サイクリン T1
（CycT1）と CDK9からなる PTEF-bとともに結合し，CDK9
が RNAポリメラーゼⅡをリン酸化することで遂行される2）。
この転写活性化複合体 TAR/Tat/P-TEFb（CycT1/CDK9）の
中で活性制御を担う分子が，Tat/TAR，そして CDK9を認
識する CycT1である。CycT1は Tat/TARと CDK9の橋渡し
を制御する「glue」のような機能で制御していると考えら
れる。
　この Tat/TAR-CycT1の結合には，CycT1の中央部に存在
する TRM（＝Tat/TAR recognition motif）が関与し，その中
で特に 261番目のシステイン残基（CycT1 C261）が Tatの
転写活性化に重要であることが明らかにされていた3）。し
かしながら，本領域以外にも Tatの転写活性化を制御する
アミノ酸が存在することは示唆されていたにもかかわら
ず，それ以上の解析はされていなかった。そこで，われわ
れは近年明らかにされた CycT1の X線結晶解析構造をも
とに解析を進めた4）。
2．　Tat転写活性化に寄与する CycT1新規制御機構の同定
　図 2aに解析に用いた CycT1立体構造を示した5）。TRM
の近傍に CycT1の N末領域が存在することが観察される。
そのことから，われわれは，N末領域も TRMと同様に Tat
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の転写活性化に関与するのではないかと考え，HIV-LTR
をレポーターとしたルシフェラーゼアッセイを行い検討す
ることとした。その結果，Tatの転写活性化において CycT1
の N末領域が関与し，そのなかで特に CycT1 Q46A, CycT1 
Q50A, CycT1 F176Aのアミノ酸残基が重要であることが
分かった（図 2b）。なお，コントロールである TRMに変異
を加えた CycT1変異体（CycT1 K251A, CycT1 C261Y, CycT1 
C261A）では Tatの転写活性化が見られず，従来の報告と
一致していた。
　さらに，CycT1のアミノ酸残基の役割を検討するために
Tatと CycT1を融合したキメラタンパクを用いて実験を行っ
た（図 2c）。その結果，CycT1-Tatキメラタンパクの CycT1 
Q50A, CycT1 F176A変異において活性阻害が見られたが，
その効果は限局的であった。また，CycT1 Q46A変異におい
ては活性がほぼ野生型と変わらなかった。さらに，CycT1 
Q46A/Q50Aダブル変異体においては活性がさらに阻害さ
れ，CycT1 Q46A/Q50A/F176Aトリプル変異体においては
活性がほぼ消失していた。これらの結果から，それぞれの
アミノ酸は別の作用機序で Tatの活性制御に影響を及ぼし
ていると考えられる。
　Tatと CycT1が融合したキメラタンパクの系は，融合に
より両者の結合状態をミミックしている。そのため，その
活性状態は両者が結合した後の活性を反映していると考え
られる。その系において，CycT1 Q46の変異体が転写活性
に影響を示さなかったとこから，CycT1 Q46は Tatの結合
のみに関与し，CycT1 Q50, F176は Tatの結合とその後の
転写活性調節に関与することが示唆された。CycT1が Tat
との相互作用のみならず直接的に Tatの活性調節に関与す
ることを示している。
3．　Tat/P-TEFb複合体構造
　2010年，Tahirovらにより Tat/P-TEFb複合体構造が解明
された6）。この立体構造においても CycT1 TRMと N末領
域，そしてわれわれが明らかにした CycT1 Q46, Q50, F176
は Tatの近傍に存在していた。CycT1 N末と TRMが Tat
と相互作用する妥当性について，立体構造解析においても
改めて示された。

　この構造において，Tatは CycT1が N末と TRM領域か
ら形成される溝のような領域に入り込む，もしくは隙間を
埋めるように CycT1と結合していることが観察された。
そのため，Tatと CycT1は広い面積で結合することとなり，
その結果それらは強固に結合していると考えられる。ま
た，さらにこの複合体を解析すると，多数の分子間（Tat-

図 1　ウイルスのライフサイクルと遺伝情報の流れ

図 2　CycT1立体構造（2pk2）と CycT1 N末領域の Tat転写
活性への効果
a）CycT1立体構造（2pk2）。スペースフィーイング
モデル（左側）とリボンモデル（右側）で示した。
Cyc T1 TRM（青く囲った部分）が Cyc T1 N末（赤く
囲った部分）に近接していた。b, c）CycT1アミノ
酸残基のアラニン変異による Tat転写活性化に与え
る影響。Tatと CycT1の co-transfection（b）と Tat-Cyc 
T1 キメラタンパクの効果（c）。CycT1 Q46, Q50, F176
はアラニン変異により転写活性化は失われるが，そ
の効果は，キメラタンパクでは減弱する（Asamitsu 
et al., J Mol Biol 29 : 887‒895, 2011より転載）4）。
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CycT間，Tat-CDK9間）もしくは分子内（CycT1分子内）
水素結合を形成していることが明らかになった。CycT1と
Tatの間で水素結合がみられることは，以前から示唆させ
ていたが，Tatと CDK9の間に水素結合が形成されること
が示されたのは初めてである。Tatそのものが CDK9の活
性調節にも直接関与することが示唆され，その生物学的意
義など今度の検討が待たれる。
4．　天然変性タンパクとしての Tatとその立体構造特性
　Tat/P-TEFb複合体構造が明らかにされる前から，Tat単
独の立体構造はいくつか解かれており，それらの構造は
Protein Data Bank（PDB）に登録されている7, 8）。それらを比
較してみると，アミノ酸レベルでは相同性が見られるもの
の，立体構造は個々に異なり相同性はみられない。その理
由としては，Tatは特定の構造を持たない天然変性タンパ
クであり，Tat単体では 2次構造を持たない。そのため，
構造解析の際のサンプルの取り扱いや結晶化の条件によっ
て得られた結晶構造が異なったと考えられる。
　今回明らかにされた Tat/P-TEFb複合体構造中の Tat構
造は，立体構造は今まで報告されている Tat構造のどれと
も相同性を持たない。今まで明らかにされていた Tatの構
造は，P-TEFbとの複合体を形成したときの Tat構造を反映
していないと考えられる。また，本 Tat構造を解析すると
その構造の一部に αヘリックス構造を持つことが分かる。
すなわち，Tat単独では 2次構造を持たないが，複合体形
成をすると Tatは一部に 2次構造をとり，複合体の特異性
と安定化に寄与すると考えられる。
　近年，特定の構造を持たない天然変性タンパクの標的タ
ンパクの分子認識機構が注目を集めている。天然変性タン
パクは単独では特定の構造をとらず，標的分子と相互作用
することで初めて特定の立体構造を形成し機能を発揮する。
Tatはその代表例であり，実際に NMR解析からも単独で
は特徴的な構造を持たないことが示されている9）。P-TEFb
と複合体形成することで Tatは αへリックス構造をとり，
Tat依存性の転写を活性化すると考えられる。
5．　まとめ─Tatと CycT1の相互作用形式
　Tatと CycT1の結合には，CycT1の TRMと N末の領域が
関与することが明らかになった。これらの領域が協調し
て，Tat/P-TEFbの転写活性化複合体を形成していくと考え
られる。CycT1 N末は立体構造解析から，水素結合ネッ
トワークにより特定の構造を形成している。しかしなが
ら，TRMは特定の構造をとらない disorder領域であること
が推察されており，Tatとの結合にはまず CycT1の N末領
域で構成される構造が Tatを認識し，その後 CycT1 TRMと
Tatの結合が形成され安定的な Tat/P-TEFb複合体が形成さ
れていくと考えられる。CycT1の構造が定まっている N末
領域と disorder領域である TRMから構成される領域と

disorderタンパクである Tatがどのように分子認識と活性
複合体を形成していくか，今後の検討が待たれる。

NFκB活性調節機構からみた HIV複製制御機構

1．　NFκB活性調節機構
　HIVプロウイルス DNAの LTR（long terminal repeat）（＝
HIV-LTR）領域には，宿主転写因子が結合する DNA配列が
存在し，ウイルスからの転写活性制御は宿主転写因子にも
担われている。転写因子の中で特に SP1や NFκBが活性
制御に重要である10, 11）。それらの役割として，SP1は HDAC
とともに HIV-1潜伏感染状態の維持や Tatによる転写活性
化，NFκBは潜伏感染の破たんや誘導性の HIVの遺伝子活
性化に関与すると考えられている。転写因子は，通常のウ
イルス複製過程のみならず，HIVの潜伏感染の維持と破
たんにも関与しているのである。
　NFκBは，通常，阻害タンパクである IκBと結合し，細
胞質に不活性型として局在している12, 13）。TNFやストレス
などの活性化刺激によりシグナル伝達経路が活性化される
と，最終的に IκBリン酸化キナーゼ（IKKα/β/γ複合体）
が活性化され，IκBがリン酸化される。リン酸化型 IκBは
プロテアソームにより分解され，フリーとなった NFκBは
核内に移行後標的遺伝子の転写を活性化する。この IKKα/
β活性化を伴う NF-κB活性化機構は「古典的経路」と呼ば
れており，本経路においては，de novoのタンパク合成が必
要でないため，外界からの刺激に対し速やかに NF-κBを
核移行・標的遺伝子の転写活性化を行うことができる。ま
た，NF-κB活性化機構には，IKKαホモ二量体の活性化を
伴う非古典的経路もあることが知られている。
2．　新規活性作用機序をもつ NAMの効果
　HIV複製においては，ある種のシグナル伝達阻害剤や
NFκB阻害剤が NFκB抑制機構を通じて NFκB阻害剤によ
りウイルス複製が抑制されることが示されていた。しかし
ながら，NFκBの作用が多岐にわたるためしばしば副作用
が問題になる。そこで，これらを克服する新規化合物が求
められている。
　われわれはその候補として，Noraristeromycin（NAM）
に着目した14）。本化合物は五炭糖骨格を有する化合物で，
抗炎症作用や抗ウイルス作用を持つことが明らかになって
いた。そこで，この薬剤が HIV複製に与える効果につい
て検討したところ，本化合物は細胞に毒性を与えない濃度
で劇的にウイルス産生を抑制した（図 3）。その作用点につ
いて確認したところ，NAMは IκB分解とリン酸化を抑制
していた。したがって，NAMは IκBキナーゼ活性を抑制
することが示唆されたので，in vitroリン酸化アッセイを
行った。その結果，NAMは IKK βではなく IKKαの活性
を抑制していた。NAMは IKKαをターゲットとして
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NFκB活性を抑制し，HIV複製を効率的に抑制しているこ
とが示された。
3．　NFκB阻害剤と HIV複製阻害効果
　NFκB活性化阻害の標的ステップとして，① IκBのリン
酸化・分解，② NFκBの核移行，③ NFκBの DNA結合など
があげられる。そのなかで，①は細胞質でのイベントであ
り，NFκB活性化過程の初期過程であること，またキナー
ゼが関与しているため阻害剤開発の先行事例があることな
どから，NFκB活性化阻害のステップとしては標的となり
やすい。そのため，この過程を阻害する NFκB阻害化合物
が数多く報告されており，HIV複製を阻害する作用も有す
る化合物も多数存在する。われわれも IKK β特異的阻害剤
が，効率的に HIV複製を抑制することを見出しており15），
この過程が HIV複製に重要な役割を担っていることは疑
いのない事実である。
　NAMは IKKαをターゲットとして作用していた。IKKα
は NFκB非古典的経路に主にかかわるとされていたが，近
年では古典的経路にも積極的にかかわることが明らかに
なった16）。また IKKαの立体構造も解析され17），その重要性
がますます認識されている。IKKαターゲットとした薬剤
は，化合物はきわめてまれであり，今後 IKKα指向性阻害
剤のニーズがますます高まると考えられる。今回の実験か
ら，IKKαが HIV複製にも重要な役割を演じていることが
明らかになった。今後 IKKの指向性を視野に入れ，NFκB活

性制御機構と HIV複製の関連性を考えていく必要がある。

新規抗 HIV薬のターゲットとしての転写過程研究

　HIV感染症の治療は，HAART療法が確立され格段の進
歩を遂げた。現在，治療に用いられている薬剤は，逆転写
酵素阻害剤やプロテアーゼ阻害剤，そして最近ではインテ
グラ―ゼ阻害剤も臨床応用されている。しかしながら，こ
れらの薬剤はウイルスの酵素を標的にしているため耐性ウ
イルスの出現を抑えることはできない。また，その重篤な
副作用からも，新規作用機構をもつ抗 HIV薬が依然とし
て求められている。
　HIVプロウイルスからの転写を標的とした抗 HIV薬は，
①現行の HAART療法と併用可能であり副作用等の軽減が
期待される，②遺伝子の増幅過程をターゲットとしている
ためウイルス量を直接的に減らすことができ，結果として
薬剤耐性ウイルスの出現を抑えることができるというメ
リットを持つ。さらに，最近ではウイルスの潜伏感染に転
写因子の活性制御が関与する知見が多数得られており，転
写を標的とした薬剤は潜伏感染維持の調整にも作用する可
能性がある。
　今後，新規作用機構を持つ抗 HIV薬として転写阻害薬の
必要性はますます高まると考えられる。その作用機構とし
て，Tatによる転写活性過程を標的とするものは Tat-CycT1
の相互作用形式をミミックするような阻害剤，NFκBを標
的とするものに関しては IKKαを阻害する阻害剤が格好の
標的となる。今後，in silicoスクリーニングなどから，そ
れらの開発に取り組みたいと考えている。
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