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Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase は
HIV-1粒子内への tRNALys3取込みを抑制する
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目的：HIV-1粒子を標的としたプロテオーム解析により，HIV-1複製と関連する宿主性タンパク
質を探索しその作用機序の解明を行う。
方法：精製した HIV-1粒子を二次元電気泳動によって分離した後，質量分析によるプロテオー

ム解析を行った。プロテオーム解析によって明らかにした，ウイルス粒子内に取込まれている宿主
性タンパク質をノックダウンした細胞および過剰発現させた細胞から産生されるウイルスを調製
し，HIV-1感染の各ステップにおける複製効率を評価した。
結果：プロテオーム解析の結果，ウイルス粒子内には glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 

（GAPDH）が取込まれていることを明らかにした。GAPDHの取込みを減少させたウイルスは感染
価が上昇し，一方で GAPDHの取込みを増加させたウイルスでは感染価が減少した。この 2種類の
ウイルスを詳細に調べたところ，HIV-1逆転写反応のプライマーとなる tRNALys3の取込み量が
GAPDHの取込み量と逆相関していた。
結論：GAPDHは tRNALys3の HIV-1粒子内への取込みを抑制する働きをもつことを初めて明らか

にした。本知見は，tRNALys3取込み機構に関する更なる理解のために有用なものであると考えられ
る。
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序　　　文

　HIV-1ゲノムは約 9.2 kbであり，わずか 20種類足らず
のウイルス性タンパク質をコードしているにすぎないた
め，HIV-1は効率的な複製を行うために，多くの宿主性タ
ンパク質を利用することが知られている。さらに，HIV-1粒
子内に取込まれる宿主性タンパク質も重要な役割を担って
いる。実際，Cyclophilin Aや lysyl-tRNA synthetase （LysRS）
のような宿主性タンパク質は，Pr55gagや p160gag-polと相互
作用することでウイルス粒子内に取込まれるが，これら
は，Pr55gagの foldingや逆転写反応のプライマーとなる宿
主由来 tRNALys3をウイルス粒子内に取込むなどの機能を
有する1～6）。そこで，ウイルス粒子内に取込まれ，複製に
重要である宿主性タンパク質を探索するために，精製した
ウイルス粒子そのものをサンプルとし二次元電気泳動およ
び matrix-assisted laser desorption/ionization-time-of-flight mass 
spectrometry （MALDI-TOF MS）を用いて解析したところ，
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase （GAPDH）を同定

した。
　GAPDHは解糖系酵素として有名であるが，近年 moon-moon-
lighting proteinとして注目されているタンパク質である。
その機能は DNA修復や複製，アポトーシスなど多くの生
体内機構の制御に関与することや7～10），B型肝炎ウイルス
のコアをリン酸化することやヒトパラインフルエンザウイ
ルス 3型ではウイルス粒子内に取込まれることで感染を抑
制するなどウイルス複製に関与することが報告されてい
る11, 12）。そのため，GAPDHが HIV-1複製機構に関与して
いる可能性は高いが，これまでに GAPDHが HIV-1粒子内
に取込まれているという知見しかなく13），その役割につい
ては明らかになっていなかった。
　本研究では，ウイルス粒子内に取込まれる GAPDHの量
とウイルス粒子内に取込まれる tRNALys3の量は逆相関を
示すことを明らかにした。この知見は，HIV複製機構に
GAPDHが関与することを初めて明らかにしたものであ
り，HIV-1複製機構に新しい知見を加えるものである。

方　　　法

　二次元電気泳動に用いたウイルスは HIV-1LAV-1である14）。
GAPDHの取込みを減少させたウイルスは，CEM/LAV-1
細胞に siRNAを処理し調製した15）。一方，GAPDHの取込

著者連絡先：三隅将吾（〒 862-0973　熊本市中央区大江本町
5-1 熊本大学大学院生命科学研究部薬学生化学分
野）

2013年 3月 22日受付；2013年 5月 14日受理

Ⓒ2013 The Japanese Society for AIDS Research The Journal of AIDS Research

158 （ 10 ）



みを増加させたウイルスは，HEK293細胞に GAPDH発現
ベクターおよび HIV-1発現ベクターである pNL-CH16）を
cotransfectionすることで調製した15）。逆転写後期産物お
よび感染価の評価には TZM-bl細胞を用いた。ウイルス
粒子内に取込まれた tRNALys3 は，tRNALys3-F-primer（5'-            
TGGCGCCCGAACAGGGAC-3'）をプライマーとして逆転
写を行ったのち，tRNALys3-F-primerおよび tRNALys3-R primer 
（5'-GCATCAGACTTTTAATCTGAGGG-3'）を用いてリアル
タイム PCRにて定量し，HIV-1ゲノム RNAを SK38およ
び SK39をプライマーとして用いた定量結果にて補正し
た15）。

結　　　果

　HIV-1LAV-1持続感染細胞株である CEM/LAV-1細胞の培養
上清から精製した HIV-1LAV-1を二次元電気泳動および
MALDI-TOF MSによって解析したところ，ウイルス粒子

内に GAPDHが取込まれていた。また，二次元電気泳動後
に western immunoblottingを行ったところ，等電点の異な
る少なくとも 5種類の GAPDH isoform （pI : 7.61, 7.63, 8.03, 
8.50, 9.02）がウイルス粒子内に取込まれていることが明ら
かとなった。
　GAPDHがウイルス粒子内に取込まれる意義について検
討するために，細胞毒性がない濃度の siRNAを用いてウ
イルス産生細胞内 GAPDHを減少させ，ウイルス粒子内に
取込まれる GAPDHの量を減少させたウイルスを作製した
（図 1A ; HIV-1LAV-1）。このウイルスの感染価を TZM-bl細胞
を用いて評価したところ，感染価の有意な上昇が見られた
（図 1B）。そこで，HIV-1感染初期過程のどのステップが
増強されているのかを検討した。その結果，ウイルス粒子
内に取込まれる GAPDHの量が減少すると，逆転写後期産
物量が増加していたため（図 1C），逆転写反応に着目し
た。HIV-1逆転写反応は，ウイルス粒子内に取込んだ宿主

図 1　 粒子内 GAPDH取込みを減少させたウイルスは，感染価が上昇する
　  　 （A）ウイルス産生細胞である CEM/LAV-1細胞内 GAPDHを siRNAによってノックダウンした後に（CEM/LAV-

1），培養上清から回収したウイルスは，ウイルス粒子内に取込まれる GAPDHが減少していた（HIV-1LAV-1）。一方，
GAPDHに対する siRNA処理によって細胞内 LysRSの発現に変化は見られなかったが，ウイルス粒子内に取込まれ
る LysRSは増加していた（HIV-1LAV-1）。（B）ウイルス粒子内に取込まれる GAPDHの量が減少すると感染価が上昇
した。（C）ウイルス粒子内に取込まれる GAPDHの量が減少すると逆転写後期産物量が増加した。（D）ウイルス
粒子内に取込まれる GAPDHの量が減少するとウイルス粒子内に取込まれる tRNALys3の量が増加した。
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由来 tRNALys3をプライマーとして用いる。ウイルス粒子
内に取込まれた tRNALys3の検出を行ったところ，ウイル
ス粒子内に取込まれる GAPDHの量が減少すると取込まれ
る tRNALys3の量が増加することが明らかとなった（図
1D）。また，tRNALys3は LysRSと複合体を形成し，Pr55gag

や p160gag-polと相互作用することでウイルス粒子内に取込
まれるとされていることから3），ウイルス粒子内に取込ま
れた LysRSの検出を行ったところ，ウイルス粒子内に取
込まれた LysRSの量は tRNALys3と同様に増加していた（図
1A ; HIV-1LAV-1）。GAPDHに対する siRNA処理によって，
細胞内での GAPDHの減少も確認できたが，細胞内での
LysRSの減少はみられなかったことから（図 1A ; CEM/
LAV-1），GAPDHは，HIV-1複製において LysRSの発現に
影響するのではなく，LysRS-tRNALys3複合体の取込みに関
与することが示唆された。
　そこで，ウイルス産生細胞内の GAPDHを過剰発現させ
ることでウイルス粒子内に取込まれる GAPDHの量を増加
させたウイルスを作製し，感染価の評価およびウイルス粒
子内に取込まれる tRNALys3の検出を試みた。GAPDH発現
ベクターおよび pNL-CHを cotransfectionされた HEK293
細胞では，GAPDH発現の亢進が見られ（図 2A ; HEK293），
ウイルス粒子内に取込まれる GAPDHの量の増加が確認で
きた（図 2A ; HIV-1NL-CH）。得られた GAPDHの取込みが増
加したウイルスは，TZM-bl細胞を用いた感染価の評価に
おいて有意な減少を示した（図 2B）。同様にウイルス粒子
内に取込まれた tRNALys3の量も減少していた（図 2C）。ま
た，GAPDH発現ベクター処理によって，細胞内の LysRS
発現量に差はないが，ウイルス粒子内に取込まれる LysRS
の量は減少しているという結果も得た（data not shown）。
これらのウイルス粒子内に取込まれる GAPDHの量を増加
させることで得た結果は，取込まれる GAPDHの量を減少
させたウイルスとは逆の結果である。したがって，ウイル
ス粒子内に取込まれる GAPDHの量と取込まれる tRNALys3

の量および感染価は逆相関を示すことが明らかとなった。

考　　　察

　HIV-1複製過程を十分に理解するためには，ウイルス複
製に関与する宿主性タンパク質にも着目しなければならな
い。GAPDHは，A型肝炎ウイルスや C型肝炎ウイルス，
ヒトパラインフルエンザウイルスのウイルス複製に寄与す
ることが報告されており，また，Ottらの報告13）によって
HIV-1粒子内に GAPDHが取込まれることは知られていた
タンパク質である。しかし，これまでに HIV-1複製との関
係は十分に明らかにされていなかった。本研究では，
HIV-1 逆転写反応のプライマー tRNALys3 の取込みに
GAPDHが関与していることを示した。なお，現時点で

GAPDH isoformの等電点の違いを明らかにすることはで
きていない。これまでに GAPDHの Ser，Thr，Tyr残基が
リン酸化などの翻訳後修飾を受けることが知られているた
め17, 18），ウイルス粒子内に取込まれた GAPDH isoformも
リン酸化などの翻訳後修飾を受けていると考えられる。今
後 GAPDH isoformの等電点の違いを翻訳後修飾の観点か
ら詳細に解析を進めることができれば，GAPDHと HIV-1
複製機構の関係をより詳細に明らかにすることができると
考えられる。
　本研究では，ウイルス粒子内に取込まれる GAPDHの量
と tRNALys3の量は逆相関を示すことを明らかにできた。わ
れわれのグループは，GAPDHは逆転写酵素活性そのもの
に影響を与えず，さらに GAPDHのウイルス粒子内への取

図 2　 粒子内 GAPDH取込みを増加させたウイルスは，感
染価が低下する

　  　 （A）HEK293細胞に GAPDH発現ベクターおよび
pNL-CHを cotransfection後，細胞内 GAPDHは増加
しており（HEK293），一方，培養上清から回収した
ウイルスは，ウイルス粒子内に取込まれる GAPDH
が増加していた（HIV-1NL-CH）。（B）ウイルス粒子内
に取込まれる GAPDHの量が増加すると感染価が低
下した。（C）ウイルス粒子内に取込まれる GAPDH
の量が増加するとウイルス粒子内に取込まれる
tRNALys3の量が減少した。
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込みがウイルス粒子内に取込まれる HIV-1ゲノム RNAそ
のものの量には影響しないということを確認している15）。
Gaborらの研究によりウイルス粒子内に取込まれる
tRNALys3 の量が HIV-1 感染価に影響することから3），
GAPDHは tRNALys3の取込みを競合的に阻害することで，
HIV-1の感染効率を低下させる宿主性タンパク質と考えら
れる。HIV-1は Tetherinや APOBEC3G/Fなどの感染抵抗
性因子に対し Vpuや Vifといった拮抗する因子を有してい
ることが知られている一方で，GAPDHに拮抗する因子に
ついてはまだ同定できていない。Pr55gagや p160gag-polといっ
た前駆体タンパク質が翻訳後，HIV-1感染細胞の形質膜へ
移行する際に多量体を形成し，GAPDHの結合領域をマス
クすることにより，GAPDHの作用から逃れている可能性
も考えられる。
　まとめると，これまでの報告により tRNALys3の取込み
機構は，tRNALys3が LysRSと複合体を形成すること，さら
に LysRSが Pr55gagや p160gag-polと相互作用することから，
LysRS-tRNALys3複合体取込み機構のモデルが提唱されてい
る（図 3 ; Conventional model）。このモデルは，LysRSが
カプシドの C 末端領域と相互作用することや19, 20），
tRNALys3は逆転写酵素の thumb domainと相互作用するこ

と21）をふまえたものである。一方で，われわれのグループ
は GAPDHは LysRSと相互作用せずに，Pr55gagや p160gag-pol

と相互作用することを共免疫沈降法によって確認している
ことから15），本知見によって，GAPDHが LysRS-tRNALys3

複合体と Pr55gag や p160gag-pol の相互作用部位において
LysRSと競合することで，tRNALys3の取込みを阻害するモ
デルを提唱したい（図 3 ; Proposed model）。また，tRNALys3

のウイルス粒子内への取込みに関与する LysRSはミトコ
ンドリア由来 LysRSと報告されており6），ミトコンドリア
由来 LysRSを過剰発現させた細胞から産生されたウイル
ス粒子内への GAPDHの取込みは減少することを確認して
いる15）。したがって GAPDHは，ミトコンドリア由来
LysRS と競合し Pr55gagや p160gag-polと相互作用することで，
tRNALys3のウイルス粒子内への取込みを阻害している可能
性が高い。
　本知見は，HIV-1複製機構に関与する宿主性タンパク質
を新たに示し，更なる HIV-1複製機構の理解につながるも
のであると考えられる。また，GAPDH が Pr55gag や
p160gag-polと相互作用する様式を模倣した低分子化合物は，
新たな作用機序を持つ新規抗 HIV-1薬として有用となるか
もしれない。

図 3　 GAPDHによる競合的 tRNALys3取込み阻害のモデル
　  　 簡単に示すために，それぞれを 1分子で示した。これまで，LysRS-tRNALys3複合体は，Pr55gagや

p160gag-polと相互作用し HIV-1ゲノム RNAとともにウイルス粒子内に取込まれることが知られてい
たが（Conventional model），本研究により，GAPDHは Pr55gagや p160gag-polと相互作用しウイルス粒
子内に取込まれることで，LysRS-tRNALys3複合体の取込みを競合的に阻害していることが示唆され
た（Proposed model）。
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  Objective : HIV-1 replication are regulated by host proteins. Here, we focus on exploring novel 
host proteins related to HIV-1 replication and solving the roles.
  Methods : A purified HIV-1LAV-1 preparation was analyzed by 2D gel electrophoresis and 
matrix-assisted laser desorption/ionization-time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS). 
Viruses that showed a decrease or increase in the packaging level of host proteins were prepared 
and their replication efficiency were examined.
  Results : Proteomic analysis demonstrated that glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 
(GAPDH) is inside the virions. The GAPDH-packaging-defective virus showed an increased 
infectivity, whereas the enhanced-GAPDH-packaging virus showed an decreased infectivity. 
Additional analyses indicated an inverse correlation between the packaging level of tRNALys3 and 
GAPDH inside the virions.  
  Conclusion : We demonstrated that GAPDH suppressed the packaging of tRNALys3 into HIV-1. 
These results may allow us a better understanding of the mechanism for the tRNALys3 packaging.
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