
レトロウイルス感染成立機構

ヒト免疫不全ウイルス１型（HIV―１）を含むレトロウ

イルスは感染標的細胞に吸着／侵入後，ウイルス粒子内に

パッケージされている一本鎖RNA遺伝子を脱殻後，二本

鎖DNAに変換（逆転写反応）し，宿主染色体に組み込む

（インテグレーション反応）ことで感染を樹立させる．逆

転写反応およびインテグレーション反応はいずれもウイル

ス pol 遺伝子産物である逆転写酵素およびインテグラーゼ

により触媒されるレトロウイルス特有の反応過程である．

レトロウイルスの逆転写反応およびインテグレーション反

応といった個々のステップの反応機構に関してはこれまで

の研究により詳細が明らかにされてきた．しかしながら，

各ステップをつなぐ動的変化の機構に関しては依然不明な

点が多く残されている．ウイルスの吸着・侵入後の過程，

すなわち脱殻，逆転写反応，核移行，組み込みといった反

応はいずれもウイルス遺伝子に会合するウイルス酵素およ

び構造蛋白を主体とした複合体のなかでおこなわれる．ウ

イルス感染直後の細胞質分画には逆転写反応後のウイルス

DNAを含む核酸―蛋白複合体が存在し，この複合体はウ

イルスDNAを外来性のプラスミドDNAに組み込む活性

があることが示され，プレインテグレーション複合体（Pre-

integration complex）と名付けられた１，２）．HIVのプレイ

ンテグレーション複合体は沈降係数で８０―３２０Sの大きさを

もち，マトリックス蛋白，逆転写酵素，インテグラーゼに

加えてVpr 蛋白などがその構成蛋白として報告されてい

る３）．HIV―１は分裂増殖している細胞（例えば，活性化T

細胞）のみならず，マクロファージを代表とする非分裂細

胞にも効率よく感染を成立し得る．一方，マウス白血病ウ

イルス（MuLV）を代表とするオンコレトロウイルスは非

分裂細胞における感染効率が非常に低い．この違いは，オ

ンコレトロウイルスが細胞分裂M期前後の核膜が消失す

る際，単純拡散により，染色体にウイルス遺伝子の組み込

みを行うのに対して，HIV―１では，能動的にプレインテ

グレーション複合体を細胞核内に輸送する，すなわち核膜

を通過し得る能力があるためと考えられている．これまで

に，HIV―１プレインテグレーション複合体に含まれる，

マトリックス蛋白，インテグラーゼ，Vpr 蛋白に核移行

機能の存在が報告されている．この非分裂細胞における効

率のよい感染性により，HIVは外来遺伝子導入としての
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インテグラーゼは，レトロウイルスが感染を成立する際に，逆転写酵素によ

りDNAに変換されたウイルスゲノムを宿主細胞の核内染色体に組み込む酵素

である．インテグラーゼは，ウイルス感染成立の最終ステップを司る酵素であ

るから，逆転写反応の１本鎖RNAから２本鎖DNA変換というダイナミック

なゲノム変換の前後あるいは感染細胞の核膜通過中において，なんらかのかた

ちでウイルス遺伝子との相互作用を保持する機能をもちあわせている蛋白であ

ろうと考えた．本稿では，我々のインテグラーゼ変異体による機能解析を中心

に，インテグラーゼの新たな機能として，本来の酵素活性の場であるウイルス
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図１ HIV―１ゲノムの逆転写反応と組み込み過程
逆転写反応においてHIV―１ゲノムの＋鎖DNA合成は cPPTおよび CTS配列により不連続に
おこなわれる（本文参照）．３’PPT：３’ポリプリン配列，cPPT：セントラルポリプリン配列
（central polypurine tract）CTS：central ternination sequence．逆転写反応後，ウイルスDNA
は核内に輸送され染色体に組み込まれ，プロウイルスDNAとなる．非組み込み型のウイルス
DNAとして環状化（２LTR型，１LTR型）したものが存在する．

図２ レトロウイルス遺伝子組み込み機構
①３’―プロセッシング反応：インテグラーゼは逆転写反応によりDNAに変換されたウイルスDNAの両末端に作用し，
各３’末端の２のヌクレオチド（HIV―１の場合はGT）を切断除去する．②ジョイニング反応：３’―プロセッシング反応
を終えたウイルスDNAは核内へ移行し，宿主染色体DNAと会合する．３’―プロセッシング反応で生じた新たなウイル
スDNA３’末端―OH基の求核反応により宿主染色体DNAは５’端が数塩基（HIV―１の場合５塩基）突出したかたちで
切れ目をいれる．それと同時に切断された宿主染色体DNAの各５’末端リン酸基とウイルスDNA３’末端―OH基が各々
エステル結合する（ストランドトランスファー反応とも呼ばれる）．③修復：ウイルスDNAの両５’末端の一本鎖部分の
２塩基（HIV―１の場合はCA）は切断除去され宿主染色体DNAの一本鎖部分はその相補鎖の合成により埋められる．最
後にウイルスDNAの各５’末端と宿主染色体DNAの各３’末端が結合しインテグレーション反応は完結する．
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レンチウイルスベクターとしても注目されている４，５）．

以上，脱殻，逆転写反応，核移行，組み込みといった一

連の反応過程はプレインテグレーション複合体とよばれる

ウイルスゲノムとウイルス蛋白を中心とした複合体の総合

的機能といえる．

遺伝子組み込み機構６）

レトロウイルスの遺伝子組み込み反応においてはインテ

グラーゼがウイルスDNAの末端領域を基質として認識し

作用する．この反応過程は大きく３つのステップ①３’―プ

ロセッシング反応，②ジョイニング反応，③修復に分ける

ことができる（図１）．インテグラーゼが直接触媒するの

は①３’―プロセッシング反応と②ジョイニング反応であ

り，最後の③修復は宿主細胞のDNA修復酵素系によりお

こなわれると考えられている．これまでに，③の修復によ

る宿主染色体DNAの一本鎖部分の相補鎖の合成の結果，

プロウイルスDNAの両端には数塩基（HIV―１の場合５

塩基）からなる同一塩基配列が生じることになる．以上，

レトロウイルスの遺伝子組み込み反応には，酵素としての

インテグラーゼの特異的基質としてウイルスDNAの末端

領域が必要となる．ウイルスDNAの両端には LTR（Long

terminal repeat）と呼ばれる繰り返し塩基配列が存在す

る．我々は以前に，インテグラーゼはその両端の LTRの

各末端，約１３bpが HIV―１インテグラーゼの特異的基質

配列（att 部位）であることを報告した７）．

ウイルス複製における遺伝子組み込みの意義

ウイルス複製における遺伝子組み込みの生物学的意義と

してウイルスゲノムの①自己複製，②遺伝子発現と③安定

化の３点について以下にまとめた．

①自己複製：ウイルス遺伝子はエピソームにみとめられる

自己（DNA）複製機構をそれ自体では保持していない．

したがって，ウイルスDNA遺伝子の複製は，宿主染色体

に組み込まれることで宿主染色体の複製機構に依存して行

われる．

②遺伝子発現：宿主染色体に組み込まれない状態にあるウ

イルス遺伝子からの遺伝子発現能を調べるため我々は，遺

伝子組み込み能を欠損させたHIV変異体を作製した．遺

伝子組み込み能を特異的に欠損させるために，インテグラ

ーゼの酵素活性中心に点変異を導入した変異体（図３A，

D６４E，D１１６G）８）あるいはインテグラーゼの特異的基質で

ある att 部位に１０bpの欠損変異を導入した（図３B，

∆att）７）．遺伝子組み込み能欠損HIV変異体をシュドタイ
プウイルスによる single―round 感染実験系を用いて解析

した（図３）．なお感染標的細胞として，ヒト横紋筋肉腫

由来細胞株（RD），ヒト末梢血由来，リンパ球（PBL），

図３ インテグレーション欠損HIVのウイルス複製
A）HIV―１のイングラーゼの酵素活性中心６４位のグルタミン酸（D）をアスパラギン酸に置換した
変異体（D６４E）および１１６位のDをグリシンに置換した変異体（D１１６G）をイングラーゼ（IN）活
性欠損HIV―１として作製した８）．B）LTRの U３およびU５領域の末端に存在するイングラーゼの
基質部位（att 部位）１０bpを欠損させた，att 欠損変異体（∆att）７）を示す．C）各HIV変異体（D６４
E，D１１６G，∆att）のシュドタイプウイルス（NL４３luc/Mo―MuLVenv）を調整後，ヒト横紋筋肉腫
由来細胞株（RD），ヒト末梢血由来，リンパ球（PBL），および単核球由来マクロファージ（MDM）
に感染後３日および７日目のウイルス遺伝子発現をルシフェラーゼ活性測定により評価した．
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および単核球由来マクロファージ（MDM）を用いた．そ

の結果，いずれの細胞においても非組み込み型のウイルス

遺伝子組み込み能を欠損したウイルスの遺伝子発現は，野

生株とくらべて，１％以下にまで低下することが明らかと

なった（図３）．したがって，ウイルス遺伝子効率の良い

遺伝子発現（転写）には組み込み過程は重要といえる．

③安定化：上記の遺伝子組み込み能を欠損させたHIV変

異体を用いて，非組み込み型のウイルスDNAの安定性に

ついて調べた．図４．に各HIV―１インテグラーゼ変異体

の感染後のウイルスDNA合成（逆転写）と安定性を，HIV

―１LTRを特異的に検出するプライマー（R/U５）を用い

た PCR解析結果を示した．インテグラーゼの酵素活性中

心に点変異を導入した変異体（図４，lane２．D６４E，lane

３．D１１６G）は，親株コントロール（図４，lane１，WT）

と同程度のウイルスDNA合成（逆転写）産物が検出され

た．WTの場合は，感染後約２４時間でウイルスDNAレベ

ルはほぼ定常レベル（プラトー）に達し，１５日まで同レベ

ルのウイルスDNAが検出された．この感染系はウイルス

再感染のない single―round 感染実験系なので，このこと

は感染後２４時間で合成され宿主染色体に組み込まれたウイ

ルスDNAは少なくとも１５日間は安定している事を意味し

ている．一方，インテグラーゼの酵素活性中心変異体（D

６４E，D１１６G）の場合は，感染後約２４時間でのウイルスDNA

レベルはほぼWTと同程度である（逆転写は正常である

ことを意味する）が，４８時間以降減少し続け，１５日目には

ほとんど検出されない．この説明として，細胞増殖の結果

ウイルスDNAが希釈された点を考慮にいれても，非組み

込み型のウイルスDNAは不安定であることを示す結果と

考えられる．さらに，非組み込み型のHIV―１DNAは環

状化することが知られているが，確かにインテグラーゼの

酵素活性中心変異体ではこうした環状化DNAが効率よく

検出される（未発表）．これは細胞核内に存在するDNA

ライゲース酵素等による産物と考えられるのでウイルス

DNAが核内に存在することを示唆する．重要な点は，非

組み込み型のHIV―１DNAは転写の鋳型としては，きわ

めて活性が低いことである．

以上，一旦，宿主染色体に組み込まれたウイルスDNA

は非常に安定であり，レトロウイルスの組み込み反応は非

可逆的反応であるといえる．レトロウイルスに非常によく

似た複製様式をもつ，レトロトランスポゾンの中には ex-

cision（切り出し）反応と呼ばれる組み込み反応と逆の反

応も報告されているが，レトロウイルスでは未だそうした

報告もない．したがって，相同組み替え等による部分的欠

損ということはおこりうるが，プロウイルスDNAの切り

出し反応はおそらくあっても非常に希な現象と考えられ

る．レトロウイルスの遺伝子組み込み部位の選択性に関し

図４ HIV―１インテグラーゼ変異体のウイルスDNA合成（逆転写）と安定性８）

HIV―１インテグラーゼの酵素活性中心変異体（D６４E，D１１６G），および Zn２＋
結合モチーフ（HHCC）変異体（H１２L，H１２Q/H１６Y，C４３L）および親株コント
ロール（WT）のシュドウイルス（NL４３luc/Mo―MuLVenv）を RD細胞に感染
させた．ウイルス感染後経時的（６時間～１５日）に，全DNAを採取し，HIV―１
LTRを特異的に検出するプライマー（R/U５）を用いた PCR解析により，感染
後逆転写反応により合成されたHIV―１DNAの定量解析を行なった．HI：６５℃
３０分処理により熱不活化した各ウイルスを陰性対照として用いた．
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ては，レトロウイルス間でそれぞれある程度の選択性はみ

とめられているが，核酸配列自体というより，むしろその

構造が重要であるらしい．レトロウイルスの遺伝子発現は

宿主細胞の転写機構を借りておこなう．したがって，宿主

細胞の遺伝子発現（転写）が頻繁におこなわれている場所

にウイルス遺伝子を組み込むことは，ウイルス複製におい

て重要な意義を持つと考えられるが，この点はまだはっき

りとしていない．

感染初期過程におけるインテグラーゼの機能的関与

①脱殻：HIV―１のインテグラーゼ蛋白は全長２８８個のアミ

ノ酸から構成されており，構造的にN―末端ドメイン（N

末から数えて１―５０位までのアミノ酸），中央酵素活性ドメ

イン（５１―２１２位までのアミノ酸），そしてC―末端ドメイン

（２１３―２８８位までのアミノ酸）の領域にわけることができ

る９）．ウイルス遺伝子の組み込み（インテグレーション反

応）には，中央酵素活性ドメイン（５１―２１２位までのアミノ

酸）が重要であり，D―D―E は，インテグラーゼの酵素活

性中心であることは上述した．N―末端ドメイン（Zn２＋結

合ドメイン）には各２ずつのヒスチジン（H）とシステイ

ン残基（C）から構成されるHHCCモチーフが存在する．

これら４つのアミノ酸残基は全てのレトロウイルスで保存

されている．このN―末端ドメインはインテグラーゼ分子

の二量体形成の安定化に重要で，間接的にインテグレーシ

ョン活性維持に関与していることが報告された１０）．また，

NMR解析により，このN―末端ドメインの構造が明らか

にされた．この報告によると，当領域は４つの αヘリッ
クス構造からなるヘリックスターン―ヘリックス（HTH）

構造をとるが，HHCCモチーフの各２ずつのヒスチジン

とシステイン残基は Zn２＋と配位し構造の安定化に関与す

ることが示された１１）．我々はこのHHCCモチーフの骨格

となるヒスチジンあるいは，システイン残基のアミノ酸置

換変異により，ウイルスの感染性がほぼ完全に失われこと

を見いだした．これらの変異HIV―１は３種いずれも，感

染後の逆転写反応が著しく阻害されていることが明らかと

なった（図３レーン６～８，H１２L，H１２Q&H１６Y，C４３L）．

さらに詳しく調べると，RNAパケージング，gag―pol プ

ロセッシング，ウイルス粒子内RT活性８），ウイルス粒子

構造及び吸着／侵入過程までは見かけ上正常であった１２）．

以上の結果から，これらHHCC変異株の複製は吸着／侵

入過程以降，逆転写開始まで，おそらく脱殻過程に支障を

きたしているものと考えられた．この結果が，HHCCモ

チーフに導入した点変異の間接的な影響を反映しているの

かそれとも，当領域がHIV―１の複製過程のなかでインテ

グレーション以外にも重要な役割をもっていることを意味

するのか今後さらに研究が必要である．

②逆転写：我々はインテグラーゼ蛋白全長にわたり，種間

で保存されているアミノ酸の置換変異体を作製し解析を続

図５ HIV―１インテグラーゼの変異体解析１３）

HIV―１インテグラーゼに保存されるアミノ酸残基（S：セリン，T：スレオニン，Y：チロ
シン，K：リシン，R：アルギニン）に変異を導入した．各HIV―１インテグラーゼの変異
体をA）RD細胞，B）単核球由来マクロファージ（MDM）に感染後，４日目のウイルス
遺伝子発現をルスフェラーゼ活性（Luc. activity）により測定した．
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けている．そうしたなかで，１８６位～１８８位に存在するKRK

配列に点（K１８６Q）もしくは欠損（∆KRK）変異を導入す
ると，ウイルス感染性が失われることを見い出した．この

変異体は感染後の逆転写反応の後期過程に支障をきたした

結果であることがわかった１３）．最近，インテグラーゼをコ

ードする遺伝子の一部にウイルスDNAの核内輸送に関与

する領域があることが報告された１４）．通常，レトロウイル

スの逆転写反応においてプラス（＋）鎖DNA合成はウイル

ス遺伝子の３’末端に存在するポリプリン配列（３’PPT）

をプライマーとして用いるが，HIVを含むレンチウイル

スは，ウイルス遺伝子の中央部にもうひとつのポリプリン

配列をもっており，セントラルポリプリン配列（cPPT：

central polypurine tract）と呼ばれる１５）．興味深いことに，

HIVを含むレンチウイルスの場合，３’PPTから合成を開

始した（＋）DNA鎖は cPPTの約１００塩基下流領域（CTS：

central ternination sequence）で合成が停止してしまう１６）．

同時に cPPTから新たな（＋）DNA鎖の合成も開始され

る．すなわち，（＋）DNA鎖はウイルス遺伝子の中央部で

不連続なかたちで合成されることになる．この際，（＋）

DNA鎖は cPPTから約１００塩基の重複た部分が生じる

が，これをセントラルDNAフラップと呼ぶ１４）．Zennou

らは，ウイルス遺伝子がセントラルDNAフラップ構造を

介してウイルス遺伝子が中央部で折りたたまれて，細胞の

核膜孔を通過することすなわち，ウイルス遺伝子の核内輸

送を容易化している可能性を示した．さらに，このセント

ラルDNAフラップ構造をとるための配列（cPPTおよび

CTS）を既存のHIVベクター（cPPTおよび CTS配列を

もたない）に挿入することで，非分裂細胞においても遺伝

子導入効率が顕著に上昇するという，結果を示した１４，１７）．

③核内輸送：HIV―１インテグラーゼの細胞内局在性を

GFP―インテグラーゼ融合蛋白発現系により検討した．

HeLa 細胞に GFP発現ベクターを導入後，２４時間後に共

焦点顕微鏡によりGFP―インテグラーゼ融合蛋白を観察し

たところ，HIV―１インテグラーゼは非常に強い核局在性

を示すことがあきらかとなった１３）．現在我々は，こうした

核内局在に関与するドメイン及び細胞性因子の検索をふく

め検討中である．最近こうしたHIV―１インテグラーゼの

核内輸送機構に関する論文も報告されており１８，１９），HIV―１

インテグラーゼがウイルスDNAの核内輸送に関与するこ

とが示唆されている．

まとめ

インテグラーゼは本来の酵素活性の場であるインテグレ

ーションに加え，脱殻，逆転写，核移行等ウイルス感染初

期過程の各ステップにも機能的に関与していることが明ら

かになった．こうした，インテグラーゼの新たな機能とそ

の関与ドメインの解析は，インテグラーゼを標的とした抗

HIV阻害剤開発においてもあらたな戦略法を提示しうる

ものと期待される．
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