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研究要旨  
 旧世界サルの TRIM5の HIV 感染阻害の分子機構の詳細は未だ明らかにされていない。今のところ、
細胞全体の融解液中のコアの崩壊状況を蔗糖密度勾配遠心により検討する生化学的実験結果から、
TRIM5は細胞質内に侵入してきたウイルスのカプシドを認識してコアを破壊することにより感染を阻
害すると考えられている。本研究では、蛍光色素で HIV 粒子とコアとを標識して培養細胞に感染させ、
経時的に蛍光色素の解離を蛍光顕微鏡で観察することにより HIV の脱殻過程を観察する in situ 
uncoating assay を用いて、カニクイザル、アカゲザル等の旧世界サルの TRIM5存在下での HIV-1 な
らびに HIV-2 の脱殻状況を観察した。その結果、旧世界サルの TRIM5存在下では、HIV-1 の脱殻が促
進されること、カニクイザル TRIM5に感受性を示す HIV-2 株の場合にはカニクイザル TRIM5存在下
で脱殻が促進されるが、カニクイザル TRIM5に耐性を示す HIV-2 変異株の場合には脱殻は促進されな
いこと、が明らかになった。これらの結果から、従来、生化学的手法で示唆されたコアの速やかな破
壊が、TRIM5の感染阻害の本態であることが明確になった。 
 
 
A. 研究目的 
 TRIM5はアカゲザルの抗ヒト免疫不全ウイル
ス1型（HIV-1）因子として報告された。レトロウ
イルスに対する自然免疫を担う重要な因子であ
るが、そのHIV感染阻害の分子機構の詳細は明ら
かにされていない。アカゲザル、カニクイザルの
TRIM5は強い抗HIV-1作用を示す一方、ヒトの
TRIM5はごく弱い抗HIV-1作用を持ち、その結果
ヒトでのHIV-1感染は拡大を続けていると考えら
れる。HIV-1がヒトとチンパンジー以外の動物に
感染できないために動物実験が成り立たず、その
結果、HIV-1感染症の病態解明やワクチン開発の
障害となっている。 
 今のところ、感染細胞全体の融解液中のコアの
崩壊状況を蔗糖密度勾配遠心により検討する生
化学的実験結果から、TRIM5は細胞質内に侵入し
てきたウイルスのカプシドを認識してコアを破
壊することにより感染を阻害すると考えられて
いる。しかしこの方法では、細胞に非特異的に取
り込まれ、その後の感染成立には至らないHIVコ
アの崩壊状況も併せて観察することになり、感染
成立に至る経路に入ったHIV粒子のカプシドの崩
壊状況を正しく観察していると言うことは出来
なかった。そこで我々は、異なる蛍光色素でHIV
粒子のエンベロップ、コア内のVpr、コアの構成
成分であるP24を染め分けることにより、感染成
立に至る経路に正しく入ったHIV粒子のカプシド
のみの崩壊状況を蛍光顕微鏡により解析するin 
situ uncoating assayを用いて、旧世界サルの
TRIM5がHIVカプシドの崩壊を引き起こしている
か否かを明らかにすることを目的とした。 
 
B. 研究方法 
1. カニクイザルTRIM5発現ヒト細胞の作成 

 
ハイグロマイシン耐性遺伝子を持つ発現ベクタ
ーpCEP4にHAタグを付したカニクイザルTRIM5遺
伝子を挿入してヒト HeLa細胞に導入し、
hygromycin B存在下で培養してカニクイザル
TRIM5発現細胞を選別した。カニクイザル
TRIM5の発現はHAタグに対する抗体で導入細胞
を染色して確認した。カニクイザルTRIM5の抗
HIV活性は、緑色蛍光蛋白質（GFP）を発現する
HIV-1あるいはHIV-2を感染させ、GFP発現細胞数
がベクターのみを導入した細胞と比べて低下す
ることにより確認した。 
 
2.In situ uncoating assay 
 Campbellらの方法によった（Campbell et al. 
(2007) Virology 360: 286-293）。まず、Env遺伝
子にフレームシフト変異を導入したHIV-1あるい
はHIV-2プロウイルスDNAと蛍光色素dTomatoで標
識したSrc遺伝子のN末端15アミノ酸、GFPで標識
したVprあるいはVpx、水疱性口内炎ウイルスのG
タンパク質をそれぞれ発現するプラスミドを293
細胞に導入して組み換えウイルスを回収した。得
られた組み換えウイルスをHeLa細胞に感染させ、
経時的に固定してカプシドタンパク質p24(CA)を
Cy5標識抗体で染色し、GFP、dTomato、Cy5それぞ
れの色素を励起して蛍光顕微鏡にて検出した。得
られた画像をdeconvolution処理をして不明瞭な
蛍光シグナルを除去し、細胞内のそれぞれの蛍光
シグナルの数を測定した。正しくエンベロップが
外れて細胞質内に侵入したと考えられるdTOMATO
の蛍光を含まないGFPシグナルのうち、脱殻前と
考えられるCy5シグナルを有するシグナルを数え
て、脱殻速度を計算した。 
 
C. 研究結果 



1. カニクイザルTRIM5発現ヒト細胞の作成 
TRIM5発現ベクター導入後、３つの独立したHeLa
細胞株を樹立した。図1にこれらの細胞株でのカ
ニクイザルTRIM5の発現を示す。ウエスタンブロ
ット（図1A）、蛍光染色(図1B)とも３つの細胞株
で同様にカニクイザルTRIM5が発現しているこ
とが確認できた。また、GFPを発現するHIV-1ある
いはHIV-2をこれらの細胞株に感染させると、GFP
発現細胞の数がベクターのみを導入した細胞株
と比べて低下することから、発現したカニクイザ
ルTRIM5が抗HIV活性を保持していることが確認
された（図1C）。 
 
2.In situ uncoating assay 
1.で作製したカニクイザル TRIM5を発現する
HeLa 細胞に、dTomato でエンベロープを標識しコ
ア内に GFP で標識した Vpr あるいは Vpx を持ち、
水疱性口内炎ウイルスの G タンパク質でシュー
ドタイプした HIV-1 あるいは HIV-2 を感染させ、
経時的に細胞を固定してコアの構成成分である
P24（CA）を Cy5 で染色して蛍光顕微鏡で観察し
た。dTomato の蛍光を失って感染成立の経路に正
しく入った HIV 粒子について、脱殻前と考えられ
るGFPとCy5の蛍光が共局在するものと脱殻が完
了したと考えられる Cy5 の蛍光と共局在しない
GFP の数を数えて脱殻した粒子の割合を計算した。
その結果、カニクイザル TRIM5により感染が抑
制される HIV-1（NL-Nh:NL43 株の env 欠損株）
と HIV-2（GH123-Nh:GH123 の env 欠損株）は、カ
ニクイザルTRIM5発現細胞株においてはCAと共
局在しない GFP 粒子の割合がベクターのみを導
入した細胞株においてより有意に減少し、脱殻が
カニクイザル TRIM5の存在により亢進している
ことが明らかになった（図 2 の左側と中のグラ
フ）。一方、カニクイザル TRIM5によってその感
染がほとんど抑制されない HIV-1 の変異株
（ASA-Nh：GH123ASA 株の env 欠損株）について
は、カニクイザル TRIM5の存在により CA と共局
在しない GFP 粒子の割合は変化せず、脱殻の速度
に影響がないことが明らかになった（図 2の右側
のグラフ）。 
 
D．考察 
 本研究によりエンベロープを失って感染成立
に至る経路に正しく入ったHIV粒子のカプシドの
みの崩壊状況を検討しても、カニクイザルTRIM5
により感染が抑制されるHIV-1とHIV-2は、カニク
イザルTRIM5の存在によりその脱殻が促進され
ること、カニクイザルTRIM5により感染が抑制さ
れないHIV-2変異株においては脱殻の促進は観察
されないことが明らかになった。ASA-Nhは

GH123-NhとカニクイザルTRIM5の認識に関わる
CAの3アミノ酸のみが異なっており、ウイルスの
TRIM5感受性の違いが確かに脱殻速度に反映さ
れていることが確認された。本研究により脱殻の
制御が新規の抗HIV戦略策定に繋がることが示唆
された。 
 
E．結論 
 感染成立に至る経路に正しく入ったHIV粒子の
カプシドのみの崩壊状況を検討しても、カニクイ
ザルTRIM5により感染が抑制されるHIV-1と
HIV-2はカニクイザルTRIM5の存在によりその脱
殻が促進されること、カニクイザルTRIM5により
感染が抑制されないHIV-2変異株においては脱殻
の促進は観察されないことが明らかになった。従
って、従来、生化学的手法で示唆されたコアの速
やかな破壊が、TRIM5の感染阻害の本態であるこ
とが明確になった。 
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図１：ヒト HeLA 細胞におけるカニクイザル TRIM5の発現。ウエスタンブロット（A）と蛍光抗体法（B）に
よりカニクイザル TRIM5の発現を確認した（Bは DAPI との共染色）。緑色蛍光蛋白質（GFP）を発現する HIV-1
あるいは HIV-2 を感染させ、発現させたカニクイザル TRIM5が抗 HIV 活性を保持していることを確認した。 
 
 
 
 

 
 
図２:In situ uncoating assay。カニクイザル TRIM5により感染が抑制される NL-Nh や GH123-Nh はカニク
イザル TRIM5存在下（黒丸）ではベクターのみの細胞（白丸）と比べて有意（＊）に脱殻速度の亢進が認め
られた。一方、カニクイザル TRIM5により感染が抑制されない ASA-Nh では脱殻速度の亢進は認められなか
った。なお、バフィロマイシン存在下では膜融合が生じないためにコアが細胞内へ侵入しないため脱殻は全
く進行しない（Baf：白四角)。 


