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研究要旨  
 Gag蛋白質は HIV複製全般に重要な蛋白質である。複製後期過程における Gag蛋白質の機能はウイ
ルス粒子形成、ウイルス RNAの粒子への取り込みなど多岐にわたることが知られているが、細胞内で
それらが機能する時と場所は明らかになっていない。そこで本研究では HIV 複製後期過程において
Gag 蛋白質が機能する時空的知見を収集することを目的として、Gag 蛋白質の細胞内ライブイメージ
ング解析実験系の構築を行なった。そして、その実験系を用いて Gagの CA変異体 I134Q, S149N変異
体の解析を行なった。その結果、I134Q 変異体ではウイルス粒子形成過程で Gag 蛋白質が細胞質膜で
凝集すること、S149N株では多くの Gag蛋白質は細胞質内器官に留まっていることを明らかにした。
また、ゲノム編集技術を用いることで、ウイルス複製に重要な領域、すなわち、ウイルスの脆弱部位
を DNAレベルで検索するシステムを構築し、その評価を行なった。 
 
 
A. 研究目的 
 本研究の目的は、HIV-1複製に必須な Gagの機
能、並びに、その機能発現の責任領域を明らかに
して創薬探索の基盤を築くことである。目的遂行
のため、1)ウイルス複製後期過程の Gag の輸送、
そして、その mRNA との会合の時と場所を解析
するためのライブイメージング解析実験系の確
立、2)ゲノム編集法を使ったウイルス脆弱部位の
検索実験系の構築を目的とした。 
 
B. 研究方法 
 H25 年度に作製した完全長 HIV-1NL4-3 の
MA-CA 切断部位に蛍光蛋白質遺伝子を挿入した
ウイルスは、その複製が不完全であり、さらに
Vprなど細胞毒性を示すウイルス蛋白質も発現す
ることから、ライブイメージングの解析効率に問
題があった。そこで、H26年度は新規に HIV-1NL4-3

をベースとするレンチウイルスベクターシステ
ムを構築した上で、そのMA-CA切断部位に蛍光
蛋白質遺伝子を挿入して、Gagのライブイメージ
ングシステムを新たに構築した (図 1)。このレン
チウイルスベクターをベースとしたシステムで
は、ウイルスの複製過程を観察できないものの、
複製後期過程の Gag 輸送、Gag とウイルス RNA
との会合の時と場所を解析することに特化した
ものとなっている。蛍光標識 Gag蛋白質の局在解
析には共焦点顕微鏡、ならびに、GE Cytell シス
テムを用いた。 
 その他、ゲノム編集法を使ったウイルス脆弱部
位の検索実験系の検証実験を行なった。ゲノム編
集法は生細胞内で任意の DNA標的配列を切断し、
NHEJ 修 復 経 路 を 介 し て ラ ン ダ ム な
Insertion/deletion (indel)変異を導入する事が出来
る革新的技術である。我々は、ゲノム編集法の
CRISPR/Cas9 システムが HIV プロウイルスに対
しても有効であることを見出していることから、

このシステムを用いて DNAレベルで標的部位に
mutationをランダムに導入し、その中から増殖し
てくる(選択された)ウイルスゲノムのシークエン
スを解析することによって、ウイルスが変異でき
ない部位、すなわち、ウイルスの脆弱部位を検索
する方法の検証をおこなった。まず、CRISPRシ
ステムのレンチウイルスベクター導入系を独自
に構築し、そのレンチウイルスベクター導入系を
用いて HIV標的 gRNAと Cas9蛋白質を恒常的に
発現する Jurkat細胞を樹立した。そして、その樹
立した CRISPR発現 Jurkatに HIV-1NL4-3を感染さ
せ HIV の複製、並びに、その細胞で増殖した
（CRISPR 耐性）ウイルス RNA のシークエンス
の解析を行なった。 

 
（倫理面への配慮） 
 本申請研究では HIV 遺伝子を含む遺伝子組み
換え実験を行うため原則として P3 レベルの封じ
込めが必要な機関承認実験と一部大臣確認実験
である。当研究所には P3 レベルの物理的封じ込
めが完備しており、既に、組換え HIV 使用に関

図１: 蛍光標識 Gag 蛋白質発現コンストラ
クト 
 

 



する機関承認実験、ならびに大臣確認実験の手続
きも完了している。 
 実験動物である NOGマウスの使用はカルタヘ
ナ 条 約 を 守 り 、 動 物 愛 護 法 、 お よ び
3R(Replacement(代替 )、 Reduction（削除）、
Refinement(改善))の理念に基づき実験を行なう。
また、当大学動物委員会の承認は既に得ている。 
 
C. 研究結果 
 再構築した蛍光標識 Gag 解析システムを用い
て、徳島大学・野間口雅子 准教授との共同研究
として、1)Gag processing不全 CA I134Q変異体、
2)後期過程が親株よりも悪くなる CA S149N変異
体の Gag蛋白質の細胞内局在解析を行なった。そ
の結果、I134Q変異体ではウイルス粒子形成過程
で Gag蛋白質が細胞質膜で凝集すること、S149N
株では多くの Gag 蛋白質は細胞質内器官に留ま
っていることを明らかにした (図 2)。 
 また、GE Cytellシステムを用いて、これら GFP
標識 Gag変異蛋白質の細胞質における分布を、細
胞質領域における GFP 蛍光輝度の最大値と最低
値のばらつき（SD）として算出した。その結果、
野生型 Gagに比して、I134Q、S149N変異体では、
優位に SD値が高く、Gag蛋白質の局在に偏りが
ある事が見出された。また、それぞれの細胞にお
ける単位蛍光強度あたりの蛋白質局在のばらつ
き(SD)を CVとして算出した場合 (細胞質の蛍光
輝度のばらつき SD/細胞質の蛍光輝度の総和) も
同様に、Gag変異体は野生型に比べて有意に高く、
その局在にばらつきがあることが示された (図 3
右)。 
 
 ゲノム編集法を使った DNAレベルでのウイル
スの脆弱部位の検索実験系の検証には、LTR の
non functional region (T295), NF-kB 結合領域
（T6）,TAR (T5)を標的とする gRNAを用いた (図
4)。それぞれの gRNA と Cas9 を恒常的に発現す
る Jurkat 細胞を作製し、HIV-1NL4-3を感染させ、
上清中の p24を測定することでCRISPR導入細胞
におけるウイルス増殖を検証した(図 5)。その結
果、HIV標的 CRISPR導入細胞においてウイルス
増殖の遅延が確認された (図 6)。また、それぞれ
のCRISPR導入細胞から増殖したウイルスゲノム
の配列をシークエンス解析した結果、CRISPR標
的部位に変異が誘導されていた。興味深い事に、
non functional region (T295)を標的とする CRISPR
導入細胞で増殖したウイルスには、ゲノム編集法
で導入される典型的なランダム indel 変異が誘導
されていたが、ウイルス増殖に必須な NF-kB 
binding region（T6）と TAR (T5)を標的とする
CRISPR導入細胞で増殖したウイルスには、ラン
ダムな indel 変異ではなく、その変異導入に傾向

がみられた(図 7)。具体的には、T6 標的 CRISPR
耐性ウイルスでは二つの NF-kB binding regionの
うち一つは保持されたままであり、T5 領域には
TAR ステムループの構造を保持するように点変
異が導入されていたものが多く検出された。また、
T6と T5導入細胞では T295導入細胞より強力な

図 2: Gag変異体の局在の共焦点顕微鏡解析 
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図 3: 細胞質における蛍光標識 Gag 蛋白質の
ばらつき 
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図 4: gRNAの設計 
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図 5: 感染実験概要 
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ウイルス増殖の遅延効果が確認されたことから
も、ゲノム編集法を利用する事で、ウイルスの増
殖に必須な部位（=脆弱部位）を DNAレベルで検
索可能であることが示唆された。 
 
D．考察 
  
 本研究で確立した Gag のライブイメージング
実験系により、Gagの点変異体の細胞内局在の異
常を明らかに出来たことから、今後も HIV の致
死的変異や複製制御因子を見つけた班員との連
携により、Gag発現と局在の制御要因の解析が期
待できる。また、この Gag蛋白質のライブイメー
ジング解析システムと H25 年度に構築した MS2
を利用したウイルス RNA のライブイメージング
法を組み合わせることで、Gag蛋白質とウイルス
ゲノム RNA の相互作用の空間的解析が期待でき
る。 
また、GE Cytellシステムを導入する事によって、
細胞質の蛋白質の定量解析が可能となった。今回
の結果では、野生型 Gagは細胞膜に集積して、ウ

イルス様粒子（VLP）を形成するものの、過度に
aggregationを起こすことがなく、Gag蛋白質の細
胞質における偏りはある程度均一なものとなる
が、変異体 I134Qでは図２に示すように細胞膜で
過度に aggregationし、蛍光輝度が極端に高い部分
が生じた結果 SDは野生型に比べて有意に高く算
出されたと考えられる。S149Nでは、Gagが細胞
内小器官に蓄積されるため、蓄積された部位の蛍
光輝度が強くなり、野生型より有意に SD値が高
くなったと考えられる(図 3左)。 
 また、ゲノム編集法を使ったウイルス脆弱部位
の検索実験系の構築過程において、細胞にあらか
じめHIV標的CRISPRシステムを恒常発現させる
ことで、HIVの複製を抑制できることが確認され
た。このことは、HIV標的 CRISPRは潜伏状態プ
ロウイルスの除去効果に加え、複製可能な HIV
に対しても抗ウイルス効果があること、すなわち、
HIV 標的 CRISPR を駆使した HIV 治癒戦略が有
用であることを示唆する。しかしながら、予想通
りCRISPR耐性変異を獲得したウイルスが増殖し
たことからも、現行薬剤併用療法のように gRNA
を組み合わせて使用する、HIVの脆弱部位を見つ
けるといった耐性変異株の出現を抑える工夫が
不可欠であると考えられる。 
 また、ウイルス RNA のシークエンス解析によ
り、以下に示す CRISPR耐性変異の出現機序が予
想される。まず、CRISPRシステムによって標的
配列の二本鎖DNA切断とランダムな indel変異が
誘導された後、その変異が導入されたプロウイル
ス集団の中から、ウイルス複製能を保持しつつ、
CRISPR耐性変異を獲得したウイルスが選択的に
増殖したと考えられる。non functional regionを標
的とする T295 gRNA 導入細胞ではランダムな
indel 変異が導入されても、ウイルス増殖に影響
を及ぼさない領域であり、ウイルスが CRISPR耐
性変異を獲得する際に制限を受けなかったため、
典型的な indel 変異をもつウイルスが数多く検出
されたと考えられる。一方、NF-kB結合領域を標
的とするT6 gRNA導入細胞では、二つあるNF-kB
のうち一つを保持したものだけがウイルス増殖
過程で選択され、TAR標的 T5 gRNA導入細胞で
は TAR の RNA 立体構造を保持しつつ、CRISPR
耐性変異を獲得したウイルスが選択されたと考
えられる。このことから、本研究で確立した手法
をはウイルスの複製に必須な部位（=脆弱部位）
を検索するのに有効であることが示された。ウイ
ルス複製に必須な Gagの脆弱部位の検索、すなわ
ち、新たな創薬標的検索方法として期待できる。 
 
E．結論 
 Gag を標的とする HIV 治療法開発の基盤とな

図 6: CRISPR導入 Jurkat細胞における HIV-1NL4-3増
殖 

 
 
 
図 7: CRISPR 導入 Jurkat 細胞で増殖したウイルス
RNA配列 

WT !GTCTCTCTGGTTAGACCAGATCTGAGCCTGGGAGCTCTCTG!
!

!GTCTCTCTGGTTAGACCAGATCCGAGCCTGGGAGCTCTCTG!
!GTCTCTCTGGTTAGATCAGATCTGAGCCTGGGAGCTCTCTG!
!GTCTCTCTGGTTAAACCAGATCTGAGCCTGGGAGCTCTCTG!
!GTCTCTCTGGTT--------------CCTGGGAGCTCTCTG !

WT !TCACGTGGCCCGAG-----AGCTGCATCCGGAGTACTTCAAG!
!

!TCACGTGGCCCG-------AGCTGCATCCGGAGTACTTCAAG!
!TCACGTGGCCCGAGTAGTAAGCTGCATCCGGAGTACTTCAAG!
!TCAC----------------GCTGCATCCGGAGTACTTCAAG!

WT !CTTGCTACAAGGGACTTTCCGCTGGGGACTTTCCAGGGAGGC!

!CTTGCTACAAGGGACTTTCC--------------AGGGAGGC
!CTTGCTACAAGGGACTTTCCGCTGG-------------AGGC

 
 



る実験系、1)Gag蛋白質のライブイメージンク解
析系、2)ゲノム編集法を使ったウイルス脆弱部位
の検索実験系を構築した。 
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