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研究要旨  
HIV-1アクセサリー蛋白質VprはGag蛋白質p6ドメインとの結合を介してウイルス粒子にパッケージ
ングされること、p6のVprとの結合サイトは、HIV-1粒子の放出に必須なEndosomal sorting complex 
required for transport (ESCRT)であるTsg101 およびAlixとp6との結合サイトの近接に位置していること
が知られているが、VprがGagとESCRT分子群との相互作用にどのような影響を及ぼすのか不明なまま
である。これまでに我々は、GST pull down法により､VprがGag とTSG101およびAlixとの結合を濃度依
存的に競合阻害する事を初めて示した。さらに、Gag は細胞質に、Tsg101は細胞質および核膜に局在
するが、両蛋白質を同時に強発現させると、Gagは核膜上でTsg101と共局在して凝集し、その共局在は
Vprにより減少することを見出した。今年度は、fluorescence resonance energy transfer (FRET)法により、
生細胞内においてGagとTsg101は核膜上で共局して凝集すること、この凝集はVprの発現により阻害さ
れることが立証した。さらに、細胞内でTSG101を過剰発現させるとGagの発現量とウイルス様粒子
(VLP)の産生量が減少することを見出した。これらの低下はTSG101によるGagのリソソーム経路を介し
た分解の可能性が示された。この低下はVprの存在によって回復した。最後に、VprとGag p6の相互作
用を標的とする新規阻害剤候補を探索するためのELISA binding法を構築し、構造多様性を考慮した
9600個の化合物から、Tsg101とGag p6の結合を阻害する低分子化合物を取得した。これらの幾つかは
マクロフャージにおけるウイルス複製をも阻害した。 
 
A. 研究目的 
 HIV-1粒子の放出課程は､Gag 蛋白質の p6領域
内に存在する”Late (L) domain”モチーフと後期エ
ンドソーム分子群 Endosomal sorting complex 
required for transport (ESCRT)との結合を通じて制
御される。L domain モチーフの一つが PTAP モ
チーフと呼ばれ、ESCORT 蛋白質の一つである
Tsg101 との結合することでウイルス構成タンパ
ク質の細胞膜移行に重要な作用を示す。事実､
PTAP モチーフに変異を導入する､あるいは
Tsg101 発現をノックダウンするとウイルス粒子
の放出は阻害される。L domain の他の結合モチ
ーフがYPXnLモチーフと呼ばれ ESCORTタンパ
ク質のAlix (AIP1)との結合活性を有する。Alix は
Tsg101および ESCRT III complexと結合すること
が知られている｡ 

HIV-1 アクセサリー蛋白質 Vpr は p6 と結合す
ることでウイルス粒子にパッケージングされる
ことが知られているが、Vprが Gag蛋白質の輸送
や粒子出芽に及ぼす影響は未だ不明なままであ
る｡また、Vprの p6との結合サイトは P6と Tsg101 
および Alix 結合サイトに近接しているが、その
詳細な相互作用様式およびVprが p6-ESCRT相互
作用にどのような効果を有するのかは明らかに
なっていない｡従って､p6と ESCRT分子群との相
互作用、Gag蛋白質の輸送および粒子出芽に果た
す Vprの役割を解析することは、Gag出芽機構の
解明と Gag の新規治療標的部位の探索に重要と
なる。 

本研究の目的は､Gag p6 と TSG101 などの
ESCRT分子群との相互作用および Gag 蛋白質 
の輸送および粒子出芽に及ぼす Vpr の効果を解
析する事、Vprのウイルス粒子パッケージング機
構を解明する事である。更に、p6と ESCRT分子
群との相互作用を阻害する低分子化合物をスク
リーニングすることを目的とする。本研究により
Gag の新規治療標的部位および構造の提供およ
び Gag 出芽の分子メカニズムの解明が期待でき
る｡ 
 
B. 研究方法 
１）Fluorescence resonance energy transfer (FRET)
法：eCFP-TSG101/pCAGGS, Gag-Venus/pCAGGS
および mRFP-Vpr/pCAGGS 発現ベクターを作製
し, HeLa 細胞へ導入後に共焦点レーザー顕微鏡
を用いて FRET法を行った。 
２）ウイルス様粒子(VLP)の産生：Gag/pCAGGS
ベクターを 293T細胞に導入して Gagを発現させ、
48 時間後に培養上清を回収して 20%ショ糖密度
勾配超遠心法により VLPを精製し、Western blot
法を行った｡この時、Flag-TSG101/pCAGGS ある
いは Vpr/pCAGGS発現ベクターを共導入した。 
３）GagとTsg101の結合阻害を標的とした低分子
化合物のスクリーニング： GST-VprとHis-Tsg101
を大腸菌で大量合成し、ELISA binding assayを構
築した。合成したPTAPペプチドを添加すること
でGagとTsg101蛋白質の結合阻害を確認した｡
9600個の小分子化合物を含むCore Library用いて



スクリーニングを実施した。小分子化合物のウイ
ルス阻害効果と細胞毒性評価はマクロファージ
を用いた感染実験とWST法により調べた。マクロ
ファージの準備は健常人由来の血液から末梢血
単核球（PBMCs）を分画し、抗-CD14抗体ビーズ
を用いてCD14陽性細胞である単球を分離し、
Macrophage colony stimulation factor (M-CSF)を加
えて1週間培養し最終分化マクロファージとした。 
 
（倫理面への配慮） 特に無し 
 
C. 研究結果 

CFP-TSG101/pCAGGS, Gag-Venus/pCAGGS お
よびmRFP-Vpr/pCAGGS発現ベクターを作製し, 
FRET法を構築した。CFP-TSG101/pCAGGSおよび
Gag-Venus/pCAGGSをHeLa細胞に共導入すると、
Tsg101発現ベクターを過剰に発現させた時（0.75 
μg以上）に始めて凝集が確認された（図1）。こ
の凝集は発現ベクターの導入量依存的であった。
FRET法によりこの凝集においてTsg101とGagが
共局在していることが明らかとなった（図2A）。
次 に 、 CFP-TSG101/pCAGGS お よ び
Gag-Venus/pCAGGSに加えて、mRFP-Vpr/pCAGGS
も同時に導入すると、凝集はVprの存在により低
下した（図2B）。 
哺乳類細胞に Gag 蛋白質を発現させると VLP
が形成・放出されることが報告されている。そこ
で、Tsg101 が核膜上で Gag と凝集することが、
VLP の産生に及ぼす影響を調べた｡Gag/pCAGGS、
Flag-TSG101/pCAGGS あるいは Vpr/pCAGGS を
293T 細胞に共導入して、48 時間後に培養上清を
回収して 20%ショ糖密度勾配超遠心法により
VLPを精製し、Western blot法を行った（図 3）｡ 
TSG101を強発現させるとGagの発現量とVLPの
産生量が減少することが示された。このVLPの産
生量の減少はTsg101の量依存的であった。興味深
い事に、この減少はVprの存在によって回復した。
（deta not shown）｡ 
続いて、VLPの産生量の低下がGag蛋白質の分
解によるものか否かを調べるために、
Gag/pCAGGSおよびGag/pCAGGS発現ベクターを
293T細胞に共同入して24時間培養後にプロテア
ーゼインヒビターであるLactacystin (LC)および
リソソームインヒビターであるBafilomycin 
A1(BFA1)で6時間処理した後に、cell lysateを用い
てWestern blot法を行った｡その結果、TSG101によ
るGagの分解は、LC処理ではなく、BFA1処理で
阻害されたことから、リソソーム経路を介した分
解の可能性が示された（図4）。 

Tsg101とGag p6の結合を標的とする新規阻害
剤候補を探索するためのELISA binding法を構

築し、構造多様性を考慮した9600個の化合物を含
むCore Library用いて、Tsg101とGag p6の結合を阻
害する低分子化合物を取得した。さらにこれらの
化合物の幾つかはマクロフャージにおけるウイ
ルス複製をも阻害した。 
 
D．考察 
本研究において初めて、細胞内で過剰発現した

Tsg101 が Gag の凝集と分解を誘導することが示
された。さらに、Tsg101の過剰発現が、Gagの細
胞内での発現と VLP の産生を低下させることも
明らかとなった。これらの成果は、TSG101 の強
発現は Gag trafficking と viral buddingを阻害する
というこれまでの報告(J Virol 2003. 77(17);9173; J 
Virol 2003. 77(11);6507; PNAS 2011. 108(37);E689) 
を裏付けている。この現象が実際の HIV-1感染細
胞において認められる否かを解析することが必
要である。 
これまでに、GAG-TSG101の阻害薬については、

2 報の論文が発表されている。一つ目は TSG101
に結合するインヒビター（Oxime based peptide）、
二つ目は GAG-TSG101 の結合阻害を標的にした
インヒビター（Selecred Cyclin Peptide (IC50:7は７
マイクロＭ, peptid に環状になるように化合物を
付加）)である。しかし、両者ともペプチドイン
ヒビターであるため、細胞に取り込まれやすくす
る改変が必要であった。そこで、本研究において
我々は、細胞に取り込まれるような改変を必要と
しない小分子化合物を選択し、標的として
GAG-TSG101 の結合阻害を選択した。その結果、
Gag p6と Tsg101との相互作用が新規抗ウイルス
阻害薬の標的となる可能性を突き止めた意義は
大きい。今後は、Gag p6と Tsg101との相互作用
を阻害する小分子化合物の作用機構を詳細に解
明することが重要である。 
 
E．結論 
１）Tsg101とGag p6が新しい抗ウイルス阻害剤の
標的になることが立証された｡ 
２）FRET法により、生細胞内においてGagと

Tsg101は核膜上で共局在して凝集すること、
この凝集はVprの発現により阻害されること
が確認された。 
３）細胞内でTSG101を過剰発現させるとGagの発
現量とVLPの産生量が減少した。これらの低
下はTSG101によるGagのリソソーム経路を介
して分解される可能性が示された。この低下
はVprの存在によって回復した。 
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Figure 1 TSG101 induced Gag aggregation. HeLa 
cells were transfected with Gag-Venus plasmid alone 
or co-transfected with the indicated amount of 
eCFP-TSG101 plasmid for 48 hr. The green arrows 
indicate co-localization of Gag/TSG101. 

 
Figure 4 TSG101 down-regulated Gag through 
lysosomal pathway. 293T cells were co-transfected 
with Gag + FLAG-TSG101 plasmids for 24 h. The 
inhibitors, BFA1 (Bafilomycin A1) or LC 
(Lactacystin) at indicated concentrations were added 
and the cells were cultured for 6 h before collecting 
total cells for Western blot analysis.  
 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 2 FRET analysis of Vpr rescued TSG101 induced Gag aggregation. HeLa cells were transfected with 
eCFP-TSG101 or Gag-Venus plasmid alone (A), or co-transfected with eCFP-TSG101 + Gag-Venus plasmids (B, upper 
row), or eCFP-TSG101 + Gag-Venus + mRFP-Vpr plasmids (B, lower row) for 48 hr. The precision FRET (PFRET) 
and FRET efficiency were analyzed by sensitized emission method. (C) FRET ratio (PFRET/eCFP-TSG101) calculated 
from B. The white arrow heads indicated co-localization of Gag/TSG101. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

Figure 3 TSG101 induced Gag down-regulation and decreased VLP production. 293T cells were co-transfected 
with Gag (WT or LIRL, ∆PTAP) + FLAG-TSG101 plasmids (A) or Gag-Venus + eCFP-TSG101 plasmids (C). After 48 
hr, the VLP was collected by 20% sucrose cushion/ultracentrifugation method and the total cell lysates were prepared 
for Western blot analysis. The Gag intensity of VLP and cell lysate in A and C were compared in B and D, respectively.  


