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研究成果の概要：酵母“CytoTrap法”を用いて HIV粒子形成の責任宿主因子を探索し、２個の
Gag蛋白に結合する宿主因子（一方は既知の宿主因子 AnnexinA2、他方は新規の宿主因子 AUP1）
を同定した。全長 AUP1は HIV粒子産生を促進したが、AUP1 N末端断片は顕著に阻害した。
この阻害機序を解析したところ、Gag蛋白分解促進の可能性が推測された。“CytoTrap法”を利
用し、酵母で Gag-Gag阻害剤探索系を構築し、化合物ライブラリを探索した。 
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１．研究開始当初の背景 
 
(1) 多くの異なるウイルス（レトロ科・フィ
ロ科・ラブド科ウイルス）がその粒子形成出
芽過程において同じ宿主因子（TSG101 や
Nedd4）や宿主機構（エンドソーム輸送経路）
を利用することが報告された。 
(2) 下等真核細胞である酵母が、①ウイルス
の複製に必須な宿主因子をほぼ備えている、
②細胞クローニングが原核細胞のように簡
便な唯一の真核細胞である、③Two-Hybrid法
のような蛋白質間相互作用の検出方法が確
立している、④宿主遺伝子の改変（遺伝子破

壊やアミノ酸置換）が可能な真核細胞である
ことが報告されていた。 
 
２．研究の目的 
 
酵母 Two-Hybrid 法を用いてヒト免疫不全ウ
イルス（HIV）Gag 蛋白に結合する宿主因子
が単離されたが、それらは細胞質遊離の蛋白
であり、Gag 蛋白の細胞内輸送・粒子形成出
芽に関与すると思われる膜結合領域をもつ
宿主因子や細胞骨格蛋白は単離できていな
い。これは、酵母 Two-Hybrid 法が酵母細胞
核内での蛋白質間相互作用を原理とするた
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め、膜貫通部位のない細胞質遊離の蛋白で、
かつ核膜孔通過が可能な低分子量蛋白しか
検出できないことに起因すると思われる。
我々は、HIV Gag蛋白が酵母細胞においても
形質膜に輸送されGag粒子が産生されること、
すなわち、酵母細胞は HIV粒子形成出芽に必
須な宿主因子を備えていることを報告して
きた。そこで本研究では、(1) 形質膜結合
Two-Hybrid法である酵母“CytoTrap法”を用
いて、ヒト cDNAライブラリから Gag蛋白と
直接結合しかつ Gag蛋白の細胞内輸送・粒子
形成に責任のある新規宿主因子を単離同定
する。(2) 酵母“CytoTrap法”と我々の酵母
Gag 粒子産生系を組み合わせた ”酵母
CytoTrap Gag-Gag反応系」を構築し、至適化
後、Gag-Gag相互作用を標的とした抗 HIVリ
ード化合物探索系として試用した。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 酵母CytoTrap法を用いたGag蛋白結合性
宿主因子の探索系 
酵母 CytoTrap 探索キット（Stratagene 社）を
用いた。ヒト胸腺 cDNA ライブラリを発現す
る pMyr ベクターと HIV-1 Gag 蛋白を発現す
る pSos ベクターで Saccharomyces cerevisiae 
cdc25Ha株（MATa ura3-52 his3-200 ade2-101 
lys2-801 trp1-901 leu2-3 112 cdc25-2 Gal+）を形

質転換した。キットに添付のプロトコールに

従い結合宿主因子を探索した。原理は図 1 に
示した。 

 
(2) 酵母CytoTrap法を用いたGag-Gag反応系
とその阻害剤探索 
HIV-1 Gag蛋白を発現する pMyr及び pSOSベ
クター（Gag/pMyr と Gag/pSOS）を酵母
cdc25Ha 株に導入し Gag-Gag 反応系とした。
形質転換した酵母 cdc25Ha 株を OD600=0.1 に
調製し、探索用低分子化合物ライブラリ

（Enamine 社）を添加して培養した。酵母の
生育率を OD630で調べた。 
 
(3) DNA transfection 
ヒト胸腺 cDNA ライブラリから AUP1 の

isoform1と isoform 2の全長、及びその断片を
PCR法で増幅し、pcDNA3-FLAG-HisCベクタ
ーに挿入した。これと HIV-1 cDNA分子クロ
ーン pNL432を Lipofectamine 2000（Invitrogen
社）を用いてヒト培養細胞（HeLa, 293T細胞）
に cotransfection した。免疫染色の場合は
Gag-GFPを発現する pNL432 derivativeを使用
した。 
 
(4) 半定量 RT-PCR 
ヒト培養細胞（上皮系: HeLa, 293T 細胞、T
リンパ球系: Jurkat, CEM174, SupT1細胞、単
球系: U937 細胞）からを用いて RNA を抽出
し oligo dT+random primersで逆転写反応を行
った後、特異的プライマーを用いて PCRを行
った。複数個人に由来する全身組織、免疫系
組織、末梢血単核球の cDNAパネル（Clontech
社）を用いて同様に調べた。 
 
(5) SDS-PAGEと Western blotting 
常法に従った。抗 HIV-1 p24CA、抗 FLAG抗
体、抗アクチン抗体を用いた。 
 
(6) 共焦点レーザー顕微鏡観察 
細胞を 3.7%パラホルムアルデヒドで固定し
膜透過処理を行なった。免疫染色には抗
FLAG、抗 TGN, 抗 PDI, 抗 CD63、抗チュー
ブリン抗体等を用いた。 
 
(7) HIV粒子産生量の定量 
HIV-1 p24抗原 capture ELISA Kit（Zeptometrix
社）を用いて定量した。 
 
４．研究成果 
 

(1) 酵母CytoTrap法を用いたGag蛋白結合性
宿主因子の探索系 
ヒト胸腺ライブラリ発現 pMyr ベクターを導
入した酵母約 800,000 コロニーを 3 個の陽性
コロニーが単離できた。この 3 個は、cGMP
依存性蛋白質キナーゼ、Annexin A2、AUP1
であった。cGMP 依存性蛋白質キナーゼは
RAS経路を直接活性化することから、Gag蛋
白結合宿主因子との結合を介さず陽性を示

したと判断された。Annexin A2は Gag蛋白と
結合し HIV 粒子産生に関与することが既に
に報告されている。そこで本研究では新規責

任宿主因子 AUP1について作用機序を解析し
た。 
(2) AUP1 mRNAの発現プロファイル 
AUP1 mRNA にはイントロンが残存する

isoform 1（unspliced form）と isoform 2（spliced 
form）が報告されている。isoform 1にはイン
トロン内に終止コドンが出現し、N末端で停
止した断片が発現すると考えられた（図２）。 



 

 

 
培養細胞を用いてAUP1 mRNAの発現プロフ
ァイルを調べたところ、主に isoform 2の発現
が認められた。組織パネルを用いて調べたと

ころ、いずれの組織でも両者の isoform の発
現が認められた。そこで、末梢血単核球パネ

ルを用いて調べたところ、活性化細胞では

isoform 2の発現が認められるのに対し、休止
期細胞では両 isoform の発現が認められるこ
とが判明した（図３）。 

 
(3) AUP1による HIV-1粒子産生への影響 
AUP1発現ベクターを作製し HIV-1 cDNA分
子クローンと HeLa 細胞で共発現させたとこ
ろ、isoform 2は粒子産生量を増加させたのに
対し、isoform 1は粒子産生量を顕著に減少さ
せた。そこで、isoform 1から発現すると考え
られる N末端断片と、その下流である C末端
断片をそれぞれ作製し、上述と同様に調べた

ところ、N末端断片は HIV産生量を顕著に減
少させたのに対し、C末端断片には効果はな
かった。この HIV産生阻害活性は AUP1 N末
端約 40 アミノ酸断片においても観察された
（図４）。 

 

(4) AUP1による HIV-1粒子産生への影響 
共焦点レーザー顕微鏡で AUP1の細胞内局在
を調べたところ、 isoform 2 すなわち全長
AUP1や C末端断片はいずれも細胞質の核近
傍領域に局在したのに対し、N末端断片では
そのような局在はなく細胞質全体に網状に

分布した。オルガネラマーカーと共染色した

ところ、核近傍に認められた isoform 2は後期
エンドソームの CD63、トランスゴルジネッ
トワークの TGN46 と共局在し、一方、N 末
端断片は小胞体の PDIと共局在することが判
明した。HIV-1 共発現細胞で調べたところ、
Gag蛋白は isoform 2やC末端断片を共発現さ
せた場合にはGag蛋白は形質膜に局在したが、
N末端断片を共発現させた場合はGagは細胞
質に網状に分布した。 

 
(5) 酵母CytoTrap法を用いたGag-Gag反応系
とその阻害剤探索 
酵母 CytoTrap法を利用した Gag-Gag反応系
を作出し 96穴プレートの high-throughput 
formatの探索系に至適化した。この探索系を
用いて、市販の低分子化合物ライブラリ（約

20,000化合物）を探索したところ、その IC50

は高いものの６個のGag-Gag特異的阻害化合
物が見いだされた。 
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