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研究成果の概要（和文）： 

HIV 感染症の成立には宿主タンパク質と HIV タンパク質間の機能的相互作用が必要である。今

回我々は、サイトカインシグナル抑制因子である SOCS1 が HIV-1 Gag に結合し、Gag の細胞内

輸送とウイルス粒子形成を促進することを見出した。SOCS1 は Gag のユビキチン化を促進し、

Gag と微小管の相互作用を促進することで Gag の細胞内輸送と HIV 粒子産生を促進することが

明らかとなった。これらの結果は Gagの細胞内輸送を阻害する新たな AIDS/HIV 治療法の開発に

結びつくことが期待される。 

 
 
研究成果の概要（英文）： Human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) utilizes the 
macromolecular machinery of the infected host cell to produce progeny virus. We have 
identified suppressor of cytokine signaling 1 (SOCS1) as a host factor that positively 
regulates the intracellular trafficking and stability of HIV-1 Gag. SOCS1 can directly 
bind to Gag and enhance its stability and trafficking, resulting in the efficient 
production of HIV-1 particles. We found also that SOCS1 can enhance the ubiqtuitintion 
of Gag and facilitate its interaction with microtubule network. These findings will be 
useful for developing a new anti-HIV therapy. 
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１．研究開始当初の背景 
HIV 感染症の成立には宿主タンパク質と HIV
タンパク質間の相互作用が必須であり、ウイ
ルスの増殖・生活環、および病原性発現機構

に重要な役割を果たす。また、感染にともな
う宿主個体のウイルスに対する細胞内免疫
応答機構の１つとして、ウイルス-宿主タン
パク質複合体の形成について考慮するため
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にはその質的、時間的、空間的な関係を十分
に理解する必要がある。しかしながら、現在
までの研究ではウイルス側の遺伝子構造の
解析に力が注がれており、実際の抗エイズ薬
は HIVタンパク質を標的にしたものが主流で
ある。 
 
２．研究の目的 
本研究では、特に HIV-1Gag タンパク質の細
胞内ダイナミズムに焦点を当て、その宿主側
制御因子を同定し、ウイルス粒子産生におけ
る役割を明らかにすることで、新規の治療標
的を同定することを目的とする。また、
HIV-1Gag の翻訳後修飾を基盤としたウイル
ス粒子産生機構を明らかにする。下記５つの
課題を実施した。 
１）HIV-1Gag 細胞内トラフィック制御機構の
解明と関連因子の同定；２）HIV-1Gag の翻訳
後修飾制御因子の同定；３）候補タンパク質
のバリデーションおよびウイルス感染との
関連についての検索；４）ウイルス感染モデ
ルを用いた細胞側因子の解析および創薬タ
ーゲットの選定；５)宿主因子に対する HIV
変異の影響の検討 
 
３．研究の方法 
3.1 抗体 
抗体 (Abs) および蛍光標識試薬は以下を用
いた。rabbit polyclonal anti-myc 
(A-14) ,rabbit polyclonal anti-SOCS1 
(H-93) Abs (Santa Cruz Biotechnology); 
rabbit polyclonal anti-SOCS1 (Zymed 
Laboratories); mouse monoclonal anti-FLAG 
(M2), anti-α-tubulin (Sigma, MO); rabbit 
polyclonal anti-stathmin antibody 
(Calbiochem); mouse monoclonal anti-myc 
antibody (9B11, Cell Signaling 
Technology); mouse monoclonal 
anti-cytokeratin 7, cytokeratin 18, 
vimentin and HIV-p24 Ab (Dako Cytomation).  
 
3.2 プラスミドおよびシークエンス 
SOCS1 発現コンストラクトとして
pCDNA-myc-SOCS1 使用した。また、コドンを
最適化した HIV-1 Gag を発現プラスミドに挿
入して利用した。 使用したプライマーは下
記のとおりである。 
5’-AGCAAGCTTGCCACCATGGCTTCTTCTGATATCCA
GG-3’  
5’- GACGGATCCGTCAGCTTCAGTCTCGTCAG-3’  
pcDNA3.1-myc-Ubiquitin およびその変異体
は上記プライマーを用いて PCR法にて作製し
た。 siRNA 配列は下記のとおりである。 
SOCS1-siRNA, GGCCAGAACCTTCCTCCTCTT;  
control-siRNA, TCGTATGTTGTGTGGAATT  
 
3.3 microtubule spin-down assay 

微小管結合タンパク質は、
microtubule-associated protein spin-down 
assay kit (Cytoskeleton, BK029)を用い、
操作手順に従って回収した。簡単に示すと下
記のとおりである。 
まず、293T細胞に 0.5 ml の PEM buffer (80 
mM PIPES, pH 6.9, 0.3 % Triton X-100, 1 mM 
EGTA,100uM GTP, 1 mM MgCl2) と 1 mM 
phenylmethylsulfonyl fluoride, 5 μg/ml 
leupeptin, 2 μg/ml aprotinin, 1 mM sodium 
orthovanadate および 5 mM NaF を加えて溶
解し、細胞ライセートを作製した。次にタキ
ソールおよび GTP存在下で重合させたウシ微
小管と混合後、50000rpm で 40 分間超遠心を
行い、 ペレットを微小管結合分画とした。 
 
3.4 in Vitro 相互作用解析 
in Vitro における HIV-1 Gag と SOCS1-E3複
合体の相互作用は、下記のとおり行った。小
麦胚芽無細胞タンパク質合成系を用いて 14C
ラベルしたリコンビナントタンパク質 
(SOCS1, elongin B/C, Rbx1, ビオチン化標
識 Cullin 2 および HIV-1 Gag) を合成し、
120 µl の reaction buffer (50 mM Tris-HCl 
pH7.6, 50 mM MgCl2, 500 mM CH3COOK, 0.1 mM 
DTT and 1 mg/ml BSA) とストレプトアビジ
ンビーズ (Promega, Madison, WI) を混合し、
23℃で 1 時間インキュベートした。reaction 
buffer で 3回洗浄後、オートラジオグラフィ
ーに供した。 
 
４．研究成果 
4.1 SOCS1 は HIV 感染細胞において発現が
上昇する 
2種類の T細胞株 Jurkatおよび MT-4に HIV-1
を感染させ、RT-PCR法を用いて SOCS1の mRNA
量を定量した。その結果、2 種の細胞で、共
に SOCS1の発現量が上昇していることがわか
った。 同様に、健常者の末梢血 PBMC につ
いても RT-PCRを行ったところ、SOCS1 の発現
が増加していた。このことから、SOCS1 は HIV
感染により、その遺伝子発現が誘導され、
AIDS の発症に関わっている可能性があるこ
とが示唆された。 
 
4.2 SOCS1 は HIV のウイルス粒子形成を促進
する 
次に、SOCS1 を強制発現させたときのウイル
ス粒子形成について検討した。293T 細胞に
HIV-1 の分子クローンである pNL4-3 および
SOCS1 を強制発現させ、細胞上清中のウイル
ス量について p24抗体を用いた ELIZAにて定
量した。また細胞上清および細胞ライセート
をウエスタンブロットに供した。その結果、
SOCS1 の濃度依存的にウイルス量の増加が見
られた。さらに、pNL4-3および SOCS1 を強制
発現させた 293T 細胞について電子顕微鏡を



 

 

用いて観察したところ、コントロールに比べ
て成熟ウイルス粒子の増加が認められた。 
 
4.3 SOCS1 は微小管に沿って局在する 
COS-1 細胞を用いて SOCS1 抗体で蛍光免疫染
色を行い、共焦点顕微鏡にて観察した結果、
細胞内の SOCS1 は、核周囲から細胞膜に向か
って放射状に点在していた。次に、微小管構
成因子である α—チューブリン抗体を用いて
同様に蛍光免疫染色をおこなったところ、
SOCS1 と共局在する様子が見られた(図 3A)。
しかしながら、γ—チューブリンやアクチン、
ビメンチンといった他の細胞骨格因子や、サ
イトケラチン 7、サイトケラチン 18などの中
間系フィラメントと SOCS1との共局在は認め
られなかった。以上のことから、SOCS1 は微
小管を介した Gagの輸送に関わることが示唆
された。 
 
4.4 SOCS1は HIV-1Gagの微小管への結合を促
進させる 
Gag-FLAGと myc-SOCS1またはコントロールベ
クターを共発現させた 293T 細胞のライセー
トと、タキソールおよび GTP 存在下で重合さ
せたウシ微小管とを混合した後、50000rpm で
超遠心を行い、ペレットを回収した。ウエス
タンブロットにより、Gag および SOCS1 を定
量した結果、SOCS1 は Gag との共発現に関わ
らず、定常的に微小管に結合することがわか
った。一方、Gagは SOCS1 を共発現させると、
微小管に結合する Gag の量が増加した。この
ことから、SOCS1 は HIV-Gag の微小管への結
合を促進させることが示唆された。 
 
4.5 SOCS1は HIV-1Gagのユビキチン化を促進
する 
小麦胚芽無細胞タンパク質合成系を用いて
SOCS1、 elonginB/C、Rbx1 および、ビオチン
化標識 Culin２を合成し、リコンビナント Gag
タンパク質と混合した後、ストレプトアビジ
ンビーズを用いてプルダウンをおこなった。
そ の 結 果 、 HIV-1Gag は
SOCS1-ElonginB/C-Rbx-Culin2 と複合体を形
成することが明らかとなった。次に Gag-FLAG
と myc-Ubiquitin および empty vector また
は SOCS1 を 293T 細胞に共発現させ、FLAG 抗
体で免疫沈降後、myc抗体でユビキチン化 Gag
を定量した結果、SOCS1 は Gag のユビキチン
化を顕著に促進した。次に、SOCS1 によって
促進された Gag のユビキチン化が、Gag タン
パク質の細胞内輸送や、ウイルス粒子形成に
必須であるかどうかを確認するため、C 末端
の２つのグリシンを欠如させたユビキチン
(myc-UbΔGG)を作製した。myc-UbΔGG を共発
現させると、α-チューブリンに結合する Gag
の量が減尐することが明らかとなった。また、
SOCS1 による HIV-1 粒子産生増強効果が減弱

した。 
 
4-6 結論 
以上のことから、SOCS1 は HIV-1 Gag のユビ
キチン化を担うことで、Gag の微小管への結
合を促進し、HIV-1 粒子産生を増大させるこ
とが示唆された。この結果は細胞内における
Gag タンパク質の細胞への輸送機構をはじめ
て明らかにしたものであり、細胞側因子を標
的とした新しい抗体 HIV-1/AIDS 治療に道を
開くものである。 
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