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研究成果の概要（和文）：HIV粒子の主構造タンパク質であるGagタンパク質は、SNARE分子のSyntaxin6(STX6)に
より細胞内輸送された。STX6欠損ではGagタンパク質が輸送されずHIV粒子の産生が低下した。サイトカインの
TNFaもSTX6により輸送され、HIV感染ではTNFa分泌が促進した。Gag-STX6-TNFaが相互作用したことから、TNFa分
泌を制御するSTX6をGagタンパク質が利用するためHIV感染ではTNFa分泌が増加すると考察された。

研究成果の概要（英文）：HIV Gag protein, the main structural protein of HIV particles, was 
transported by the SNARE molecule Syntaxin6 (STX6) in the cytoplasm. STX6 depletion impaired Gag 
trafficking and particle production. The cytokine TNFa was also transported by STX6, a phenomenon 
which was facilitated upon HIV infection. The Gag-TNFa interaction via STX6 suggested a possibility 
that Gag utilizes STX6 for its trafficking and cotraffics TNFa.

研究分野： ウイルス学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
膜タンパク質の輸送を制御するSNARE分子の１つ Syntaxin6(STX6)は、サイトカインTNFaを細胞内輸送し細胞外
へ分泌させた。ところが、HIV粒子の主構造タンパク質であるGagタンパク質は自身の細胞内輸送にSTX6を利用し
た。Gag-STX6-TNFaの相互作用や共輸送が観察されたことから、報告されていた現象「HIV感染ではTNFa分泌が亢
進する」は、STX6を介したGagタンパク質輸送によってTNFaの分泌輸送が促進されると説明できた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
(1) HIV Gagタンパク質の細胞内輸送制御分子 
HIV感染者では血液中HIV粒子量と病態(進行)が相関することから、カプシドタンパク質である
Gagタンパク質による粒子形成・出芽に関する研究が精力的になされてきた。イノシトールリン
脂質PIP2やESCRT分子TSG101がHIV粒子出芽の制御因子として特定されたが、Gagタンパク質の細
胞内輸送の制御因子は未同定である。 
 
(2) HIV感染における炎症性サイトカイン(TNF, IL6)増加 
HIV感染者では血中の炎症性サイトカイン(TNF, IL6)が増加することが知られているが、その
メカニズムは解明されていない。 
 
(3) HIV感染シナプスにおける極性輸送メカニズム 
HIV感染シナプス(感染細胞と標的細胞の接着)では、接着面にHIVタンパク質が極性輸送されHIV
粒子が接着面から出芽するが、その分子機構は未解明である。 
 
 
２．研究の目的 
 
(1) 炎症性サイトカイン分泌経路を介したGagタンパク質の細胞内輸送 
① Gagタンパク質輸送の制御分子候補としてQc-SNARE (Syntaxin6(STX6)とSNAP23)を見出して
いた。これを確認しその制御機構を解明する。② STX6やSNAP23は炎症性サイトカイン(TNF, 
IL6)の分泌輸送制御分子であったことから、STX6やSNAP23を介したGagタンパク質輸送と炎症性
サイトカイン(TNF, IL6)の分泌輸送の関係、すなわち共輸送あるいは競合を明らかにする。 
 
(2) HIV感染細胞における炎症性サイトカインの分泌 
① Qc-SNARE (STX6 と SNAP23)によって制御される Gag タンパク質輸送と炎症性サイトカイン
(TNF, IL6)分泌の関連性、すなわち HIV 粒子産生と炎症性サイトカイン分泌の相関性を解明
する。② 炎症性サイトカインは multi-directional に分泌され免疫細胞を呼び寄せることから、
HIV 感染細胞からの炎症性サイトカインは周辺の免疫細胞を誘引するかを解析する。 
 
(3) HIV感染シナプスにおけるHIVと炎症性サイトカインの極性輸送 
HIV感染シナプス(感染細胞と標的細胞の接着)では、HIVタンパク質が接着面に極性輸送される
が、炎症性サイトカインも極性輸送されるかを明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) Qc-SNARE (STX6 と SNAP23)のノックダウン/ノックアウト 
上皮系細胞(HeLa, 293T 細胞)では siRNA の一過性発現により STX6, SNAP23 をノックダウンし
た。免疫系細胞(Jurkat, U937, THP1 細胞)では shRNA 恒常発現および gRNA/Cas9 恒常発現によ
り STX6, SNAP23 をノックダウンおよびノックアウトした。 
 
(2) 共焦点顕微鏡と生細胞分子イメージング 
Gag、Qc-SNARE (STX6 と SNAP23)、炎症性サイトカイン(TNF, IL6)をそれぞれ免疫染色し、共
焦点顕微鏡で細胞内局在を観察した。また、これら分子に異なる蛍光タンパク質を付加し、共
焦点顕微鏡と生細胞分子イメージング(タイムラプス)で観察した。共局在効率は Pearson’s 
Correlation Coefficient を用いて算出した。 
 
(3) HIV 産生と炎症性サイトカイン分泌 
HIV 粒子産生量と炎症性サイトカイン(TNF)分泌量はそれぞれ ELISA で定量した。 
 
(4) 共免疫沈降とプルダウン 
Gag、Qc-SNARE (STX6 と SNAP23)、炎症性サイトカイン(TNF, IL6)に異なるタグを付加し、免
疫沈降により相互作用を解析した。また、FLAG, GST プルダウンにより直接結合を解析した。 
 
(5) 共培養 
HIV 感染細胞と CellTracker 標識の非感染細胞(標的細胞)を低密度共培養し、感染細胞への標
的細胞の誘引を生細胞イメージングで観察した。また高密度共培養で HIV 感染シナプスを形成



させ、Qc-SNARE (STX6 と SNAP23)と炎症性サイトカイン(TNF)の細胞内局在を共焦点顕微鏡で
観察した。Transwell plate を用いて transmigration を解析した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) Qc-SNARE (STX6)を介したGagタンパク質の細胞内輸送 
Gagタンパク質輸送の制御分子候補としてQc-SNARE (STX6とSNAP23)を見出していた。① HeLa
および293T細胞では、Gagタンパク質はTGN/初期エンドソーム(EE)のQc-SNARE (STX6)と共局在
し(共焦点顕微鏡)、共輸送された(図１.生細胞イメージング)。Rab familyタンパク質を用いた
解析からGag/STX6共局在部位はEEやリサイクリングエンドソーム(RE)であることが判明した
(図２)。Qc-SNARE (STX6とSNAP23)をノッ
クダウンするとGagタンパク質の細胞内輸
送が阻害され(共焦点顕微鏡)、HIV粒子の
産生が抑制された。② 免疫細胞(Jurkatお
よびU937細胞)で調べたところ、STX6をノ
ックダウン/ノックアウトするとHIV複製
および粒子形成が抑制された。Gagタンパ
ク質とSTX6の共局在が観察された。 

 
(2) STX6によるGagタンパク質輸送に伴うTNFの分泌促進 
本研究では(1)に示したように、Qc-SNARE (STX6とSNAP23)によるGagタンパク質輸送を明らかに
した。ところが、炎症性サイトカイン(TNF)もQc-SNARE (STX6とSNAP23)によって分泌輸送さ
れることが報告されている。そこで、
STX6によって制御されるGagタンパ
ク質輸送と炎症性サイトカイン
TNF分泌の関係を調べた。免疫系細
胞(Jurkat, U937, THP1細胞)では、
HIV感染によりTNF分泌が増加した。
このHIV感染によるTNF分泌増加は
STX6ノックアウト/ノックダウンで
消失した(図３)。Gag, TNF, STX6
のかなりは共局在を示し（図４.共
焦点顕微鏡)、Gag-STX6, STX6-TNFa, 
Gag-TNFは共輸送された。Gagと
TNFはSTX6を共利用し競合は認め
られなかった。 



 
(3) Gag-STX6-TNFaの相互作用 
Gagドメイン断片とSTX6ドメイン断片を用いた免疫沈降
およびプルダウンにより、Gag-STX6の直接結合(Gag MA
の第5ヘリックスとSTX6 SNAREドメインの相互作用)、
STX6-TNFaの直接結合(STX6 C末端とTNF細胞質尾部の相
互作用)が示された(図５.Gag-STX6-TNFaの相互作用)。
Gag-TNFは膜を介して相互作用した。 
 
(4) HIV感染細胞による非感染細胞の誘引 
感染Jurkat細胞と非感染Jurkat細胞の共培養下で非感染細胞の運動性を調べた(生細胞イメー
ジング)。現在、transwell plateを用いて非感染細胞のmigrationを定量的に解析している。 
 
(5) HIV感染シナプスにおけるGagタンパク質と炎症性サイトカインの極性輸送 
感染細胞(Jurkat, U937, THP1細胞)ではGagタンパク質とTNFの細胞内共局在が観察された。
STX6 をノックアウトすると共局在は消失した。HIV 感染シナプス(感染細胞と非感染細胞の接
着)を形成させると、Gag タンパク質は接着面に極性化した。一方、STX6 および TNFは形質膜
全体に局在した。 
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