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研究成果の概要（和文）： 
生細胞分子イメージングにより、GagPol 蛋白は Gag 蛋白と複合体を形成すること、３つの異な
る動態を遷移すること（confined（ほとんど動かないもの）→diffusive（ある範囲内で往来する
もの）→linear（長距離移動するもの））が判明した。linear は微小管系輸送であった。diffusive
と linear は、いくつかの Rab や SNARE 蛋白質と部分的に共局在した。パッケージング配列φ部
位をもつゲノム RNA は Gag/GagPol 蛋白と複合体を形成したが、φ部位を欠損させた RNA の場
合には複合体を形成しなかった。φ部位欠損の場合の Gag/GagPol 蛋白複合体では linear が顕著
に減少し、微小管系輸送が抑制された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Live-cell imaging revealed that Gag and GagPol proteins moved together with the transition from 
“confined” to “diffusive” and ”linear” movements. The linear movement was microtubule-based. The 
Gag/GagPol with the diffusive and linear movements were partially colocalized with some Rab and 
SNARE proteins. The RNA containing the Psi site, the signal for genome RNA packaging but not the 
RNA lacking the signal, was partially merged to Gag/GagPol. In the latter case, Gag/GagPol did not 
show a long linear movement. 
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研究分野：医学 
科研費の分科・細目：病理・ウイルス学 
キーワード：分子イメージング、細胞内輸送、アセンブリー、宿主因子、リアルタイム 
 
１．研究開始当初の背景 
HIV 粒子の主構造蛋白である Gag 蛋白は、そ
の単独発現でGag粒子と呼ばれるウイルス様
粒子を形成する。それゆえ、多くの研究者が
Gag 単独発現系で細胞内輸送を解析し、また

Gag を bait とした Two-Hybrid screening で宿
主因子を探索してきた。しかし、HIV の特徴
である逆転写酵素（RT）やインテグラーゼ
（IN）およびプロテアーゼ（PR）は GagPol
蛋白の Pol 蛋白領域に存在し、GagPol 蛋白の
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細胞内輸送の解析は感染性 HIV 粒子の産生
を理解する上で必須である。また、感染性の
本体である HIV ゲノム RNA の可視化も必要
であると考えられた。 
 
２．研究の目的 
HIVの感染性複合体である複製コンポーネン
ト（GagPol 蛋白とゲノム RNA）を蛍光可視
化し、生細胞イメージングによりそれらの細
胞内輸送とアセンブリーを３次元かつリア
ルタイムで解析する。宿主オルガネラマーカ
ー（膜小胞、エンドソーム、微小管、アクチ
ン等）との２蛍光解析によりその輸送経路を
特定するとともに、時系列解析を加えて、HIV
粒子形成過程の全容を時空間的に理解する
ことを目指した。 
 
３．研究の方法 
(1)DNA 構築 
HIV-1 cDNA 分子クローン pNL43 の PR の触
媒中心を D25N 置換した PR(-)を親株として
用いた。このクローンの Gag 蛋白 C 末端に
EGFPあるいは mStrawberry を付加し Pol 蛋白
領域を欠損させて Gag-EGFP/mStrawberry 発
現分子クローンとした。Gag から Pol への
frameshift 部位を欠損しかつ D25N 置換した
PR(-)をもつ分子クローンを作製し、これの
PR-RT あるいは RT-IN 間に EGFP あるいは
mStrawberry を挿入して GagPol-EGFP/ 
mStrawberry 発現分子クローンとした。また、
ゲノム RNA の SL1 部位および SL3 部位（パ
ッケージング配列φ部位）を欠損させた。ゲ
ノム RNA の可視化には、MS2 ファージの
RNA パッケージング配列と coat 蛋白-GFP の
共発現系を用いた。すなわち、PR(-)分子クロ
ーンの Pol 領域に MS2 RNA パッケージング
配列を挿入した。 
mStawberry-tubulin および mStawberry-Actin、
AcGFP-Rab および EGFP/mCherry-SNARE の
発現には pCAGGS あるいは pcDNA を用いた。 
 
(2)細胞培養と阻害剤処理 
Lipofectamine2000（Lifetech 社）を用いて HeLa
細胞に上記の DNA を transfection した。いく
つかの実験においては、transfection 18-24 hr
後に、サイクロヘキシミド（蛋白合成阻害剤）、
ノコダゾール（微小管重合阻害剤）、サイト
カラシン D あるいはラトランキュリン（アク
チン重合阻害剤）を添加した。 
 
(3)生細胞分子イメージング 
温度湿度制御型培養チャンバー（東海ヒッ
ト）を設置したスピンディスク型高速共焦点
顕微鏡（横河電機）を用いて２蛍光を交互に
撮影した。CCD 画像は ImageJ にて、色調補
正・退色補正・SN 比補正を行い、蛍光シグ
ナルを tracking した。 

 
４．研究成果 
(1)Gag/GagPol 蛋白の輸送 
Gag-Strawberry、GagPol-EGFP、Gag-Strawberry 
+GagPol-EGFP発現細胞をリアルタイムで観
察した。 
①Gag-Strawberryの場合は、”confined”（ほと
んど動かない）、”diffusive”（ある範囲内で往
来する）、”linear”（長距離移動する）の３つ
の異なる動態が認められるとともに、形質膜
の集積が観察された。②GagPol-EGFPの場合
は、ほとんどが”confined”であり、形質膜への
集積も極めて少なかった。③Gag-Strawberry
を共発現させると、GagPol-EGFPの”confined”
は減少し”diffusive”と”linear”が増加した。こ
の ”diffusive” と ”linear” は Gag-Strawberry と
GagPol-EGFPがmergeした蛍光シグナルであ
った。以上の結果から、GagPol蛋白はGag蛋
白と複合体を形成して輸送されることが判
明した。 
 
(2)Gag/GagPol蛋白の輸送経路と宿主因子 
”confined”、”diffusive”、”linear”の輸送経路を
明らかにする目的で、Gag-EGFP発現細胞を各
種の阻害剤で処理した。また、mStrawberry/ 
mCherryで蛍光標識した宿主因子と
Gag-EGFPとの共発現細胞を２蛍光リアルタ
イムで観察した。 
①サイクロヘキシミドで新規蛋白合成を阻
害して観察したところ、”confined”が減少し、
”linear”が増加したことから、”confined”→
”diffusive”→”linear”と動態が遷移すると考え
られた。 
②γ-tubulinやEB1を蛍光標識してMTOCを可
視化したところ、”confined”はMTOC近傍に局
在することが判明した。 
③ノコダゾール処理で微小管を脱重合させ
たところ、”linear”と”diffusive”が消失し
”confined”が増加したことから、”linear”と
”diffusive”は微小管系輸送であること判明し
た。 
④サイトカラシン D やラトランキュリンで
アクチンを脱重合させても”diffusive”は消失
しなかった。 
⑤Rab family や SNARE family を蛍光標識し
て Gag-EGFP/mStrawberry と共発現させたと
ころ、Gag 蛋白はいくつかの Rab や SNARE
と merge し、”diffusive”と”linear”に動いたこ
とから、これらは Gag 蛋白が結合した輸送小
胞の微小管系輸送と考えられた。 
 
(3)ゲノム RNA のパッケージング 
GFP で標識したゲノム RNA あるいは
SL1/SL3 部位（パッケージング配列φ部位）欠
損の RNA を Gag-Strawberry と共発現させた。 
① SL1/SL3 部位をもつゲノム RNA は
Gag-Strawberry と merge したが、SL1/SL3 部



 

 

位欠損の RNA の場合には merge しなかった。
②SL1/SL3 部位欠損のゲノムが共発現する場
合、Gag/GagPol 蛋白複合体の”linear”が顕著に
減少し、微小管系の長距離輸送が抑制された。 
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