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研究成果の概要（和文）：HIV-1 Gag蛋白をHeLa細胞で、インフルエンザHA蛋白をMDCK細胞で発現させた。細胞内での
分解を調べたところ、Gag蛋白の半減期は約8-9時間と概算された。HA蛋白の半減期はやや短かった。GagおよびHA蛋白
は、N末端にユビキチンを付加するとより効率よくプロテアソーム経路で分解されるようになった。N末端法則に従い、
Gag蛋白のN末端をメチオニンからアルギニンにすると、効率良くプロテアソーム経路で分解されようになった。一方、
LAMP1を付加すると、Gag蛋白の分解経路がプロテアソーム経路からリソソーム経路に変化した。

研究成果の概要（英文）：HIV-1 Gag protein was expressed in HeLa cells and influenza virus HA in MDCK cells
. When the protein degradation kinetics were analyzed by Western blotting, we found the t1/2 of Gag 8-9 hr
s and that of HA slightly shorter. Gag and HA were more rapidly degradated by the proteasome pathway, when
 ubiquitin was added to their N-termini. Based on the N-end rule, when the N-terminal methionine of Gag af
ter ubquitin cleavage was substituted with arginine, the Gag was more efficiently degradated by the ubquit
in/proteasome pathway. In contrast, the addition of LAMP1 to Gag altered the major degradation pathway for
 Gag from the proteasome pathway to the lysosomal pathway.

研究分野：
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１．研究開始当初の背景 
MHC クラス II による抗原提示経路は、外来

性（exogenous）抗原がエンドサイトーシスに

より取り込まれて分解された後、エンドソー

ム内で MHC クラス II 分子に結合し、細胞表

面に逆輸送されヘルパーT 細胞に提示される

経路である。一方、細胞内で合成された内在

性（endogenous）抗原（の一部）は、プロテ

アソームで分解された後、粗面小胞体（ER）
内で MHC クラス I 分子に結合し、細胞表面

に輸送され細胞傷害性 T 細胞に提示される。

いずれの経路も、抗原が特定コンパートメン

トへ輸送され分解されることが必須であり、

それらが制御できれば抗原提示効率が増加

すると期待された。ウイルス蛋白質によって

はエンドソームに輸送される変異体や ER に

輸送される変異体が報告されていることも

ある。しかし、こうした変異体の利用では他

のウイルス蛋白質に応用できないと思われ

た。 
 
２．研究の目的 
本研究では、効率の良い抗原提示を目標に、

一般化できる分子修飾・分子操作の原理を考

案することを目的とした。すなわち、粗面小

胞体あるいはエンドソームの局在分子・局在

機構を利用し、ウイルス抗原が効率良くMHC
クラス I あるいは II 陽性コンパートメントに

輸送され、提示ペプチドへと分解されるよう

分子修飾を試みた。 
 
３．研究の方法 
(1)DNA 構築 
真核細胞発現 pCAGGS プラスミドを用いて、

HIV-1 Gag およびインフルエンザ HA 蛋白を

発現させた。細胞内局在の解析には、C 末端

に EGFP を付加した。MHC クラス I 経路へ誘

導するため、開始コドンメチオニン Gag 蛋白

と開始コドンアルギニンGag蛋白（いずれも、

N 末端にユビキチン Ub を付加）（Ub-MGag、
Ub-RGag）を、クラス II 経路へ誘導するため、

LAMP1 融合 Gag（LAMP1-Gag）蛋白を発現

させた。また、HA 蛋白の場合は、小胞体膜

透過のシグナル配列を除去した HA 蛋白の N
末端に Ub を付加した。 
 
(2)細胞培養と阻害剤処理 
HeLa細胞にHIV-1 GagおよびGag-EGFP発現

プラスミドを、MDCK 細胞にインフルエンザ

HA 発現プラスミドを transfection した。18 hr

後、サイクロヘキシミド（蛋白質合成阻害剤）

と MG-132+ cLL（プロテアソーム阻害剤）あ

るいはクロロキン（リソソーム阻害剤）を添

加して培養し、経時的に細胞を回収した。 
 
(3)Gag および HA 分解の定量 
細胞内 Gag および HA 蛋白を Western blotting
で検出した。Image J でバンドの intensity を測

定した。 
 
(4)Gag 抗原の局在 
Gag-EGFP 発現細胞を固定した。オルガネラ

マーカーに対する抗体で免疫染色し、共焦点

顕微鏡で観察した。 
 
４．研究成果 

(1)Gag および HA 蛋白の細胞内分解 
HeLa 細胞で Gag 蛋白を、MDCK 細胞で HA
蛋白を発現させた。サイクロヘキシミドを添

加して経時的に調べた。細胞内の Gag および

HA 蛋白を Western blotting で検出し Image J
で定量したところ、細胞内 Gag の半減期は約

8-9 時間と概算された。HA 蛋白の半減期はや

や短かった。 
 

(2)Ub付加GagおよびHA蛋白の細胞内分解 
Gag 蛋白の N 末端に Ub を付加した。また、

シグナル配列を除去した HA 蛋白の N 末端に

Ubを付加した。それぞれ、HeLa細胞とMDCK
細胞で発現させ、サイクロヘキシミドとプロ

テアソーム阻害剤（MG-132+cLL）を添加し

て経時的に Western blotting で調べた。Ub 付

加 Gag および HA 蛋白は、Gag および HA 蛋

白より効率よくプロテアソーム経路で分解

された。 
 

(3)N 末端アルギニン Gag 蛋白の分解経路の

解析 
N 末端法則（Ub が除去されて露出する蛋白質

N 末端のアミノ酸の種類によりその蛋白質の

半減期が異なる）が報告されている。塩基性

アミノ酸（R, K, H）と疎水性アミノ酸（F, L, W, 
Y, I）は不安定性を与えるアミノ酸である。そ

こで、開始コドンメチオニンとアルギニンの

Ub-MGag と Ub-RGag 蛋白（いずれも、N 末

端にユビキチン Ub を付加）を作製して、HeLa
細胞で発現させた。サイクロヘキシミドとプ

ロテアソーム阻害剤（MG-132+cLL）を添加

して経時的に細胞を回収しWestern blottingで
調べたところ、RGag は MGag より速く分解



されることが確認できた。これにプロテアソ

ーム阻害剤を処理するといずれの M/R-Gag
でもこの減少が止まった。従って、開始コド

ンアルギニンの Gag 蛋白はメチオニン Gag
蛋白より、効率良くプロテアソーム経路で分

解されると考えられた。 
Ub-MGag-EGFP と Ub-RGag-EGFP 蛋白を

HeLa 細胞で発現させた後、サイクロヘキシ

ミドを添加して培養した。共焦点顕微鏡で観

察したところ、RGag-EGFP はほとんど検出で

きなかったが、MGag-EGFP はわずかには残

存していたことから、RGag-EGFP の方が分解

されやすいと考えられた。 
 
(4)LAMP1 融合 Gag 抗原の分解経路の解析 
LAMP1 は I 型膜貫通糖蛋白質であり、ゴルジ

装置を経て形質膜に到達した後、取り込まれ

エンドソームで MHC クラス II 分子と共局在

することが知られている。LAMP1-Gag 蛋白

を HeLa 細胞に発現させた後、サイクロヘキ

シ ミ ド と 、 プ ロ テ ア ソ ー ム 阻 害 剤

（MG-132+cLL）あるいはリソソーム阻害剤

（クロロキン）を添加して経時的に Western 
blotting で調べた。細胞内 LAMP1-Gag は経時

的に分解された。この分解はクロロキンで阻

止されたが、プロテアソーム阻害剤では止め

られなかったことから、LAMP1 付加により

Gag 蛋白の分解経路がプロテアソーム経路か

らリソソーム経路に変化したと考えられた。 
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