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研究成果の概要（和文）：HIV感染細胞は非感染細胞と「感染シナプス」と呼ばれる接着構造を形成し、HIVを伝
播する。本研究では、免疫シナプスにおけるQc-SNARE（Syntaxin, SNAP）介在性のサイトカイン（TNF, IL-2）
分泌経路を利用してHIV Gag蛋白が細胞内輸送されることを明らかにした。これらの結果はHIV感染による免疫応
答抑制を説明しうる。また、イメージング等により、GagとSyntaxinは共輸送され、Gag-Syntaxin複合体の輸送
過程で既報のクラスリンアダプターAPsやESCRT-I分子TSG101と一時的に相互作用する可能性を示唆した。

研究成果の概要（英文）：HIV infected cells form an adhesive structure with target cells, termed 
infectious synapse, leading to efficient transmission of HIV. The present study showed that HIV uses
 Qc-SNARE (Syntaxin, SNAP)-mediated secretion pathways for cytokines (e.g., TNF, IL-2) in 
immunological synapse for intracellular trafficking of HIV Gag protein. These results may explain 
suppressive immune responses in HIV infected cells. The study revealed that Gag and Syntaxin were 
cotransported and suggested that they were transiently interacted with clathrin adapters (APs) and 
an ESCRT-I molecule TSG101 during the transport pathways.

研究分野： ウイルス学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
免疫細胞は抗原提示細胞と免疫シナプスと呼ばれる接着構造を形成し、サイトカインを分泌して免疫応答を誘導
する。HIVはTリンパ球に感染して免疫機能不全をおこすが、HIV感染Tリンパ球は非感染Tリンパ球と接触する
と、シナプス様の接着構造を形成してHIVを伝播する。本研究では、Tリンパ球におけるサイトカイン分泌経路を
利用してHIV Gag蛋白が細胞内輸送されることを示唆した。この結果はHIV感染による免疫応答抑制を説明しう
る。また、Gag蛋白がサイトカイン分泌に関与する分子により輸送される過程で、様々な宿主因子と相互作用す
る可能性を示唆した。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
HIV 感染細胞は標的細胞と接着すると、「感染シナプス」と呼ばれる免疫シナプス様構造を形
成し、効率良く HIV を伝播する。HIV 感染シナプスでは HIV 成分が接着面に極性輸送され接
着面からのみ粒子放出が起こるとともに、標的細胞の接着面には HIV 受容体（CD4, 
CXCR4/CCR5）や細胞接着分子が集積する。すなわち、感染細胞側では HIV 成分の輸送経路や
宿主機構が編成されると考えられるが、その詳細は解明されていない。HIV Gag 蛋白の輸送に
は、細胞骨格系、TSG101（エンドソーム ESCRT-I 分子）、PIP2（形質膜局在イノシトールリン
脂質 PIP）、APs（クラスリンアダプター）等の宿主因子の関与が示されてきた。本研究では、
感染シナプスにおける Gag 蛋白の極性輸送を制御する宿主機構を解析する。 
 
２．研究の目的 
HIV 感染シナプスでは、HIV Gag 蛋白の接着面への極性輸送が起こる。申請者は Gag 蛋白輸送
の責任宿主分子を半網羅的に探索し、２つの Qc-SNARE（Syntaxin, SNAP）を特定した。これ
らは免疫シナプスにおけるサイトカインの分泌輸送の制御分子であった。本研究では、サイト
カイン分泌経路を略奪利用した Gag 蛋白の微小管系小胞輸送を明らかにするとともに、それら
制御分子を介した Gag 蛋白の cargo 輸送の解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞：サイトカイン分泌輸送の Qc-SNARE 分子（Syntaxin, SNAP）shRNA を発現するレン
チウイルスベクターを用いてノックダウン Jurkat 細胞を作製した。また、CRISPR-Cas9 系でノ
ックアウト Jurkat 細胞を作製した。後期エンドソームの輸送制御分子 Rab7 および Rab9 の
shRNA を発現するチウイルスベクターを用いてノックダウン Jurkat 細胞を作製した。
Strawberry-Tubulin、EB1-mCherry、Lifeact-Strawberry 等の恒常発現 Jurkat 細胞を樹立した。これ
らの細胞に HIV を感染させた後、非感染細胞と共培養し感染シナプスを形成させた。HeLa お
よび 293T 細胞では transfection により目的蛋白を発現させた。 
(2) 共焦点顕微鏡と生細胞イメージング：出芽した HIV 粒子は抗 HIV-1 p17MA 抗体による免疫
染色で検出した。後期エンドソームの CD63、ミトコンドリアの cox2 と ATP 合成酵素、V-ATP
分解酵素は免疫染色して観察した。Gag 蛋白と Syntaxin, AP 分子, TSG101 は EGFP, Cherry, 
Strawberry で蛍光標識した。共焦点顕微鏡で観察するとともに、リアルタイムの生細胞イメー
ジングで動態を観察した。 
(3) ELISA：HIV の産生とサイトカイン（TNF, IL-2）の放出はそれぞれ市販の ELISA kit で定量
した。 
(4) 生化学的解析：目的蛋白の相互作用は、それら共発現細胞を可溶化して共免疫沈降法で調
べた。分子（Syntaxin, AP, TSG101）の交換反応は、それぞれの発現細胞を超音波破砕し膜画分
を分離した。それらを混合後、共免疫沈降法で解析した。 
 
４．研究成果 
(1) 細胞骨格系の再構築と HIV 蛋白の微小菅系輸送：Strawberry-Tubulin 恒常発現 Jurkat 細胞を
樹立した。HIV を感染させ、非感染細胞と共培養し感染シナプスを形成させたところ、MTOC
はシナプス形成側（細胞間接着部位側）だけでなく遠位側（反対側）にも観察された。生細胞
イメージングによる解析が必要と思われた。EB1-mCherry の発現は弱かった。また、アクチン
結合性の Lifeact-Strawberry 恒常発現 Jurkat 細胞を樹立し、HIV を感染させ非感染細胞と感染シ
ナプスを形成させた。細胞間接着側に厚いアクチン繊維が認められた。Strawberry-Tubulin 発現
HeLa 細胞では Gag-EGFP の微小管系輸送が確認された。微小管重合阻害薬で処理すると、
Gag-EGFP 輸送は抑制された。 
(2) 感染シナプスにおけるエンドソーム分子：Jurkat 細胞に HIV を感染させ非感染細胞と共培
養して感染シナプスを形成させた。CD63（後期エンドソーム分子）は細胞接着部位に局在する
傾向が認められた。Rab7, Rab9（後期エンドソームの輸送制御分子）の shRNA を Jurkat 細胞に
導入しノックダウン細胞を樹立したところ、HIV 粒子産生は遅延・抑制された。また、PIP2（形
質膜局在の PIP）は感染シナプスの SMAC 遠位部にのみ観察されたことから、シナプス構造の
維持に関与する可能性が考えられた。 
(3) 感染シナプスにおけるミトコンドリア：Jurkat 細胞で HIV 感染シナプスを形成させた。cox2
（ミトコンドリア分子）は感染細胞側の細胞接着側部位に極性化した。ATP 合成酵素（ミトコ
ンドリアに局在）も極性化を示した。ミトコンドリアにおける ATP 合成が HIV 出芽に利用さ
れる可能性が考えられた。感染細胞に ATP 合成酵素阻害薬 oligomycin 処理し、感染シナプスの
形成が抑制されるか検討した。 
(4) Qc-SNAREによるGag蛋白輸送：Qc-SNARE（Syntaxin, SNAP）の shRNAあるいはgRNA+Cas9
を Jurkat 細胞に導入したところ、TNF 分泌輸送を制御する Syntaxin のノックダウン/ノックアウ
ト細胞では Gag 蛋白の輸送阻害と粒子産生抑制が確認された。一方、IL-2, IFN-の分泌輸送を
制御する SNAP のノックダウン細胞では粒子産生が顕著に抑制されたが、ノックアウト細胞は
得られなかった（後に、必須因子と判明）。Syntaxin, SNAP のノックダウン細胞では HIV 感染
によりそれぞれ TNF, IL-2 の産生が抑制された。すなわち、Gag 蛋白はサイトカイン分泌輸送経
路を利用して輸送されると考察された。これらの結果は HIV 感染による免疫応答抑制を説明し



うる。 
(5) Gag 蛋白輸送における責任宿主因子の動員：Gag 蛋白、Syntaxin、クラスリンアダプターAP、
ESCRT-I 分子 TSG101 をそれぞれ蛍光標識し生細胞イメージングで観察したところ、Gag と
Syntaxin の共輸送は認められたが、APs は Gag とも Syntaxin とも共輸送されなかった。すなわ
ち、Gag-Syntaxin 複合体は輸送過程で APs や TSG101 と一時的に相互作用する可能性が示唆で
きた。 
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