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研究成果の概要：ESCRT 複合体は小胞輸送に必須の役割を果たすことが知られている。我々

は ESCRT（STAM）会合分子を探索し、新規分子 AMSH,AMSH-LP を単離同定した。これら

は輸送に関わるユビキチン修飾（K63）特異的な脱ユビキチン化酵素（DUB）である。本研究

では、AMSH による脱ユビキチン化と小胞輸送がウイルス増殖に関わる可能性を検証するため、

サイトメガロウイルスおよび HIV の増殖制御機構への関与を調べた。その結果、サイトメガロ

ウイルス感染において侵入と出芽を AMSH が制御することが示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
真核生物に普遍的に存在するユビキチンは、
標的蛋白に「ポリユビキチン鎖」を形成しプ
ロテアソーム依存的蛋白分解に関与するの
みならず、「モノユビキチン」修飾および「63
位リジン結合性ユビキチン鎖（K63）」修飾を
介して、標的蛋白を小胞輸送系に誘導する。
宿主のユビキチン修飾系および小胞輸送系
は、ウイルスの細胞内侵入から最終的な成熟
ウイルスの放出に至る一連のウイルス増殖
においても密接に関与していることが推察
されているが、その詳細は未だに不明の点が

多い。我々はサイトカインシグナル分子解析
の 途 上 で 、 シ グ ナ ル 制 御 分 子
Hrs,STAM1,STAM2 を蛋白同定し、これらが複
合体を形成し機能することを見出した。これ
ら蛋白は、ESCRT 複合体（Endosomal Sorting 
Complex Required for Transport）として、
小胞輸送に必須の役割を果たすことが報告
された。 

ESCRT はウイルス感染増殖に密接に関与す
ることが明らかとなった。レトロウイルス
HIV は、出芽に際し Gag 蛋白の「Lドメイン」
を介して ESCRT 構成分子 Tsg101 に結合し、



出芽する。しかしながら、出芽に関して、１）
Tsg101 の上流に位置する STAM/Hrs 複合体の
関与、２）gag のユビキチン化の関与、につ
いては明らかではない。一方、我々は ESCRT
（ STAM）会合分子を探索し、新規分子
AMSH,AMSH-LP を単離同定した。最近になって、
AMSH,AMSH-LP はいずれも輸送に関わるユビ
キチン修飾（K63）特異的な脱ユビキチン化
酵素（DUB）であることが判明した。これら
脱ユビキチン化酵素を含む ESCRT複合体によ
るウイルス感染増殖制御には不明の点が多
い。 
 
２．研究の目的 
ウイルス感染における「ユビキチン修飾-小胞
輸送系」の関与は感染増殖に重要であると想
定されるが詳細は不明である。そこで以下の
3 点に焦点を絞り明らかにする。第１に感染
成立における機能である。マウスサイトメガ
ロウイルスは受容体に結合した状態で細胞
内小胞に取り込まれ、ESCRT 輸送系ととも
に細胞核近傍まで輸送される。そこで同ウイ
ルス感染系を用い、感染成立の初期過程を解
析し、ウイルスの細胞表面への吸着から細胞
内小胞への取り込み、輸送、脱核から初期遺
伝子転写に至る過程を調べる。第 2 に初期遺
伝子産物の輸送・分解において、特に核―細
胞質輸送における脱ユビキチン化の関与を
明らかにする。第 3 の目的は、ウイルス粒子
のアッセンブリーと出芽における脱ユビキ
チン化の関与である。サイトメガロウイルス
の出芽との関係を解析する。さらに、HIV の
出芽を gagウイルス構造蛋白に注目しながら
比較解析することにより、ウイルス出芽にお
ける脱ユビキチン化の機能と意義を明らか
にする。解析にあたっては、もう一つの
ESCRT 会合性脱ユビキチン化酵素 UBP-Y
を比較検討対象とする。さらに、AMSH 結合
蛋白を明らかにし、脱ユビキチン化酵素によ
るウイルス制御に関わる新規分子の同定を
行うことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１） AMSH 欠損マウス胎仔（amsh-/-）

および AMSH-LP 欠損胎仔（amsh-/-）
由来線維芽細胞に SV40 large T 遺伝子
を安定導入し、遺伝子欠損細胞株、およ
びこれらの細胞に遺伝子発現させた細
胞に対して MCMV を感染させ、
ESCRT-0 分子欠損株（STAM1/2 ダブル
欠損株(stam1-/-2-/-)、Hrs 欠損株（hrs-/-）
と比較する。 

（２） 293Ｔ細胞に対しAMSH-shRNAお
よび AMSH-LP-shRNA を導入してノッ
クダウンを行う。さらに HIV-gag あるい
は HTLV-I-gag を導入し、ウイルス様粒
子（VLP）の出芽を ELISA 法あるいは

超遠心法―ウエスタンブロット法によ
り検討する。解析にあたっては、細胞内
の gag 蛋白量と比較する。 

（３） AMSH 会合蛋白を同定するため
に蛋白精製法を用いた解析を行う。
Muldi-TOF-MS にて蛋白同定を行う 

 
４．研究成果 
（１） サイトメガロウイルス感染成立に

おける機能・初期遺伝子発現に与える影
響：マウスサイトメガロウイルスを用い
た検討において AMSH 欠損細胞は感染
増殖が有為に低下した。初期遺伝子の発
現も同様に低下したがウイルス吸着に
は差異が認められなかった。したがって、
少なくともサイトメガロウイルスの細
胞内侵入過程に AMSH が機能している
ことが示唆された。 

（２） ウイルス粒子アッセンブリー・出芽
における AMSH の働き：マウスサイト
メガロウイルスの増殖は AMSH 欠損マ
ウス由来線維芽細胞で有意に低下して
いたことから、出芽を正に制御している
可能性があることが判明した。 

（３） HIV の出芽については、不活性型
AMSH の導入により VLP が軽度低下し
たが野生型では変化がなかった。また、
shRNAの導入によるVLP低下は認めら
れなかった。AMSH-LP（野生型、不活
性型）の過剰発現では HIV-Gag 量に変
化がなかった。AMSH-LP は HIV-VLP
形成に対する関与しない可能性が高い。 

（４） AMSH とは異なる脱ユビキチン化
酵素であるUBP-YはVLPに与える影響
がほとんど認められなかった。 

（５） AMSH と拮抗する C-CBL（野生型、
不活性型）の過剰発現による Gag 量の
変化は軽微であった。 

（６） 以上の結果から、脱ユビキチン化酵
素AMSHはHIVウイルス粒子形成を正
に制御する可能性があるものの必須で
はないことが判明した。 

（７） AMSH 会合蛋白を探索し、CHMP3 を
同定した。さらに、CHMP1A, CHMP1B, 
CHMP2 と会合することを確認した。さら
に、新規会合分子 Xの同定に成功し、現
在解析している。 
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