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中文摘要： 

愛滋病毒(HIV)顆粒主要由 gag基因所釋出的 Gag蛋白構造 

而成，其先驅物(precursor)為一個 Pr55多蛋白，在病毒組裝或 

釋出時 HIV的蛋白酵素(protease; PR)將之分解成大小不同的片 

段，其最靠近 N端的 matrix(MA)蛋白(p17)已被實驗証實對病毒 

的組裝不是絕對必要的。我們之前用 HIV的蛋白酵素(PR)來替 

換 HIV Pr55gag上的MA蛋白，將構造出來的變種表現在一個複 

製缺陷的 HIV質體，以Western lmmunoblot的方法來檢測 

chimeric protein的蛋白分解(proteolytic processing)及病毒顆粒 

的組裝與釋出(assembly and release)。 

我們之前的研究發現以具有酵素活性的 HIV蛋白酵素置放 

於 HIV Gag蛋白的MA位置上，病毒粒子無法形成，如將蛋白 

酵素的活性抑制或破壞，則可產生病毒粒子，可能是因為蛋白 

酵素表現量過高，而在過多的蛋白酵素活性之下，Gag蛋白在 

未組合成病毒粒子前即被蛋白酵素分解，我們以這樣可表現蛋 

白酵素的chimeric Gag蛋白質體與只表現野生型(wide-type)的 
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HIV Gag蛋白質體一起在 293T細胞表現，我們發現帶有蛋白酵素的 

chimeric Gag可被帶入由野生型 Gag蛋白所形成的病毒粒子，但其蛋 

白酵素卻無法有效地將 Gag蛋白分解，這表示蛋白酵素的活性不能適 

度的展現，可能因被移位而失去酵素活性所需有的正常調控。 
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英文摘要： 

 
We constructed HIV mutants by replacing the matrix domain of Gag with  
the protease (PR) domain. The resulting construct was cloned into an HIV  
replication-defective vector, which carries a gpt gene in env region and an  
inactivated PR in the pol gene. The chimeric construct MA(PR) was unable  
to produce particles when expressed alone in 293T cells. This mutant could  
also transdominantly interferring with wild-type virus particle production  
when co-expressed with a wild-type (wt) Gag protein expression plasmid.  
The trans interference effect of the mutant on wt virus budding was  
dose-dependent. Virus particle production was abolished when cotransfected  
DNA of Gag versus MA(PR) was at a ratio of 1:1. However, levels of  
released virus particles were increased when the MA(PR) DNA amount  
used for cotransfection was reduced. MA(PR) could be efficiently  
incorporated into wt Gag particles based on in vitro reverse transcription  
(RT) assay when cotransfected plasmid DNA ratio of Gag/MA(PR) was  
kept at 20:1 to 10:1. Although the MA(PR) was incorporated into virus  
particles at a level comparable to that of wt, the PR within the context of  
MA(PR) did not appear to be functional appropriately since the Pr55gag  

represented the major form of released virus particles. This suggests that  
sequences outside the PR domain may be involved in the process of PR  
activity regulation and that the a proper position may also affect the  
acquisition of PR enzymatic activity. 
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前言： 

愛滋病毒結構蛋白Gag最初以一複合體形式Pr55gag被合成出來 

 (2, 24) ，在細胞膜處，Pr55gag分子自行組裝形成病毒顆粒並自胞 

膜以出芽方式送出細胞(3, 5)。在送出絀胞的過程中(7)， Pr55gag 

會被病毒的蛋白酵素(protease)水解為小片段 p17(MA)、p24(CA)、 

p2、p7(NC)、P1及 p6(4, 9, 11)，至此，病毒顆粒才具有感染力。 

除了蛋白酵素之外，pol基因所表現之酵素還有返轉錄酵素，RNA 

水解酵素H型及嵌合酵素 (integrase)，這些酵素皆參與病毒之複 

製。在轉譯 Pr55gag的同時有 5-10%之機率發生密碼讀取移轉機制 

，即避掉了停止密碼而轉錄出一融合蛋自分子 Pr160gag-pol，pol 

基因產物即是以此方式生成 (6)。Gag-Pol中 p6 gag domain被取代 

以 p6*表示(13)。 Gag-Pol 是透過其N端的 Gag與 Pr55gag作用而 

被帶入病毒顆粒中(16)。其後之 Gag-Pol分子間複合作用便活化蛋 

白酵素水解 Pr55gag 及 Prl60gag-pol (7)。 

我們已知返轉錄病毒 gag 基因帶有足夠之訊息負責顆粒之形 

成(1,19, 23)。研究顯示從 HIV MA中去除掉 105個氨基酸似乎對 
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於顆粒組裝及釋放沒有顯著之影響(20)，甚至刪除掉大部份的 

Rous sarcoma virus之 CA domain對病毒顆粒組裝及釋出也無明顯 

之影響(22)。 

最近的研究發現，gag基因上對於病毒組裝非必要的某些序列可被 

外來的蛋白序列取代 (22)，這些 gag變種所構造出的 chimeric protein 

依然可組裝成病毒顆粒。之前的研究發現在 HIV MA蛋白上的氨基酸 

去掉 80%約 105個氨基酸後，對病毒顆粒組成與釋出也沒明顯的影響。 

這些結果表示可能MA蛋白是 HIV Gag 蛋白中可能被外來的蛋白所取 

代而病毒的組成與釋出的過程可以依然進行。我們提出此計劃的目的 

主要探討是否可以用具有潛在生物活性的蛋白來取代 HIV MA蛋白， 

來觀察這些 chimeric protein是否還可以形成病毒顆粒，而被包含在這 

些 chimeric virus-like particles 的外來蛋白是否仍具生物活性，chimeric  

virus-like particles在免疫學上或疾病的治療上，將是一個有相當潛力發 

展的工具。 
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材料與方法： 

將所構建的質體去氧核糖核酸轉控感染人類的 293T細胞， 

在 48至 72小時後，將細胞與細胞培養液收集起來，培養液在經過超 

高速離心後將離心下來的病毒粒子與細胞溶解液以蛋白電泳分析配合 

西方點墨的方法使用 anti-HIV p24的單株抗體來檢測 HIV的 Gag蛋白 

，詳細實驗步驟如前述(1,19)。 
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結果： 

以帶有 PR於MA位置上的質體與可產生病毒粒子的質體Gag一起 

表現於 293T細胞時，MA(PR)會阻斷病毒粒子的產生，當兩者的 DNA 

量同時為 1:1時，如把MA(PR)的 DNA量降低，讓MA(PR)與 Gag DNA 

量的比接近到 1:10或 1:20則可產生病毒粒子，這驗證了之前的結論 

(8)，也就是表現過量的 PR會因為過早分解 Gag蛋白使 Gag無法組合 

成病毒粒子。使用較低量的MA(PR)質體核酸或以蛋白酵素抑制劑處 

理時則可有病毒粒子產生，這表示當蛋白酵素活性較低時，則有較多 

的 Gag蛋白先驅物 pr55可組合成病毒粒子，唯這些釋出的 Gag蛋白粒 

子只檢測到少量被水解完全的 p24片段(圖 1)，顯示被組裝入病毒粒子

的MA(PR)量不多或是其帶有 PR的活性不足，以 in vitro 返轉錄酵素

活性來定量則發現釋出的 chimeric virus particles內含有足量的返轉錄

酵素，這表示MA(PR)非無法組合入野生型的病毒粒子，而是可能

MA(PR) 上的 PR其酵素活性無法充分發揮作用。 
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討論： 

愛滋病毒的蛋白酵素(PR)於病毒粒子組合之際才活化而將組合成 

粒子的結構蛋白 Gag分解切成大小不一的 Gag蛋白片段，而 PR的活 

性調控機制仍不清楚。已知使 PR表現量高於平常則病毒粒子不能形 

成，維持 Gag與 PR或 pol適度比例的表現才能有足量的病毒粒子形成。 

以 PR來取代 Gag蛋白上的MA，病毒粒子非但無法形成，也會阻斷正 

常野生型病毒粒子的組合，當 Gag-pol過度表現時也會減少病毒粒子的 

產生，不同於 Gag-pol的是，當 Gag-pol表現量降低時，病毒粒子的產 

量增加，而所釋出的病毒粒子可適度的被 PR分解，反而是MA(PR)雖 

然在低度表現時，也可被組裝入野生型的病毒粒子（以返轉錄酵素活 

性來定量），但野生型病毒的 Gag蛋白被MA(PR)分解的不多，以西方 

點墨檢測到的多為未被分解的 pr55，成熟的 p24相當少，表示 PR雖位 

於 Gag蛋白上的MA位置，其活性不如其位於下游的 pol上，正常 PR 

的位置才能展現適度的酵素活性(25,26)。  
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結論與建議： 

1.愛滋病毒的蛋白酵素置放於 Gag蛋白的MA位置上，雖仍具有酵素 

活性，但功能不如其位於下游 pol上的蛋白酵素，表示 PR所在的位 

置與其活性大小有關。  

2.剛組合的愛滋病毒粒子須被蛋白酵素分解後才有感染力，由MA(PR) 

表現的 chimeric protein可干擾野生型病毒粒子的組合與成熟化，可供 

發展抗愛滋病毒的疫苗或基因治療的應用。 
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