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は じ め に

　HIV-1感染における病原性発現は，ウイルス増殖とこれを
抑制する免疫系や宿主因子との攻防の結果である。HIV-1
は，アクセサリー蛋白質と呼ばれる固有の蛋白質を獲得・
適応進化させることで，宿主での増殖を可能にしてきた。
なかでも，アクセサリー蛋白質の「Nef」は，（1）ウイルス
レセプター（CD4, CCR5, CXCR4など）の発現低下を通じ
て，ウイルスの重複感染を防ぐほか1～3），（2）HLAクラス
I分子の発現低下を通じて T細胞免疫から逃避させること
で，ウイルス複製促進に寄与し4, 5），（3）SERINC3/5などの
内在性の宿主因子と呼ばれる防御システムに拮抗すること
で感染性を増強させる6, 7），などの多様な機能を持ち，病原
性の発現に重要な因子である8, 9）。これまで実験室株（NL43
など）をもとに変異を導入することで，Nefの機能性ドメ
インが同定されてきた10）。しかしながら，感染者由来の配
列では，そうした領域はきわめてよく保存されており，生
体内において Nefの機能の相違を規定する配列や領域はよ
くわかっていない。一方で，HIV-1遺伝子の中で nefは変
異性の著しい領域であり，特に HLA拘束性の免疫応答で
ある細胞傷害性 T細胞（CTL）からの逃避に関連している
ことが知られている11, 12）。このように，免疫系からの淘汰
圧を受け，生体内で選択される Nefの変異が，ウイルスレ
セプターや HLAクラス I分子への発現，ウイルス感染性，
複製能，宿主因子への拮抗能等に，どのように影響するか
を明らかにすることは，HIV-1病態形成を理解するうえで
重要と考えられる。本稿では，筆者がこれまでに行ってき
た研究を中心に，さまざまな感染者由来パネルを用いた，
nefの遺伝子多型（変異）とその機能，病態形成との関連
性を紹介する。

1．　感染者由来の nef遺伝子多型とウイルス  
レセプター発現低下機能に関する研究

　Nefは HIV-1の中でも多型性が著しい蛋白質であるが，
生体内ではORFとして非常に良く保存されており，nef欠
損はきわめて稀である。Nefには機能的に重要で高度に保
存されたドメインが存在し，これまでに Nefの機能性ドメ
インは，実験室で適応させた HIV-1株に変異を導入する，
部位特異的な研究から特定されてきた。たとえば，Nefの
特徴的な機能の 1つであるウイルスレセプターの発現低下
作用においては，CD4はEE154155, LL164165, DD174175などを，
CCR5および CXCR4は G2, E62EEE65, P72xxP78などをアラニ
ン置換すると，その発現低下作用が減弱化する1, 3, 13～15）。し
かしながら，これらドメインは保存性が非常に高く，生体
内での Nefの変異獲得と機能の関連については，多くの不
明な点が残されている。そこで筆者らは，きわめてまれに
（感染者の 1％未満）自身の免疫系でHIVを制御し，病態が
長期にわたって安定している，エリートコントローラー
（n＝45）および未治療慢性感染者（n＝46）由来の Nefク
ローンを用いて，ウイルスレセプター発現低下機能を担う
ドメインの同定を進めた16）。慢性感染者由来Nefと比較して
エリートコントローラー由来 Nefではすべてのウイルスレ
セプターの発現低下作用が有意に減弱化していた（図 1）。
このことから，エリートコントローラー由来の Nefで見ら
れる配列には，ウイルスレセプター発現低下機能を担う領
域に変異があると示唆されたが，既知の機能性ドメインに
変異は認められなかった。さらに，各ウイルスレセプター
における相関を解析したところ，CD4と CCR5の発現低
下活性に正の相関が認められた（図 2）。これまで実験室
株の Nefに変異を導入した研究では，CD4および CCR5
の発現低下に寄与する責任領域は異なっていることが報告
されているが1），感染者由来の Nefでは CD4と CCR5の両
発現低下活性に相関が認められた。CD4発現低下機能を
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失う代わりに CCR5発現低下機能を得るなどという代償的
な傾向は見られず，ウイルスレセプター発現低下という機
能として選択圧を受けていると示唆された。
　次に，生体内ではどのように両機能が制御されているか
を明らかにするため，特に CD4と CCR5の発現低下活性
が減弱化している 3つのエリートコントローラー由来 Nef
クローン（EC12, EC19, EC51）（図 2）に着目して，機能と

変異を解析した。SF2 Nefの配列を組み合わせて，感染者
由来の Nefとキメラを作ることにより，各機能を回復させ
る責任領域をマッピングした（図 3）。SF2 Nefと比較して，
CD4に関してはEC12では両方に，EC19においてはNター
ミナル側に，EC51においては Cターミナル側に発現低下
活性を減弱化する領域が認められた（図 3）。一方，CCR5
に関しては，EC12, EC51ともCターミナル側に発現低下活
性を減弱化する領域が認められ（図 3），各クローンで異な
る領域が機能制御に関わることが明らかになった。さらに，
これらキメラを用いて，重複感染阻止機能の解析を行った
（図 4）。その結果，EC12とその両キメラでは，重複感染の
阻止機能の減弱化が認められ，また，EC19と EC19-Nにお
いても，阻止機能の減弱化が認められたが，CD4の発現
低下活性の回復が認められ，CCR5の発現低下機能も維持
されている EC19-Cでは SF2 Nef同様に重複感染阻止活性
が認められた（図 4）。また，EC51およびEC51-Cでも阻止
機能は減弱化しており，重複感染を阻止する活性は CD4
の発現低下活性と強く相関することが示された（図 4）。
詳細な解析により，最終的に，57番目や 183番目のトリ
プトファンからアルギニンへの変異が CD4や CCR5の発
現低下活性の減弱化に寄与し，重複感染阻止機能の低下に
つながることを明らかにした16）。こうしたことから，生体
内ではさまざまな変異を組み合わせることにより，Nefの
CD4および CCR5発現低下機能を状況に応じて維持また
は変化させることで，生体内での環境に適応し，このウイ
ルスレセプター発現低下機能は，重複感染阻止を通じて，

図 1　エリートコントローラーおよび慢性感染者由来 Nef
がウイルスレセプター発現低下活性に及ぼす影響の
解析
SF2 Nef（コントロール株）のウイルスレセプター発現低下
活性を 100%として，感染者由来の Nefクローンの活性を
正規化した。各ウイルスレセプターの発現低下活性の中央
値は，CD4の場合，EC Nefクローンで80.2%（IQR: 68.9～
90.3%），CP Nefクローンで95.3%（IQR: 80.2～99.8%），CCR5

の場合，EC Nefクローンで60.0%（IQR: 49.8～71.3%），CP 

Nefクローンで78.3%（IQR: 67.8～86.6%），CXCR4の場合，
EC Nefクローンで83.2%（IQR: 79.0～88.3%），CP Nefクロー
ンで88.7%（IQR: 79.4～97.5%）であった。各レセプターの
発現低下活性は，ECおよびCP間において統計学的有意差
が認められた（Mann-Whitney test）。文献 16を改変。

図 2　エリートコントローラー由来NefにおけるCD4
および CCR5発現低下活性の相関
CD4および CCR5発現低下活性に正の相関が認め
られた（Spearmanʼs correlation test）。EC12, EC19, 

EC51は CD4および CCR5の両発現低下活性が減
弱化している 3クローンを示す。文献 16を改変。

図 3　エリートコントローラー Nefを用いた，CD4およ
び CCR5発現低下活性の減弱化に寄与する責任領域
の探索
（A）SF2 Nef-GFP fusionコンストラクトをもとに，SF Nef

と ECクローン（EC12, EC19, EC51）間でキメラを構築。
（B）各キメラにおいて CD4および CCR5発現低下活性の
減弱化に寄与する領域を矢印で示す。文献 16を改変。
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生体内のウイルス複製に寄与するものと示唆された。

2．　感染者由来の nef遺伝子多型と HLAクラスⅠ
分子発現低下に関する研究

　HLAはヒトゲノムで最も多様性に富む遺伝子群から構成
されており，アリル間の相違は提示する抗原ペプチドの多
様性を通じて，HIV-1を含めたウイルス感染免疫の中枢を
担っている17）。なかでも，HLAクラス I拘束性の細胞傷害
性 T細胞（CTL）は HLAクラス I分子に提示された HIV-1
由来ペプチドを認識して，HIV-1感染細胞を攻撃する18, 19）。
一方で，HIV-1ウイルスは，細胞内抗原プロセシング経路
の阻害や感染細胞表面からの HLA-I分子の発現低下など，
CTLによる抗ウイルス免疫を回避するためのさまざまなメ
カニズムを進化させてきた20, 21）。なかでも，Nefは宿主アダ
プター分子とともに HLA細胞内ドメインに結合して HLA

クラス I分子の発現低下を起こすが，この現象は HLA-A
や HLA-Bに対して強く作用し，HLA-Cに対しては作用し
ないことが知られている4, 22, 23）。しかしながら，こうした報
告の多くは実験室株を用いており，感染者から分離した
Nefの HLA-A, HLA-B, HLA-Cに対する作用はよくわかっ
ていない。そこで，筆者らはサブタイプ B慢性感染者か
ら分離した Nefクローン（n＝46）を用いて，HLAクラス
I分子の発現低下作用を解析した24）。HLA-Aと比較して，
HLA-B発現を低下させる能力が減弱化しており，一方で
HLA-C発現を低下させるクローンは認められなかった（図
5）。各クローンにおける HLA-Aおよび HLA-B発現低下
活性を定量化するために，HLA-A/HLA-B発現低下活性比
を算出したところ，中央値は 1.25を示した（図 5）。そこ
でさらに，Nef機能と各コドンのアミノ酸残基について相
関を解析したところ，Nefの 202番目のアミノ酸がコンセ

図 4　重複感染阻止機能の解析
（A）重複感染阻止機能アッセイの模式図を示す。TZM-bl細胞に GFPのみおよび SF2 Nef-GFP 

fusionコンストラクトを導入後，ENVJRFLシュードウイルスを感染させ，GFP陽性細胞中の Gag-p24 

PE陽性細胞を検出した。GFPのみでは，p24 PE陽性細胞の割合が 11.9%であったが，SF2 Nef存
在下では p24 PE陽性細胞の割合が 3.11%に低下した。このように，SF2 Nefによる重複感染阻止
機能の検出を可能にした。（B）SF2 Nefの重複感染阻止活性を 100%として，各 ECクローンおよ
びキメラの活性を正規化した。各 ECクローンおよびキメラの重複感染阻止活性と CD4発現低下
活性（図 3）に正の相関が認められた（Spearmanʼs correlation test）。文献 16を改変。
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ンサスのチロシンか，変異体（チロシン以外）かによって，
HLA-A/HLA-B発現低下活性比が有意に異なることを見出
した（図 6）。さらに，202番目のチロシンを生体内で選択
されたいくつかの変異に置き換えると，ヒスチジンへの変
異は HLA-B発現低下作用を減弱化させ，さらには CTLに
よる抗原認識を増強することを明らかにした（図 6）。加え
て，このサブタイプ Bで認められた HLA-B発現低下能力
を減弱化させるというNefの性質は，HIV-1グループMサ
ブタイプ（n＝228），さらには霊長類レンチウイルス（n＝
35）の Nefに共通することを見出しており25），Nefのこの
特性が抗ウイルス細胞性免疫応答に影響を与える複数の結
果を得た。

3．　感染者由来の nef遺伝子多型と宿主因子の  
相互作用に関する研究

　HIV-1 Nefがウイルス粒子の感染性を増強させる分子機序
は長らく解明されていなかったが，2015年に 2グループ
がHIV-1感染性を抑制する新しい宿主制限因子（SERINC3, 
SERINC5）を同定するとともに，HIV-1 Nefがその働きに拮
抗することを明らかにした6, 7）。SERINC3/5は10個以上の膜
貫通領域を有する蛋白質で，子孫ウイルス粒子へ取り込ま
れる。SERINC3/5が取り込まれたウイルス粒子は，新たな
ターゲット細胞に感染する際の膜融合過程を阻害あるいは
ウイルスコアの輸送を妨げることで，感染性を減弱化させ

るが，これに対して，Nefは感染細胞表面からSERINC3/5の
発現を減少させることで，ウイルス粒子中への SERINC3/5
の取り込みを防ぎ，感染性の維持に働くと報告された7, 26）。
FPDモチーフ（F121-P122-D123）など，よく保存された領域へ
の変異導入によって SERINC3/5への拮抗能力が低下する
ことが知られているが7），生体内で選択される Nefの多型
変異がその機能に及ぼす影響や，病態形成との関連性はよ
くわかっていない。そこで，筆者らは病態情報とリンクし
た HIV-1感染者コホートを用いて，SERINC3/5と Nefの攻
防が HIV-1感染者の病態形成に与える影響の解明を目指し
た27）。国内で集めた未治療の HIV-1慢性感染者コホート
（n＝375）を用いた解析においては，感染者の血漿からウ
イルス RNAを抽出後，逆転写，nested PCRを行い，nef
領域のダイレクトシークエンスを行った。得られた nef遺
伝子配列および血漿ウイルス量，HLA遺伝子型を用いて，
インフォマティクス解析を行ったところ，各感染者の Nef
における変異の総和は，血漿ウイルス量（pVL）に逆相関
していた（図 7）。これにより，変異の蓄積が生体内のウ
イルス複製に負の影響をもたらすと示唆された。さらに詳
細な解析を行ったところ，HLA-B*51:01を持つ感染者に優
位に頻度高く観察された Nefの 120番目のチロシンから

図 5　感染者由来 Nefが HLAクラス I分子の発現低下活
性に及ぼす影響の解析
（A）感染者由来NefクローンのHLA-AおよびHLA-B発現
低下活性の中央値はそれぞれ 60.8%（IQR: 54.2～65.5%），
49.3%（IQR: 41.0～55.5%）を示し，HLA-Aと比較して，
HLA-Bの発現を低下させる能力が減弱化していた（Mann-

Whitney test）。また，HLA-Cの発現低下活性は認められな
かった。（B）HLA-A/HLA-B発現低下活性比の中央値は
1.25（IQR: 1.09～1.37）を示した。文献 24を改変。

図 6　感染者で選択される Nef変異が HLAクラス I分子
の発現低下活性および T細胞抗原認識に及ぼす影
響の解析
（A）HLA-A/HLA-B発現低下活性比は，Nefの 202番目の
アミノ酸がコンセンサスのチロシンおよびチロシン以外
の変異体でそれぞれ，1.23，1.65を示し，有意差が認めら
れた（Mann-Whitney test）。（B）202番目のチロシンから
ヒスチジンへの変異は，HLA-Bの発現低下活性を有意に
減弱化させ，T細胞による抗原認識の増強に寄与していた
（paired t test）。文献 24を改変。
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フェニルアラニンへの変異と125番目のグルタミンからヒ
スチジンへの変異の蓄積が，血漿ウイルス量の低下に関与
していることを明らかにした（図 7）。この領域は Nefの
FPDモチーフの近傍にあるため，SF2 Nefにこれら変異を
導入して，Nef機能に与える影響を解析した。その結果，
1つずつの変異では大きな影響が認められなかったが，両
方の変異を導入したところ，Nefによるウイルス粒子の感
染性増強作用が減弱し，さらにはSERINC3/5に対する拮抗
作用が有意に低下することを明らかにした（図 8）。また，
エリートコントローラー（n＝45）および未治療慢性感染
者（n＝46）由来の Nefクローンを用いたカナダグループ
との共同研究においては，ウイルスレセプターの発現低下
作用と同様に，慢性感染者と比較して，エリートコント
ローラーでは SERINC5発現低下作用が減弱化し，さらに
HLA-B*08に関連した Nefの 94番目のリシンからグルタ
ミン酸への変異および，HLA-B*57に関連した Nefの 116

番目のヒスチジンからアスパラギンへの変異が，SERINC5
発現低下作用の減弱化を引き起こし，ウイルス複製と感染
性の低下に寄与していることも明らかにした28）。このよう
に，HLA拘束性免疫系による選択圧が Nef機能の減弱化
および生体内のウイルス複製能の低下に寄与することを示
唆する，複数の結果を得た。

お わ り に

　本研究では病態情報とリンクしたさまざまな未治療 HIV
感染者に由来するサンプルから樹立した Nefライブラリー
を用いて，ウイルスレセプターおよびHLAクラス I分子の
発現低下作用，ウイルス感染性，複製能，宿主因子に対する
拮抗作用など，Nefに特徴的な機能の解析を行った。この
ライブラリーはナチュラルに存在する変異（遺伝子多型）
を多く網羅しており，これまで見過ごされていた感染者由
来に特徴的な変異を同定することができた。これまでに同
定した nef変異の多くは HLAアリルに関連する遺伝子変
異であり，宿主免疫系からの選択圧のもとに生じる nef遺
伝子の多型は，Nefに特徴的なウイルスレセプター発現低
下作用，HLAクラス I分子の発現低下作用の減弱化を引
き起こし，さらには宿主制限因子の 1つである SERINC3/5
に拮抗する能力を損なうことで，ウイルスの感染性や複製
能を弱め，血漿ウイルス量の低下に繋がることを見出し
た。このように，感染者で選択される nef遺伝子多型が
Nefの機能に影響を及ぼし，病態形成の違いが生じること
を明らかにした。HIVのみならず，さまざまなウイルス

図 8　Y120F/Q125H Nef変異が感染性および SERINC3/5
に対する拮抗作用に及ぼす影響の解析
Y120F/Q125H Nef変異はウイルス粒子の感染性を低下さ
せ，さらには SERINC3/5に対する拮抗作用を有意に低下
させた（ANOVA with multiple comparisons vs SF2 Nef）。文
献 27を改変。

図 7　HLA関連 Nefアミノ酸変異と血漿ウイルス量の相関
解析
（A）日本人感染者コホート（n＝375）において，HLA関連
Nefアミノ酸変異の総数と血漿ウイルス量の回帰分析を行っ
たところ，有意な負の相関が認められた（beta＝－0.04, p＝
0.037）。（B）HLA-B*51:01保有者（n＝55）において頻度
高く認められた，Nefの 120番目の Y（チロシン）から F

（フェニルアラニン）および 125番目の Q（グルタミン）
から H（ヒスチジン）への変異は血漿ウイルス量の低下
と関連していた（Mann-Whitney test）。文献 27を改変。
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感染症におけるウイルス変異を丁寧に解析し，病態との関
連性を解析していくことは，ウイルス感染症の制御に向け
て重要と考えられる。これからも HIV感染者由来サンプ
ルを用いて，nefなどのウイルス遺伝子多型が，HIVの潜
伏化へ及ぼす影響などを解析していき，HIV感染症の治
癒に向けて基盤となる研究を継続していきたい。
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