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研究成果の概要（和文）：本研究では、HIV-1感染者コホートを用いて、生体内におけるウイルス蛋白質（Nef）
の機能と宿主因子（SERINC5）との相互作用の解析を行い、病態発現との関連性を明らかにすることを目指し
た。未治療の日本人HIV感染者の血漿を用い、Nef領域の遺伝子配列解析、樹立Nefクローンを用いたウイルス複
製能の解析、SERINC5に対する阻害機能の解析を行い、HLAに関連した2つのNef変異（Y120F/Q125H）が血漿ウイ
ルス量と逆相関することを見出した。また、これら2つのNef変異の組み合わせは、HIV-1の複製を低下させ、
SERINC5に対する阻害活性を減弱化することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：HIV-1 Nef plays an essential role in enhancing virion infectivity by 
antagonizing the host restriction molecule SERINC5. Because Nef is highly polymorphic due to the 
selective forces of host cellular immunity, we hypothesized that certain immune-escape polymorphisms
 may impair Nef’s ability to antagonize SERINC5 and influence viral fitness in vivo. To test this, 
we identified 58 Nef polymorphisms that were overrepresented in HIV-infected patients in Japan 
sharing the same HLA genotypes. Specifically, we found that a number of the HLA-B*51:01-associated 
Y120F/Q125H mutations were most significantly associated with a reduced plasma viral load. A series 
of experiments showed that Y120F/Q125H impaired Nef’s ability to antagonize SERINC5 and associated 
with decreasing virion infectivity and viral replication. Our results suggest that the differential 
ability of Nef to counteract SERINC5 by naturally occurring immune-associated mutations was 
associated with the plasma viral load in vivo.

研究分野： ウイルス学

キーワード： HIV-1　SERINC5　Nef　感染者コホート
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果によって、生体内で選択されるNef変異は、宿主因子であるSERINC5に拮抗する能力を損なうことでウ
イルスの感染性および複製能力を弱め、血漿ウイルス量の低下に寄与するものと示唆された。個体内でのウイル
ス蛋白質と宿主因子の相互機能解明は、宿主に本来備わる抗ウイルス機能の分子機序を活用した新しい治療基盤
の構築につながると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１． 研究開始当初の背景 
HIV-1 感染における病態発現は、ウイルス因子とこれを抑制する宿主因子との攻防の結果と捉え
ることができる。ヒトは HIV-1 感染に対して内在性の宿主因子と呼ばれる防御システムを駆使
し、HIV-1 複製を抑制するように働いている。例えば、SERINC5 などの宿主因子はウイルス粒子
に取り込まれることで、HIV-1 感染性を減弱化させる。一方、Nef など細胞膜に局在するウイル
ス蛋白質はこれら宿主因子の機能を阻害し、ウイルスの感染性を増強する。ここ数年の研究にお
いて、Nef がウイルス粒子中への SERINC5 の取り込みを防ぐことでウイルス感染性を増強させ
る機序が明らかになってきたが、生体内でのウイルス複製・病態との関連性については未だ不明
な点が多い。 
 
２．研究の目的 
本研究では、病態情報とリンクした HIV-1 感染者コホートを用いて、生体内におけるウイルス蛋
白質（Nef）の機能と宿主因子（SERINC5）との相互作用の解析を行い、病態発現との関連性を
明らかにすることを目指した。 
 
３．研究の方法 
（１）HIV 感染者の検体 
国内で集めた無治療の HIV-1 慢性感染者の検体（N=375）を用いた。インフォームドコンセント
を得た対象者からのみ、検体の採取を行い、匿名化されたのちに実験と解析に用いた。 
 
（２）感染者由来の nef 遺伝子領域のシークエンス、クローニング、インフォマティクス解析 
感染者の血漿から HIV-1 ウイルス RNA を抽出後、RT-PCR により cDNA を調整し、nested PCR
を行い、Nef 領域のダイレクトーシークエンスを行った。加えて、変異が認められた感染者にお
いては、nef 領域に特異的なプライマーを用いて nef 遺伝子を増幅し、制限酵素サイトを導入し
て、GFP 発現ベクターおよびプロウイルスベクターにクローニングを行った。さらに、感染者の
HLA 遺伝子型と得られた Nef 配列を用いて、インフォマティクス解析を行った。 
 
（３）ウイルス複製能の解析 
実験室株（Nef-SF2）に変異を導入したプロウイルスベクターを 293T 細胞にトランスフェクショ
ンして、感染性ウイルス粒子を調製した。健常人の PBMC に調製したウイルスを感染させ、3 日
後に PHA を加えて細胞を活性化させた。その後、3 日おきに半量の培養上清を回収し、ウイル
ス生産量を p24Gag-ELISA にて定量した。 
 
（４）SERINC5 阻害機能の解析 
変異を導入した実験室株（Nef-SF2）または感染者由来の Nef クローンを Jurkat TAg 細胞および
SERINC3/5 をノックアウトした Jurkat TAg-SERINC3/5 KO 細胞にエレクトロポレーションして、
感染性ウイルス粒子を調製した。TZM 細胞に調製したウイルス粒子を感染させ、感染性を化学
発光にて検出した。Jurkat TAg 細胞及び Jurkat TAg-SERINC3/5 KO 細胞で得たデータを比較する
ことで、SERINC5 の阻害活性を定量的に評価した。 
 
（５）SERINC5 細胞表面発現の低下活性の測定 
Jurkat TAg-SERINC3/5 KO 細胞に SERINC5-iHA 発現プラスミドおよび感染者由来の Nef-GFP ク
ローンをコトランスフェクションした際の、SERINC5 の細胞表面発現量を HA 抗体で染色し、
フローサイトメトリーにて検出した。 
 
（６）細胞表面抗原の発現量の測定 
感染者由来の Nef クローンがウイルスレセプター（CD4、CCR5、CXCR4）、HLA-A2 および CD74
の発現に及ぼす影響を抗体で染色し、フローサイトメトリーにて検出した。CD4 および HLA-A2
の発現は CEM-A2 細胞に、CCR5 および CXCR4 の発現は TZM-bl 細胞に、ぞれぞれ、GFP 発現
ベクターにクローニングした感染者由来 Nef クローンを導入することにより解析した。また、
CD74 は、プロウイルスベクターにクローニングした感染者由来 Nef クローンを 293T 細胞にト
ランスフェクションすることで感染性ウイルス粒子を調製し、721.221 細胞に感染させることに
より解析した。 
 
４．研究成果 
（１）インフォマティクス解析 
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 A）。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
アミノ酸変異（チロシン
（Y）からフェニルアラニ
ン（F））と 125 番目のアミ
ノ酸変異（グルタミン（Q）
からヒスチジン（H））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 B、C）。 
 
（２）Nef の変異がウイル
ス複製能に及ぼす影響 
2 人の健常人の PBCM を
用 い て 、 Nef の
Y120F/Q125H の変異がウ
イルス複製能に及ぼす影
響を解析したところ、ウイ
ルス複製がピークとなる
9 日目でのウイルス複製
が Nef-SF2 と比較して優
位に低下することを明ら
かにした（図 D）。さらに、追加で 4 人の健常人でのウイルス複製解析を行い、Y120F/Q125H 変
異ではウイルス複製能が優位に低下することを明らかにした（図Ｅ）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）Nef の変異が SERINC5 阻害機能に及ぼす影響 
Nef の変異が SERINC5 阻害機能に及ぼす影響を解析したところ、Nef-SF2
と比較してシングル変異（Y120F、Q125H）では阻害活性に差は認められな
かったが、ダブル変異（Y120F/Q125H）において、優位に阻害活性が低下す
ることを明らかにした（図 F） 
 
 
 
 
（４）Nef クローンが SERINC5 細胞表面発現の低下活性および SERINC5 阻
害機能に及ぼす影響の解析 
Y120F/Q125H 変異をもつ感染者（N=10）の Nef クローンを樹立し、SERINC5 の細胞表面発現低
下活性および SERINC5 阻害活性を解析した。感染者間での SERIN5 細胞表面低下活性に差が認
められたが、感染者内でのクローン間においては、SERIN5 細胞表面低下活性に大きな差は認め
られなかった（図 G）。さらに、SERINC5 への細胞表面低下活性と SERINC5 阻害活性には相関
が認められた（図 H）。 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（５）Nef クローンの変異復帰が SERINC5 の阻害活性および細胞表面抗原の発現量に及ぼす影
響の解析 
120F/125H 変異をもつ感染者（N=10）の Nef クローンの復帰変異（Y120/Q125）を作製し、SERINC5
の阻害活性および細胞表面抗原の発現量変化の解析を行った。復帰変異において SERINC5 に対
する Nef の阻害活性能が回復することを明らかにした（図 I）。また、120F/125H 変異と復帰変異
の間での、CD4、CCR5、CXCR4、HLA-A2 および CD74 の細胞表面発現に影響を及ぼさなかっ
た（図 J）。 
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