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研究成果の概要（和文）： 

HIV-1 Nef のエイズ病態における役割を明らかにするため、Nef 発現で抑制された TLR5 と
IL-10 受容体（ベータ鎖）に注目し、これらの分子を介するマクロファージの自然免疫応答に
ついて解析した。TLR5 や IL-10 受容体からのシグナルはマクロファージのサイトカイン産生
バランスに影響しており、Nef が自然免疫監視機能を障害する可能性が示唆された。一方、ヒ
ト造血幹細胞移入免疫不全マウスは HIV に感染するもののマクロファージの分化発達が不十
分であり、病態解析のモデルには適さなかった。 

 
研究成果の概要（英文）： 
In order to clarify a role of HIV-1 Nef on the AIDS pathogenesis, we analyzed the 
innate immune function of macrophages through the stimulation of TLR5 and IL-10 
receptor beta, expressions of which were suppressed by Nef. A cytokine production 
profile of macrophages via these signaling was disturbed by Nef expression. 
Unfortunately, immunodeficient mice reconstituted with human cord blood stem cells 
were poor in the macrophage development and, therefore, not a good model to study 
Nef function in vivo. 
 

交付決定額 

                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2008 年度 1,900,000 0 1,900,000 

2009 年度 1,100,000 0 1,100,000 

2010 年度 700,000 0 700,000 

総 計 3,700,000 0 3,700,000 

 
 

研究分野：医歯薬学 

科研費の分科・細目：基礎医学・ウイルス学 

キーワード：マイクロファージ、自然免疫系シグナル、病原性、HIV-1 Nef、サイトカイン 

 
 
１． 研究開始当初の背景 
HIV-1 Nef はエイズ病態形成と深く関わるこ
とが示唆されているものの、その詳細は未だ
に明らかでない。そこで、Nef タンパクを
tetracycline 制御下に発現させるアデノウ
イルスベクターを用い、Nef タンパク発現に
伴って変動するヒト初期培養マクロファー
ジの mRNA を網羅的に解析した。その結果、
マクロファージの自然免疫機能に深くかか

わると考えられる TLR5 と IL-10Rの mRNA 発
現が Nef発現により抑制されることに注目し
た。また、免疫不全マウスにヒト臍帯血由来
造血幹細胞を移入することによりヒトリン
パ球や骨髄球が分化増殖する“ヒト化マウ
ス”を HIV-1 感染モデル動物として利用する
ことが可能となった。 
 
２． 研究の目的 
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HIV-1 感染マクロファージにおいて Nef タン
パクがマクロファージ本来の自然免疫機能
を障害するかどうか、それによりエイズ病態
に Nefがどのように関わっているかを培養細
胞系及びヒト化マウスを用いて解析する。 
 
３． 研究の方法 
単球由来 U937 や THP-1 細胞株および初期培
養単球由来マクロファージ(MDM)に、アデノ
ウイルスベクターで Nef 発現を on/off 制御
し、TLR5 の mRNA やタンパクの発現を Real 
Time PCRあるいはウエスタンブロットで解析
した。また、Nef の発現下に TLR5刺激が誘導
する６種類のサイトカイン産生を解析した。
更に、野生型あるいは Nef欠損 HIV-1感染 MDM
において IL-10を加えた時のリン酸化シグナ
ルの変化、２５種類のサイトカイン産生変化
について網羅的解析を行った。 
 
４． 研究成果 
まず、恒常的に Nef を発現する単球系細胞株
U937 あるいは THP-1 で Nef 発現の量と TLR5
の mRNA,およびタンパク発現低下のパターン
を解析し、アレイの結果の再現性を確認した。
しかしながら、強力なプロモーター下に発現
させた TLR5 は Nef による発現抑制を受けな
かったことから、TLR5 の発現低下は Nefによ
る間接的効果と考えられた。次に、調節性に
Nef 発現を誘導するアデノウイルスを初期培
養 MDM に感染させて TLR5 のリガンドである
flagellin で刺激し、6 種類の炎症性サイト
カイン産生の Nef による影響について、LPS
による TLR4 刺激のそれと比較した。その結
果、flagellin 刺激時の IL-6 産生（縦軸、単
位は pg/ml）は Nef 発現（Adeno-Nef (on), 
Tetracycline 非添加群）依存的に低下するこ
とが明らかとなった（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 図１ TLR5刺激時の IL-6産生量の Nefによ
る抑制効果 
 
MDMは用いた条件では TLR5や IL-10Rのタ

ンパクレベルでの発現が弱く、フローサイト
メーターで Nef発現によるこれら分子の発現
そのものの変化を解析することは困難であ
った。そこで、MDMを不活化 Salmonella 菌や
flagellin、IL-10 等で刺激し、培養上清中の
サイトカイン 25 種類を網羅的に測定した。
その結果、検出されたサイトカインの中でや
はり IL-6 の産生のみが Nef 発現に応じて変
化していることが示された。 
 次に、HIV-1 の感染そのものが MDM の自然
免疫機能を障害するかどうかを検討するた
め、EGFPを発現する野生株(WT)あるいはその
Nef欠損（ΔNef ）R5型 HIV-1を MDMに感染
させ、7 日後の IL-10 刺激による多種サイト
カイン量の変化を測定した。その結果、HIV-1 
ΔNef 感染 MDM では WT 感染あるいは非感染
MDMと比較して MCP-1、MIP-1α および IP-10
の産生量が顕著に増加した。また、WT感染あ
るいは非感染 MDM による IL-8 および MIP-1
の産生は免疫抑制性サイトカインである
IL-10 を培地に加えると低下したのに対し、
HIV-1 ΔNef 感染 MDM では IL-10 による抑制
効果が認められなかった。そこで、Nef によ
る IL-10シグナル阻害機序を明らかにするた
め、その下流に存在するシグナル伝達分子、
STAT-3 のリン酸化について検討した。IL-10
によって誘導される STAT-3 のリン酸化のレ
ベルは Nef 発現による影響を受けず、Nef に
よる IL-10 シグナル阻害効果は STAT-3 非依
存的であることが示唆された。以上のことか
ら、Nef は MDM において炎症性サイトカイン
である IL-6、MCP-1、MIP-1α、および IP-10
の産生および IL-10を介するサイトカイン産
生抑制性シグナルを阻害して免疫系のバラ
ンスを乱すことにより、HIV-1 感染に対する
自然免疫監視機構を回避している可能性が
in vitro の実験で示された。 

一方、ヒト臍帯血 CD34 陽性あるいは CD133
陽性幹細胞を導入した免疫不全マウスでヒ
ト化マウスを作製し、ヒトの Tリンパ球の分
化増殖過程を詳細に検討した。このマウスで
は高率良く HIV-1感染が成立し、血液および
組織中の感染細胞をフローサイトメーター
で検出することが可能となった。しかしなが
ら、この系統のマウスでは単球マクロファー
ジ系細胞の分化に障害があると考えられ、マ
クロファージの HIV感染による自然免疫機能
の変化を解析するモデルとしては何らかの
工夫が必要であることが明らかとなった。 
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