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研究成果の概要（和文）：Nef などのアクセサリー蛋白質はレンチウイルスに固有の因子で、HIV

感染と病原性発現に必須な因子と考えられている。しかし、CTL 淘汰圧がアクセサリー蛋白質

の機能に及ぼす影響、およびアクセサリー蛋白質の機能が生体内のウイルス制御・感染病態に

与える影響は十分に解析されて来なかった。本研究では、HIV-1 elite controller(ウイルス量

が自発的に検出限界以下に抑えられている感染者)を基に、Nef 蛋白質の変異と機能が生体内の

ウイルス複製制御に与える影響とヒト免疫応答が持つ役割を解析した。その結果、controller

では、慢性感染者に比較して、Nef の機能が減弱化していること、その減弱化の程度は、ある

特定の HLA クラス Iアリルと関連することを見いだした。 

 
研究成果の概要（英文）：Impaired HIV-1 Gag, Pol, and Env function has been described in 
elite controllers (EC) who spontaneously suppress plasma viremia to < 50 RNA copies/mL; 
however, activity of the accessory protein Nef remains incompletely characterized. We 
examined the ability of 91 Nef sequences, isolated from plasma of 45 EC and 46 chronic 
progressors (CP), to down-regulate HLA class I and CD4, up-regulate HLA class II invariant 
chain (CD74), enhance viral infectivity, and stimulate viral replication in PBMC.  In 
general, EC Nef sequences were functional; however, all five activities were 
significantly lower in EC compared to CP. Nef from HLA-B*57-expressing EC exhibited poorer 
CD4 down-regulation function compared to non-B*57 EC, and the number of EC-specific 
B*57-associated Nef polymorphisms correlated inversely with 4 of 5 Nef functions in these 
individuals. Results indicate that decreased viral protein function, due in part to host 
immune selection pressures, may be a hallmark of the EC phenotype. 
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１．研究開始当初の背景 
HLA クラス I 拘束性のヒト細胞傷害性 T 細
胞（CTL）は、ウイルス変異を選択させる強
い淘汰圧として働くことが分かってきた。一
方、アクセサリー蛋白質と呼ばれる Nef など
の蛋白質は HIV 感染と病原性発現に必須な
因子と考えられている。しかしながら、アク
セサリー蛋白質に対するヒト CTL の応答、
CTL 淘汰圧がアクセサリー蛋白質の機能に
及ぼす影響、およびアクセサリー蛋白質の機
能が生体内のウイルス制御・感染病態に与え
る影響は見過ごされ、十分に解析されて来な
かった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、Nef 蛋白質に焦点を絞り、ヒト
CTL 応答が、Nef 蛋白質の変異と機能に与え
る影響を明らかにする。同時に、HIV-1 elite 
controller(エリートコントローラーまたは
EC と略す。ウイルス量が自発的に検出限界
以下に抑えられている感染者)を基に、Nef 蛋
白質の変異と機能が生体内のウイルス複製
制御に与える影響を解析する。 
 
３．研究の方法 
（１）HIV 感染者の検体 
ボストン地区で集めた HIV感染者の検体のう
ち、エリートコントローラー（自発的にウイ
ルス量が50コピー/mlに抑えられている極め
て稀な感染者）の４５検体をランダムに選び、
以後の研究に用いた。その他に、比較対象群
として、未治療の慢性感染者４６名から採取
した検体を用いた。（倫理面への配慮）検体
は、米国マサチューセッツ総合病院で、文書
による同意を得た感染者から採取した。感染
者の個人情報は入手していない。 
 
（２）組換えウイルスの調製 
血漿ウイルス RNA から、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、プ
ラスミドベクターにクローニング後、シーク
エンス解析を行った。さらに、感染者あたり
１クローンを選び、制限酵素サイトを導入し
て、プロウイルスクローン pNL43 にサブクロ
ーニングした。これらを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。 
 
（３）Nef 機能の解析 
Nef の５つの異なる機能について解析した。
ウイルス感染性については、TZM 細胞に組換
えウイルスを感染させて、個々のウイルスク
ローンの感染性を化学発光法により測定し
た。ウイルス複製は、健常人の PBMC を用い
て行った。具体的には、2x105個/well の PBMC
に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、
半量の培養液上清を回収して、ウイルス生産
量を p24Gag-ELISA で定量した。HLA クラス I
（HLA-I）発現低下と CD74 発現昂進について
は、721.221 細胞に HLA-A24 と CD4 を安定発
現するトランスフェクタントを用いた。この
細胞にウイルスを感染させてから、４８時間
後に細胞を回収して、表面抗原の発現量を交
代で染色することにより検出し、フローサイ
トメトリーで定量化した。CD4 発現低下に関
しては、Nef の他に Vpu や Env に同様の現象
が知られているため、ウイルスではなく、Nef
のみを発現させるプラスミドをトランスフ
ェクションにより導入する方法を用いた。 
 
４．研究成果 
（１）エリートコントローラーNef の遺伝子
配列と蛋白質発現量の解析 
４５名のエリートコントローラーの血漿ウ
イルス RNA から nef 遺伝子を増幅して、遺伝
子配列を解析した。系統樹解析をしたが、慢
性感染者との間で明確な系統の違いはなく、
またコントローラーに特異的なクラスター
や共通の祖先を示唆するデータは得られな
かった。また、Nef 蛋白質の発現量やウイル
ス粒子の生産量にも、コントローラーと慢性
感染者で違いは認められなかった。 
 
（２）エリートコントローラーNef の機能解
析 
遺伝子配列では、コントローラーを特徴づけ
る配列は認められなかったが、アミノ酸配列
で調べてみると、いくつかのアミノ酸はコン
トローラーに有意に多い頻度で見られた。こ
うしたアミノ酸配列の違いが、Nef の機能の
違いに反映するのではないかと考えた。 
Nef に依存する機能として、ウイルス感染性、
ウイルス複製能、HLA-I 発現低下、CD74 発現
昂進、CD4 発現低下の５つの機能を解析した。
その結果、全体として、ほぼすべての Nef は
機能的であった。しかし、コントローラーと
慢性感染者の Nef機能のそれぞれの中央値を
比較してみると、有意にコントローラー由来
の Nef は、機能が減弱化していることが明ら
かとなった。 
 
（３）感染者の HLA クラス I アリルの影響 
これまでのさまざまな研究で、エリートコン
トローラーには HLA-B57アリルを持っている
人が有意に多いことが知られている。そこで、
コントローラーの検体で、HLA-B57 に関連す
るアミノ酸変異を解析したところ、９つの変
異が有意に HLA-B57 を持つ感染者に多いこと
が分かった。興味深いことに、この変異の数
と、Nef 機能の関連を調べてみたところ、変
異数が多いほど機能が減弱化していること



 

 

が分かった。このことから、HLA-B57 拘束性
の CTL 応答が Nef 機能の減弱化に影響してい
ると示唆された。 
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