
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１１３０１

基盤研究(B)

2014～2012

免疫淘汰圧に相乗効果を示す抗ウイルス剤の開発

Development of anti-HIV agents that exert synergism with host immune pressure

５０２７１１５１研究者番号：

児玉　栄一（Kodama, Eiichi）

東北大学・医学（系）研究科（研究院）・講師

研究期間：

２４３９０２５４

平成 年 月 日現在２７   ５ ２０

円    13,800,000

研究成果の概要（和文）： HIVの宿主免疫を回避する機能を解明・阻害するために、免疫機能に重要なシグナル伝達を
阻害するHIVアクセサリ-タンパクNefに注目し、免疫回避に重要な部位の新規同定、詳細な機能解析と免疫回避機能を
阻害しうる創薬研究を行った。また免疫不全が進行しない患者におけるNef機能が、通常の患者のそれとは異なること
を示した。これまで融合することがなかった免疫学と創薬科学、そして構造生物学知見を加えた融合研究領域の提案か
ら臨床応用への橋渡しを目指す基礎研究成果を得た。

研究成果の概要（英文）：Treatment of HIV, so far, remains to be insufficient. Therefore, development of 
efficient and safe therapy for HIV infection is urgently needed. Here, we focus on one of essential 
accessary viral proteins, Nef that has povital role in escape from host immune system, through 
immunological, rational drug design, and structural features. We newly identified novel domains for down 
regulation of MHC class I, and HIV receptors CD4 and CCR5, and established a screening system for Nef 
antagonists. Furthermore, we revealed impaired Nef functions in the elite controllers. Our findings will 
provide insights into further successful therapies and development of effective vaccines.

研究分野：ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 
HIV感染症は、他の先進国において横ばい
もしくは減少傾向がみられる一方で、日本で
は依然、増加傾向が続いている。幸いにも多
剤併用が功をなして感染者の予後は保たれ
ているが、長期にわたる治療、それに伴う治
療費の増大や副作用の問題などが大きくの
しかかっている。研究代表者は耐性 HIV に
効果を有する複数の薬剤を開発してきた。そ
のうち日本たばこ産業株式会社と共同開発
したインテグラーゼ阻害剤エルビテグラビ
ルは純粋に日本で開発された薬剤であり、平
成 25 年から本邦でも認可されている。一方
で研究分担者の上野は、200例を超える日本
人HIV感染者検体の nef遺伝子、感染者ヒト
白血球抗原（HLA） アリル、細胞障害性 T
細胞（CTL）応答の解析を通して、Nefの機
能性領域に認められる CTL 逃避変異が Nef
の主要組織適合遺伝子複合体（MHC）や
HIV レセプターである CCR5 の発現抑制作
用、ウイルス複製能を減弱化させることを見
い出している。さらに急性感染者や無治療で
ウイルス複製が制御されている elite  
controller のNefの機能とCTL応答の解析
から、種々のNef機能制御領域と変異可塑性
の特性を明らかにしつつある。 

Nef は多機能ウイルスタンパクであり、
HIVレセプター・MHC の発現抑制やシグナ
ル伝達リン酸化酵素と相互作用することが
知られている。特記すべきは、Nef遺伝子導
入のマウスでのみAIDS様免疫不全病態が再
現されたことである。しかし、これまで AIDS
様症状に結び付くNef機能は明らかとされて
いないだけでなく、阻害剤も開発されていな
いことから学術的介入意義がある。 
 我々は既存の抗ウイルス剤と異なる宿主
の免疫淘汰圧を考慮に入れた標的部位の探
索創薬を試みることを計画した。宿主免疫回
避を担う主要なウイルス因子Nefの機能阻害
は、直接的抗ウイルス作用と免疫系による
HIV排除、薬剤耐性や免疫逃避変異によるウ
イルス弱毒化を介した相乗効果が期待でき
る。代表者児玉のこれまでの創薬実績とその
耐性、分担研究者上野の Nef機能に関する研
究実績を併せ、構造生物学的アプローチを研
究協力者 Sarafianos 博士に依頼する異種分
野融合型新規研究領域を提案する。 
 
２．研究の目的 
 インフルエンザなど、治療薬もしくは有効
なワクチンが開発されたウイルス感染症と
異なり、HIV感染症は未だ治癒や予防が望め

ない。本研究は、安全かつ確実な治療効果を
得るために HIV の宿主免疫回避機能を解
明・阻害することを目指す新規学術的基礎研
究である。宿主細胞における免疫機能に重要
なシグナル伝達の阻害、CD4やMHCなどの
発現阻害を起こす HIV アクセサリータンパ
ク Nefに注目し、免疫回避に重要な部位の詳
細な機能解析と免疫回避機能を阻害しうる
創薬研究を行う。これまで融合することがな
かった免疫学と創薬科学、そして構造生物学
知見を加えた融合研究領域を提案し、臨床応
用への橋渡しできる成果を得る。 
 
３．研究の方法 
(1) アッセイ系の確立と発現細胞の選択 
 Nef のレセプター発現抑制活性を分泌型ア
ルカリフォスファターゼ (SEAP) 活性によ
って検出するアッセイ系構築のためにベク
ターを作製し、細胞に遺伝子導入した。スク
リーニング系の効率化を図るために、培養期
間、使用薬剤量、SEAP 測定用サンプル量な
どを最適化させた。細胞外分泌シグナルを欠
失させた SEAP変異体では SEAPが細胞内に
とどまり、それを Triton-X100 添加で検出で
きることを予備実験で明らかとした。コンピ
ューターシュミレーションを使用した in sil-
ico 解析を可能とさせるために臨床サンプル
やこれまでの優勢阻害（dominant negative）体
の解析を通して、Nef における重要な部位の
解析を行った。 
 
(2) Nef dominant negative vector作製 
 Nef 変異体を部位特異的変異導入法で作製
し、変異体 Nef 発現ベクターと pNL4-3 を用
いた分子クローンウイルスを作製し、これら
のベクターもしくは組換えウイルスを遺伝
子導入または感染させ、宿主細胞表面におけ
るレセプター発現状況を検討した。併せて、
スクリーニングで用いるアッセイ系を用い
て定量化を試みた。 
 
(3) 臨床分離株の Nef機能解析 
 日本で流行している Nefの遺伝子配列を解
析し、HLA拘束性 CTL応答が Nef変異に与
える影響の定量的解析した。急性期、慢性期、
血友病関連の検体をにおける Nef機能と病態
との関連性を解析した。薬剤スクリーニング
において実験室株特異的に効果を示す薬剤
を同定する可能性は、臨床分離株パネルを用
いることにより克服した。さらに治療によっ
て免疫機能が改善された患者での Nef機能の
変化を明らかにした。これら情報をすべて含



めた上でスクリーニングする対象を戦略的
に構築した。 
 
４．研究成果 
(1) 抗 Nef化合物アッセイ 
 確立させた抗 Nef化合物を検出するアッセ
イ系を用いてスクリーニングを行ったが、保
有もしくは購入した化合物は Nef阻害活性を
示さなかった。Nef は様々な宿主リン酸化酵
素によって修飾を受けることから、リン酸化
酵素阻害剤を検討したが、有望な化合物を見
出すことができない状態にある。今後も新し
い化合物のスクリーニングを継続する予定
である。 
 一方で、陽性コントロールとしてに米国の
グループが報告した化合物 B9 (Emert-Sedlak 
et al, Chem Biol 20:82-91, 2013) を国内で受託
合成し、解析を進めている。 

 
(2) Nef dominant negativeの影響 
 Nef 変異体を組み込んだ真核細胞発現ベク
ターを遺伝子導入した細胞では一部が感染
性やウイルス放出の低下を示した。一方、CD4
発現抑制機能を有する Nef変異体はそれ自体
で、HIVの感染性をほぼ完全に抑制できたが、
複製能には大きな影響を及ぼさなかった。 
  
(3)  臨床分離株の Nef機能解析 
 Nef の Met-20 などいくつかの極めて保存
された領域が、HLA 発現低下機能を担って
いる。しかし、Nefは変異性が著しく、こう
した保存領域にもアミノ酸多型が存在する
ことが知られている。そこで国内の未治療
HIV-1感染者 654例から検体を収拾し、HLA
発現低下機能を担う領域の多型を解析した。
約 17%の感染者に由来するHIV-1がMet-20
変異を有していた。感染者の病態マーカーで
ある CD4 数と血中ウイルス量について Nef
アミノ酸多型との関連を調べたところ、20
番目のアミノ酸に変異を有する検体では、有
意にウイルス量が多いことが明らかとなっ
た(p=0.009)。このことから、Nefの良く保存
された機能性領域のアミノ酸多型は、感染者
の病態に影響することを示した。 
 さらにさまざまな病態にある 91 名の HIV

慢性感染者由来のNefを用いて CD4と CCR5
の発現抑制作用を測定し、感染者由来 Nefで
の両機能の関係、および Nef多型性と各機能
の関連を解析した。その結果、感染者由来
Nefでは、CD4と CCR5の発現低下活性が非
常に強い正の相関を示した。CD4発現抑制機
能を失う代わりに CCR5抑制機能を得るなど
という代償的な傾向は見られず、ウイルスレ
セプター発現抑制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
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、Nef 機能が特に低下してい
る 3クローンに着目して、機能と変異を詳細
に解析した。SF2 株の Nef と感染者由来 Nef
との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。その結果、
一つの Nefクローンでは、CD4発現抑制機能
はNおよびC末端のどちらを入れ替えても回
復されなかったが、CCR5 発現抑制機能は C
末端側のみを入れ替えることで回復した。ま
た、別の Nefクローンでは、C末端に位置す
る特定のアミノ酸変異を元に戻すことで両
機能が回復した。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発現抑制機能
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ているものと示
唆された。 
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