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研究成果の概要（和文）：AIDSの原因ウイルスであるHIV-1は細胞内に侵入する際にCCR5と呼ばれる分子と結合するこ
とが重要である。しかしながらCCR5は細胞表面で種々の構造をとっており，どのような構造がHIV-1の認識に重要であ
るかはわかっていない。本研究ではCCR5分子が複数個集合して細胞表面に発現する場合があることを示し，このような
複数個のCCR5で形成される立体構造はHIV-1にとっては認識しにくい構造となっていることを初めて明らかにした。こ
のことはこのようなCCR5を多量体化する薬剤が治療薬として効果的であることを示している。

研究成果の概要（英文）：We found that CCR5 exists as constitutive homo-oligomers, which was further 
enhanced by its antagonists such as maraviroc (MVC). We further showed that that CCR5 oligomer was 
structurally different from the monomer. Infection of oligomer- and monomer-enriched cells revealed that 
CCR5-using HIV-1 preferential recognized monomeric CCR5. Although CCR5 antagonists enhanced 
oligomerization of CCR5, MVC-resistant HIV-1 was found to still recognize both MVC-bound and -unbound 
forms of monomeric CCR5, suggesting the constrained use of monomeric CCR5 by R5 HIV-1.

研究分野： ウイルス学

キーワード： HIV-1　CCR5
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１．研究開始当初の背景 
HIV-1 が宿主に侵入する過程は、HIV-1

のエンベロープ糖タンパク質（Env）の
gp120がその受容体であるCD4と結合する
ことにより gp120 の立体構造が変化し、
さらにコレセプターであるCCR5あるいは
CXCR4 と相互作用することで開始される。
コレセプターとして CCR5 を用いる HIV-1
（R5 HIV-1）は、HIV 感染初期から後期に
かけて存在する主要なウイルスであり、
CCR5 を発現する CD4+T 細胞やマクロファ
ージに感染する。一方で HIV-1 感染患者
の約半数においては、感染後期になると
CXCR4をコレセプターとして用いるHIV-1
（X4 HIV-1）が出現し、CXCR4 発現 CD4+T
細胞株に感染するようになる。CCR5 と
CXCR4 のどちらも使用することができる
HIV-1 は R5X4 HIV-1 と呼ばれ、さらに
R5X4 HIV-1は CCR5により強い指向性を有
する dual-R5 と、CXCR4 により強い指向性
を有する dual-X4 に分類される。CXCR4 を
利用できる HIV-1 は CD4+T 細胞の枯渇や
病態進行に関与するため、AIDS 発症に重
要なウイルスとされている。 
 

２．研究の目的 
これまでの研究において，CCR5 は天然

リガンドの添加により二量体や多量体化
すること，さらには天然リガンドが存在
しない状態でもCCR5はすでにホモ二量体
ないし多量体として存在することが明ら
かにされているが、このような多量体形
成が HIV-1 感受性に与える影響について
は報告がなかった。一方 TAK-779 や MVC
といった CCR5 のアンタゴニストは、天然
リガンドとは異なり、CCR5 の 7回膜貫通
領域で構成される疎水性ポケットに結合
し、CCR5 のアロステリックな立体構造の
変化を誘導することで R5 HIV-1 の感染を
阻害することから、HIV-1 は CCR5 の何ら
かの特定の立体構造を認識して細胞内に
侵入しているものと考えられている。さ
らには、抗 CCR5 モノクローナル抗体であ
るCCR5-02が CCR5の二量体化形成を誘導
することにより R5 HIV-1 の細胞内侵入を
阻害することが報告されていることから、
二量体や多量体化することにより構造変
化を起こしたCCR5が HIV-1の感染感受性
に影響を与えることは十分に考えられた。
本研究ではコレセプターであるCCR5のホ
モ二量体更には多量体化したCCR5が単量
体CCR5と立体構造が異なるかどうか検討

し，さらにCCR5を使用するR5ないしR5X4 
HIV-1 がこのようなホモ二量体ないし多
量体化したCCR5を認識できるかどうかに
ついて研究を行うことを目的とした。 
また CCR5 アンタゴニストが CCR5 の二

量体ないし多量体形成に与える影響につ
いても検討した。 

 
３．研究の方法 

CCR5 のホモ二量体ないし多量体形成の確
認には bimolecular fluorescence 
complementation（BiFC）法を用いた。BiFC
法は蛍光タンパク質を応用した技術であ
り、生細胞中におけるタンパク質間の相
互作用を解析することが可能である。分
割した蛍光タンパク質の N末端と C末端
をそれぞれ目的タンパク質に結合させ、
目的タンパク質が相互作用を示した時の
み分割した蛍光タンパク質が元の蛍光タ
ンパク質複合体に戻ることで蛍光を発す
るため、タンパク質間の相互作用を間接
的に検出することが可能である。本実験
では CCR5 の発現ベクターとして，CCR5 の
C末端に蛍光タンパク質（Kusabira 
Green；KG）の N末端（CCR5-KGN）と C末
端（CCR5-KGC）を結合したベクターを構
築した（図１）。これらの分子を細胞に同
時に発現させ，CCR5 同士が近接して存在
した時のみ蛍光を発する(CCR5-KG)こと
で，二量体ないし多量体形成を確認でき
ることになる。 

具体的には 293T 細胞に両者を導入し，
フローサイトメトリーにて多量体形成細
胞を検出する。さらに CCR5 の種々のエピ
トープを認識するモノクローナル抗体で
染色し，単量体と二量体ないし多量体形
成を形成している細胞への抗体の反応性
の違いにより構造的な違いがないか検討
した。 
次に多量体CCR5の HIV-1感受性を解析

するために，単量体発現細胞と二量体な



いし多量体発現細胞をフローサイトメト
リーによりソーティングし，これに種々
の Env との Pseudotyped HIV を感染させ
luciferase 活性によりそれぞれの細胞集
団における HIV-1 感受性を測定した。  

４．研究成果 
まず多量体化CCR5が HIV-1の侵入に影

響するかどうか解析するため、CCR5 の C
末端にそれぞれ N末端と C末端に分割し
た蛍光タンパク質（Kusabira Green:KG）
を結合させた CCR5-KGN と CCR5-KGC を
293T 細胞に発現させた後、BiFC 法により
CCR5 の多量体を検出する手法を確立した
（図１）。また CCR5 の立体構造を解析す
るため、CCR5-KGN と CCR5-KGC を導入した
細胞をCCR5のエピトープを認識する種々
のモノクローナル抗体により染色した後、
フローサイトメーターを用いて解析を行
った（図 2上段）。抗 CCR5 モノクローナ
ル抗体としては、CCR5 の N末端を認識す
る抗体（clone CTC8, 3A9）、2番目の細胞
外ループ（ECL-2）を認識する抗体（clone 
2D7, 45531）そして CCR5 の立体構造を認
識する抗体（clone 45549）を用いた。 

 解析の結果、45549 抗体以外では、
CCR5 抗体陽性かつ KG 陽性の比率は
24-26%とほぼ同率であることがわかった。
一方 CCR5 抗体陽性かつ KG 陰性フラクシ
ョンでは、抗体によって異なる比率を示
すことが分かった。45549抗体はKG陽性、
KG陰性細胞どちらのCCR5に対しても反応
性が乏しいことがわかった。 
これまでの研究において、CCR5 の天然

リガンドである CCL3, CCL4 と CCL5 は、
CCR5 の多量体化形成を促進させることが
示されている。天然リガンド以外にも、
CCR5 のリガンドになり得る化合物として、
アンタゴニストである TAK-779 や
maraviroc（MVC）が存在する。しかし、
これらアンタゴニストがCCR5の多量体化
形成に影響を与えるのか、さらにはこれ

らのアンタゴニストの結合した多量体
CCR5と単量体CCR5の立体構造の違いにつ
いては、今まで報告がなかった。そこで、
CCR5-KGN と CCR5-KGC を導入した 293T 細
胞を MVC の存在下で培養し、CCR5 の様々
なエピトープを認識する抗CCR5抗体を用
いて染色を行い、リガンド非存在下での
CCR5 単量体ならびに多量体の立体構造と 
の差異について解析を行うとともに、MVC
の CCR5多量体化への影響について解析し
た (図 2下段)。 
その結果、MVC 添加により CCR5 抗体陽

性かつKG陽性率は40-54%とすべて増大し
ていることがわかった。一方、MVC 存在下
の KG陰性フラクションにおいてはMVC非
存在下と同様に抗体陽性率は異なってい
た。この結果からも、同じ CCR5 の部位を
認識する抗体であっても認識するエピト
ープの違いによりその反応性が異なるこ
とがわかり、MVC 非存在下における結果と
同様に多量体と単量体では、構造が異な
ることが分かった。またもう一つの CCR5
アンタゴニストである TAK-779 でも同様
に CCR5 の多量体形成増大が確認でき，さ
らに 293T 以外の細胞（HeLa, NP2/CD4）
においても同様の結果が得られた。一方
CXCR4アンタゴニストであるAMD3100では
CCR5 の多量体形成は促進されなかった
（データ非掲載）。 
次に MVCの CCR5多量体化形成の促進を

BiFC 以外の手法を用いて検出するため、
ウエスタンブロット法を用いてCCR5の多
量体検出を試みた。まず CCR5 の C末端に
FLAGタグを結合させた分子を293T細胞に
導入した後、分子間の相互作用を保持す
る化合物（cross linker：DSP）で処理し，
1%Brij O10 溶解緩衝液で溶解し、ウエス
タンブロット法により CCR5 を検出した 
(図 3)。 
 



その結果、MVC で処理していない細胞に
おいて、CCR5 の単量体（推定 40KDa）の
位置にバンドが認められ、さらに二量体
である位置にバンドが見られることも分
かった（図 3）。また MVC を添加したトラ
ンスフェクション細胞においては、二量
体のCCR5のバンドの濃度が未処理のもの
と比較して増大していることが分かった。
さらに二量体のバンドよりも上の位置に
バンドが出現しており、MVC が CCR5 の多
量体化形成を促進させることを確認した。 
抗CCR5モノクローナル抗体を用いた抗

体染色結果から、CCR5 の単量体と多量体
では立体構造が異なっていることが示唆
されたことから、単量体や多量体で存在
するCCR5の立体構造がHIV-1の侵入過程
において影響を与えている可能性が考え
られた。そこで本研究では、CD4 を恒常的
に発現している293T細胞に CCR5-KG発現
ベクターをトランスフェクションし、こ
の細胞を CTC8 抗体で染色した後、CTC8 抗
体陽性かつ KG 陽性フラクションと、CTC8
抗体陽性かつKG陰性フラクションをFACS
によりそれぞれ分取した。この抗体は KG
陽性、KG 陰性のどちらの CCR5 も同等に認
識する抗体であり、さらに HIV-1 に対し
て中和活性を示さないことから、この染
色により HIV-1 の感受性を保持した状態
で KG 陽性細胞と KG 陰性細胞における
CCR5 の発現量を揃えた細胞を調整するこ
とが可能となる（図 4A）。CCR5 の発現量
を揃え、なおかつ KG 陽性細胞と KG 陰性
細胞を分取するために図4Aに示すように
それぞれのフラクションにゲートをかけ、
FACS を用いて分取を行った。その結果、
KG陽性細胞とKG陰性細胞が明確に分取出
来ていることがわかった（図 4A）。 

 
これら分取した細胞集団にCCR5指向性

を持つEnv を有するシュードタイプのR5 

HIV-1（JR-FL, YU-2, BaL）を感染させ、
ルシフェラーゼ活性を測定することによ
り、それぞれのフラクションにおけるウ
イルス侵入効率を算定した。その結果、
どの株の Env を用いた場合においても、
KG陰性細胞に対する感染効率の方がKG陽
性細胞よりも有意差を持って高いことが
示された（図 4B）。このことから、R5 HIV-1
は多量体よりも単量体CCR5を効率的に認
識して感染することが示唆された。 
CCR5 をコレセプターとして使用できる

R5X4 HIV-1 においても R5 HIV-1 と同様に
KG陰性細胞とKG陽性細胞への感染効率を
解析した（図5）。今回dual-X4として 89.6
ウイルス株を用い、dual-R5 として KMT、
TIK そして 89.6 株に R308S 変異を導入す
ることで dual-X4 から dual-R5 に変異し
た 89.6R308S 変異体を用いた。これらの
解析により、dual-R5 の HIV-1（89.6 R308S, 
KMT, TIK）では R5 HIV-1 と同様に KG 陽
性細胞よりもKG陰性細胞においてその侵
入効率が高いことが分かった（図 5）。し
かしながら、dual-X4に属するR5X4（89.6）
の侵入効率は KG 陽性細胞と KG 陰性細胞
との間に有意な差は認められなかった
（図5）。これらの結果から、dual-R5 HIV-1
は R5 HIV-1 と同様に単量体 CCR5 を認識
して感染し、dual-X4 HIV-1 は単量体と多
量体CCR5を同様に認識して感染している
ことが示唆された。 

CCR5 のアンタゴニストである MVC が
CCR5-KG の陽性率を増大させることから
（図 2）、MVC 耐性の HIV-1（文献 5, 8）
では KG 陰性細胞よりも KG 陽性細胞に優
位に感染する可能性が考えられた。そこ
でこの仮説を検証するため、MVC 存在、非
存在における KG 陰性細胞と KG 陽性細胞
に対する感染効率について解析を行った。
その結果、MVC 存在、非存在に関わらず
KG 陰性細胞への感染効率が、KG 陽性細胞
よりも高いことが示された（図 6A）。 



さらに今回用いた MVC 耐性 HIV-1 が、
KG陽性細胞とKG陰性細胞のどちらに対し
てより耐性を獲得しているのかを解析す
るため、それぞれの細胞集団における MVC
耐性 HIV-1 の最大抑制効果 (Maximum 
Plateau Inhibition, MPI)を算定した。
CCR5-KG 発現 CD4-293T 細胞を MVC 未処理
または 100nM から 10Mまでの濃度範囲
で処理したKG陽性、KG陰性細胞を準備し、
これらにMVC耐性のシュードタイプHIV-1
を感染させ、MVC 耐性 HIV-1 に対する MVC
の最大抑制効果 (MPI)をそれぞれの細胞
において算定した（図 6B）。その結果 MVC
耐性 HIV-1 は、MVC の存在、非存在に関係
なく KG 陰性細胞への感染効率が KG 陽性
細胞と比較して高いことが分かった。さ
らに、MVC 耐性 HIV-1 に感受性の KG 陰性
細胞集団において、高濃度の MVC でもそ
の阻害効果が増大せず、逆に高濃度の MVC
で感染性が増大することから、以前から
報告されているように（文献 8）、このウ
イルスはMVCの結合した単量体のCCR5を
認識して細胞内に侵入していることが示
された。 

以上の結果からCCR5は天然リガンド非
存在下でも単量体だけでなく多量体とし
て存在できることを示し，さらにその構
造が異なることを初めて明らかにした。
さらに CCR５アンタゴニストはその多量
体化を促進することを示した。このよう
な多量体化の機序については現時点では
明らかではないが，CCR5 へのアンタゴニ
スト結合によりCCR5の立体構造が安定す
ることが多量体化形成に重要であること
が考えられる。 
また R5や R5X4のうち CCR5を優位に使

用する dual-R5 ウイルスは多量体化した
CCR5 を認識できないことを初めて明らか
にした。一方で CXCR4 を優位に認識する
がCCR5の使用が可能なdual-X4は単量体
も多量体も認識できる可能性を示した。 

さらに CCR5 アンタゴニストが CCR5 の
多量体化を促進し，このような多量体化
が R5 HIV-1 の感染阻止に関与している可
能性を示したが，CCR5 アンタゴニストで
ある MVC に耐性のウイルスは MVC が CCR5
の多量体化を促進するにも関わらず単量
体のCCR5を認識して細胞内に侵入するこ
とから，CCR5 を利用して感染する HIV-1
は単量体のCCR5しか認識できない可能性
が高いと考えられた。このような知見は
CCR5 を標的にする今後の新たな機序を有
する薬剤の開発の基盤となるものと考え
る。 
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