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研究成果の概要（和文）：ヒト感染免疫学では、感染個体で見られた現象が、ウイルスに起因す

るか、ヒトに起因するか明確にすることが困難なケースが多い。本研究では、HIV-1 Nef の遺

伝子多型性、機能的多型性と、感染者の病態について、北米のコホートを用いた包括的な解析

を試みた。慢性感染者（４６検体）の血漿から nef 遺伝子を増幅し、プロウイルスベクターに

組み込み、感染性ウイルスを調製した。Nef 依存的なウイルス感染性やウイルス複製能の昂進、

CD4 や MHC クラス I の発現低下、CD74 分子の発現昂進などの機能を測定した。同時に、感

染者のウイルス量、CD4 カウント、HLA クラス I アリルとの相関について解析を行った。そ

の結果、慢性感染者の Nef は、遺伝的に変異性が著しく、機能変化が大きかった。中でも、ウ

イルス感染性、複製能、CD74 発現昂進は特に変化が大きく、ウイルス感染性は感染者の病態

マーカーと相関していた。 
 
研究成果の概要（英文）：HIV-1 Nef is required for efficient viral replication and pathogenesis.  
However, the extent to which Nef ’s functions are maintained in natural sequences during 
chronic infection, and their clinical relevance, remains incompletely characterized. Relative 
to a control Nef from HIV-1 strain SF2, HLA class I and CD4 down-regulation activities of 
46 plasma RNA Nef sequences derived from unique chronic infected individuals were 
generally high and displayed narrow dynamic ranges, whereas Nef-mediated virion 
infectivity, PBMC replication and CD74 up-regulation exhibited broader dynamic ranges. 
80% of patient-derived Nefs were active for at least three functions examined. Functional 
co-dependencies were identified, including positive correlations between CD4 
down-regulation and virion infectivity, replication, and CD74 up-regulation, and between 
CD74 up-regulation and PBMC replication. Nef-mediated virion infectivity inversely 
correlated with patient CD4+ T-cell count. Strong functional co-dependencies and the 
polyfunctional nature of patient-derived Nef sequences suggest a phenotypic requirement 
to maintain multiple Nef functions during chronic infection. 
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１．研究開始当初の背景 
ヒト感染免疫学の研究では、環境や遺伝的背

景を実験的に制御できないため、細胞やマウ
スを用いた分子生物学研究の進歩に取り残
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されて来た。HIV 感染症に対する、ヒトの病
態およびヒト免疫システムを俯瞰的に解析
するアプローチが求められている。 
HIV-1 Nef は、その病原性因子として、HIV
感染症の病態発現に重要と考えられている
が、その一方で、遺伝子多型性が著しい分子
である。このため、感染者の体内で、さまざ
まなNefの機能がどのように病態と関連する
のか、良くわかっていない。 
 
２．研究の目的 
大規模コホートをベースにして、多くの慢性
感染者から集めたNef遺伝子を遺伝子レベル、
機能レベルで解析することにより、Nef の遺
伝的・機能的多型性の性質を明らかにすると
ともに、それが病態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、未治療、慢性期、サブタイプ B に感染し
た４６検体をランダムに選び、以後の研究に
用いた。感染者の臨床検査値は、ウイルス量
median [IQR]: 90,850 [28,840–231,000] 
copies/mlで、CD4陽性T細胞カウント: 297.5 
[72–455] cells/mm3 であった。（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）Nef 遺伝子配列の解析 
複製機能を有するウイルスが多いと考えら
れることから、本研究では、血漿ウイルス RNA
から Nef 遺伝子を増幅した。遺伝子配列の変
異性は、Los Alamos データベースのサブタイ
プ B の変異率とほぼ同等であった。さらに、
ウイルス生産細胞を回収して、ウェスタンブ
ロット法によって、Nef 蛋白質の発現量、安
定性について解析した。その結果、すべての
クローンであるレベル以上の Nef 蛋白質が安
定して発現されていることが分かった（図Ａ，
Ｂ）。 
 
（２）Nef の機能的多型性 
慢性感染者から分離した４６個の Nefクロー
ンと、実験室株（SF2）および Nef 欠損株を
用いて、Nef の５つの機能について解析を行
った。その結果、HLA-I と CD4 発現抑制機能
は、クローン間のばらつきが小さく、２つの
機能は非常に良く保存されていることが分
かった（図Ｃ）。その一方、ウイルス感染性、
ウイルス複製、CD74 発現に対する機能は、ク
ローン間で大きく異なっていた。 
 
（３）Nef と病態の相関 
Nef 機能解析の結果からは、Nef は複数の機
能を維持することが重要であるように思え
た。なぜなら、５つの機能のうち、７５％以
上のクローンが、３つ以上の機能を維持して
いた（図Ｄ）。一方、CD4 カウントと血漿ウイ
ルス量について、各機能との相関を解析した。
その結果、Nef 依存的な感染性増強作用が、
CD4 カウントと統計学的に有意な相関を示し
た（図Ｅ，Ｆ）。 
 
（４）Nef 機能の相互関連性 
各機能の相互依存性について、解析した。そ
の結果、興味深いことに、HLA-I 発現低下を
除く４つの機能はクローン間で、相互に関連
していた。HLA-I 発現低下作用のみ、他の機
能とは相関を示さないことから、この機能は、
Nef 蛋白質の異なる領域が機能発現に重要か、
あるいは、病態にとって重要ということが示
唆された。しかしながら、この研究では、Nef
機能とヒト免疫応答との関連を見出すには
至らなかった。おそらく、ヒトのゲノム多型
性の問題が大きいため、統計学的な有意さを
得るためには検体数が足りなかったためと
示唆された。 
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