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研究成果の概要（和文）：HIV-1に対して被感染性を喪失したCCR5変異と野生型CCR5を共発現させた野生型/変異
型CCR5共発現細胞株を作成し感染実験を行った結果、変異型が10%程度混入しただけで野生型のみ発現させた細
胞に比べ被感染性が50%近く低下し、変異が50%程度混入すると被感染性はほぼ喪失した。この結果は、HIV-1の
感染成立に複数のCCR5が必要であることを強く示唆している。この変異混入の割合の変化と被感染性の変動を基
に数理モデルを作成し、感染に要するCCR5の数を算出したところ、感染成立には6-8個のCCR5が必要である可能
性が高いという結果が得られ、HIV感染成立のステップの一端が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We constructed wild type CCR5(CCR5-WT) and mutant CCR5(CCR5-MT), which loses
 susceptibility against HIV, coexpressing cells and tested HIV infectivity using these cells.10% and
 50% levels of CCR5-MT expression reduced the susceptibility against HIV by 50% and almost 100% 
compared with only CCR5-WT espressing cells, respectively. This result strongly suggested that 
multiple CCR5 are required for the HIV entry step. Next we developed a mathematical model based on 
the correlation between the ratio of CCR5-MT expression and HIV susceptibility, and estimated the 
numbers of CCR5 required for the HIV infection. As a result we quantitatively estimated 6-8 CCR5s 
are required for gp120 trimer-CCR5 interaction. These data revealed a part of the entry step of HIV 
infection.

研究分野：感染症

キーワード： HIV感染症　CCR5　侵入阻害薬
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１．研究開始当初の背景 
HIV-1 の主要なコレセプターとして CCR5、
CXCR4が同定され、HIV-1の侵入は HIV-1
の膜蛋白 gp120が標的細胞表面の CD4と結
合することで開始され、その後構造を変化さ
せた gp120がコレセプターと結合、その結果、
もう一つの HIV-1 膜蛋白である gp41 が構造変
化を来たし、ウイルス膜と細胞膜の融合が惹起さ
れると考えられる。しかし、実際に HIV-1 感染成
立に必要なCD4やコレセプターの数、gp41の構
造変化の過程など明らかになっていない部分も
多い。また、これらのコレセプターが HIV-1 の侵
入に重要な役割を果たすことが明らかになって
きたことで、コレセプターを標的とした抗 HIV 薬
の開発も行われ、2006 年には CCR5 を標的とし
た最初の抗 HIV-1 薬である maraviroc が米国
FDA により承認されたが、これに続く薬剤の開
発は滞っている。 
 
２．研究の目的 
分子学的手法により HIV-1 侵入過程における
CCR5、CXCR4 の動態の詳細な解明を試み、最
終的にはそのデータをコンピュータモデリングに
応用し、今後のケモカイン受容体阻害剤の開発
につなげることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
1)野生型・変異型 CCR5 共発現細胞株の作成 
HIV-1に対して被感染性を喪失する変異CCR5
発現ベクターと野生型 CCR5 発現ベクターを
U373-MAGI(UM)細胞に cotransfection し、限
界希釈法でクローニングし共発現細胞株を
作成した。 
 
2)共発現細胞株における野生型・変異型 CCR5
の発現量の確認 
共発現細胞株の RNA を抽出、RT-PCR により
CCR5 領域を増幅し、TA クローニング実施。
このクローニングベクターを transfection
し、得られたコロニーを一定数採取、目的の
CCR5 領域についてシークエンスを行い、野生
型 CCR5 と変異 CCR5 を含むコロニー数の比率
をその細胞株における野生型/変異 CCR5の比
とした。 
 
3)野生型・変異型 CCR5 共発現細胞株を用い
た感染実験 
作成した CCR5 共発現細胞株に R5 tropic で
ある HIV-1Ba-L を感染させ、各細胞株の被感
染性を評価した。UM 細胞は HIV-LTR により
-galactosidase を発現するため、X-gal に
より発色した細胞数をカウントし、被感染性
の指標とした。 
 
４．研究成果 
(1)予備実験で我々の感染実験系では、ある
程度の CCR5 が発現していれば、細胞株の感
染性はCD4発現量に依存していることが分か
った。そこで、CD4 発現量を揃えた細胞で、
変異CCR5を50%程度発現させた場合にHIV被

感染性がどのように変化するかを調べた。そ
の結果、変異が 50%程度発現すると被感染性
がほぼ失われることがわかった(図 1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 変異 CCR5 発現の被感染性への影響 
被感染性が喪失する変異(C101A、G163R、
C178A、W248A)を約 50%発現させると被感染性
は野生型 CCR5 に比べ 10%以下に低下。被感染
性が維持される変異(G162A)では 50%発現で
も被感染性は 80%程度維持されている。 
 
(2)変異 CCR5発現量の変化による被感染性の
変化 
変異 CCR5 と野生型 CCR5 を様々な比率で発現
させた細胞株で被感染性の変化を調べた。そ
の結果、変異 CCR5 が 10％程度混入すると被
感染性は約50%まで低下し、上述のように50%
の発現で被感染性はほぼ喪失していた。同様
の傾向は 4 つの変異 CCR5 すべてで確認され
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2 変異 CCR5 発現量による被感染性の変化 
G163R 変異 CCR5 と野生型 CCR5 を様々な比率
(Mt content)で発現させた細胞株で HIV への
被感染性を調べた。その結果変異が 10%発現
すると被感染性は野生型のみ(MT content=0)
に比べ 50%程度に低下。さらに変異が 50%以
上発現すると被感染性は変異型のみ(MT 
content=100)と同程度まで低下している。 
 
(3)数理モデルの構築 
上記の結果からは HIV 感染に複数の CCR5 が
関係しており、しかもその一部が機能しない
CCR5(変異 CCR5 や阻害剤結合 CCR5)に置き換



わると感染性が著しく低下するという感染
モデルが示唆された。 
これらの実験結果を基に、研究協力者(九州
大学 岩見博士)により数理モデルの構築が
試みられた。 
 
 
 
 
 

 
CCR5 の１つのクラスターは 3 個の CCR5 によ
り構成されると仮定し、 
ｍ：１つのクラスターが機能性を有するため
に必要な最低限の野生型 CCR5 の数 
ｆ：標的細胞上で変異 CCR5 が発現する率 
T：感染に必要な機能的クラスターの数 
と定義すると、クラスターが機能的である確
率と計算上感染が成立する可能性は上記の
ような式で表現される。 
これを実験で得られた実測値と比較し、計算
上の推測値と実測値がもっとも近くなるmお
よび Tを調べた。 
その結果、m=2.4、T=2.59 の時 G163R では最
もフィットすることが分かった。 
これらの結果から感染成立に必要な CCR5 の
数は概算で 6-7 個であった。同様の結果は他
の変異CCR5を用いた実験結果でも得られた。
すべての変異 CCR5 での結果を統合すると、
感染成立に必要な CCR5 の数は 6-8 個と考え
られた。 
このような数理モデルで得られたHVI感染性
の推測値は、CCR5 阻害剤の CCR5 への結合力
(Kd 値)と感染阻止力(IC50)の関係も再現で
きており、CCR5 阻害剤が一部の CCR5 に結合
するだけで強い抗HIV効果を発揮する機序も
説明できるものと考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3 数理モデルにより推測された IC50 値と

実験で求められた Kd 値、IC50 値との比較 
様々な m、Tの値を基に推測された IC50 値の
ラインの中で、ｍ=3、T=2 で描いたライン(上
パネル太線で描出)は実験で得られたIC50値、
Kd 値のライン(下パネル)とよく一致してい
た。 
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