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要旨

 R5 HIV・1の標的細胞への侵入にはウイルス粒子表面のエンベロープタンパク質Env

のgp120と標的細胞上のレセプターCD4、コレセプターCCR5との相互作用が要求さ

れる。本研究ではCCR5と直接相互作用するgp120のV3100pに0－10個のアミノ酸置

換の組み合わせを持つHIWJ障FL。，ライブラリーを使い、 V3領域の配列が異なる45種

類のR5 HIV・1クローンを分離し、 CCR5低発現CD4＋T細胞PM1と高発現細胞

PM11CCR5でその複製能を比較した。その結果、6．7％ （3145）のウイルスはCCR5

低発現細胞では、野生株HIい1RFL。，と同様に効率よく複製するが、 CCR5高発現細胞

では1110以下にその複製が抑制されることがわかった。CCR5高発現によるウイルス

複製の抑制が何故おきるかを調べるために、そのうちのウイルスクローンHIWv3博08

で検討を行った結果、野生株に比べてウィルスの侵入効率と産生量には影響していない

ことがわかった。レかし、CCR5高発現細胞から産生されたHIい1v3脚8は、感染性が

1120に低下していた。またこのウイルスの膜エンベロープ上にはCCR5が効率よく取

り込まれていることが、抗CCR5抗体 （T2118）を使った免疫沈降で示された。以上

から、PM11CCR5細胞から産生されたHIV・1v3L伽に効率よくCCR5の取り込みが起き

ることによって、感染性の低下を引き起こしていることがわかった。また野生株である

HIV・1J艮FL。，では、この取り込みはEnVに関係なく起こるが、 R5 HIV1エンベロープに

よりその取り込みは促進された。またCCR5のHlい1J階b．への取り込みは、弱いなが

らもウイルスの感染性を抑制することが明らかとなった。これらの結果から、CD4＋T

細胞ではR5 Hl～み1感染後のCCR5の挙動がウイルスの複製能に影響していることが明

らかとなった。
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Abstract

    Entry of R5 human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) into target cells requires

sequential interactions of the envelope glycoprotein gp120 with the receptor CD4 and

the coreceptor CCR5. I inveStigated replication of 45 R5 viral clones derived from the

HIV-IJR-FLan library carrying O-1O random amino acid substitutions in the gp120 V3 loop,

and found that 6.7% (3/45) of the viruses revealed MO-fold replication suppression in

PMI/CCR5 .cells expressing high Ievels of CCR5 compared to PMI cells expressing Iow

levels of CCR5. In HtV-tv3L#os, suppression of replication was not associated with entry

events and viral production but to a marked decrease in infectivity of nascent progeny

virus. HIV-lv3L#os, generated from infected PMI/CCR5 cells, was 98%

immunoprecipitated by anti-CCR5 monoclonal antibody T21/8, whereas the other

infectious viruses were partially precipitated, suggesting that incorporation of larger

amounts of CCR5 into the virions caused impairment of viral infectMty in HIV-lv3L#os.

Incorporation of CCR5 onto HIV-IJR.FLan from CD4'T cells was decreased without Env.

The amount of CCR5 incorporated onto R5 viruses was higher than that of X4 viruses.

Furthermore, viral infectivity was weakly decreased by incorporated CCR5 onto

HIV-IJR.FLan. These results demonstrate the implications of an altemative influence of

CCR5 on R5 HIV-1 replication in CD4'T cells.
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研究の背景と目的

1 ウイルス粒子へのCCR5の取り込みによるgp120 V3依存的なR5 HIV・1の感染性

低下

 標的細胞へのR5 Hlい1の侵入にはエンベロープタンパク質Envのgp120とレセプタ

ーCD4、コレセプ門口CCR5の相互作用が必要である（X4 HIV・1の場合はコレセプタ

ーとしてCXCR4を要求する）（Berger ef鉱，1998；Doms ef aA，1997；Moore ef鉱，

1997）。これらの相互作用は細胞表面上のレセプターとコレセプター分子の数やその局

在に依存している（Lin ef記，2002；Peters ef鉱，2004；Platt ef訊，1998；Reynes ef aA，

2003）。Pla貧らは、 CCR5発現量とR5 HIV－1の感染性についてHeLa細胞を用いて詳

細な検討を行った（Platt ef鉱，1998）。彼らによるとCD4の発現が高い細胞（1 x 105

molecules／oell）では、 CCR5の数に依存することなくR5 HIV・1の感染が起こる。しか

し、CD4の発現が低い細胞（1 x 104 molecules／cell）では、 CCR5の細胞表面の分子数

が2xIO4 moleculeslcellになるまでCCR5の分子数に依存して感染効率が上がり、そ

れ以上では依存せず飽和に達する（Platt ef aA，1998；Walter ef訊，2005）。ウイルス吸

着侵入時gp120とCD4、 CCR5の結合は連続して起こる。最初にCD4とgp120が結

合し、その結合によりgp120の構造が変化し、CCR5結合部位が露出する（Kwong ef aA，

1998；Trkola ef aA，1996；Wyatt ef aA，1998）。そのコレセプター結合部位はブリッジン

グシートと呼ばれる4本のβシート（β3、β2（内部ドメイン）、β21、β20（外部ドメ

イン））から構成される領域とV3100pからなり、 CCR5のN末との相互作用に重要な

役割を担っている（Reeves ef aA，2002；Reeves ef説，2004；Rizzuto e’訊，1998；

Rizzuto ef鉱，2000；Suphaphiphat ef a∴，2003；Chih－Chin Huang ef aあ，2007）。最終的

に、CCR5とV3100p（35－37個のアミノ酸残基からなる）の直接的な相互作用によっ

て融合ペプチドgp41が構造変化を起こし、その結果、 gp41の融合ペプチドが細胞膜
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に突き刺さり、2つの膜が近接するように折りたたまれることで、ウイルスと細胞の膜

の融合が起こる（Rizzuto ef鉱，1998；Rizzuto ef記，2000；Wu ef鉱，1996；Wyatt ef aあ，

1998；Zhang ef aZ，1999）。

 HIV・1感染後、感染細胞におけるCD4とCCR5の挙動には大きな違いがある。ウイ

ルス感染後、CD4の発現がdown－modulationされ、 HIVの感染効率が減少する（Delwa段

ef a∴，1989；Steck ef説，1966）。これにはHIVのEnvとアクセサリータンパク質である

Nef、 Vpuが関係している。 NefはCD4のインターナリゼーションやリソソームへの移

送、および分解を促進する（Aiken ef a孟，1994；Bresnahan ef訊，1998；Craig ef訊，1998；

Greenberg ef鉱，1998；Mangasarian ef訊，1997；Piguet ef訊，1998）。またEnv、 Vpu

は新しく合成されたCD4が細胞表面に輸送されるのを妨げる働きをしている

（Geleziuna＄e’訊，1994；Willey ef a乙，1992）。 CD4がdown－modulationされないと、

新しく産生されたウイルスのgp120と感染細胞膜表面に発現したままのCD4が強く結

合し、その結果、出芽直後のウイルスが細胞表面にトラップされ、蓄積する（Palese ef

aA，1974）。また、 CD4との結合により出芽部位にgp120が集積せず、新しく細胞から

放出されるウイルスにgp120が取り込まれない、もしくは機能を持たないgp120－CD4

複合体がウイルスに取り込まれ、その結果放出されたウイルスの感染性が著しく低下す

ることが報告されている（Lama ef a∴，1999；Levesque ef説，20Q3）。

 一方、HIV・1感染後、 CCR5のdown－modulationは、 Nefにより一部起こるという報

告もあるが、CD4でみられるような強いdown－modulationは見られない（Michel ef aA，

2005）。これはCD4の結合によってgp120の立体構造が変化し、 CCR5結合部位が露

出されない限り、細胞表面に産生ウイルスをトラップすることはないからだと考えられ

る。これが、ウイルス侵入後、効率的なウイルス複製のためにCCR5を強く

down－modulationする必要がない一つの理由と考えられるpそれではウイルスの細胞へ

の侵入後、CCR5はウイルス複製に影響しないのであろうか。従来までの研究は、ウイ

ルスの侵入過程におけるコレセプターとしての機能に限られ、ウイルス侵入後のCCR5
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の影響については全く調べられてこなかった。本研究では、HIい1のライフサイクル全

般を含んだ実験系によってHIWの複製に及ぼすCCR5の影響を検討した実験では、

CCR5低発現PM1細胞とCCR5高発現PMlICCR5細胞を用い、 R5 HIV・1がこの両者

の細胞でどのように複製するかを比較検討した。用いたウイルスは、吸着侵入時CCR5

と直接相互作用するgp120 V3100pの構造が異なる45種類のクローンウイルスである。

これらのウイルスは、HIV・1 V3100pライブラリーから分離した。このライブラリーは、

臨床から得られた31株のV3100pに含まれるアミノ酸をランダムに含み、更にコレセ

プタースイッチに影響を与えるアミノ酸、V3構造を維持するために保存されているア

ミノ酸、糖鎖が結合する領域のアミノ酸に変異が入らないように設計されている。その

結果、いくつかのウイルスでCCR5発現量の違いによってウイルスの複製能が異なる

ことがわかった。我々は、その中でもPM1細胞では野生株HI～み1JR．FLanと同等に複製す

るが、PM11CCR5細胞では複製が極端に低下するHIV・1v3し窪08に注目して研究を進めた。

このウイルスはCCR5の高発現によりV3100p依存的に複製能が強く低下したが、その

原因は、産生されるウイルス粒子にCCR5が取り込まれることにより感染性が低下す

るためであることがわかった。
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∬ CD4“T細胞株、非CD4噸T細胞株から産生されるウイルスや細胞指向性の異なるウ

イルスへのCCR5の取り込み

  CD4“T細胞株では、 CCR5はDRMに局在することが報告されている（Popik e’aZ，

2002）。DRMとは、細胞膜もしくはMVB上でコレステロールやスフィンゴ脂質、特定

の膜タンパク質などが集積している領域で、生化学的には界面活性剤に不溶な膜画分の

ことである（Brown and London，1998；Brown and London，2000；Skwarek，2004）。ウ

イルスアッセンブリーとそれに続く出芽は、このDRM直下にアンカーされた前駆体

Gagタンパク質とDRM上に発現したEnv（gp41、 gp120）が集積した細胞膜やMVB

で起きると考えられている（Holm ef aA，2003；Lindwasser and Resh，2001；Nguyen

and Hildreth，2000；Ono and Freed，2001；Rousso ef a乙，2000；VVang ef aあ，2000；

Zheng ef aA，2003）。従って感染後、 CCR5の局在に変化がなければ、 DRM上にある

CCR5は受動的にウイルスエンベロープに取り込まれる結果になると予想された。とこ

ろが、HLA－DR（Cantin ef aA，1997；Cantin ef aA，1997）、 CD63（Meerloo ef a孟，1992；

Meerloo ef訊，1993；Orentas e’訊，1993）などの他の感染細胞由来のタンパク質がウ

イルス粒子に取り込まれることが次々と報告されてきたが、CCR5のウイルス粒子への

取り込みは、確認されなかった（Lallos ef aA，1999）。しかし、前回の研究で初めて、

gp120 V3100p変異ウイルスHIV・1v3博08ばかりでなく、その野生株であるHIV・1J肝」，

にもCCR5が取り込まれることが明らかになった。

  ウイルスの出芽が細胞膜もしくはMVBのいずれで起こるかは、細胞によって異な

る（Nydeπer et al．，2003；Sherer et al．，2003；von Schwedler et al．，2003）。マクロファ

ージでは、前駆体Gagタンパク質は、細胞膜にアンカーされた後、再びMVBへと輸送

され、MVB内にアッセンブリー出芽される（Harila et al．，2006；Jouvenet et al．，2006；

Neil et al．，2006；Rudner et al．，2005）。従って細胞によってはアッセンブリーの場所や
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出芽する位置、CCR5の局在の違いによって、産生されるウイルス粒子に取り込まれな

いケースも考えられる。また、その取り込みがどんな仕組みで起こっているのかについ

ては不明なままである。そこで本研究では、CCR5のHIWJ降FL。，への取り込みが、何

故どのようにして起きるのかについて、PM1以外のCD4噸T細胞株、非CD4＋T細胞株

から産生されるウイルスや細胞指向性の異なるウイルスを用いて検討した。
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実験方法

（1） 細胞

 ヒトCD4＋T細胞株PM1（Lusso ef a∴，1995）はNIHAIDS Research and Preference

Regent Programより分与をうけ、最終10％非動化FCS （Vitromex）、100 Ulmlペニ・

シリン、100μglmlストレプトマイシンを加えたRPMI1640（hvitrogen）で継代した。

PM11CCR5細胞はpGITKneo－CCR5（Maeda ef鉱，2000）とpVSいGをトランスフェ

クションしたPA317 clone＃8細胞と共培養し、 PM1細胞にレトロウイルスを介して

CCR5の発現遺伝子を導入した。 MAGIC5（Hachiya ef aZ，2001）と293T細胞は10％

非動化FCS、100 Ulm1ペニシリン、100μg／mlストレプトマイシンを加えた

Dulbec◎o’s modified Eagle’s medium （ICN Biomedicals）で継代した。

（2） ウイルスとHIV・1 gp120 V3100pライブラリー

 pJR－FLanは我々の研究室でpJR－FL（京都大学、小柳義夫先生より分与を受けた）

から作られた。EnvのV3100pをはさんでAflllとNhelの制限酵素切断部位を導入して

ある。本実験で用いたR5ウイルスは、 HIW V3100pライブラリーから分離した。こ

のライブラリーはpJR－FLanのgp120 V3100pにランダムなアミノ酸置換を0－10個含

んでおり、その変異の組み合わせば27，648通りである（Yusa ef記，2005）。 V3100p

のアミノ酸置換はLos Alamos HIV Sequence Database （http：〃www．hManl．gov1）よ

り得たR5 HIW 31株のV3領域に出現したアミノ酸置換を参考にして次の3つの点に

留意して設計されている。．①V3100pのN末のアミノ酸配列CTRPNNNTR、 V3100pの

頭頂部にあたるGPGRA、 C末のIRQAHCには変異を導入しない。②①の条件以外の

位置で、変異の頻度が低い （≦1131）場合、アミノ酸残基を変更しない。③塩基に

変異があっても、アミノ酸置換が伴わない場合は変異を挿入しない。こうした条件によ

り、V3100pを形成する35アミノ酸残基中10箇所の位置を選び0－10個の変異をそれ
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それランダムな組み合わせで挿入した。ウイルスの調製は293T細胞 （1 x106）にリ

ン酸カルシウム共州法 （Promega）を用いて8μgのウイルスDNAを導入した。28時

間後、上清を回収し、0．22μmフィルター （Millipore）でろ過後、一80。Cに保存した。

（3） pを4GヨgのELISAによる定量

 PM1、・PM11CCR5細胞 （4 x 104）に8ngのp24 Gag量のウイルスを2時間感染

させた。感染細胞をPBSで2回洗浄し、37。C、5％CO2で培養した。感染6日後、上

清中のp24 Gagの量をp24 Gag ELISA（Zeptometrix）を使って測定した。

（4） フローサイトメトリー

 細胞表面に発現するCD4とCCR5をフローサイトメトリー（BD）で解析した。細胞

を反応液（3％FCS， PBS）に懸濁し、抗CD4抗体（SK3， BD Biosciences Pharmingen）

もしくは抗CCR5抗体 （2D7， BD Biosciences Phamingen）をそれぞれ加え、4。Cで

30分間反応させた。洗浄液（0．5％1～veen 20， PBS）で2回洗浄後、 FITC結合した2

次抗体（抗マウスIgG）を4。Cで30分間反応させた。再び2回洗浄し、 FACScanで

調べた。結果はBD Cell Quest ver 3．1ソフトウェアで解析した。

（5）  real－time PCR

 ウイルス（8ng、 p24 Gag）を含んだ培養液に、690 U DNase l（Wo曲ington Biochem）

を加え、室温で1時間静置する。そのウイルスをPM1、 PM11CCR5細胞に感染させ、

37。Cで2時間培養した。その後、細胞をPBSで2回洗い、37℃で8時間培養した。

QIAamp DNA blood kit（Qiagen）を使い、 DNAを精製し、全量200μ1で抽出した。

そのうち2μ1をreal・time PCRによる解析に用い、685－789を増幅するプライマー

（ forward  primer： 5㌔ACATCAAGCAGCCATGCAAAT」3’， reverse  primer：

5㌔ATCTGGCCTGGTGCAATAGG－3’，                        probe：
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5’一FAM－CATCAATGAGGAAGC丁GCAGAATGGGATAGA－TAMRA－3’）を使い、後期逆転

写産物を検出した。プライマーをそれぞれ0．9pmol、プローブを0．25 pmol使い、柏qMan

Universal PCR master mixに加え、 PCRを3回行った。反応は95。C、10分を1cycle、

その後95℃、15秒、60。C、1分野40 cycles繰り返し行った。反応にはABI Prism mode1

7700thermal cycler（Applied Biosystems）を使用した。

（6） シュードタイプウイルスの感染

 ルシフェレースレポーター遺伝子を組み込んだHlい1シュードタイプウイルスは、

pNL⊥ucR－E’（M訓ani ef aA，2000）とEnv発現プラスミドpCXN－EnvJR－FLan、

pCXN－EnvJ R－FLan－A69T、 pCXN－EnvV3L＃08、 pCXN－EnvV3L＃08－A69Tを293丁細胞

にトランスフェクションするζとによって調製した。シュードタイプウイルスを含む上

清のp24 Gag濃度を8nglmlに調製し、前日に播種した48穴プレート中のPM1、

PM1／CCR5細胞 （1 x 104） に1ml加えた。2時間後、細胞をPBSで2回洗い、48

時間後、ホタルルシフェレース活性をIuciferase assay system（Promega）を用いて、

ルミノメーター （Be曲old）で測定した。

（7） ウイルス感染性の定量

 ウイルス感染性を調べるため、感染前日に5x103個のMAGIC5細胞（Hachiya e’鉱，

2001）を48穴プレートに播き培養した。翌日、段階希釈したウイルスを加え、37。C

で2時間培養した。その後、細胞をPBSで洗い、更に37。Cで培養した。感染48時間

後、細胞を固定液 （1％ホルムアミド，0．2％グルタルアルデヒド）で5分処理後、2

回PBSで洗い染色液（1 mM MgSq 3 mM potassium ferricyanide，3mM potassium

femocyanide，0．4 mglml X－gal）で1時間細胞を染め、青く染まったフォーカスの数を計

測した（Kimpton and Emerman，1992）。
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（8） ウエスタンプロット解析

 感染4日後Hlい1感染細胞の上清中のウイルスを175，000xgで60分間遠心して沈

澱させる。ウイルスタンパク質（10ng， p24 Gag）を5－20％SDSポリアクリルアミド

ゲルで分離し、重ねたPVDFメンブレン（Millipore）にタンパク質を転写し（200》2

時間）、そのメンブレンをブロッキング液（5％スキムミルク，137mM NaCI，8．1 mM

Na2HPO4，2．68 mM KCI，1．47 mM KH2PO4，0．05％1日置en 20）に浸し、室温で1時間震

とうした。1次抗体として抗gp120抗体（Aalto Bio Reagents）と抗gp41抗体（2F5， NIH

AIDS Research and Preference Regent Program）を用い、 horseradish peroxidase標

識した2次抗体Anti－Sheep （lgG SIGMA）、 AntトHuman （lgG， ZYMED）を用い、ケ

ミルミワン（Nacalai陀sque）で検出した。

（9） ウイルス沈降実験

 ウイルス濃縮後、3％BSAを含んだPBSに溶かし、p24 Gagを10nglmlに調製する。

100μ1のウイルス液に1μgの抗体を加え、4℃で一晩静置する。10μ1のPansorbh

（Calbiochem）を3％BSAを含んだPBSで3回洗った後、抗体と共に一晩インキュベ

ートしたウイルス液に加え、37。Cで30分静置する。その後、350xgで30分間遠心

し、ウイルスー抗体一Pansorbin複合体を取り除き、上清中のp24 Gagを定量した（Esser

e’aA，2001）。抗体は抗CCR5抗体（T2118， BioLegend；2D7， BD Biosciences

Phamingen；3A9， BD Biosciences Pharmhgen）．抗HLA－DR抗体（L243， BD

Bioscignces Pharmingen）、抗CXqR4抗体（12G5， BD Biosciences Pharmhgen）、抗

HCV抗体（Mo－8）（inudoh ef鉱，1998）を用いた。
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実験結果

1 ウイルス粒子へのCCR5の取り込みによるgp120 V3依存的なR5 HIV・1の感染性

低下

（1） PM11CCR5細胞で複製が抑制されるウイルスの分離

R5HIW V3100pライブラリーはV3100pに含まれる0－10個のアミ．ノ酸置換をラン

ダムな組み合わせで含むように設計されている（Figure 1）。このライブラリーから45

si911aI

peptlde

C1 V1 V2

V5

C2 C3 4 C4 C5

296  300          310          320       ・   330
1    1             1            1             1

CTRPNNNTRKS工H工GPGRAFYTTGE工工GD：［RΩAHC
RGMPM
  皿
  S

  T

  Y

：LA
w
⊆

DV  N

Ω

A
旦

翌

Figure 1． R5 HIW V3100pライブラリーに含まれるアミノ酸置換

 それぞれのウイルスクローンはgp120のV3 bopに0－10個のアミノ酸置換を含むように

設計されている。ウイルスライブラリーのバックグラウンドとしてpJ R－FLanを用いた。

アミノ酸置換の組み合わせの数は27，648通りである。太宇はランダムに取り込まれる変

異を示す。下線のアミノ酸は31株のR5ウイルスに検出されなかった変異であるが、ヌク

レオチド変異の組み合わせによって不可避に入る。
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種類のウイルスを分離し、PM1とPM1！CCR5細胞に感染させて：それぞれの複製能を感

染6日後に比較した （穐ble 1）。 PM11CCR5細胞はCCR5発現レンチウイルスベクタ

Table 1 Hlw V3160pライブラリーから分離したウイルスの複製
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aPM1、 PM11CCR5細胞（4 x 104）に、それぞれウイルス（8 ng p24 Gag）を感染させた。

感染6目後、ウイルス複製能はp24 Gag ELISAによって定量した。結果は、3回実験を行い、

得られた結果の平均値を示す』

b旧tb、 PM11CCR5細胞の上清中のp24 Gagの濃度を、 PM1細胞の上清中のp24 Gagの濃度で

割った値を示す』
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一を導入し、PM1細胞にCCR5を過剰発現させた細胞で、 CD4の発現量はPM1細胞

と比較してほぼ同程度である（Figure 2）。調べたウイルスの36％ （16145）はどちら
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Figure 2． PM1、 PM11CCR5細胞におけるCD4、 CCR5の発現

 細胞はCD4、 CCR5に対するモノクローナル抗体（SK3もしくは2D7）で染め、フ

ローサイトメトリーで解析を行った。 （A）PM1細胞でのCD4の発現、（B）PM1細

胞でのCCR5の発現、 （C）PM11CCR5細胞でのCD4の発現、 （D）PM11CCR5細胞

でのCCR5の発現。黒塗りのヒストグラムは2次抗体だけで染めたバックグラウンド

を示す。白抜きのヒストグラムはそれぞれの一次抗体で染めたものを示す。

の細胞でもほとんど複製しなかった（＜1．O nglml p24 Gag）。 PM1、 PM1／COR5細胞

でのウイルスの複製能を比較すると、p24 Gagの比は≦0．1から27までの範囲を示し
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た。野生株のHIWJRギL。，ではその比は1．9であった。これらの結果から、45種類のウ

イルスは次の3つのグループに分類できることがわかった。①PM1細胞より

PM11CCR5細胞で効率（ratio≧10）よく複製できるウイルス、これをR5Hタイプのウ

イルスと呼ぶことにする。②PM1とPM1／CCR5細胞双方で複製能に大きな差（0．1＜

ratio＜10）がないウイルス、これをR5Hしと呼び、③PM11CCR5細胞で複製能が低い

ウイルス、これをR5しと呼ぶことにする。45種類のウイルスのうち次の6種類（13％）、

HIWv3L細、 HIV・1v3L訓6、 HIV・1v3L棚、 HIV・1v3L＃23、 HIV・1v3L嚢2g、 HIWv3L梱はR5Hに分

類した。またHIV・1v3疇08、 HlV・1v3博23、 HlWv3L毒25の3種類のウイルスはR5しに分類で

きた。これらの結果は、CD4＋T細胞株においてR5 Hlい1の複製能をみた場合、 CCR5

の発現量に影響を受けるウイルスがあることを示している。またこのようにCCR5発

現量によって複製能が異なるウイルスはV3100pにのみ変異を持つことから、その表現

型はV3100pの構造に依存していることがわかった。

 本研究では、R5しタイプのウイルスであるHIWv3勝08に焦点をあて、なぜCCR5高発

現することでウイルス複製が抑制されるのかについて更に以下の解析を行った。

HIV－1v3L柵の複製能はPM11CCR5細胞では著しく減少するのに対して、 PM1細胞では

野生株HIV・1J蒔FL。，と同等の複製能を示した（FigUre 3A， B）。感染6目後では上清中の

p24 GagはPM1細胞に比べてPM11CCR5細胞では1110に低下していた。しかしなが

らHIV・1v3L謬08のような複製能の低さは3人の健常人から分離した末梢リンパ球ないし

マクロファージでは観察されなかった（data not shown）。 HIV・1v3L畑はgp120のV3

領域に8箇所のアミノ酸置換を含んでいる。その変異は1307V、H308T、1309M、F315L、

T317A、 E320D、1321V、 D324Nである。

 HIV・1v3L細のリバータントウイルスであるHIV・1v3博08粥gTは、gp120のC1領域のAla69

がThrに変化していることがわかった。この変異によってウイルスはPM11CCR5細胞

での複製能が野生株並に回復した（Figure 3B， C）。 HIWJR．FL。臣A6gTとHIWv3L謬。猟6gTは

PM1細胞でHIV－1J肝L。．と同等の複製能を示した。しかしながら、 PM11CCR5細胞では
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HIWJR．FLan．A6gTとHIV・1v3L拶08－A6gTは4、5日後でみるとHIV・1JR－FL。，より高い複：製能を示

した。
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Figure 3． PM1’CCR5細胞でのHIV－1v3㈱8g複製抑制

（A）PM1細胞でのm1－1 J解しan、 HIV－1 JR．F跡岬π、 HIV－1 v3し＃08、 HIV－1 v3L＃08の複製。

（B）PM1’CCR5細胞でのそれぞれの複製。細胞は8 ngのp24 Gagを感染させた。ウイ

ルス複製は細胞上清のp24 Gag産生量を経時的に調べた。これらの実験は3回繰り返し

行った。エラーバーは3回の実験で得られた値の標準偏差を示す。 （C）HIV－1JR且㎝、

HiV－1JR．FL節船肝、 m1－1 v3L椥8、 HIV－iv3㎜8のgp120のV3100pやC1領域のアミノ酸置換。
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 Hlい1v3L畑のPM11CCR5細胞における複製能の低下は、細胞から産生されるケモカ

インに対するウイルスの感受性が高くなっていることが原因である可能性が考えられ

た。PM11CCR5細胞から産生されるケモカインのために、 HIV・1v3脚8の複製が特異的

に抑制されているかもしれない。この可能性を検討するため、HIWv3誹08、 HIい1v3L鵬A6gT、

HIV・1J障FL。，、 HIV・1J解』，鵜gTのβケモカイン（RANTES）に対する感受性を調べたが、

期待されたような有意な差はみられなかった（data not shown）。したがってケモカイ

ンの関与は否定された。

（2） PM11CCR5細胞内へのHIWv3L誰08の侵入効率

 HIV・1v3L畑の侵入効率が低下しているかどうか検討するために、 reaI－time PCRによ

って、感染8時間後に逆転写後期産物であるgag DNAの細胞内蓄積量を調べた（Figure

4A）。 PM1細胞に比べ、 PM11CCR5細胞でのHIV・1v3L毒08のgag DNA合成能は減少して

おらず、むしろ、PM11CCR5細胞でのHIV・1v3L＃。8のDNAコピー数はPMi細胞より3．3

倍高かった。他のウイルスにおいても同様にPM11CCR5細胞で侵入効率が高く（1．9－2．5

倍）、さらにPM11CCR5細胞において4種類のウイルスでDNA合成量にはっきりとし

た違いは見られなかった

 また、Hlい1v3L畑のEnvで包まれたシュードタイプウイルスを作製し、 single round

での感染性を調べた。real－time PCRの結果と同様にPM1細胞よりもPM1／CCR5細胞

で2．0倍以上のルシフェレース活性を示した（Figu≠e 4B）。 PM11CCR5細胞での他のウ

イルスのルシフェレース活性を調べたが、PM1細胞に比べ1．7－2．2倍増加していた。こ

のことは、PM11CCR5細胞でのHIV・1v3L謬。8の複製挿制はウイルスライフサイクルの初

期段階に関係していないことが明らかとなった。
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Figure4 PM1、 PMl1CCR5細胞内へのHMIJR．FL脚m1－1」R．FLan緬gT、 HIV－1v3㎜8、

Hh1－1v3㎜㎜Tの侵入効率

（A）P照、PM1／CCR5細胞にそれぞれのウイルス（30 ng p24 Gag）を2時間感染さ

せた。感染8時間後、合成されたHM－1 DNA分子数を殆qMan rea団me PCRで定量し

た。 （B）PM1、 PM1／CCR5細胞に、 H臥1－1J匙F頃n、 HM・1JR且a調gT、 Hh1－1v3㈱8、

HIV－1v3［湘8のエンベロープを持つシュードタイプウイルス（8 ng p24 Gag）を2時間

感染させた。感染48時間後、細胞溶解液中のルシフェレース活性を調べた。これらの

実験は3回繰り返し行った。エラーバーは3回の実験で得られた値の標準偏差を示す。

禽，Pく0．01；鼎， Pく0．001。統計的有意差はそれぞれH～F－1JR．㎞nとのt4estによって計算

した。

（3） HIWv3L＃08感染PM1／CCR5細胞からのウイルス産生

 感染したPM1とPMl1CCR5細胞から産生されるウイルスの量を比較した。感染後、

24時間後に逆転写酵素阻害剤（AZT）とCCR5阻害剤（TへK779）を加え、産生された

ウイルスの二次感染を阻害した。ここで用いたAZTとTAK779の濃度はそれぞれ4μM

（IC50より78倍高い）と1μM（IC50より32倍高い）である。感染2日後、上清中に

産生されたウイルスをp24 Gag ELISAによって定量したところ、 HIV－1v3L鵬感染
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PM11CCR5細胞から産生されたウイルス量はHIV・1v3㎜8感染PM1細胞と比較して5．7

倍高かった（FigUre 5）。 HIい1J昨FL。．、 HIWJR．FLan緬gτ、 HIVlv3L塒A6層目においても同様

の結果が得られた。感染PM11CCR5細胞から産生されたそれぞれのウイルス量は感染

PM1細胞よりも3．8－8．7倍高かった。PM11CCR5細胞からのウイルス産生量の増加は、

Figure 4で示した侵入効率の高さと同様の傾向を示した。このことから、 HIV・1v3雌08の

PM11CCR5細胞での複製能の低下は、ウイルスの産生量の伝下が原因ではないことが

わかった。
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FigU陀5， AZT、仏K779存在下でのPM1、 PM1／CCR5細胞からのHIV－1RFbn、

HIV4J陣凡ar訊6餌・HIV－1v3L拘8、 HIV－1v3脚8．A6σrの産生

 それぞれのウイルス（8ng p24 Gag）を2時間、細胞に感染させた後、1μM AZTと

4μMTAK779を加えた。2日後、上清中のp24 Gagのレベルをp24 Gag ELISAによっ

て定量した。これらの解析は3回繰り返し行った。エラーバーは3回の実験で得られ

た値の標準偏差を示す♂，P＜O．01；勲， Pく0．001。統計的有意差はそれぞれHIWJR－

FLanとのt・testによって計算した。
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（4） PM11CCR5細胞から産生されたHIV・1v3L細の感染性

次に、293T、 PM1、 PMlICCR5細胞から産生されたウイルスの感染性をMAGlC5細

胞にて比較検討した（Figure 6）。 MAGIC5細胞はHIV LTRにβ一ガラクトシダーゼ遺伝

子を連結した発現系をHeLa細胞に導入した細胞である。 HIV・1の感染が起きると、拍t

によってβ一ガラクトシダーゼの転写が起きるので、感染細晦をX．galによって染色する

ことによって、ウイルスの感染性を決定できる（Hachiya ef記，2001）。その結果
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Figure 6．293T、 PM1、 PM11CCR5細胞から産生されたHIV－1 JR，既an、 HIV」1 JRR猟阿r、

HIV－1v3L霧08、 HIV－1v3L仰匹A6コ口ウイルス感染性

 ウイルスの感染性はMAGIC5細胞（CD4とCCR5を発現しており、更にHIV－1 LTRに

よって制御されるβ一ガラクトシダーゼ発現カセットを含むHeLa細胞）に感染させるこ

とで決定した。MAGIC5細胞にそれぞれのウイルスを2時間感染させた。感染48時間後、

細胞を固定し、X・galで染めた。青く染まったフォーカスの数を3点で計測した。これら

の実験は3回繰り返し行った。エラーバーは3回の実験で得られた値の標準偏差を示す。

蝋，Pく0．001。統計的有意差はそれぞれ，HIV－1 JR．FLanとのt4estによって計算した。
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MAGIC5細胞は、293T、 PM1細胞から産生されたそれぞれのウイルスに同程度感染し

た。ところが、PM11CCR5細胞から産生されたHIV・1v3L柵の感染性はHIV・1J時FL。，と比

較すると1120に減少していた。これに対してリバータントであるHIV－1J障Fし。臣A6gTは

PM11CCR5細胞から産生されたものは、感染性が減少することはなかった。以上の結

果から、PM11CCR5細胞から産生されたHIV・1v3L謬08の感染性の低下がPM11CCR5細胞

におけるHIV・1v3L謬。8の複製能の低下の原因になっていることがわかった。

（5） HIV・1v3L細粒子へのCCR5の取り込み

 H～Llv3L拶08の感染性の低下にCCR5の分子数が及ぼす影響について2つの可能性が考

えられる。第1の可能性はCCR5の高発現によって何らかの理由で、例えば感染細胞

膜表面ないしゴルジ体、ERなどでEnvと相互作用し、 Envが出芽領域に集積できず、

その結果、ウイルス粒子にEnvが取り込まれない可能性である。第2の可能性は高発

現したCCR5が、例えばEnvと相互作用することで、ウイルス粒子に取り込まれ、CCR5

によってEnvの機能が低下し、感染性が低下する可能性である。そこで1つ目の可能

性を検討するために、各ウイルス粒子のEnv（gp120， gp41）をウエスタンプロットに

よって比較した（Figure 7）。その結果、 PM1細胞に比べてPM11CCR5細胞から産生さ

れたHIV・1v3L棚ではgp120、gp41のウイルス粒子への取り込みに有意な差はなかった。

このことから高発現CCR5はgp120とgp41の取り込みに影響しないことがわかった。

また293丁、PM1、 PM11CCR5細胞から産生されたHIWJ時FL。浄A69TとHIV・1v3L謬08鋪9Tで

はHIい1」RFL。，やHIV・1v3回08と比較するとわずかにgp120とgp41の量が高かった。A69T

変異は、PM11CCR5細胞から産生されたHIWv3L謬08の感染性欠損をウイルスへのgp120

とgp41の取り込みを増加することで補っているのかもしれない。
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Figure 7 ウイルス粒子へのgp120、 gp41の取り込み

 293工PM1もしくはPM11CCR5細胞から産生されたHハ1－1 R日』n、 HIV－1」R乳舗酊、

m1－1 v㈱、 Hh1。1＿酊（10ng p24 Gag）を1％SDSで溶解後、4・20％SDS。PAGE

を行い、転写後、gp120、 gp41、 p24に対するポリクローナル抗体を用い、ウエスタンプ

ロットにより検出した。

 次にCCR5がウイルス粒子に取り込まれ、 Hl～み1v3ロ08のgp120の機能を阻害してい

る可能性を抗CCR5抗体を用いて、ウイルスを免疫沈降することによって検討した

（Figure 8A，8B）。 HLA－DRは感染細胞膜からウイルスエンベロープに取り込まれるこ

とが知られている（Cantin ef記，1997；Cantin ef aZ，1997）。実際に抗HLA－DR抗体

（L243）を用いると、 PM1細胞、 PM11CCR5細胞から産生されたウイルスはいずれも

免疫沈降することが確認できた。一方、HCVの抗E2タンパク質抗体（Mo－8）や抗CD4
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抗体（SK3）、抗CXCR4抗体（12G5、4G10）はウイルスを免疫沈降しなかった。同

様にCCR5の第2細胞外loopを認識する抗CCR5抗体（2D7）（Lee ef説，1999）や

CCR5のN末と第1細胞外loopを認識する抗CCR5抗体（3A9）（0℃onner ef aA，2005）

も、ウイルスを免疫沈降することができなかった。ところが、CCR5のN末を認識す
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Figure 8．ウイルス粒子へのCCR5の取り込み

 ウイルス免疫沈降法は抗HCV抗体（MO・8）、抗HLA。DR抗体（L243）、抗CD4抗体

（SK3）、抗CXCR4抗体（12G5）、抗CCR5抗体（2D7、τ21／8、3A9）を用いて行った。

PM1、 PM11CCR5細胞上清中のウイルス（5 ng）を、8時間、1μgのモノクローナル抗体とイ

ンキュベートした。ウイルス・抗体複合体はPa隔orbinを加えて沈降させた。ウイルスー抗体複

合体を沈降させた後、上瀞中のp24 Gagを定量した。これらの実験は3回繰り返し行った。エ

ラーバーは3回の実験で得られた値の標準偏差を示している。禽，P《0．01；鮪， P《0．001。統計

的有意差はそれぞれHハ1・1」R判加とのt4estによって計算した。
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る抗CCR5抗体（T2118）はCCR5発現のない293T細胞から産生されたウイルスを免

疫沈降できなかったのに対し（data not shown）、 PM1、 PM11CCR5細胞から産生された

ウイルスを免疫沈降することができた。特にPM1細胞から産生されたHIV・1v3L誰08や他

のウイルスはT2118で部分的にしかウイルスを免疫沈降できなかったのに対し

（69－88％）（Figure 8A）、 PM11CCR5細胞から産生されたHIV・1v3酵。8はほぼ完全にウ

イルスを免疫沈降できた（98％）（Figure 8B）。このことはCCR5がHIVLlv3L螂粒子上

に最も効率よく取り込まれていることを示している。以上からCCR5の取り込み量が

高いことがHIVlv3L拶08の感染性を減少させていることが示唆された。さらにウイルス粒

子に取り込まれるCCR5を確認するために、抗gp120抗体（2G12）を用いた免疫沈降

法でCCR5を含むエキソソームを除去し、その精製ウイルスをウエスタンプロットに

より解析した。しかし、抗CCR5抗体の感度が低いためウイルスに取り込まれたCCR5

を検出することはできなかった（data not shown）。

（6） R5L表現型のV3100p責住変異

 45種類のウイルスクローンのうち3種類のウイルスがR5しの表現型を示した（粕ble

1）。lle307からVal、 IIe309からMetへのアミノ酸置換はこの3種類のウイルスで共通し

て見られたことから、この2個のアミノ酸置換がR5L表現型に重要であることを示して

いる。またR5L表現型であるHIV・1v3博。8のV3100pに含まれる8個の変異をそれぞれ

評価するため、それぞれのアミノ酸置換を単独で含む8種類のウイルスを調製し、それ

ぞれの表現型を決定した（穐ble 2）。その結果、 HIV・11307vやHIV－113。gMはPM11CCR5

細胞で複製が強く抑制され、R5Lウイルスに重要であることが裏付けられた。（柏ble 1）。
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Table 2 V3 b◎pにアミノ酸置換を1個含むHIV－1の複製

P24 Gag（ng肋1）a

Viral clo「1e V3100p s6quence PMI PM1’CCR5 ratiob

HIV．1JR．臼an

HIWlv3＃08

HIV－11307v

HM－1H308了

HIV」11309M

HM・1F31乳

田V－1T3撚
田V」4E320。

HIV－11321v

HIV・1D324N
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14
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6：l

l：玉

8：1

爵
δ：乙

aPM1、 PM11㏄R5細胞（4x104）に、それぞれウイルス（8ng p24 Gag）を感染させた。感染6

日後、ウイルス複製能はp24 Gag ELISAによって定量した。3回実験を行い、得られた結果の平均

値を示す。

bratio、 PM11㏄R5細胞の上清中のp24 G自gの濃度を、 PM1細胞の上清中のp24 Gagの濃度で割っ

た値を示す。

 これらのアミノ酸置換の重要性を更に評価するために、HIV・1v3博08の8箇所のアミノ

酸置換をランダムな組み合わせで持つウイルスを調製した（拍ble 3）。大部分のウイル

スはPM11CCR5細胞よりPM1細胞で高い複製能を示した（ratio≦0．5）。12種類中4

種類のウイルス．はR5L表現型で（ratio≦0．1）、1307Vないしは1309Mアミノ酸置換を含

んでいた。1307Vを含むウイルスは常にp24 Gag ratioが低い値を示した（ratio≦0．3）

のに対して、1309Mを含むウイルスは必ずしもp24 Gag ratioが低いわけではなかった

（Figure 9）。例えば、 HIV・1v3幽3。はlle3。9を含んでいるがp24 Gag ratioは1．4であっ
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た（殆ble 3）。更に、 F315Lを持つウイルスは他のアミノ酸置換との組み合わせによっ

Table 3 HiV－1v3L柵V3100pに含まれる8個のアミノ酸置換をランダムな組み合

わせで持つHIV－1の複製

p24 Gag（ng∫mDa

Viral clone V3100p sequence PMI PM1／CCR5 ratiob

HIVLI JR．FLan

HIV・1胤掬8

田V－1v3醐02

HIV」1v3L嚢103

HIVLlv3博104

HIV－1v3L側7
HIV－1v3L鋼2霊

HIV－1v3L＃124

H量V」1v3し荊25

HIV－1v3L鋼27

HIV－1v3博i28

H量V－1v3し荊30．

HIV－1v3團32
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aPM1、 PM1／CCR5細胞（4 x旬9に、それぞれウイルス（8 ng p24 G自g）を感染させた。感

染6日後、ウイルス複製能はp24 Gag ELISAによって定量した。3回実験を行い；得られた結果

の平均値を示す。

bratio、 PM1’CCR5細胞の上清中のp24 Gagの濃度を、 PM1細胞の上清中のp24 Gagの濃度で

割った値を示している。

ては低いp24 Gag ratiqになったが、 F315L単独ではR5L表現型にならなかった。この

結果は、1個ないしは2個のアミノ酸置換だけではR5L表現型にならず、鍵iとなるアミ

ノ酸置換を含んだ複数のアミノ酸置換の組み合わせが重要であることを示している。以
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上からその鍵となるアミノ酸残基はV3 bopのクラウン部分（GPGR）に近接したIIe307、

lle309であることがわかった。これらのV3100pクラウンに近接したアミノ酸残基が

CCR5高発現細胞での複製抑制に重要である可能性が示された。
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Figure 9． V3100pに特定のアミノ酸置換を含んでいるウイルスのPM1、 PMVCCR5細

胞での複製能のratio

 胎ble 2の7個の変異ウイルスと胎ble 3の12個の変異ウイルスのp24 Gagのratioを示

した。黒丸はV3100pに毛つのアミノ酸置換を含む変異ウイルス（胎ble 2）を示してい

る。白丸はHIV－1v3L細V3100pに含まれるアミノ酸置換をランダムな組み合わせで複数

含むウイルス（穐ble 3）を示す。
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H CD4＋T細胞株、非CD4◎T細胞株から産生されるウイルスや細胞指向性の異なるウ

イルスへのCCR5’の取り込み

（1） Env欠損ウイルスによるCCR5の取り込み

CCR5のウイルス粒子への取り込みに， Env（gp4歪， gp120）が影響しているかどう

かを調べるために、Env欠損ウイルス（HIV・1JR。凡。，△Env）をPM1、 PM11CCR5、293T

細胞に感染させて調製したウ、イルスを抗CCR5抗体で免疫沈降した（Figure 10）。 PM1
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Figure 10． R5－293、 PM1、 PMlICCR5細胞から産生されたエンベロープ欠損Hh1・雫」R．』n粒子

へのCCR5の取り込み

 ウイルス免疫沈降法は抗HCV抗体（MO・8）、抗CCR5抗体（T2118）、抗HLヘーDR抗体

（L243）、抗CD63抗体．（MX49．1295）を用いて行った。エンベロープ欠損HM・1」R－F』nの

VSV・Gシュードタイプウイルスをそれぞれの細胞に感染させた。感染2日目、それぞれの細胞

上清中のウイルス（5ng）を、8時問、1四のモノクローナル抗体とインキュベートした。ウ

イルス航体複合体はPansorbinを加えて沈降した後、上清中のp24 Gagを定量：した。これらの

実験は3回繰り返し行い、エラーバーは3回の実験で得られた値の標準偏差を示す。
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細胞から産生されたHIWJ障FL。，はその70％を上清から抗CCR5姉体で沈降することが

できたが、Env欠損によって、沈降するウイルス量は50％に減少した（Figure 10A）。

PM11CCR5細胞でも抗CCR5抗体は、HIWJ障FLanの90％のウイルスを沈降できたのに、

Env欠損によって70％に減少した（Figure 10B）。以上からEnvを欠損させることで免

疫沈降の効率が低下することがわかった。このことからCCR5のウイルス粒子への取

り込みには、Envが必要ではないが、あることによってCCR5のウイルスへの取り込

みが増強することがわかった。R5－293T細胞では，エンベロープが欠損したウイルスで

も野生株と同量のCCR5が取り込まれ、 Envによる取り込み増強効果はない、ことがわ

かった（Figure 10C）。以上からEnvのCCR5のウイルス粒子への取り込みへの影響は，

細胞によって異なることがわかった。

（2） 細胞指向性が異なるウイルスへのCCR5の取り込み

 次にCXCR4をコレセプターとして要求するX4 HIV・1、CCR5とCXCR4の両方を使

うことが出来るR51×4 HIV－1今のCCR5の取り込みをPM1細胞とPM11CCR5細胞産

生ウイルスを調製して調べた（FigUre 11）。 R5ウイルスとしてHIV・1J序FL。，、 HIWB。L、

HIV・1Yu4、 R51×4ウイルスとしてHIV・18g．6、 X4ウイルスとしてHlい1NL4－3、 HIV・1111B

を比較した。PM11CCR5細胞から産生されたウイルスは、 PM1細胞から産生されたの

に比べていずれのウイルスでもCCR5の取り込み量が高い傾向を示した。またPM1細

胞から産生されたR5 Hlい1は61－68％免疫沈降したのに対し、 X4田V・1は29－39％し

か免疫沈降しなかった。同様にPM11CCR5細胞から産生されたR5HIV・1は80－87％免

疫沈降したのに対し、X4 HIV・1は46－52％しか免疫沈降しなかった。 R51×4 HIWはそ

の中間の結果を示した。この結果、R5 HIWはR51×4、 X4 Hlい1に比べて免疫沈降効

率がよく、感染細胞からのCCR5㊧取り込みはX4 HIV・1に比べてR5 HIV1のほうが

効率よいことがわかった。
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Figure 11． PM1、 PM11CCR5細胞から産生されたR5、 R5×4、 X4 HIV・1粒子へのCCR5の

取り込み

 ウイルス免疫沈降法は擁HCV抗体（MO・8）、’抗HLA－DR抗体（L243）、抗CCR5抗体

（12118）を用いて行った。PM1、 PM11CCR5細胞上清中のウイルス（5ng）を、8時間、

1μgのモノクローナル抗体とインキュベートした。ウイルス・抗体複合体はPansorbinを加

えて沈降させ、上清中のp24 Gagを定量した。これらの実験は3回繰り返し行った。エラー

バーは3回目実験で得られた値の標準偏差を示す。

（3） CD4＋T細胞株と非CD4＋T細胞株から産生されるウイルスへのCCR5の取り込

み

次にウイルス産生細胞の違いによるCCR5の取り込みを調べた（Figure 12）。 CD4＋T
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細胞株であるMT・4、 Jurkat、 MOLM、 CEM細胞にCCR5を発現した細胞を樹立し、

それぞれにHIV・1JR．FL。，を感染させて、ウイルスを調製した。 M1㌦4、 Jurkat細胞ぱCCR5

をわずかに発現しており（穐ble 4）、 R5ウイルスであるHIV・1JR．FLanは感染することが

できるので、同様にウイルスを調製し、抗CCR5抗体によって免疫沈降し、強制発現

Table 4 CCR5、 HLA－DR、 CD63の発現量

Contro1 CCB5 CCR5 HLA－DR CD63
一 2D7 τ～118 L243  MX49．i29．5

293T 3．47a 3．64 3．92 3．50 11．95

R5－293丁 3．66 453．33 475．42 ND ND
COS－7 3．51 4．46 3．10 3．08 2tO8
R5・COS・7 2．99 60．86 46．51 ND ND
GHOST 3．10 4．00 2．97 2．92 8．95

R5－GHOST 12．04 131．89 115．69 ND ND
HeLa ND ND ND ND ND

   P   「   一  了 L

q5－HeLa
』…’． Q．67．．一 63．07 45．43 ND ND

MAGl 3．35 3．53 3．59 3．15 5．10

MAGIICCR5 3．02 18．84 1a57 2．85 2t95
MAGIC5 2．85 32．50 28．06 12．20 7．21

NP2 ND ND ND ND ND
R5・NP2 4．89 647．48 534．68 ND ND
MT」4 3．09 8．74 4．15 116．19 43．94

R5－Mτ」4 4．16 123．02 104．82 ND ND
Jurkat 3．50 7．46 4．27 3．39 14．i5

R5・Jurkat 2．96 418．38 393．66 ND ND
MOLT・41CCR5 2．82 7．30 4．05 2．80 4．62

R5－CEM 270 56．50 42．96 2．97 61．33

PM1 3．23 個．55 ND 83．68 15．54

PM11CCR5 2．90 56．71 ND 137．50 16β7

aCCR5発現レトロウイルスベクターによってCCR5を内発的に発現させた細胞を

FACScanで解析し、それぞれのMF1の値を示す。
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細胞由来のウイルスと比較した。CCR5を発現させたMOLF41CCR5、 R5－CEM細胞は

HIい1J障FL。，感染可能になり、産生されたウイルスは、 CCR5が取り込まれることがわか

る。CCR5が少量だが発現しているJurkatとMT・4細胞は、 CCR5過剰発現によって、

R5－Jurkat細胞由来のウイルスはCCR5の取り込みがさらに増強するようになるが、．

MT・4細胞ではCCR5の過剰発現にも関わらず、ウイルスにCCR5は取り込まれなかっ

た。

 非CD4＋T細胞由来のウイルスについても調べた。293T細胞でも、CCR5発現により、

産生されるウイルスにCCR5が取り込まれるようになる（Figure 12）。しかし、 Jurkat
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Figure 12．接着細胞、 CD4煽細胞から産生されたHIV・1RF廓粒子へのCCR5の取り込み

 ウイルス免疫沈降法は抗HCV抗体（MO・8）、抗HLA・DR抗体（L243）、抗CD63周期

（MX49．129．5）、抗CCR5抗体（T21’8）を用いて行った。細胞上清中のウイルスを、8時間、

1四のモノクローナル抗体とインキュベートした。ウイルス・抗体複合体はPansorbinを加え

て沈降させた。ウイルス坑体複合体を沈降させた後、上清中のp24 Gagを定量した。これら

の実験は3回繰り返し行った。エラーバーは3回の実験で得られた値の標準偏差を示す。
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細胞と比較しても十分量のCCR5を発現しているにもかかわらず、取り込みが悪かっ

た。NP2細胞も同様の結果が得られた。また、 HeLa、 GHOST、 COS－7細胞ではCCR5

の過剰発現にもかかわらず、ウイルスにCCR5は取り込まれなかった。これらの細胞

では、CCR5がウイルスのアッセンブリー、出芽が起きると考えられているDRMに局

在しないのか、それともDRMに局在するCCR5のアッセンブリー、出芽を阻害する因

子が存在する可能性がある。以上の結果は、ウイルスを産生する細胞によって、CCR5

が必ずしも取り込まれることはないということを示している。

（4） CCR5の取り込みによる感染性への影響

 前回の研究から、V3100pに特定の変異をもつウイルスはCCR5の取り込みによって

その感染性が低下することがわかった。それでは野生株HIV・1JR．FL。，ではCCR5の取り

込みがウイルスの感染性に影響している可能性はないのだろうか。この点を明らかにす

るために、CCR5をウイル〉～∈『ンづロ「プに取り込んだウイルス粒子を除き、ウイノレス

の感染効率が上がるかどうかを検討した（Figure 13）。抗CCR5抗体による免疫沈降に

よって、CCR5を取り込んだウイルス粒子を沈殿して除き、ウイルスを含む上清をp24

Gagを1nglmlに合わせ、 MAGIC5細胞に感染させ、上清の感染性を調べた。その結

果、T2118で免疫沈降したウイルスを除去し精製したウイルスは、精製しなかったウイ

ルスに比べ、感染性が1．4倍あがることがわかった（Figure 13）。この結果は、野生株

でもCCR5の取り込まれたウイルスは弱いながらも感染性が低下していることを示し

ている。
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Figure 13． HIV－1JRギLanへのCCR5の取り込みによる感染性への影響

 PM1細胞上清中のウイルス（0．5μg）を、8時間、50”gのモノクローナル抗体とインキュ

ベートした。ウイルス航体複合体はPansorbinを加えて、その上清を回収し、上清中のウイ

ルス（1ng p24 Gag）をMAGIC5細胞に感染させた。感染48時間後、細胞を染色し、フォー

カスの数を計測した。これらの実験は3回繰り返し行った。エラーバーは3回の実験で得られ

た値の標準偏差を示す。
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考察

1一ウイルス粒子へのCCR5の取り込みによるgp120 V3依存的なR5 HIWの感染性

低下

 本研究ではR5 HIV・1 V3100pライブラリーから45種類のウイルスクローンを分離し

て、それぞれの複製能をCCR5低発現、高発現細胞で比較検討した。その結果、この

ライブラリーに含まれるウイルスは、CCR5の発現量によって異なる複製表現型を持つ

ことがわかった。今回はそれらのウイルスの中で、PM1細胞に比べるとPM11CCR5細

胞で複製が1133に抑制されたHIWv3脚8（Figure 3B）に焦点をあてて解析を行った。

PM11CCR5細胞におけるウイルス複製は感染初期過程に不具合はなかったが、産生さ

れたウイルスの感染性が低下していることがわかった。MAGIc5やNP21cD4／hiccR5

細胞ではCD4の発現量はPM11CCR5と同等だが、 CCR5発現量はPM11CCR5細胞と

ほぼ同じか、ないしはそれより高い。しかし、これらの細胞では、CCR5の発現量のみ

が低いMAGIICCR5、 NP21CD4110wCCR5細胞に比べ、 PM11CCR5細胞でみられた

HIWv3L窪08のCCR5依存的な複製抑制は見られなかった（data not shown）。このこと

から、PM1細胞株の膜表面に発現するCCR5の分布が、’これらの細胞とは異なってい

る可能性が示唆された。

 HM・1は宿主細胞の表面に発現している細胞由来の分子をエンベロープに取り込む

（Ott，2002；Tremblay ef aA，1998）。取り込まれる分子としてHLA－DR、 ICAM－1などの

細胞表面タンパク質が知られている（Hoxie ef鉱，1987；O廿，1997）。一方、 CD4や

CXCR4、 CCR5は取り込まれないと考えられてきた（Lallos ef記，1999）。本研究で、

抗CCR5抗体（T2118）を用いて、出芽し準ウイルスにCCR5が取り込まれることを見

出した。また、抗CCR5抗体である2D7や3A9は、 PM1やPM11CCR5細胞上のCCR5

は認識できるものρ、細胞から産生されたウイルスエンベロープに取り込まれたCCR5
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を認識し免疫沈降することはできなかった。この結果は2D7や3A9の認識エピトープ

がウイルスエンベロープ上で構造変化しているか、またはウイルス粒子上の他の分子と

相互作用することによって、抗体のアクセスが阻害されていることを示している。2D7

のエピトープはAla変異スキャンによってLys171からAsp172を含んだ第2細胞外Ioop

に位置していることがわかっている（Lee ef aA，1999）。3A9のエヒ。トープは、ファーー

ジディスプレイの結果から、N末のSer7、 Ile9、 Tyrlo、Asp11と、第1細胞外loopのHis88、

Trp94に位置していると推定されている（0℃onnor ef鉱，2005）。一方、 T2118はN末

の22個のアミノ酸残基からなる（Met1からLys箆）ペプチドを用いて作られた抗体で

ある。ウイルスが侵入する際、コレセプ選一とHI～み1 gp120の結合は、 V3100pとgp120

のブリッジングシートに局在するコレセプ鉾田結合領域を介して起こる（Reeves ef鉱，

2002；Rizzuto ef aZ，1998；Rizzuto ef aZ，2000；Suphaphiphat ef a勾2003）。このとき

CCR5のN末と第1細胞外loopや第2細胞外loopはgp120と相互作用すると考えら

れている（Dragic ef aA，1998；Farzan ef a∴，1998）。従ってウイルス上ではCCR5の第

1細胞外bopと第2細胞外Ioopが構造変化ないし、抗体のアクセスが妨げられるよう

な変化を起こしている可能性がある。それに対してN末にあるT2118のエピトープ周

辺はT2118によって認識されやすいような状態であろうと推定される。

 これまでのことから、PM11CCR5細胞から産生されたHIV・1v3博08の感染性が低下す

る原因は次のように考えることができる。PM1細胞、 PM11CCR5細胞から産生された

HIVIJ恥FL。．、 HIWJ階」．礁6gTのHIWv3凶。＆A6gTは、細胞由来のCCR5をウイルスエンベ

ロープに取り込む。しかしながらウイルスの感染が阻害されなかったのは、取り込まれ

たCCR5の量が少ないためであろうと考えられる（Figure 8）。同様にPM1細胞から産

生されたHIい1v3L鵬内に取り込まれたCCR5もウイルス感染性を阻害するのに十分野

量ではないと考えられる。ところがPM11CCR5細胞からは、比較的多数のCCR5分子

がウイルス粒子内へと取り込まれ、その分子数はウイルス複製を抑制するのに十分なた

めに、感染性を低下させていると考えられる。
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 もしそうでなければ、取り込まれたCCR5は、 HIWv3博08のV3 bopを介して同一膜

上でgp120－CCR5複合体を形成し、gp120とgp41の機能を特異的に阻害しているとも

考えられる。また別の可能性として、ウイルス上のCCR5は別のウイルスのエンベロ

ープ上のHIWv3L鵬のgp120とCD4なしで相互作用している可能性もある。すなわち

複数のウイルス粒子同士がgp120とCCR5を介して相互作用をすることで、凝集し、

ウイルス感染性の低下を引き起こす可能性である。これらの点を明らかにするためには、

PM11CCR5細胞でのHIい1v3L細gp120とCCR5分子の動きを更に詳しく検討する必要

がある。

 ドナーによってCCR5発現量も様々であることが報告されている。健常人でのCCR5

発現量を調べると末梢リンパ球に発現するCCR5の量は個人によって約20倍程度異な

っていることがわかっている（Moore，2007）。 CCR5の発現量によって感染複製能が異

なるとするなら、感染者の体内では、CCR5の発現量の違いがHIV・1エンベロープの進

化の選択圧となっている可能性もある。しかし、PM1からPM11CCR5まで発現レベル

の範囲は’η脚。でのCCR5発現細胞よりも高いため、今後はCCR5の発現レベルを低

い範囲に設定して研究する必要がある。

 本研究によって、高レベルのCCR5の発現は常にR5 HIV・1の複製に必ずしも有利に

働くわけではないことが明らかになった。HIV・1v3L伽、 HIV・1v3L謬23、 H～Uv3L櫛を含ん

だR5L表現型と同じV3100p配列はHIV・1臨床分離株のデータベース（Los Alamos）で

は見つからなかった。これは、臨床ではCCR5の発現量に影響を受けないH～Uのみ

が優先的に広がっていることを示しているのかもしれない。
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H CD4“T細胞株、非CD4雪細胞株から産生されるウイルスや細胞指向性の異なるウ

イルスへのCCR5の取り込み

 前回の研究では、PM1、 PM1／CCR5細胞とV3100p変異ウィルスを中心に解析を行

った。本研究では、前回の研究で野生株であるウイルスでもCCR5の取り込みが見ら

れたため、野生株のHIVlJ陣FLanを用いて更に検討を加えた。まずCCR5のウイルスへ

の取り込みにEnvが必要かどうかを調べた。明らかになったことは、必ずしもEnvが

必要ではないということである。CD4＋T細胞株ではCCR5はDRMに局在するので

（Popik ef説，2002）、感染後ウイルスがDRMから出芽するとき出芽領域に局在してい

るCCR5がそのままウイルスエンベロープに取り込まれると考えるとEnvが必要とは

考えられず、矛盾しない結果であった。しかし、293T細胞では確認できなかったが、

CD4＋T細胞株ではEnvがあるとその取り込み量は高まることがわかった（Figure 10）。

前回の研究結果から、ウイルス粒子に取り込まれたCCR5は、非感染細胞膜上にある

ときは2D7や3A9といった抗CCR5抗体で認識できたが、ウイルスに取り込まれると

2D7や3A9によって認識できない状態になる。したがって、ウイルスへの取り込みが

単なる受動的なプロセスなのかどうかについては本節の結果からだけでは明らかでな

             ！く、今後の解析が必要である。

 CD4＋T細胞株では、 MT・4を除いていずれの細胞からの産生ウイルスもCCR5の取り

込みがみられた。一方COS－7、 GHOST、 HeLa、細胞ではCCR5を発現してもCCR5

の取り込みがみられなかった。また293T、 NP2細胞ではCCR5のウイルスへの取り込

みがみられたが、発現量のわりには取り込み量が少なかった。（Figure 12）。この原因

として、2つの可能性が考えられる。第1の可能性は、CCR5の取り込みがみられなか

った細胞では、細胞膜上のウイルスの出芽領域DRMにCCR5が局在しないことである。

第2の可能性は、TZM、 CHO細胞ではNefが一部CCR5のdown－modulationを引き起
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こすという報告がある（Michel ef訊，2005）。 NefがどのようなメカニズムでCCR5に

影響を与えているかわかっていないが、CCR5のウイルスのアッセンブリーもしくは出

芽領域のCCR5の局在を変えている可能性も考えられる。これらの点を明らかにする

ためには、今後CCR5の取り込みがみられなかった細胞でCCR5がDRMに局在して

いるかどうかを調べ、またNef欠損ウイルスを感染させた場合、 CCR5の取り込みが回

復するかどうか検討する必要がある。

 ウイルスに取り込まれたCCR5はV3100p変異ウイルスでは感染性低下を引き起こし

た。本節では、取り込まれたCCR5が野生株であるHIV・1J肝L。．の感染性に影響を与え

るのかどうかを調べた。その結果、CCR5が取り込まれたウイルスを除去すると感染性

が上がることがわかった。だが、この野生株は臨床分離株として分離されたウイルスで

あり、患者の体内で優位に複製していたウイルスであることから、その影響はウイルス

の複製そのものに影響を与えるほど深刻な感染性低下ではない、もしくはそのような影

響を与えるほどのCCR5高発現細胞が存在しないことが考えられる。そのため、 HIV・1

は進化の過程で複製のために敢えて、CCR5に関しては、 CD4のように感染細胞にお

ける強いdown modulationを起こす必要がなかったものと考えられる。
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結語

 CCR5はウイルスにとって吸着侵入時にコレセプターとして働くばかりでなく、ウイ

ルス粒子上に取り込まれることが明らかとなった。変異株HIV・1v3雌08ではCCR5は野

生株に比べ多く取り込まれることで、感染性を低下させる。この取り込みは、Envに関

係なく起こるが、PM1細胞株では、 R5 HIい1エンベロープによって、その取り込みは

促進した。また、PM1細胞株では、野生株ウイルスの感染性が取り込まれたCCR5に

よって弱いながらも抑制されることが明らかとなった。

 DRMに局在する細胞膜タンパク質は、エンベロープタンパク質がアッセンブリーす

る際に受動的にウイルス粒子に取り込まれる。その細胞膜タンパク質の中には、エンベ

ロープタンパク質と相互作用するものがあり、これによりウイルスの感染性が変化する。

ウイルス粒子上のこのような膜タンパク質には組成が変化するものがあり、今後はその

原因を解明する必要がある。
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