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研究要旨 

 大阪府の南部で局地的に新型変異を有する HIV-1 感染者の増加が検出された。中には、ウイル

スに対する抗体価が上昇するまでの期間が長く、病期進行が早い事を示唆するセロネガティブ感

染例も含まれていた。臨床的な見地から、新型変異 HIV-1 の感染が感染者の病態を早く進行させ

る可能性が示唆される。HIV-1 感染症の病期進行はウイルスと宿主因子が密接に絡み合うが、疫

学的に同時多発的に症例群が認められたことからウイルス因子が強く疑われる。しかし、直接的

に変異が持つ病態への関与を感染者で解析する事は困難である。そこで本研究では、新型変異

HIV-1 を遺伝的に特徴づける特徴的な Gag/Pol の p6 ドメインへの挿入変異と Integrase (IN) C

末端と Vif N 末端の ORF が重複する部位への遺伝的変化を分子クローンに導入して、in vitro で

ウイルス学的な性質がどのように変化するのかを検討した。その結果、IN/Vif 変異が HIV-1 の増

殖を負に制御すること、ウイルス粒子への APOBEC3G 取り込みと感染価を低下させることが明らか

になった。これは臨床的な知見から直感的に推定されるウイルスの性質と必ずしも一致しない。

臨床分離株を利用した実験結果と乖離があることから、上記の表現形を補償する変異の存在が示

唆される。新型変異 HIV-1 をもとにした分子クローンでの解析が必要と思われる。また、2 つの

変異以外に地域で流行する近縁のウイルス株との遺伝的な違いを系統的に調査する必要がある。 
 

A.研究目的 

 大阪府の南部で局地的に新型変異を有する

HIV-1 感染者の増加が検出された。中には、ウ

イルスに対する抗体価が上昇するまでの期間

が長く、病期進行が早い事を示唆するセロネガ

ティブ感染例も含まれていた。臨床的な見地か

ら、新型変異 HIV-1 の感染が感染者の病態を早

く進行させる可能性が示唆される(1)。HIV-1

感染症の病期進行はウイルスと宿主因子が密

接に絡み合うが、疫学的に同時多発的に症例群

が認められたことからウイルス因子が強く疑

われる。しかし、直接的に変異が持つ病態への

関与を感染者で解析する事は困難である。そこ

で本研究では、新型変異 HIV-1 を遺伝的に特徴

づける共通する特徴的な Gag/Pol の p6 ドメイ

ンへの挿入変異と Pol の Integrase (IN)の C

末端領域でVifのN末端と重複する部分の遺伝

的変化を標準的な分子クローンに導入して、in 

vitro での実験系でウイルス学的な性質がど

のように変化するのかを検討した。Gag の p6

ドメインはウイルスの出芽に関連することが

知られている。IN はウイルスのゲノムを宿主

染色体に組み込む活性を持ち、細胞への侵入効

率に影響を及ぼすと想定される。臨床像から新

型変異 HIV-1 感染による病態進行が早いこと

を考えると、変異によってウイルスの複製効率

が高くなっていることが想定される。具体的に

は出芽効率または侵入効率の増加である。これ

を評価するため、新型変異を有する分子クロー

ンと持たないものを比較して、変異がウイルス

の遺伝子発現、粒子形成、侵入、感染価におよ

ぼす影響についてそれぞれ検討した。 

 一方、IN 変異は Vif の K22N 変異でもある。

Vif は宿主の抗 HIV-1 因子として知られる

APOBEC3G(A3G)と相互作用する。A3G は HIV-1

粒子に取り込まれ、感染する際にそのデアミナ

ーゼ酵素活性によってウイルスゲノムに過剰

な G-to-A 変異を増強し、結果的にウイルスゲ

ノムの integrity を損なわせることで感染性

を失わせ、抗 HIV-1 活性を発揮する。HIV-1 は

感染細胞内でVifを発現しA3G分解を誘導する。

これによって、ウイルス粒子への A3G 取り込み

を制限し、A3G による増殖抑制を回避する。も

し IN/Vif 変異により A3G 分解活性が亢進して

いれば、新型変異 HIV 感染者における早い病態

進行を説明する一つの要因になると推測され

る。そこで、Vif の K22N 変異でもある IN 変異

が APOBEC3G(A3G)の分解能に与える影響につ

いても検討を行った。 
 

B.研究方法 

１）標準的な HIV-1 の分子クローン NL4-3 をも
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とに変異体作成を試みた。先ず、コレセプター

指向性を臨床分離株の R5-tropic にあわせる

ため、NL4-3 の envelop (Env)を AD8 に置き換

えた NL(AD8)を作出し、これを鋳型にした

(2,3)。新型変異 HIV のもつ 2 つの signature

変異を順次遺伝子工学的な操作で導入した。一

つ目の変異は Gag の p6 ドメインをコードする

領域で、出芽に機能する PTAP モチーフのすぐ

上流に位置する 15 ヌクレオチド挿入変異であ

る（p6 変異）。具体的には 5’- CAG AGC AGA CCA 

GAG -3’の挿入変異で、この結果 Gag の p6 ド

メインに 5 アミノ酸 N-QSRPE-C が挿入される。

この変異により、Pol の p6 部分にも 5 アミノ

酸 N-EQTRA-C が挿入される。2 つめの変異は

Pol/Vif 領域での T->C と A->T 点変異で、前者

の変異により Polのストップコドン TAGが CAG

になるため、本来ないはずの 4 アミノ酸

N-QNME-Cが INの C末端に付加される（IN変異）。

後者の変異により 4 アミノ酸の後にストップ

コドン TAG ができる。後者の変異は Vif の ORF

で AAA(K)が AAT(N)に変化させる。以上の 2 つ

の変異を単独で持つ NL(AD8) p6 変異株、IN 変

異株と、同時に 2 つ持つ NL(AD8)p6/IN 変異株

を作出した。 

２）NL(AD8)野生株、p6 変異のみを持つ変異株、

IN 変異のみを持つ変異株、同時に２つの変異

持つ NL(AD8)p6/IN 変異株の分子クローンプラ

スミドを 293T 細胞にリポフェクション法にて

導入しウイルスの産生を誘導した。細胞にお

けるウイルス蛋白質の発現、プロセッシング、

ウイルス産生量、ウイルス粒子におけるウイ

ルスタンパク質のプロセッシング、Env 蛋白

質の取込みをウエスタンブロッティングで検

討した。さらに、産生ウイルスの感染価を

TZM-bl 細胞を用いて評価した。 

３）上記のように調製したウイルスを

PM1/CCR5 細胞に感染させ、経時的に培養上清

を採取し、その p24 抗原濃度を ELISA にて測定

し、ウイルス複製能を評価した。 

４）A3G の哺乳類細胞発現プラスミドを

NL(AD8)野生株、p6 変異株、IN（VifK22N）変

異株、NL4-3vif 欠損株の分子クローンプラス

ミドとそれぞれ 293T 細胞にコトランスフェク

トしウイルスの産生を誘導した。細胞におけ

るウイルス蛋白質とA3Gの発現、Gag蛋白質の

プロセッシング、ウイルス産生量、ウイルス

粒子におけるウイルスタンパク質のプロセッ

シング、Env蛋白質およびA3Gの取込みをウエ

スタンブロッティングで、産生ウイルスの感

染価を TZM-bl 細胞を用いて測定した。 

５）新型変異 HIV-1 の臨床分離株と非新型変異

株の代表的な数株を PBMC で増殖させ、ウイル

ス抗原量と感染価を経時的に測定して増殖能

力を評価した。また、新型 HIV-1 株ウイルス粒

子への A3G 取込みを PBMC で培養し増殖させた

2 株のウイルスで評価した。PBMC におけるウ

イルスの調製は共同研究者の森（大阪府立公衆

衛生研究所）が行い、増殖させたウイルスを含

む培養上清を 20％スクロースクッションに重

層した超遠心で回収し、ウエスタンブロッテ

ィング用の溶解液に懸濁した。ウイルス粒子

中の Gag 蛋白質と APOBEC3G をウエスタンブロ

ッティングによって検出した。非新型臨床分

離HIV-1株と比較するため、それぞれ2株ずつ

の検体を調整した。p24抗原量はELISAによっ

て評価した。 

（倫理面への配慮） 

遺伝子組換え生物等の使用等の規制による生

物の多様性の確保に関する法律を遵守した。 
 

C.研究結果 

１）新型変異 HIV-1 に共通する特徴的な p6 ま

たは IN の遺伝的変化を単独で、または両方を

有する 3 種の変異株は 293T 細胞におけるウイ

ルス蛋白質の発現、プロセッシング、ウイルス

産生量、ウイルス粒子におけるウイルスタンパ

ク質のプロセッシング、Env 蛋白質の取込みは

野生型と大きな差異を認めなかった（図１、図

２）。ウイルス抗原量あたりのウイルス感染価

を TZM-bl 細胞に感染した際に誘導されるルシ

フェラーゼ活性で評価すると 3 種の変異株は

野生型と大きな差異を認めなかった（図３）。

IN 変異株において T 細胞株におけるウイルス

複製能の明らかな低下が認められた（図４）。

PBMC においても同様であった。しかし、新型

変異 HIV-1 の臨床分離株は PBMC で非新型変異

株と同等の増殖能を示した(data not shown)。 

２）分子クローンによる解析では A3G 強制発現

細胞から産生された IN（VifK22N）変異株では

ウイルス粒子へのA3G取込み阻止能がNL(AD8)

野生株のそれと比較して顕著に低下していた。

一方、p6 変異株ではそのような違いは認めら

れなかった（図５）。IN（VifK22N）変異株では、

A3G 強制発現細胞から産生されたウイルス粒

子の感染価が野生株のそれと比較して顕著に

低下していた（図６）。一方、細胞における A3G

の発現量は p6 変異株、IN（VifK22N）変異株と

も野生株と比較して増減が認められなかった

（図７）。 

３）新型変異 HIV-1 株と非新型の臨床分離株に

おいて PBMC で増殖させたウイルス粒子には

A3G の取込みが検出された。しかし取込み量は

ウイルスの抗原量で標準化すると大きな差異

は認められなかった（図８）。 

 
D.考察 

 臨床的に病態進行が早いことから、ウイルス
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因子がこの原因だと仮定すると新型変異

HIV-1 はウイルス増殖が亢進していると直感

的に推定され、その責任領域は遺伝的にこのウ

イルスを特徴付ける 2 つの変異のうちのどち

らかまたは両方と思われた。しかし、この仮説

は否定的であった。IN/Vif 変異により A3G 分

解活性が亢進する仮説も否定的となった。病態

進行の早さとウイルス複製能の低さが関連す

る可能性は完全に否定できないが、in vivo に

よる実験を要するため本研究のアプローチで

は検証できない。 

 2 つの変異の中で、IN/Vif 変異がウイルス粒

子への APOBEC3G 取込み量の漸増と感染価の低

下を引き起し、HIV-1 の増殖を負に制御するこ

とが明らかになった。ウイルス粒子に一定量の

A3G 取込があっても大きな障害にはならない

という興味深い現象が捉えられた一方、臨床分

離株での解析で T 細胞株や PBMC における

HIV-1 増殖は変異によって影響を受けなかっ

た（共同研究者の森(大阪府立公衆衛生研究所)

の実験結果）。さらに、分子クローンによる解

析では新型 HIV-1 に特徴的な IN（VifK22N）変

異を導入した場合にウイルス粒子への A3G 取

込み量が漸増し（図５）、感染性への負の影響

も観察されたが（図６）、臨床分離株において

は新型と非新型 HIV-1 株との間にウイルス粒

子への A3G の取込み量が同程度だった（図８）。

これは、臨床分離株において、IN/Vif による

複製への負の影響を代償する変異が存在する

可能性を示唆する。ウエスタンブロッティング

では評価できない小さな A3G の量変化があっ

た可能性は否定できないが、細胞内で A3G の分

解に明確な差がないにも関わらずウイルス粒

子への取り込み量に差があることから、Vif に

は A3G の分解とは別にウイルス粒子への取り

込みだけを制御するメカニズムがあるかもし

れない。 

 臨床分離株による表現型が分子クローンモ

デルで再現できないことは Vpu などでも報告

されているが、どのような変異で齟齬が生じる

かについては明確な法則性はない。Vif に関し

て詳細な解析は新型変異ウイルスの分子クロ

ーンを作出して forward genetics を実施する

必要があると思われた。 
 

E.結論 

 新型変異 HIV に共通する特徴的な p6 および

IN/Vif の遺伝的変化のみで新型変異 HIV 感染

者に特徴的な早い病期の進行を説明するのは

困難と思われる。 
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