〈タイトル〉HIV-1のもつNefは膜貫通タンパク質であるSERINC3およびSERINC5の局在を変化させることにより感染力を維持する
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〈要 約〉

　HIV-1にコードされるNefおよびマウス白血病ウイルスにコードされるglycoGagはHIV-1の感染力を増強させる．筆者らは，NefおよびglycoGagが複数回膜貫通タンパク質であるSERINC3およびSERINC5の細胞の表面への局在を阻害することにより，その感染力の増強能を維持することを発見した．SERINC3あるいはSERINC5のノックダウンは，HIV-1の感染力に対しNefと同様の効果を示した．SERINC3およびSERINC5の二重欠損細胞において，Nefを欠損したHIV-1は野生型の細胞に比べ100倍も高い感染力を示した．この二重欠損細胞にSERINC3およびSERINC5を発現させると感染力の上昇は消失した．また，SERIN3およびSERINC5はHIV-1の複製を阻害した．SERINC3およびSERINC5はHIV-1の標的となる細胞に多く発現していることから，NefによるSERINC3およびSERINC5の抑制を阻害することはAIDSの治療に新しい道を開くと思われる．
はじめに

　AIDS（acquired immune deficiency syndrome，後天性免疫不全症候群）を発症させるHIV-1（human immunodeficiency virus type1，ヒト免疫不全ウイルス1型）にコードされるアクセサリータンパク質Nefは，HIV-1の複製に必須ではないがその感染力を増強し，HIV-1の病原性において重要な役割をはたしている1,2)．しかし，その分子機構はいまだ明らかにされていない．マウス白血病ウイルスにコードされるglycoGagもまた，HIV-1の感染力についてNefと同様の効果を示す3)．NefはHIV-1を産生する細胞の表面に存在するCD4を抑制するが，その作用は感染力の増強には関与しない4)．一方，glycoGagはCD4を抑制しない3)．glycoGagはII型膜貫通タンパク質であり，細胞質側にあるNefとは関係のない領域がNef様の活性に関与する5)．これらの違いにもかかわらず，NefとglycoGagがHIV-1の感染力に関して同様の効果を示すことは非常に興味深く，関連する分子機構が存在すると思われた．
1．NefおよびglycoGagはSERINC3およびSERINC5のウイルス粒子への取り込みを阻害する

　T細胞にNefをもつあるいは欠損したHIV-1，あるいは，活性を示す最小の大きさのglycoGagをコードするHIV-1を感染させたのち，産生されたHIV-1を精製しプロテオーム解析を行った．Nefを欠損したHIV-1から検出されたがNefをもつHIV-1あるいは最小の大きさのglycoGagをコードするHIV-1からは検出されなかった唯一のタンパク質が，SERINC3であった．HAタグを付加したSERINC3が種々のタイプのNefあるいはglycoGagの存在のもとウイルス粒子に取り込まれるかどうかをイムノブロッティング法により確認したところ，NefSF2およびNef90CF056を除くNefおよびglycoGagの存在のもとではSERINC3は取り込まれなかった．Nef90CF056はHIV-1の感染力を増強しなかった一方，NefSF2はHIV-1の感染力を中程度に増強させたことから，ほかのSERINCファミリーのメンバーがウイルス粒子に取り込まれるかどうか調べたところ，NefSF2はSERINC5の取り込みを強く阻害した．SERINC3およびSERINC5をウイルス粒子に取り込まないNefを欠損したHIV-1は高い感染力を示し，NefによるSERINC3あるいはSERINC5のウイルス粒子への取り込みの効果と，HIV-1の感染力の増強の効果には相関が認められた．
2．NefおよびglycoGagはSERINC5の局在を変化させる

　SERINC5と蛍光タンパク質mCherryとの融合タンパク質を単独で発現させたところ，細胞膜およびフィロポディア様の突起にその存在が確認された．一方，NefあるいはglycoGagとともに発現させると，核の周囲に存在した．また，内部にHAタグを挿入したSERINC5をJurkatTAg細胞に発現させフローサイトメトリーにより解析したところ，細胞の表面に存在し，その局在はNefSF2あるいはglycoGagとの共発現により低下した．これらの結果から，NefおよびglycoGagはSERINC5の細胞の表面への局在を減少させると考えられた．
3．外部からくわえたSERINC3およびSERINC5はNefを欠損したHIV-1の感染力を低下させる

　293T細胞にてSERINC3あるいはSERINC5の存在下あるいは非存在下において産生させたNefを欠損したHIV-1を，TZM-bl細胞に感染させ感染力の違いを検討した．SERINC5の存在下で産生させたNefを欠損したHIV-1の感染力は，非存在下で産生させたときの100倍以下，SERINC3の場合は2～3倍以下だった．外部からくわえたSERINC3あるいはSERINC5は，ウイルス粒子の産生，Gagのプロセシング，HIV-1エンベロープの取り込みに影響しなかった．しかしながら，TZM-bl細胞における後期の逆転写産物は，SERINC5存在下で産生させたNefを欠損したHIV-1において，非存在下で産生させた場合の100倍以下であった．SERINC5の存在下で産生させたNefを欠損したHIV-1は，ヒトの末梢血単核球への感染力も低下していた．
4．SERINC3およびSERIN5のノックダウンはNefを欠損したHIV-1の感染力を増強させる

　JurkatTAg細胞は比較的高い濃度でSERINC3およびSERIN5を発現するが，siRNA法によりSERINC3あるいはSERINC5をノックダウンしたところ，Nefを欠損したHIV-1の感染力は，SERINC3のノックダウンでは4倍以上，SERINC5のノックダウンでは8倍以上，ダブルノックダウンでは最大で45倍以上も増強した．
5．Nefを欠損したHIV-1をSERINC3あるいはSERIN5を欠損した細胞で産生させると感染力は増強する

　Nefを欠損したHIV-1は，野生型のJurkatTAg細胞に比べ，SERINC3を欠損したJurkatTAg細胞において産生させると5倍，SERINC5を欠損したJurkatTAg細胞において産生させると13～20倍，SERINC3およびSERIN5の二重欠損細胞においては100倍以上も高い感染力を示した．野生型の細胞においてすでに高い感染力を示すNefをもつHIV-1およびglycoGagをもつHIV-1については，SERINC3およびSERIN5の二重欠損により有意の感染力の上昇は認められなかった．SERINC3およびSERIN5の二重欠損細胞にSERINC3あるいはSERIN5を発現させNefを欠損したHIV-1を産生させたとき，その感染力は二重欠損細胞に比べ，SERINC3の発現により4倍，SERINC5の発現により6倍，SERINC3およびSERIN5の発現により32倍も低下した．
　SERINC3およびSERIN5のHIV-1の複製に及ぼす効果について検討した．293T細胞において産生させたHIV-1を野生型の細胞に感染させると，Nefを欠損したHIV-1の複製はNefをもつHIV-1に比べ抑制された．しかし，SERINC3およびSERIN5の二重欠損細胞に感染させるとNefを欠損したHIV-1の複製は抑制されず，NefをもつHIV-1と同じ程度の複製が観察された．二重欠損細胞にSERINC3あるいはSERIN5を発現させると，Nefを欠損したHIV-1の複製は抑制された．
おわりに

　HIV-1のもつNefおよびマウス白血病ウイルスのもつglycoGagは，SERINC3およびSERINC5の細胞の表面への局在を効果的に阻害し，ウイルス粒子への取り込みを阻害することによりHIV-1の感染力を維持すると考えられた（図1）．SERINCファミリーのメンバーの機能についてはまだよく解明されていないが，すべての真核生物に存在し，ホスファチジルセリンおよびスフィンゴ脂質へのセリンの取り込みを増加させることが報告されている6)．この活性は，ウイルスの感染力において重要であるウイルスエンベロープの脂質の組成7) に影響を及ぼす可能性がある．
　この研究において明らかにされたSERINC3およびSERINC5の抗ウイルス効果は，AIDSに対する新規の治療法を提供するだけでなく，すべてのウイルスに対抗する手段として有効である可能性がある．
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〈図説明〉

図1　NefによりHIV-1の感染力が維持される分子機構
（a）Nefを欠損したHIV-1．SERINC3およびSERINC5をウイルス粒子に取り込むため，標的となる細胞への感染力が低下する．
（b）NefをもつHIV-1．SERINC3およびSERINC5をウイルス粒子に取り込まないため，標的となる細胞への感染力が維持される．
