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A. 研究目的 

 ウイルス感染細胞に内在する感染抵抗性因子
としてシチジンデアミナーゼが注目されている。
その中でも APOBEC3G (apolipoprotein B mRNA 
editing enzyme, catalytic polypeptide-like 3G)は、
ウイルスゲノムに致死的な変異を惹起する酵素
活性を示すとともに、酵素活性とは独立した機序
での抗 HIV 活性も知られており、感染の標的細
胞における発現量や細胞種特異的スプライシン
グ等における個人差は、宿主の感染後の転帰を
左右する要因であると想定される。我々はタイ北
部の都市ランパンで 2000 年から約 10 年にわたり、
HIV 感染者とその配偶者の長期経過観察を実施
した（「ランパン HIV コホート研究」）。その結果、
ART 導入前の自然経過や性行為による感染成
立、ART 導入による延命や副作用の出現等々の
臨床像にどのような要因が働いているかを解明し、
また、収集した末梢血単核細胞（PBMC）検体の
一部を宿主応答の分析に適用可能な状態で保
存した。本研究課題では Biasin ら（J . Infect. Dis. 
195:960-964, 2007）がイタリアの夫婦間曝露後非
感染者群で観察した APOBEC3G の高い I 型イン
ターフェロン反応性発現が、この北タイの集団で
も HIV 感染抵抗性因子として観察できるかを検
証することを目的とした。 
 

B. 研究方法 
１） I 型インターフェロン反応性遺伝子発現解
析 

  抗体固相化磁気ビーズ(EasySep®)を用いて

曝露の密度・期間の情報が明らかな 61 名の
Exposed but HIV-seronegative (ESN) 、 お よ び
AIDS 未発症の HIV 感染者 10 例より採取後長期
間凍結保存したPBMC 検体から、CD14 陽性単球
分画と CD4 陽性 T リンパ球分画を分離した。これ
らの臨床検体については、試料の量が限られるこ
とから、タンパクレベルでの分析は難しく、転写産
物の分析を行なうこととした。各細胞分画を一定
数 96 ウェル丸底プレートに播種して一晩培地に
馴化したのちに、IFNα存在下に 4 時間培養後の
RNA を調製した。 IFNαを含まない条件での
RNA も並行して調製した。リアルタイム RT-PCR 法
で APOBEC3G、GAPDH (内部標準として)、MX1 
(I型インターフェロン反応性の陽性対照として) の
3 遺伝子の mRNA を定量し、内部標準に対する
APOBEC3G 相対発現量ならびに IFNα有無での
APOBEC3G 相対発現量比を算出した。 
 

２）APOBEC3G 遺伝子上流ゲノム領域の DNA
メチル化分析 

 組織特異的なエピジェネティックな遺伝子発現
制御の存在を示唆するシトシン塩基のメチル化状
態の細胞種間差・個人差をバイサルファイト修飾
法により分析した。 
 

【倫理面への配慮】 
HIV 感染患者および配偶者の遺伝子および疫

学研究にあたって、日本（長崎大学）およびタイ
（タイ国保健省・国立公衆衛生研究所）それぞれ
の機関で倫理審査委員会の審査を受け、承認を

研究要旨 APOBEC3G 発現の I 型インターフェロン反応性に見られる個人差は、各個
人の HIV-1 感染への感受性・抵抗性を規定すると考えられる。本研究課題では 2000 年
に開始したタイ北部のランパンでの HIV 感染者とその配偶者の長期フォローアップ研究
に際して収集した凍結保存 PBMC 検体を用い、CD14 陽性単球と CD4 陽性 T リンパ球
を分画後、それぞれの IFNα反応性 APOBEC3G mRNA 発現を定量した。HIV 曝露後
非感染者(HIV-exposed seronegatives, ESN) 61 名の CD14 陽性細胞と CD4 陽性細胞
での APOBEC3G 発現には有意な相関は見られず、個人によって異なる細胞種特異的
な発現制御機構の存在が推測された。また、10 名の HIV 感染者との比較では、CD14
陽性細胞の APOBEC3G 発現に有意な違いを見るには至らなかったものの、高発現群
には HIV 感染者がいないことから APOBEC3G 高発現の HIV 感染抵抗性への寄与を支
持するものと思われた。さらにエピジェネティックな制御の寄与を考え、APOBEC3G遺伝
子上流域の DNA メチル化状態をバイサルファイト修飾法により検索した。 



得た。 
 
C. 研究結果 
１） ESN 由来 CD14 陽性細胞での I 型インタ
ーフェロン反応性 APOBEC3G 遺伝子の発現 
夫 婦 間 曝 露 後 感 染 の 抵 抗 性 に お け る

APOBEC3G の寄与を解明するために、曝露の密
度・期間の情報が明らかな 61 名の ESN（女性 36
名、男性 25 名）を対象として I 型インターフェロン
反応性遺伝子発現解析を実施した。CD14 陽性
細胞と CD4 陽性細胞での APOBEC3G 発現には
有意な相関は見られず（図１）、細胞種毎に別個
の発現制御機構があり、特に CD14 陽性細胞で
の発現制御機構に大きい個人差が存在すること
が想定された。 

また、同様に収集した AIDS 未発症の HIV 感
染者 10 例(すべて女性)についても測定し、ESN
群との相違を検討したところ（図２）、HIV の夫婦
間曝露での侵入門戸と考えられる CD14 陽性細
胞の APOBEC3G 発現量に有意な違いを見るに
は至らなかったものの（p = 0.25、t-test）、集団を
便宜的に高・中・低発現の 3 群に分類した際に、
高発現群には HIV 感染者がいないことから、
APOBEC3G 高発現の HIV 抵抗性への寄与を支
持 す る も の と 思 わ れ た （ p = 0.0522 、 2 × 3 
Kruskal-Wallis test）。  

 
２）APOBEC3G 遺伝子のエピジェネティックな
発現制御機構の組織特異性 
APOBEC3G 遺伝子は比較的 GC 含量が高く、

第 1 エクソン近傍に CpG アイランドの特徴を示す
領域が存在する。この CpG アイランドを含む

APOBEC3G 遺 伝 子 上 流 域 は 、 隣 接 す る
APOBEC3F 遺伝子、APOBEC3H 遺伝子の上流
域との相同性が非常に高いため、バイサルファイ
ト修飾 DNA から APOBEC3G 遺伝子上流域を選
択的に増幅させているかを確認した上でシトシン
のメチル化レベルの分析を進めた。日本人ボラン
ティア 3 名の CD14 陽性単球分画と CD4 陽性 T
リンパ球分画、並びに CD14 陽性単球様の表現

図 １． 北タイ集団における APOBEC3G 発
現の I 型インターフェロン反応性の個人差 
 ESN61 名と HIV 感染者 10 名を併せた 71
名の CD14 陽性細胞と CD4 陽性細胞での
IFNαによる APOBEC3G 発現誘導（ fold 
increase）を散布図としてプロットした。CD14
陽性細胞での発現誘導と CD4 陽性細胞での
発 現 誘 導 に は ほ と ん ど 相 関 が な く
（R2=0.0053）、CD14 陽性細胞において、より
大きい個人間差が観察された。 

図 ２． 細胞種特異的 APOBEC3G 発現の群間差 
 CD14 陽性細胞(左)と CD4 陽性細胞(右)での IFNαによる APOBEC3G 発現誘導
（fold increase）を、女性（F）の ESN 36 名、男性（M）の ESN 25 名、HIV 感染者 10
名に分けてプロットした。 



型を呈する白血病細胞由来の細胞株 THP-1 の
DNA を用い、APOBEC3G 遺伝子の CpG アイラ
ンドが、どの細胞においてもシトシンメチル化を受
けていないことに加え、CpG アイランドの上流側
隣接領域に細胞種によってシトシンメチル化レベ
ルの異なる塩基が存在することが明らかとなった
（ 図 ３ ） 。 今 後 、 北 タ イ 集 団 を 対 象 と し て
APOBEC3G 遺伝子のシトシンメチル化レベルと
組織特異的遺伝子発現とを関連付けられるかを
検討する。  

 
D. 考察 
Biasin ら（2007）がイタリアでの夫婦間曝露の

ESN で観察した、 CD14 陽性細胞における
APOBEC3G の高い I 型インターフェロン反応性
発現は、北タイの集団では同様には再現されな
かったが、CD14 陽性細胞における APOBEC3G
の I 型インターフェロン反応性発現は CD4 陽性
細胞に比べ個人差が大きく、ESN の中には高い
反応性を示すものがより多い傾向があった。今回
の研究では、APOBEC3G の転写産物定量に際

して Biasin らの用いた第 2、第 3 エクソン間の
RT-PCR を適用したが、第 2 エクソンを含まず、翻
訳開始部位の異なる選択的スプライシング産物に
ついては十分に検討できておらず、今後の課題と
して残された。 

細胞種特異的な発現量の個人差を説明するも
のとして、組織特異的なエピジェネティックな遺伝
子発現制御機構の存在が想定できる。近年 CpG
アイランドに隣接するゲノム領域(CpG ショア)にお
けるエピゲノム修飾の個人差がいくつかの疾患感
受性に関与するとの報告がある（Reinius, L. E. et 
al. PLoS One 7:e41361, 2012）。APOBEC3G 遺伝
子の塩基配列から、第 1 エクソン近傍に CpG アイ
ランドの特徴を示す領域を見いだすことができる。
この部分は CD14 陽性細胞、CD4 陽性細胞ともに
シトシンのメチル化が抑制されていたが、上流側
には細胞種・個人によってメチル化の程度が異な
る塩基が存在することが判った。メチル化の個人
差が APOBEC3G 遺伝子の発現制御にどのように
関与するか、今後明らかにしていく予定である。 

 

図 ３． バイサルファイト修飾によるシトシンメチル化状態の探索例 
バイサルファイト処理後の DNA を鋳型として PCR により目的の配列を増幅すると、メチル化シトシンは

シトシンのまま残るが、メチル化を受けていないシトシンはチミンに転換される。この領域の3か所のシトシ
ン（▽）のうち、左端のものは CpG 配列を構成するメチル化の標的配列である。この塩基は CD14 陽性細
胞および THP-1 細胞でほぼ 100%メチル化されているが、CD4 陽性細胞では、ほとんどメチル化されて
いないことがわかった。（偶然な発見であるが、右端のシトシンは THP-1 細胞で非典型的なメチル化を受
けている可能性がある。） 



E. 結論 
細 胞 内 在 性 抗 HIV 抵 抗 性 因 子 で あ る

APOBEC3G の発現が I 型インターフェロンに反
応して増強するか否かに、特に CD14 陽性細胞
において、大きな個人差の存在することを実験的
に明らかした。遺伝子発現制御機構の差異を説
明する現象としてエピジェネティックなゲノム修飾
に組織特異性・個人間差がある可能性があること
を示した。 
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