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研究要旨：サルモデルにおいて、SIV初期制御群の病態進行は感染後 1-2年時点のプロ
ウイルスの Gag 特異的 CTL エスケープ変異の蓄積の有無で 2 分され、それら個体の特
異的 CTL 応答とウイルス制御の関係が示唆された。また、新規に非病原性 SIV1A11潜伏

持続感染モデルが確立された。ヒト化マウスモデルでは、Vprが Tregへの感染性促進因
子であること、R5型 HIV-1存在下で X4型 HIV-1が潜伏する可能性が示された。更に、
潜伏感染成立機構解析のための初期 T細胞培養系が確立され、レポーターウイルスに潜
伏感染した細胞が異なるメカニズムを経た不均一な集団で、宿主エピジェネティック因

子群が潜伏感染制御に関わることが明らかにされた。一方、慢性 HIV感染者における T
細胞機能不全の要因の一つとしてCD4陽性 T細胞の老化と IL-2遺伝子のDNAメチル化
というエピジェネティックな変化があることや免疫活性化に関連するウイルス蛋白質

Nefの機能と病態との関係、マクロファージにおいて SAMHD1非依存的な HIV-1感染抑
制を担う ISG が複数存在する可能性が示唆され、また、HTLV-I 不死化細胞株の OX40L
発現が R5 HIV-1感染を効率良く抑制し、CXCR4に対する抗体が T細胞活性化を抑制す
ることも含め、新たな治療法開発の基盤となる知見が蓄積された。 
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A. 研究目的 
HIVの潜伏感染とウイルス再活性化および慢性的
免疫活性化によるT細胞の疲弊化を左右する細胞
内因子および免疫学的要因を明らかにすること

により、エイズ病態を制御する新規治療戦略のた

めの基盤を確立する。本研究では、latent reservoir

（潜伏感染）と active reservoir (再活性化、持続感
染)に関し、主として動物モデルを用いた解析を行
う。 
 
B. 研究方法 
サルモデル 
1) MHC クラス I ハプロタイプ 90-120-Ia 共有
SIVmac239初期制御群（n = 11）の潜伏プロウイ
ルスの SIV gagと nef領域の塩基配列解析を行い、
感染各期の Gag 特異的 CTL 応答のパターンをフ
ローサイトメーターで評価した。また、SIV 持続
制御を示した 1 頭の CD8 を枯渇させ、その後の
SIV特異的 CTL応答、及び血中ウイルス RNAの
gag領域配列解析を行った。（山本） 
2) 非病原性 SIV 1A11 を 1.1×107TCID50中国産ア
カゲザルに経直腸感染させ、接種前後に経時的に
血中ウイルス量と血中およびリンパ節中のリン
パ球サブセットの解析を行った。また、腸管生検
組織から抗体磁気ビーズを用いて抗原提示細胞
を精製した。1 頭の感染サルに抗 CD8 抗体 10 
mg/kg を麻酔下で皮下投与した。（五十嵐） 
ヒト化マウスモデル 



 

1) 異なる蛍光を発現する X4型と R5型 HIV-1を
同時にヒト化 NOJ マウスに感染させた時のウイ
ルス感染細胞の分布を FACSで、血中ウイルス量
の変動を qRT-PCRで解析した。(横田) 
2) HIV-1 vpr変異株と野生株をヒト化NOGマウス
に感染させ、Treg細胞や活性化メモリーT細胞の
動態を FACSで解析した。(小柳) 
培養系モデル 
1) 健常人末梢血から CD4陽性 T細胞を調製し、
LTR制御下にGFP-Nefのみ発現する組換えレンチ
ウイルス Lenti GFP-Nef LTRあるいはHIV-1NL-Eを

感染させた後、DCと SEBによる T細胞受容体刺
激し、あるいは IL-7と IL-15を添加して 2週間以
上細胞を培養維持（Homeostatic proliferation: HSP）
した。これらの T細胞の増殖、表面抗原や感染細
胞頻度を FACSで解析し、一部の亜集団をソート
して HIV や細胞 mRNA 発現、プロウイルスの
integrationを PCRで定量した。（横田） 
2) LTRの下流にTat-IRES-VenusとEF1プロモータ
ー下に mRFP遺伝子を挿入して single-round 感染
の dual-color reporterウイルスを作製し、Jurkat T
細胞に感染させた。メチル化 DNA の検出はバイ
サルファイト法を用い、LTR上の修飾ヒストンを
ChIP assayによって解析した。DACの阻害にTSA、
SAHA、及び VPA、また PRC2 の阻害には EZH2
の特異的阻害剤である DZNep 及び GSK126 を使
用した。（渡辺） 
3) 健常人末梢血からマクロファージ、樹状細胞、
及び活性化 Tリンパ球を調製して IFNα存在下/非
存在下で 24 時間培養し、各遺伝子の発現レベル
を定量した。また、I 型インターフェロン（IFN）
により強く誘導される 6種類の蛋白発現ベクター
を作成し、シュード HIVウイルスの感染・増殖に
及ぼす影響を検証した。（徳永） 
4) 慢性期 HIV 感染者末梢血単核球(PBMC)を
CD4+と CD8+T細胞に分画して IL-2発現およびプ
ロモーター領域の DNA メチル化解析と細胞表面
抗原の FACS解析を行った。（立川） 
5)慢性HIV感染者とエリートコントローラー(EC)
の検体から nef 遺伝子を増幅してその配列の遺伝
子系統樹解析を行い、その機能との関係について

医学統計学的に解析した。（上野）。 
6) HTLV-1で不死化した自家 T細胞株の OX40L
発現とそれによる HIV-1抑制作用、抗 CXCR4単
クロン抗体(A120)の T細胞活性化に対する影響を
検討した。(田中) 

（倫理面への配慮） 
臨床材料や血液の提供を受ける場合には、各施設

の医学研究倫理委員会の承認を得、書面による同

意確認と提供者の個人情報の保管管理を徹底し

つつ実施した。動物実験は各施設の実験動物委員

会の承認を得、実施の際は動物愛護の精神に則っ

て動物に与える苦痛の軽減・排除に努めた。 
 
C. 研究結果 
サルモデル 
1) SIV初期制御個体群は gag領域にCTLエスケー
プ変異が蓄積する群（B群 5頭）と蓄積しない群
（A群 6頭）に分かれた。感染後 2カ月では両群
とも野生株 Gag が主体で、感染後 1 年では CTL
エスケープ蓄積群の1頭に単独のCTLエスケープ
が検出された以外は全頭で野生株であった。また、

nef領域には高度の G-to-A変異が認められる場合
があった。 CTL エスケープの蓄積は感染後 2 年
を過ぎての血中ウイルスの存在と関連し、Gagエ
ピトープ特異的 CTL は B 群において消退傾向で
あるのに対し、A群においては比較的維持された。
A群の 1頭のCD8陽性細胞を枯渇させると血中ウ
イルスが再出現し、同時に SIV 特異的 CTL 応答
が広汎化した。また、再出現した血中ウイルスは、

それまで野生株であった配列がエスケープ変異

体（Gag L216S, D244E, V375M）の配列に置き換
わっていた。（山本） 
2) 経直腸 SIV1A11感染後の中国産アカゲザルにおい
て低レベルの一過性複製を確認したが、リンパ球サ
ブセットに変動はなかった。抗CD8抗体処理により、
血中ウイルス量の一過性上昇を認め、リンパ節で
Gagウイルス抗原陽性細胞を検出した。一方、腸管
生検組織から精製した細胞の多くはマクロファ
ージ様形態を示し、CD11c陽性（骨髄系樹状細胞）
や HLA-DR 陽性でかつ CD123 陽性（形質細胞様
樹状細胞）の細胞が存在したが、10片の生検組織
から、わずかに総計 104個程度しか得られなかっ
た。（五十嵐） 
ヒト化マウスモデル 
1) 同時感染 X4型と R5型 HIV-1に感染したヒト
化 NOJマウスでは、それぞれの単独感染と異なり、
特に、X4 型の CCR5 陽性記憶 T 細胞への感染頻
度が R5 型 HIV-1 の存在によって有意に低下し、
血中からも早期に消失する傾向にあった。(横田) 
2)ヒト化 NOGマウスを用い、Treg が HIV-1の標
的になりやすく、アクセサリー蛋白質である Vpr
による細胞周期の G2 期停止とアポトーシスの効



 

率的誘導機能を介して選択的に枯渇され、これに

より記憶T細胞の高度活性化とウイルス増殖促進
がおきることを明らかにした。(小柳) 
培養系モデル 
レポーターウイルスや HIV-1感染実験において、 
1) HSP培養で維持される初期 CD4陽性 T細胞は
緩慢に増殖し、T 細胞受容体を刺激した場合と異
なって HIV-1感染 2週間後も非増殖細胞が多く存
在した。この亜集団にもプロウイルス DNA の
integrationと低レベルのウイルス mRNA発現を認
めたことから、細胞内への entry は同じで
integration まで感染が進行しても、転写レベルで
強い抑制を受けていることが示唆された。(横田) 
2) 培養細胞株でも感染初期に LTR が急激に不活
化する T細胞集団と、時間依存的に潜伏化してい
く 2つの亜集団が存在し、両者は LTR上のヒスト
ン修飾や再活性化シグナルに対する感受性が異

なることを明らかにした。（渡辺） 
その他、HIV-1制御分子の探索に関して、 
3) マクロファージにおいて、I型インターフェロ
ン（IFN）添加後の SAMHD1発現変化は小さかっ
たが、IFNαにより誘導される既知 ISG 遺伝子の
中にははるかに高発現になる遺伝子が 6種類存在
した。これらの遺伝子を過剰発現させるとウイル

スの感染・増殖を強く抑制することを確認した。

（徳永） 
4) 高い血中 HIV-1 を維持する病態進行の早い感
染者の CD4様態 T細胞では IL-2遺伝子が高度に
メチル化され、その頻度は IL-2発現量と逆相関し、
老化マーカーCD57 の発現とは正の相関を示した。
(立川) 
5) HIV感染を完全にコントロールしている ECで
は、免疫活性化に関連する HIV-1 Nefの機能は減
弱していたが、両群の遺伝子配列に顕著な差は認

められなかった。(上野) 
6) OX40LとOX40を同時発現するHTLV-1不死化
細胞株では、OX40L のみがケモカインの産生促
進を介してR5型HIV-1感染を効率良く抑制した。
一方、A120存在下では抗 CD3抗体刺激による T
細胞活性化が抑制された。(田中) 
 
D. 考察 
SIV初期制御後の病態進行が末梢血CTL応答群の
推移で予測可能である。制御持続群の reservoir内
では、野生型ウイルスは不活化されて Gag変異ウ
イルスの増殖が CD8+細胞により制御されている

と考えられ、即ち、変異体の蓄積スピードと病態

制御の持続とが関連する可能性が示唆された。非

病原性SIVは比較的短期間に潜伏と再活性化が誘
導可能なサルモデルとして今後の解析に有用で

あろう。ヒト化マウスでは高度に活性化された

CCR5発現細胞が多いため、R5型 HIV-1の増殖が
良い。一方、X4 型 HIV-1 の感染標的は主として
naïve T細胞であることを考えると、この細胞に感
染した HIV が生体内でどのくらい長く存続しう
るのか明らかにする必要がある。また、HIV感染
初期にVpr蛋白質がTregへの感染促進作用を有す
ることは、ヒト化マウスで初めて明らかになった

現象であるが、病状が進行した慢性期においても

同様なのか検討を要する。今後、IFN 処理マクロ
ファージや樹状細胞のHIV-1感染前期段階抑制分
子としての新規 ISG が発見され、我々独自の in 
vitro潜伏感染・再活性化モデルにおいて新規のエ
ピジェネティック調節因子が明らかになれば、

OX40 や A120 抗体と共に今後のエイズ治療開発
のために有用である。 
 
E. 結論 

サルモデルにおいて、SIV 初期制御群の病態進行
は感染後 1-2年時点のプロウイルスの Gag特異的
CTLエスケープ変異の蓄積の有無で 2分され、そ
れら個体の特異的 CTL 応答とウイルス制御の関
係が示唆された。また、新規に非病原性 SIV1A11
潜伏持続感染モデルが確立された。ヒト化マウス

モデルでは、Vprが Tregへの感染性促進因子であ
ること、R5型 HIV-1存在下で X4型 HIV-1が潜伏
する可能性が示された。更に、潜伏感染成立機構

解析のための初期 T細胞培養系が確立され、レポ
ーターウイルスに潜伏感染した細胞が異なるメ

カニズムを経た不均一な集団で、宿主エピジェネ

ティック因子群が潜伏感染制御に関わることが

明らかにされた。一方、慢性 HIV感染者における
T細胞機能不全の要因の一つとしてCD4陽性T細
胞の老化と IL-2遺伝子の DNAメチル化というエ
ピジェネティックな変化があることや免疫活性

化に関連するウイルス蛋白質 Nefの機能と病態と
の関係、マクロファージにおいて SAMHD1 非依
存的なHIV-1感染抑制を担う ISGが複数存在する
可能性が示唆され、また、HTLV-I不死化細胞株の
OX40L発現が R5 HIV-1感染を効率良く抑制し、
CXCR4 に対する抗体が T 細胞活性化を抑制する
ことも含め、新たな治療法開発の基盤となる知見



 

が蓄積された。 
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