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研究要旨： 
 HIV 潜伏・再活性化サルモデルを構築する目的で、非病原性分子クローン SIV 1A11
を低感受性である事が知られている中国産アカゲザルに昨年度接種した。SIV1A11 は接

種後数週間ウイルス血症を誘導したがその後制御された。接種 32 週後に抗 CD8 抗体を

投与した所、一過性のウイルス血症及びリンパ節におけるウイルス抗原陽性細胞の出現

が観察された。正常サル粘膜組織生検試料から抗原提示細胞の精製を試行したが、収率

が低く更に検討を要する。 

 

A. 研究目的 
 慢性的なウイルス抗原刺激によるT細胞の活性化
及び疲弊はHIV感染症の病原性として特徴付けられ
る。T 細胞活性化は、樹状細胞に代表される抗原提
示細胞との相互作用により誘導される事から、ウイ
ルス感染により抗原提示細胞の質または量が変化し、
慢性的なT細胞活性化を引き起こしている可能性が
考えられる。先行研究では、感染により血中の樹状
細胞数の推移が主に報告されているが、樹状細胞の
感染状況に関する報告は多くない。更に、個体にお
けるウイルス複製の主要な場であるリンパ節及び消
化管に代表される粘膜における樹状細胞感染に関し
ては、SIV サルエイズモデルを用いて極めて限られ
た研究が行われているにすぎず（Choi et al. 
J.Pathol.201:616-28, 2003.）、理解が進んでいると
は言えない。 

 本分担研究の目的は、個体レベルにおける主要な

ウイルス複製の場であるリンパ節及び粘膜における

抗原提示細胞の感染様態を明らかにする事である。 

 

B. 研究方法 
 非病原性 SIV 1A11/中国産アカゲザルモデル系
を構築し、ウイルスの潜伏・再活性時に組織で起
きる事象を検索する。 
・ サル感染実験 

 1.1×107TCID50の SIV1A11 ウイルスストック
を麻酔下のアカゲザル直腸にシリコンチュー
ブを用いて非観血的に導入し、30 分間静置し
た。ウイルス接種前より採血を行い、血漿の保
存及び末梢血リンパ球サブセットの測定を行
った。接種１週間前に、麻酔下で直腸組織を生

検し、RNA 抽出、組織学的検索のために固定、
保存した。 

・ ウイルス RNA の定量 
 経時的に採取した末梢血より血漿を調製、
RNA を抽出し、逆転写/リアルタイム PCR によ
り SIV gag 領域を増幅、定量した。 

・ リンパ球サブセット測定 
 経時的に採取した末梢血を蛍光標識単クロ
ーン抗体（抗 CD3, CD4, CD8 および CD20）と
反応させ、フローサイトメトリーにより解析し
た。また、生検したリンパ節から細胞浮遊液を
調製し、蛍光標識抗体を用いて同様に解析した。 

・ 抗 CD8 抗体処理 
 ウイルス接種 32 週後に１頭の感染サルに抗
CD8 抗体（M-T087R1,NIH Nonhuman Primate 
Reagent Resource より入手）10 mg/kg を麻酔
下で皮下投与した。 

・ 腸管組織からの抗原提示細胞の調製 
 非感染アカゲザルの直腸組織を麻酔下で生
検鉗子を用いて採取、キレート剤及び蛋白質分
解酵素処理により細胞浮遊液を調製した。更に、
抗 CD1b 抗体（京都大学ウイルス研究所杉田昌
彦博士より分与を受けた）及び磁気ビーズを用
いて細胞を精製、フローサイトメトリーにより
発現抗原を検索した。 

 

C. 研究結果 

・ 腸管組織からの抗原提示細胞の調製 

 抗原提示細胞に感染するウイルスの量、ウイ

ルスの存在様式（持続的複製があるか、プロウ

イルスとして潜伏しているか）を明らかにする



 

ため、直腸組織生検材料から細胞浮遊液を調製

し、代表的抗原提示細胞である樹状細胞を精製

する目的で抗 CD1b 抗体及び磁気ビーズを用い

て細胞を精製した。精製した細胞の多くは形態

的に単核で細胞質が豊富で空胞を含み、マクロ

ファージ様であった。この細胞に関して CD11c、

CD123 および HLA-DR 抗原の発現をフローサイ

トメトリーにより解析した所、HLA-DR 陽性で

かつ CD11c 陽性（骨髄系樹状細胞）または

HLA-DR 陽性でかつ CD123 陽性（形質細胞様樹

状細胞）の細胞がそれぞれ検出された。2mm×

2mm×2mmの生検組織10片から1-6×105細胞が、

磁気ビーズ精製後は総計104台の細胞が調製さ

れたが、収率は低かった。 
・ SIV 1A11の中国産アカゲザルにおける複製 

 ウイルス曝露後接種10週後まで103-104コピー
/mlの血中ウイルスRNAが断続的に検出されたが、
その後検出限界以下(200 コピー/ml)に抑制され
た。接種15-25週後の血漿に関して、遠心沈渣か
らRNA抽出する事で1反応あたりの実効試料投入
量を増やし検出感度を上げると、1頭のサルで接
種26週後に17コピー/mlのウイルスRNAが検出
された。 
 CD4陽性およびCD8陽性リンパ球サブセットは
ウイルス感染によって変動しなかった。感染サル
は観察期間中臨床的に霊長類レンチウイルス関
連疾患を示さなかった。 

・ 抗CD8抗体処理 
 接種32週後に1頭の感染サルに抗体を投与し
た所、血中ウイルスRNAが投与3日以内に検出限
界以下から 104コピー/ml まで一過性に上昇した。 
 抗体投与直前及び投与 2 日後に生検したリン
パ節細胞の解析の結果、投与前に検出されなかっ
た gag ウイルス抗原陽性細胞（0.03%）が、2 日
後に 0.12%検出された（寺原和孝博士による解
析）。 

 

D. 考察 
 SIV 1A11 は当初予想した通り、一過性のウイル
ス血症の後制御され「潜伏」したが、抗 CD8 抗体
処理による「抑制解除」により少なくとも末梢血
及びリンパ節において「再活性化」した事から、
恐らく全身性にウイルスの再活性化は起こって
いると考えられる。現在、同様に抗体投与前及び2
日後に生検した直腸組織におけるウイルス遺伝子発
現をin situ hybridizationにより解析中であるが、
こちらでもウイルスシグナルが検出される事が期待
される。 

 直腸生検試料からの樹状細胞の精製は当初予想し
ていたよりも困難である事が明らかとなった。採取
出来る組織の量に限りがあるため、取りこぼしが無
い様調製する必要がある。従来のキレート剤及び蛋
白分解酵素（主にコラゲナーゼ）処理では組織片を
完全に可溶化する事が出来ないため、細胞を取りこ
ぼしていると考えられる。そこで、酵素処理に加え
緩徐な器械的破砕を加える事を検討している。 
 同時に直腸組織の組織化学的検索に向けて非感染
サル直腸組織を用いて条件を検討しているが、明ら
かになった事として、アカゲザル下部消化管の粘膜
固有層では、リンパ球は上部と比較して少なく、CD68
陽性のマクロファージは豊富に存在する事である。
現在まで数種の単クローン抗体を用いて樹状細胞の
検出を試みているが検出されない事から、本組織に
おける樹状細胞の分布は CD68 陽性マクロファージ
と比較して少ない事が予想される。そこで来年度は
抗原提示細胞としてマクロファージに焦点を当てて
検索を進める（生検試料からの細胞調製及び組織化
学的検索）事が現実的であろう。 

 

E. 結論 

 非病原性 SIV 1A11 および中国産アカゲザルを

用いてエイズウイルス潜伏・再活性化モデルを確

立した。 
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