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研究要旨： 
末梢の CD4 陽性 T 細胞を用いて静止期 T 細胞を長期培養維持可能な HSP (HomeoStatic 
Proliferation)培養系を確立した。この培養系において静止期細胞の一部には HIV-1 感染後

プロウイルスが integration して低レベルのウイルス発現が誘導されていた。HSP 培養系

は今後潜伏感染成立過程を解析するための有用な試験管内モデルとなりうると考えられ

る。 

 
 

 

A. 研究目的 
静止期で維持される試験管内潜伏感染モデルシ

ステムを確立し、ゲノムに挿入された proviral 
DNA の発現制御、及びヒト化マウスにおける HIV
潜伏間細胞集団の同定とその性状を解析するこ

とにより、潜伏化の成立に関与する細胞因子を明

らかにする。 
 
B. 研究方法 
1. 組換えレンチウイルスの作製 
細胞ゲノムに挿入されて LTR からの転写を解析

するため、P2 レベルのレンチウイルスベクター

pCS-CDF-GFP-Nef-LTR を構築した。これをトラン

スファープラスミドとする組換えレンチウイル

ス作製用 DNA の一式(gag/pol、 rev および VSV-G
発現ベクター )、HIV-1NLE (X4 型）あるいは

HIV-1NLAD8-D (R5 型）proviral DNA を 293T 細胞に

塩化カルシウム沈殿法でトランスフェクション

し、ウイルスを作製した。 
2. ヒトCD4陽性T細胞の培養維持とウイルス感

染 
健常人末梢血単核球(PBMC)より CD14 陽性細胞

を分画し、単球由来樹状細胞(MDDC)を分化誘導

した。CD14 陰性細胞より、CD4+ T cell isolation kit 
(ミルテニ―)を用いて negative selction し、CD4+ T
細胞をエンリッチした。この細胞に色素(Violet 
tracer; Invitrogen)をとりこませた後、GFP 発現組換

えレンチウイルス(Lenti GFP-Nef-LTR)あるいは

GFP発現HIV-1NL-Eを spinoculationにより感染させ

た。細胞を洗浄後、スーパー抗原(SEB)でパルス

した自己 MDDC と共培養することにより強力に

T 細胞受容体を刺激し、IL-2 存在下に培養した(T
細胞受容体刺激培養)。あるいは T 細胞刺激なし

に IL7 と IL-15 のみを加えて培養し、これを HSP 
(Homeostatic proliferation) 培養とした。 
3. 細胞の増殖・活性化のフローサイトメーター解

析  
レンチウイルスあるいは HIV 感染細胞を感染後 5
日あるいは 12日以降に一部回収し、Aqua live/dead 
dye (L34957, Invitrogen)と反応させた後、細胞表面

を PE-Cy7 標識 CD45RA, PerCP 標識 CD4, PE 標

識 HLA-DR, Alexa647 標識 CD11a, Alexa700 標識 
CD27(すべて Bio Legend)で染色して FACScanto で

解析した。必要に応じ、同様に染色した感染細胞

の T 細胞亜集団を FACSaria で分画した。 
4 .定量 PCR 解析  
分画したレンチウイルス感染細胞より RNA を抽

出し、cDNA を合成して GFP や tat, nef の mRNA
発現を Real Time PCR で定量した。また、細胞の

HIV-1 制御因子として知られる SAMHD1 および

APOBEC3G の発現を比較定量した。 
このため、Taqman 法では以下のプライマー・

プローブセットを用いた。 
GFP: forward, 5’-gaccactaccagcagaacac-3’, reverse, 
5’-gaactccagcaggaccatg-3’, probe, [6-FAM]-agc- 
acccagtccgccctgagca-[BHQ-1], HIV-1 Nef: forward, 
5’-tgagacgagctgagccagcag-3’, reverse, 5’-ttgtgcttctag- 



 

ccaggcac-3’, probe, [6-FAM]- tcgagatactgctcccacccc- 
atct-[BHQ-1]。 
また、細胞の endogenous control gene expression

として EF-1遺伝子発現を Lux primer 法で定量し
た ( 標 識 forward primer と し て 5’-gaa- 
cagttgggtcgctttgctgttc-3’, 未標識 reverse primer とし
て 5’-gacacccaccgcaactgtct-3’)。その他の遺伝子に
関しては Syber green 法で検出した。HIV-1 Tat: 
forward, 5’-tagagccctggaagcatccagg-3’, reverse, 5’- 
tcgctgtctccgcttcttcctgc-3’。 SAMHD1 と APOBEC3G
のプライマーは徳永研三室長(感染研・感染病理)
より供与を受けた。 
 ゲノムに組込まれたプロウイルス DNA の定量
は、山本らの方法(Virus Genes 32:105, 2006)に準じ、
Alu と U3 領域のプライマーを用いて解析した。 
5.ヒト化マウスの確立と HIV 感染 
NOJ 免疫不全マウス(NOD/SCID/Jak3null)にヒト臍

帯血造血幹細胞を移入したマウス(ヒト化マウス)
を作製した。ヒト T 細胞が十分分化発達してきた

マウスに X4 型(緑)あるいは R5 型(赤) HIV-1 を同

時感染させ、特異的なプライマーによる定量的

RT-PCR 法で両ウイルスの血中量を測定すると同

時に、感染細胞の特徴と感染頻度についてフロー

サイトメーターで解析した。 
 
(倫理面への配慮等)ヒト臍帯血や末梢血は、それ

ぞれ東京臍帯血バンクとボランティアから、関係

する倫理委員会の承認のもとに譲渡された。動物

実験は国立感染症研究所の実験動物委員会の承

認を得、動物愛護の精神に則って実験を行った。 
 
C. 研究結果 
PBMC 中の静止期 CD4 陽性 T 細胞に GFP を LTR
制御下に発現する組換えレンチウイルス(Lenti 
GFP-Nef-LTR)を MOI 1.0 で感染させた後、HSP 培

養すると、２週間後に細胞はゆっくり増殖し、一

部の細胞は活性化(CD11a 発現増加増加)されても

増殖することなく維持された（図１A 上段）。一

方 DC と SEB 抗原で強力に CD4 陽性 T 細胞を刺

激する T 細胞受容体刺激培養では、１週間後には

ほとんど全ての細胞が活性化されて増殖した（図

1A 下段）。このような異なる刺激細胞の GFP の発

現を比較すると、後者では 60~70%の細胞が GFP
を発現しているのに対し、前者の HSP 培養では

GFP 陽性細胞は 1%程度であり、GFP 発現細胞は

増殖していない細胞分画にも存在していた（図 1B
上段左）。このことは HIV-1 の感染でも同様で、

増殖を伴わない GFP 発現細胞は一定頻度存在し

ていることが明らかとなった。従って、レンチウ

イルスに初期感染した細胞は 60~70%以上である

が、その後の細胞の活性化の過程で、GFP 発現頻

度は大きく異なる。 
 そこで、HSP 培養後 2 週間以上たった細胞で

GFP を発現してない CD4 陽性 T 細胞にプロウイ

ルスがどの程度 integration しているのかを確認す

るため、GFP 陰性細胞を確認するため、GFP 陰性

細胞を増殖の有無で分画し（図２）、integration し

たプロウイルス DNA の定量を行った。その結果、

活性化して増殖していない fraction 4 では 9590 
copies/105 cells、増殖している fraction 3 では 294 
copies/105 cells であることが明らかとなった。従

って、静止期を維持している CD4 陽性 T 細胞に

おいてもレンチウイルスゲノムの integration は一

部の細胞におきており、GFP の転写レベルでの抑

制があると考えられた。 
 同様に、静止期に HIV-1 に感染させた CD4 陽性

T 細胞を HSP 培養し、感染 11 日後に CD4 陽性細

胞亜集団をソートしてそのウイルス発現を解析

した (図３A、医科研立川愛准教授との共同研究)。
この、T 細胞受容体刺激を受けること無く HSP 培

養で維持された GFP 陰性細胞において、低レベル

ではあるものの tat が有意に発現していた(図 3B)。
更に、同じ細胞において HIV-1 制御因子として知

られているSAMHD1やAPOBEC3Gの発現を定量

したところ、両者とも感染によって低下する傾向

にあった（図 3C）。なお、これらの細胞では、

APOBEC3G の発現量は CEM 細胞株と比較してそ

れほどかわらないのに対し、SAMHD1 の発現量は、

CEM 細胞より 1000 倍程度高いことがわかった

（未発表データー）。 
 以上のことから、HSP 培養では強力な T 細胞受

容体刺激をうけることなく体内のリンパ組織で

恒常維持されている CD4 陽性 T 細胞を mimic し

た状態で培養維持することが可能であり、今後、

初期培養細胞を用いた HIV-1 感染と潜伏化の成立

過程の解析に有用であると考えられる。 
 一方、我々の開発した異なる蛍光を発現する

X4 型と R4 型 HIV-1 を同時に同量感染させたヒト

化 NOJ マウスにおける感染細胞の分布や血中ウ

イルス量の変化をモニターしたところ、両ウイル

スともにヒト化マウス体内で増殖はするが、感染

後 5-6 週たった時点で X4 型ウイルスは検出され



 

なくなったマウス個体が多かった。この時、CCR5
を発現する CD4 陽性への両ウイルスの感染頻度

を比較したところ、X4 型 HIV-1 の感染細胞は単

独感染の時と比較して明らかに頻度が低下して

いた。この様なマウスにおいて、X4 型 HIV-1 に

感染した CCR5 陽性 T 細胞が特に死滅しやすい傾

向はなく、なぜ CCR5 陽性 T 細胞で X4 型 HIV-1
の感染頻度が低くなるのか、血中から消失した

X4 型 HIV-1 に潜伏感染した細胞が体内のどこか

に存在するのか、という点は今後検討していく必

要がある。 
 
D. 考察 
培養細胞を用いた in vitro の系で HIV-1 の潜伏過

程を解析する系は最近数多く報告されている。そ

の内、細胞株を使う系は潜伏感染の維持機構の解

析に有用であるものの、潜伏成立の過程は T 細胞

によって様々であることが指摘されている。一方、

初期培養 T 細胞において、T 細胞受容体を介した

強力な刺激はT細胞の急激な増殖と活性化にとも

なう細胞死を誘導しやすいことから、HIV-1 感染

細胞の詳細な解析は困難である。その点、HSP 培

養は生体内の恒常性を維持する機構を模倣する

ことにより、静止期にある細胞を培養維持できる

点で優れた解析系であると考える。本研究におい

て、HIV-1 の初期感染は静止期を維持する細胞に

おいても進行し、ゲノムの integration がおこり、

低レベルの転写もおきている細胞集団が長期に

存続しうることが明らかとなった。このようなプ

ロウイルスを持つ細胞の性状やウイルスの転写

制御の特徴について、今後分子レベルで解析して

いく必要がある。最近同定された Stem cell 
memory T 細胞は naïve T 細胞に近い表面抗原を発

現している低頻度の T 細胞亜集団であり、HIV 感

染者における潜伏感染に重要な役割を果たすこ

とが報告されている(Buzon et al., Nat. Med. 20:139, 
2014)。この様な記憶 T 細胞を含む HSP 培養系は

今後の潜伏感染成立過程の詳細な解析に有用で

あると思われる。 
 

E. 結論 

末梢の CD4 陽性 T 細胞を用いて静止期 T 細胞を

長 期 培 養 維 持 可 能 な HSP (HomeoStatic 
Proliferation) 培養系を確立した。この培養系にお

いて、静止期 T 細胞の一部には HIV-1 感染後にプ

ロウイルスが integration し、低レベルのウイルス

発現が誘導されていた。HSP 培養系は今後潜伏感

染成立過程を解析するための有用なモデルとな

りうると考えられる。 
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図１
末梢血
レンチウイルス
と
容体刺激培養刺激培養、下段

 

図１ 異なる刺激で培養した
末梢血 CD4 陽性細胞に色素を取り込ませた後、
レンチウイルス
と IL-15 添加培地
容体刺激培養刺激培養、下段

図２ 
団の分画
図１と同様に組換えレンチウイルス感染後
陽性(Fraction 1)
3)、非増殖活性化細胞
にゲートをかけて
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容体刺激培養刺激培養、下段

 GFP 発現組換えレンチウイルス感染後の
団の分画 
図１と同様に組換えレンチウイルス感染後
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、非増殖活性化細胞
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異なる刺激で培養した CD4 陽性
陽性細胞に色素を取り込ませた後、

(Lenti GFP-Nef-LTR)あるいは
HSP 培養)あるいは自己

容体刺激培養刺激培養、下段)し、２週間後の細胞をフローサイトメーターで解析した。

発現組換えレンチウイルス感染後の

図１と同様に組換えレンチウイルス感染後
と陰性細胞に分け、

、非増殖活性化細胞(Fraction 4)
にゲートをかけて FACSaria

陽性 T 細胞におけるレンチウイルスの発現
陽性細胞に色素を取り込ませた後、

あるいは HIV
あるいは自己

し、２週間後の細胞をフローサイトメーターで解析した。

発現組換えレンチウイルス感染後の

図１と同様に組換えレンチウイルス感染後
と陰性細胞に分け、GFP

(Fraction 4)および非増殖非活性化細胞
FACSaria でソートした。

細胞におけるレンチウイルスの発現
陽性細胞に色素を取り込ませた後、LTR 制御下に

HIV-1NL-Eを感染させた。この細胞を
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および非増殖非活性化細胞
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細胞におけるレンチウイルスの発現
制御下に GFP を発現する組換え
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図３ GFP
制御因子の発現量の比較
図２同様に、
画細胞より
SAMHD1、

GFP 発現 HIV-1
制御因子の発現量の比較

に、HIV-1NL-E

画細胞より RNA を抽出して
、APOBEC3G

1 感染後の CD4
制御因子の発現量の比較 

E に感染させて
を抽出して定量

APOBEC3G の発現レベルを解析した。

CD4 陽性 T

に感染させて HSP 培養した細胞をソートし、それぞれの分
定量 PCR 法により

の発現レベルを解析した。

T 細胞亜集団における

培養した細胞をソートし、それぞれの分
法により(B) GFP

の発現レベルを解析した。 

細胞亜集団における HIV

培養した細胞をソートし、それぞれの分
(B) GFP、nef、tat

HIV および細胞

培養した細胞をソートし、それぞれの分
tat の発現、

および細胞

培養した細胞をソートし、それぞれの分
の発現、(C) 


