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研究要旨： 2011 年に発見された抗ウイルス宿主因子 SAMHD1 はマクロファージ

や樹状細胞において機能し、HIV-2/SIV Vpx 蛋白により不活化される。今回我々

は、それらの細胞において I 型インターフェロン（IFN）処理後に認められる強力

な抗 HIV-1 活性が Vpx によって解除できない事を見出した。つまり SAMHD1 非

依存的な感染抑制を担う I 型 IFN 誘導性遺伝子（ISG）の関与が示唆されたことか

ら、これを探索することを目的とした。健常人の血液から調製した活性化 T リン

パ球、マクロファージ及び樹上細胞を IFNα 存在下/非存在下で培養した後に抽出

した RNA を用いて、リアルタイム RT-PCR による遺伝子発現解析を行った。その

結果、6種類の ISG が IFNα処理により特に著しい発現上昇を示した。これらの発

現ベクターを構築して過剰発現細胞を作製し、HIV-1 感染実験を行ったところ、

これら ISG は異なるレベルで HIV-1 感染を抑制することが明らかになった。以上

のことから、先頃報告された新規抗ウイルス宿主因子 MX2 のみならず、これら

複数の ISG が同時に HIV-1 感染を負に制御している可能性が示唆された。 

 
 
A．研究目的 
マクロファージ及び樹状細胞は HIV の潜伏

感染及び再活性化において鍵となる標的細胞

である。そうした細胞における抗ウイルス宿

主因子として、2011年に SAMHD1が同定され、

この蛋白が細胞内 dNTP プールを枯渇するこ

とで、HIV-1 の逆転写が阻害されることが明

らかになった。この阻害活性は HIV-2/SIV ア
クセサリー蛋白 Vpx によって抑制されるが、

我々は本年度の研究において、マクロファー

ジ及び樹状細胞の I 型インターフェロン（IFN）

処理による著しい HIV-1 感染抑制は Vpx 存在

下でも解除されないことを見出した。つまり、

SAMHD1 非依存的な HIV-1 感染抑制効果が考

えられたことから、I 型 IFN 誘導性遺伝子

（ISG）の同定を試みることを目的とした。 
 
B. 研究方法 
1. 発現プラスミド DNA の構築 
後述のリアルタイム RT-PCR 実験による発現

解析において候補に挙がった 6 種類の蛋白に

ついて HeLa 細胞から抽出したトータル RNA
より作製した cDNA をもとに PCR を行い、各

フラグメントを C 末 HA タグ付加 pCAGGS に

組込んで各発現ベクターを構築した。 
2. 初代培養細胞の調製 
健常人４人の血液から Ficoll 遠心法により末

梢血リンパ球を分離した後、抗 CD14 抗体磁

気ビーズを用いた MACS カラム法により

CD14 陽性細胞を分離した。その半分を MCSF
存在下で１週間培養することによりマクロフ

ァージに、残り半分を GM-CSF と IL-4 存在下

で１週間培養することにより樹状細胞にそれ

ぞれ分化させた。CD14 陰性細胞については抗

CD4 単クローン抗体を用いて CD4 陽性細胞を

分離して、PHA/IL-2 存在下で 3 日間、刺激培

養して活性化 T リンパ球を調製した。マクロ

ファージ、樹状細胞、及び活性化 T リンパ球

をそれぞれ IFNα 存在下/非存在下で 24 時間培

養した後、以下の感染実験、あるいはリアル



 

タイム RT-PCR 実験にそれぞれ用いた。 
3. 感染実験 
上記で調製した初代培養細胞を用いる感染実

験では、まず Vpr/Vpx 融合型発現ベクター（ま

たは空ベクター）と Vpr/Env 変異型ルシフェラ

ーゼレポーターHIV-1 プロウイルス DNA およ

び水疱性口炎ウイルス G 蛋白（VSV-G）発現

ベクターをヒト胎児腎細胞 293T 細胞へコトラ

ンスフェクションした。48 時間後に上清中の

p24 量を測定して感染を行い、更に 48 時間後

に細胞溶解液を調製した。それを用いてルシ

フェラーゼ活性を測定して感染性を定量化し

た。また候補蛋白を強制発現させる感染実験

では、標的細胞用に 6 種類の候補蛋白の哺乳

類細胞発現ベクターを CD4/IRES/CCR5 発現ベ

クターと共に 293T へコトランスフェクション

した。同時にウイルスの調製のために、HIV-1 
ADA 株由来 R5-Env 発現ベクター及び Env 変

異型ルシフェラーゼレポーターHIV-1 プロウ

イルス DNA を 293T 細胞へコトランスフェク

ションし、48 時間後に上清中の p24 量を測定

した。候補蛋白と CD4/CCR5 発現細胞を撒き

直した後、R5-Env シュードウイルスを感染、

ルシフェラーゼ活性を測定した。 
4. リアルタイム RT-PCR 実験 
前述の健常人 4 人の活性化 T リンパ球、マク

ロファージ、樹状細胞、または 293T 細胞、単

球細胞株 THP-1 をそれぞれ IFNα 処理/未処理

したものからトータル RNA を単離した。段階

希釈したコントロール（GAPDH）及び標的遺

伝子のスタンダードプラスミドとそれぞれの

プライマーを用いてリアルタイム RT-PCR を

行い、標準曲線の直線性を確認した後、各検

体における各遺伝子の発現レベルを定量し

た。 
[倫理面への配慮] 遺伝子組換え実験は、国

立感染症研究所・組換え DNA 実験安全委員会

において平成 25年 9月 13日付け承認番号・機

25-53 により、また大臣確認（平成 25 年 9 月

20 日、大臣確認通知番号 25 受文科振第 1849
号）により承認を得たプロトコールに従って行

われた。 
 
C．研究結果 
1. IFNα 処理による HIV-1 感染抑制は SAMHD1

非依存的である 
今回まず我々は、分化させた単球細胞株

THP-1 および単核球由来マクロファージにお

いて IFNα 処理後に HIV-1 感染が強く抑えられ

ることを確認した。その際の SAMHD1 発現レ

ベルを測定した結果、マクロファージにおい

ては IFNα 処理による有意な発現上昇が見られ

なかった。更に重要なことに、IFNα 処理によ

る THP-1 細胞、樹状細胞、マクロファージで

の著しい HIV-1 感染抑制は Vpx 存在下でも解

除されなかった。この事から、SAMHD1 非依

存的な抑制効果が考えられ、未知の抗ウイル

ス宿主因子の関与が示唆された。 
2. IFNα は幾つかの ISG 発現を強力に誘導する 
IFN 誘導性の新たな抗ウイルス宿主因子を探

索する為にまず、活性化 T リンパ球、マクロ

ファージ、及び樹状細胞における、各主要抗

ウイルス宿主因子、または過去に報告されて

いる数種類の IFN 誘導性因子の mRNA 発現を

解析した。まず APOBEC3G と BST-2/tetherin
については、活性化 T リンパ球では IFN 誘導

による顕著な上昇が認められなかったが、樹

状細胞とマクロファージでは、3 倍以上の発

現上昇が見られた。TRIM5α は全ての細胞に

おいて弱い発現上昇が確認された。これに対

し、SAMHD1 の場合樹状細胞とマクロファー

ジにおいて僅か 2 倍程度の上昇しか認められ

なかった。近年新たな抗ウイルス宿主因子と

して報告された MOV10 と、APOBEC3A は

IFN 刺激による発現上昇が確認された。特に、

APOBEC3A は 50-1,000 倍の発現上昇が認めら

れた。更に過去に報告がある既知の 15 種類の

ISG の発現変化を調べた。逆転写を阻害する

RTF1、CTR9、PAF1；インテグレーションを

阻害する CDKN1A、SETB1；そして RNA 
export を阻害する SLFN11 では、顕著な発現上

昇が見られなかった。アセンブリを阻害する

CNP及びHERC5では発現上昇が確認された。

転写を阻害する TRIM19 と機能不明の TRIM11
の場合も、弱い発現上昇が見られた。ウイル

ス放出を阻害する TRIM22、RSAD2 と ISG15、
更にウイルス蛋白発現およびエントリーの両

ステップを阻害することが報告されている

IFITM ファミリー蛋白（1、2、及び 3）は、い

ずれもマクロファージにおいて IFN 誘導によ



 

り、25 倍から 1000 倍までの激しい発現上昇が

確認された。 
3. ISG の過剰発現は HIV-1 感染を抑制する 
上記の結果より、IFN 誘導後に激しい発現上

昇が確認された ISG 6 種類の発現ベクターを

構築し、CD4/CCR5 発現ベクターと共に 293T
細胞にコトランスフェクションして標的細胞

を作製した。R5 エンベロープを持つ Luc ウイ

ルスを 293T 細胞から作製し、ターゲット細胞

に感染させ、各 ISG の過剰発現による HIV-1
の感染抑制効果を検証した。まずウエスタン

ブロットにより各 ISG が正常に発現している

事を確認した。これらを過剰発現させた細胞

に対して HIV-1 感染実験を行った結果、

APOBEC3A、IFITM ファミリー、RSAD2 は異

なるレベルで HIV-1 感染を抑制することが明

らかになった。 
 
D. 考察 
 IFNα 処理をしたマクロファージ及び樹状細

胞では SAMHD1 の発現上昇は認められず、ま

た Vpx の有無に依らず HIV-1 感染が成立しな

いことから、SAMHD1 以外の未知の宿主因子

が HIV-1 感染前期段階を強力にブロックして

いる可能性が示唆された。その責任因子とし

て、昨年末に、新規宿主因子 MX2 が IFN 誘導

性の HIV-1 感染抑制因子であることが Nature
に 2 報連続で報告された（Nature 502:559-62. 
2013, Nature 502:563-6, 2013）。しかしながら、

その論文における MX2 のノックダウン実験で

は感染回復率は僅か 20％に過ぎなかった。し

たがって今回、我々の実験において、IFN 処

理による大幅な発現上昇が認められ、強い

HIV-1 感染抑制効果を示した APOBEC3A、

IFITM ファミリー及び RSAD2 蛋白も、この

感染制御に関与している可能性が考えられる。

我々は現在、更なる未知の宿主因子が IFN 誘

導性の HIV-1 感染抑制に関わる可能性を考慮

して、cDNA ライブラリー発現レンチベクタ

ーを作製して、抗 HIV-1 活性を持つ ISG の同

定を試みている。 
 
E. 結論 

(1) IFNα によるマクロファージ及び樹状細

胞での強力な抗 HIV-1 活性は、SAMHD1 の発

現上昇のためではなく、Vpx による解除もで

きないことから、SAMHD1 非依存的な感染抑

制を担う宿主因子の関与が示唆された。 
(2) IFNα 処理による既知の ISG 群の mRNA

の発現変動をリアルタイム RT-PCR により検

討したところ、6 種類の遺伝子において顕著

な発現上昇が確認された。 
(3) 上記 ISGを過剰発現させた細胞に対する

感染実験を行った結果、APOEC3A、IFITM フ

ァミリー及び RSAD2 蛋白が HIV-1 感染抑制効

果を示した。 
(4) マクロファージ及び樹状細胞において

は、先頃報告された新規宿主因子 MX2 に加え

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考えられた。 
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