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研究要旨: SIV初期制御サル群の SIV持続的制御は、homeostatic proliferation (HSP)関連因
子である IL-7と IL-15の効果に影響されなかった。これに関連して、in vitro HSP培養で
維持される静止期ナイーブ CD4陽性 T細胞における潜伏感染では、強力な TCR刺激後
静止状態に戻った記憶 CD4陽性 T細胞とは異なる LTR制御を受けていることが示唆さ
れた。また、感染初期の潜伏感染集団に注目して CD4陽性 T細胞への HIV-1潜伏化の成
立にかかわる分子メカニズムの多様性を明らかになり、新たな再活性化因子を検索する

系が確立された。一方、弱毒 SIV の潜伏・再活性化モデルでは、潜伏感染サルの CD8
による抑制を解除した際にリンパ節中の Tregが早期感染標的となる可能性が示唆され、
ヒト化マウスのVif変異株感染でAPOBEC亜種の異なる機能がもたらすウイルス変異の
特徴が明らかにされたことは、初期制御・潜伏後のウイルスの性状やそれに関わる病態

解明に向けた重要な基礎的知見である。更に、本研究で HIV潜伏感染細胞の再活性化に
伴う抗原提示動態の解析系が構築され、Nef による免疫活性化と抗ウイルス免疫応答の
関連性の一端を明らかにできたこと、I 型 IFN の強力な HIV-1 感染前期抑制に関し、3
種類の IFITMファミリー蛋白は MX2 と同等の抑制活性を示すものの未知の遺伝子を含
む複数の遺伝子が感染抑制に寄与している可能性が示され、静止期の細胞表面 CCR5や
CXCR4を抗体によって架橋することによる活性化 PBMCの HIV-1 抑制性βケモカイン
産生誘導と、それによる HIV-1感染拡大阻止効果が確認されたことは、今後の新たな治
療法開発のための有用な基盤を提供するものである。 
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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 
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）のうち感染 2年
後 SIV 安定制御を示した A 群の 2 個体、および
CTLエスケープ変異の蓄積を認めたB群の 1個体
に IL-7+IL-15皮下注射 3回/2週 計 6回投与し、
PBMC中の CD4陽性・CD8陽性 T細胞メモリー



 

分画の変動、SIV特異的 CTL応答、血中ウイルス
量の測定を行った。（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、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。潜伏感染サルに抗
CD8 抗体 10 mg/kg を麻酔下で皮下投与し、2 日
後にリンパ節および直腸バイオプシー検体から
細胞を回収して細胞表面マーカーや p27発現感染
細胞をフローサイトメーターで解析した。（三浦） 
ヒト化マウスモデル 
免疫不全マウスにヒト臍帯血由来造血幹細胞を

移植した NOJ(横田)あるいは NOG(小柳)マウスを
作製した。 

CCR5指向性 HIV-1（NLCSFV3株）野生型、A3G
を分解できない変異体Vifをコードする 4A HIV-1、
A3F を分解できない変異体 Vif をコードする 5A 
HIV-1、両者を分解できない変異体 Vif をコード
する 4A5A HIV-1をそれぞれ作製し、ヒト化マウ
ス NOG に接種して血漿ウイルス RNA 量と血中
CD4陽性 T細胞数を経時的に定量した。感染後 6
週齢のマウス脾臓中のプロウイルス DNA 配列と
血漿中のウイルス RNA 配列を PCR あるいは
RT-PCR法でそれぞれ解析した。(小柳) 
培養系モデル 
1)PBMC より CD4 陽性 T 細胞を調製し、GFP を
発現する HIV-1NL-Eあるいは VSV-psudotypeした 
HIV-1NL-Eを感染させた後、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培養）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ウイルスを作製した。CD4陽
性 T細胞に感染させ、抗 CD3/CD28抗体で刺激し
てフローサイトメーターで Venusの発現を解析し
た。（渡辺） 
3) I 型 IFN 関連遺伝子として同定した IFITM1、
IFITM2、IFITM3、ISG15及び RSAD2と新規蛋白
MX2 の安定発現細胞株あるいは CRISPR/Cas9 に
よる安定ノックアウト THP-1細胞を作製した。そ
れらの細胞に HIV-1 ルシフェラーゼレポーター
ウイルスを感染させて感染性の定量を行った。

（徳永） 

4) HIV潜伏感染モデル細胞として HLA-A24恒常
発現ACH-2細胞株(A24-ACH2)を樹立した。TNF-
で再活性化後、HLA-A*24:02陽性 HIV感染者末梢
血から樹立した HLA-A*24:02拘束性 CTLエピト
ープ特異的 CTL クローンと共培養し、 IFN- 
ELISpot assayにより IFN-産生細胞数を継時的に
定量した。（立川） 
5)コントローラーと急性感染者の検体から nef 遺
伝子を増幅して配列解析をするとともに、プロウ

イルスベクターにクローニングして、Nef の機能
を解析した。遺伝子系統樹解析や医学統計学的手

法で、対照群間での差を解析した。経時的にサン

プリングした検体を用いて、個体内での変化を解

析した（上野）。 
6)PBMCを、mAbを固相化したウエルで 1日培養
し、別に他のウエルで固相化 anti-CD3抗体で 1日
刺激培養した自家新鮮 PBMCと混合し、その系に
R5 型 HIV-1JR-FLを添加して培養した。CCR5や
CXCR4に対するラット mAbの R5型 HIV-1の感
染に対する効果を、HIV-1 core p24を検出するフ
ローサイトメトリーとELISAで比較検討した。(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) IL-7+IL-15投与後 7日目までに全 3頭で PBMC
中の CD4陽性及び CD8陽性 T細胞中の CD95陽
性 CD28陽性セントラルメモリー分画が増多し、
SIV 特異的 CTL 応答は、21 日目までに応答亢進
を示した。感染標的となりうる SIV 蛋白特異的
CD4陽性 T細胞応答についても投与開始後 14日
目までに応答亢進を示したが、SIV特異的 CTL応
答の著明な亢進にも拘わらず血中ウイルス量は

検出されなかった。（山本） 
2) SIV 1A11 接種中国産アカゲザルにおいてウイ
ルス接種後一過性のウイルス血漿が検出された
が、その後検出限界以下に抑制され、潜伏感染と
なった。抗 CD8抗体を投与した所、血中ウイルス
RNA 量が投与 3日以内に 104コピー/mlまで一過
性に上昇した。抗体投与直前及に生検したリンパ



 

節細胞の gagウイルス抗原陽性細胞（0.03%）は 2
日後に生検したリンパ節細胞では 0.12%に増加し、
SIV感染 FoxP3陽性細胞が増加する傾向が観察さ
れた。（五十嵐） 
ヒト化マウスモデル 
1) X4型とR5型HIV-1に同時感染したヒト化NOJ
マウスにおける R5型 HIV-1の CCR5+CD4陽性 T
細胞への優先的感染についての知見を論文にま

とめた。(横田) 
2) ヒト化マウスにおいて 4A HIV-1 および 5A 
HIV-1の増殖効率は、野生型 HIV-1に比して有意
に低く、5A HIV-1の増殖効率は、4A HIV-1に比
して有意に低かった。また、4A HIV-1感染マウス
ではプロウイルスの GA→AA 変異が、5A HIV-1
と 4A5A HIV-1感染マウスではGG→AG変異が顕
著に観察された。興味深いことに、血漿中のウイ

ルスRNA配列は脾臓のプロウイルスDNA変異パ
ターンと異なり、4A HIV-1 の多様性は、野生型
HIV-1 および 5A HIV-1 のそれに比べて有意に高
く、CXCR4 を補受容体とするウイルスが、4A 
HIV-1感染マウスに特徴的に出現していた。(小柳) 
培養系モデル 
1) 静止期にある CD4陽性 T細胞を HIV-1に感染
させ、ナイーブあるいはメモリーT 細胞の恒常性
維持に必須の IL-7 と IL-15 を添加して培養する
HSP (HomeoStatic Proliferation)培養系を確立した。
この培養で維持されるナイーブ T細胞は、低レベ
ルの HIV-1 の mRNA を発現するものの、in vitro
での TCR刺激やHDAC阻害剤によるmRNAの増
加（再活性化）は誘導されなかったことから、静

止期ナイーブ T 細胞での LTR 制御は強力な TCR
刺激をうけて静止状態に戻ったメモリーCD4 陽
性T細胞のそれとは異なっていることが示唆され
た。(横田) 
2) 正常 T 細胞においても細胞株を用いた場合と
同様に、感染直後に LTRが抑制される集団が存在
し、抗原刺激による細胞の活性化によって縮小さ

れるものの、潜伏化集団として残存することがわ

かった。また EZH2と HDACの阻害剤によっても
感染初期の潜伏化集団サイズを縮小できるが十

分ではないことがわかった。そこで、潜伏化 LTR
の再活性化化合物検索のため、Jurkat 細胞に
dual-color ウイルスを感染させて感染初期潜伏化
細胞を分取し、21万種類の化合物スクリーニング
を開始した。（渡辺） 
3) ウイルス複製サイクル前期の HIV-1 に対する
IFN の抗ウイルス活性は I 型特異的であり、I 型

IFN 関連遺伝子(ISG)の一つである IFITM ファミ
リーは、MX2と同程度の HIV-1感染抑制効果を示
した。更にこれらの遺伝子をノックアウトした実

験から、一部の既知の ISGのみならず、未知の遺
伝子も含めた複数の因子が協調して、ウイルス複

製サイクルの様々なステップを抑制的に制御し

ている可能性が示唆された。（徳永） 
4) 複数の A24-ACH2 クローンを樹立し、バック
グラウンドが低くて再活性化後の活性化レベル

が高いクローンを選択した。この細胞を TNF-で
再活性化してHLA-A*24:02拘束性Nef特異的CTL
クローンとの共培養を行い、Nef特異的 CTLクロ
ーンへの抗原提示を継時的に解析した。その結果、

TNF-刺激 6時間以内で IFN-産生細胞が出現し、
24時間後まで徐々に増加していた。(立川) 
5)急性感染後にコントローラーとなる 10名（AC）
と、同じ地域の急性病態進行者 50 名の検体由来
HIV-1 Nef 遺伝子を増幅して Nef の特徴的な機能
である、ウイルス感染性の増強作用、HLAクラス
I（HLA-I）および CD4 の発現抑制作用について
解析した。AC群由来の Nefでは、3つとも顕著に
減弱化していた。また、AC においてのみ HLA-I
発現抑制機能が経時的に減弱化していた。1 年後
のウイルス量が著しく低下した検体の Nefの変異
と機能との関連を解析し、4 つの変異を同定する
と、全て感染者の持つ HLA アリルに相関してい
た。更に、4 つの変異が組み合わさった時のみ顕
著な Nefの機能低下を認め、蛋白質量も著しく低
下していた。(上野) 
6)CCR5抗 体の一種類と CXCR4抗体 4種類全て
が加えた活性化PBMCにおけるR5型HIV-1の 感
染を著明に抑制し、R5 型 HIV-1 抑制に関与する
β ケモカイン 3 種に対する中和抗体を添加するこ
とにより、抑制が解除された。従って、直接 R5 型
HIV-1 のケモカイン受容体中和サイトに結合しな
い抗体でも、静止期の PBMCの CCR5や CXCR4
を架橋することにより β ケモカインが産生され、
結果として R5 型 HIV-1 感染を抑制することが可
能であることが明らかとなった。(田中) 
 
D. 考察 
SIV初期制御群3頭に IL-7+IL-15を投与した結果、
SIV特異的CD4陽性T細胞応答の亢進が投与開始
後 14日目まで、SIV特異的 CTL応答の全体的な
亢進が投与開始後 21 日目までにおきていた一方
で、CD8枯渇試験で生じたような血中ウイルス出



 

現は認めなかった。これには、近年報告された B
細胞濾胞中のCD4陽性TFH細胞が組織学的にCTL
に対する聖域として SIV 潜伏感染している
（Fukazawa Y et al., Nat Med 2015）という知見を考
慮すると、個体レベルで潜伏する SIVの再増殖に
CTL 応答が即時対応して血中ウイルス量が検出
不能なレベルで推移した可能性が高い。SIV 1A11
の感染は、一過性のウイルス血症の後制御されて

潜伏感染となり、抗 CD8抗体処理による「抑制解
除」に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が、

このモデルでサル個体に存在する感染細胞の存

在部位や感染細胞の性状については更に詳細に

検討する予定である。 
本研究で、HSP 培養維持された静止期にある

naïve T細胞での潜伏感染は、一度 TCRを受けた
メモリー・エフェクター細胞とは異なる未知の制

御を受けていることが示唆された。最近同定され

た Stem cell memory T細胞 (Buzon et al., Nat. Med. 
20:139, 2014)は、naïve T細胞に類似した表現型の
T細胞亜集団であるが、HIV感染者においてはメ
モリーT 細胞と比較して低頻度ながら長期にわた
り存続し、再活性化が困難な潜伏感染細胞集団で

あることが示唆されている（Jaafoura ら、Nat. 
Comm., 5:5407, 2014）。このようなプロウイルスを
持つナイーブ様の細胞が生体内のどのような条

件で再活性化しうるのか、あるいはまったく silent
なまま経過するのか、今後分子レベルで解析して

いく必要がある。同様に、従来は潜伏化したメモ

リーT細胞の活性化とHDACの阻害が有効である
とされてきたのに対し、潜伏化集団を可視化する

と、正常細胞においても非常に多くの潜伏感染の

残存し、現在使用できる阻害剤ではこれらの潜伏

感染ウイルスの完全な除去には至らないことが

明らかとなった。今後、感染初期に成立する潜伏

感染集団に注目して新たな分子メカニズムを検

討し、HIV-1 潜伏化制御に取り組む必要がある。
また、A24-ACH2潜伏感染モデル細胞による抗原
提示動態の解析系において、早期タンパク質であ

る Nefに由来するエピトープは速やかに抗原提示
されることが示された。この系は、生体内の潜伏

感染細胞が再活性化されるプロセスにおける

CTL による抗原認識と機能発現の動態を解析す
るための重要な手法となると期待される。Nef に
関しては、その機能と細胞性免疫応答がウイルス

感染制御に関わるとともに、逃避変異の選択を通

じて免疫活性化に影響することがHIV-1感染者の
コホートで明らかになっており、病態を理解する

上で重要な知見である。 
治療法開発のための基盤として、ISG 遺伝子の
安定発現細胞の樹立が可能となり、MX2と三種類
の IFITMファミリー蛋白がHIV-1に対して最も強
い抑制活性を示すことが明確になった。しかしな

がら、各遺伝子のノックアウトの結果から、HIV
抑制に関与する ISG関連細胞因子はまだ多数存在
することが示唆され、今後も未知の因子を検索す

ることは意味がある。また、CCR5または CXCR4
に対する mAbで架橋培養すると、βケモカインの
産生誘導により共存する活性化 PBMC に対する
R5 HIV-1感染が強く抑制されることから、再活性
化因子とこれら抗体の併用は次におこりうる感

染の拡大を防ぐために有用かもしれない。 
 
E. 結論 
SIV 初期制御アカゲサル群の SIV 持続的制御は、
抗 CD8抗体投与と異なり、homeostatic proliferation 
(HSP)関連因子である IL-7 と IL-15 の効果に影響
されなかったず、ウイルスの再活性化には至らな

かった。これに関連して、in vitro HSP培養で維持
される静止期ナイーブ CD4 陽性 T 細胞における
潜伏感染では、強力な TCR 刺激後静止状態に戻
った記憶 CD4陽性 T細胞とは異なる LTR制御を
受けていることが示唆された。また、感染初期の

潜伏感染集団に注目して CD4 陽性 T 細胞への
HIV-1 潜伏化の成立にかかわる分子メカニズムの
多様性を明らかになり、新たな再活性化因子を検

索する系が確立された。一方、弱毒 SIVの潜伏・
再活性化モデルでは、潜伏感染サルに抗 CD8抗体
を投与して CD8 による抑制を解除した際にリン
パ節中の Treg が早期感染標的となる可能性が示
唆され、ヒト化マウスの Vif 変異株感染で
APOBEC 亜種の異なる機能がもたらすウイルス
変異の特徴が明らかにされたことは、初期制御・

潜伏後のウイルスの性状やそれに関わる病態解

明に向けた重要な基礎的知見であると思われる。

更に、本研究で HIV潜伏感染細胞の再活性化に伴
う抗原提示動態の解析系が構築され、Nef による
免疫活性化と抗ウイルス免疫応答の関連性の一

端を明らかにできたこと、I型 IFNの強力な HIV-1
感染前期抑制を担う ISG 遺伝子について解析し、
3 種類の IFITM ファミリー蛋白が既知の MX2 と
同等の抑制活性を示すものの、未知の遺伝子を含



 

む複数の遺伝子が感染抑制に寄与している可能

性が示されたこと、静止期の細胞表面 CCR5 や
CXCR4 を抗体によって架橋することによる活性
化 PBMCのHIV-1抑制性 βケモカイン産生誘導と、
それによるHIV-1感染拡大阻止効果が確認された
ことは、今後の新たな治療法開発のための有用な

基盤を提供するものである。 
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