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研究要旨： 
静止期にある CD4陽性 T細胞を長期培養維持可能な HSP (HomeoStatic Proliferation)培養
系は、おそらく体内のリンパ組織で恒常維持されている CD4陽性 T細胞を模倣した状態
でナイーブ T細胞も含めて培養維持できる。この培養で維持されるナイーブ T細胞は、
in vitroでの TCR刺激や HDAC阻害剤による HIV-1 mRNAの増加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
った記憶 CD4陽性 T細胞とは異なることが示唆された。 

 
 

 

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 (gag/pol、 rev および VSV-G 発現
ベクター)、あるいは env欠損 HIV-1NLE (GFP発現）
proviral DNAと VSV-G発現ベクター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 CD4+ T cell 
isolation kit (ミルテニ―)を用いて negative selction
して CD4+ T 細胞を純化した。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 VSV psudotype した HIV-1NL-E を

spinoculation により感染させた。細胞を洗浄後、
IL7 と IL-15 を加えて培養維持し、これを HSP 
(Homeostatic proliferation) 培養とした。一部は固
相化抗 CD3 抗体と抗 CD28 抗体で T 細胞受容体
(TCR)を刺激し、IL-2存在下に培養した(TCR刺激
培養)。 
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の mRNA発現
を Real Time PCRで定量した。また、感染細胞の
DNAを調整し、Alu-primerを用いた integrationの
解析を行った。 

PCR解析では以下のプライマー・プローブセッ



 

トを用いた Taqman法、あるいは Syber Green法に
よる Real Time PCRで定量した。 
GFP: forward, 5’-gaccactaccagcagaacac-3’, reverse, 
5’-gaactccagcaggaccatg-3’, probe, [6-FAM]-agc- 
acccagtccgccctgagca-[BHQ-1], HIV-1 tatは、forward, 
5’-catccaggaagtcagcctaaaact-3’, reverse, 
5’-tcgctgtctccgcttcttc-3’。また、細胞の endogenous 
control gene expressionとして RNaseP遺伝子発現
を 定 量 し た (forward: 5’-agatttggacctgcgagcg-3’, 
reverse, 5’-gagcggctgtctccacaagt-3’,および probe, 
[6-FAM]-ttctgacctgaaggctctgcgcg-[BHQ-1])。 
 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-1 primer (5’-tcccagctactggggaggctgAGG-3’ Alu-2 
primer (5’-gcctcccaaagtgctgggattacag-3’) first-gag-R 
primer (5’-caatatcatacgccgagagtgcgcgcttcagcaag-3’) 
で 1st PCR を行い、全 DNA を 1 × 105 copies  
β-globin となるように調整して Alu sites を一定
にした。2nd PCRは U5 (5’-ccgtctgttgtgtgactctgg-3’) 
second-tag-R (5’-caatatcatacgccgagagtgc-3’) と probe 
[6-FAM]-cgcttcagcaagccgagtcctgc-[BHQ-1]を用いた。 
5. その他の薬剤 
HDAC 阻害剤 SAHA (virinostat) とメチル化阻害
剤 2’-deoxy-5-azacytidine (dAzCyt)は Sigma-Aldrich
社より購入した。 
 
(倫理面への配慮等) ヒト末梢血調整のため、国
立感染症研究所の倫理委員会の承認を得、ボラン

ティアから同意を得て採血を行った。 
 
C. 研究結果 

静止期にある末梢血由来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
恒常性維持に必須といわれる IL-7と IL-15を添加
して培養することにより、潜伏感染モデルとして

の HSP (HomeoStatic Proliferation)培養系を確立し
た。LTRの制御下に GFPを発現するレンチウイル
スを感染させた時、静止期の GFP 陰性 CD4陽性
T細胞において低レベルのGFP mRNAの発現を認
めた。これが Tat の発現が無いレンチウイルスで
あるためかどうかを確認するため、野生殊

HIV-1NL-Eを感染させたところ、図１A左に示すよ
うに、4.96%の細胞が GFPを発現しており、特に
静止期（非分裂）細胞に GFP陽性細胞が多かった。
ナイーブ T細胞にゲートをかけると、GFP陽性細
胞は 1.83%存在しており、メモリーよりは少ない
もののナイーブT細胞にも感染は成立しているこ
とが明らかとなった（図１B）。野生株では培養中

に感染した細胞が多いことが考えられため、ナイ

ーブ T 細胞をエンリッチして(85%程度)から同様
に VSV pseudotype した HIV-1NL-E を感染させて

HSP培養して 14日後に解析すると、図 1Bに示す
ように、GFP陽性細胞は 0.95%に減少した。この
うち GFP 陰性の静止期にあるナイーブ T 細胞に
ゲートをかけてソートし、再活性化を試みた。

TCR 刺激を加えて１日目と６日目の細胞より
RNA を回収し、GFP および tat の mRNA 発現を
RT-PCR で定量したところ、図 2 に示すように、
HSP 培養を持続して発現している GFP(A)や tat 
(B)の発現はむしろ低下した。従って、integrateし
た HIV-1 の再活性化は TCR 刺激では誘導されな
いことが明らかとなった。そこで同様に感染した

細胞を 8日目にソートし、HSP培養を継続して 13
日目に TCR刺激、HDAC阻害剤である SAHA(0.5 
M)やメチル化阻害剤 dAzCyt(1.0 M)を加えて更
に 48時間後に GFP mRNAの発現を解析したとこ
ろ、TCRやdAzCytよりも保たれてはいるものの、
SAHAによる再活性化誘導はできなかった。一方、
ここには示していないが、同じ細胞を感染直後に

TCR を刺激して維持した細胞では SAHA により
５倍程度の GFP mRNA 発現が見られていること
から、HSP 培養維持される静止期ナイーブ CD4
陽性T細胞はこれまでに知られている再活性化刺
激に反応しないことが明らかとなった。 
 

D. 考察 

HIV-1の潜伏過程には T細胞によって様々な因子
が作用していることが指摘されている。培養細胞

を用いた in vitroの系では、CD4陽性 T細胞株や
TCR刺激後に生存する初期培養T細胞が主として
使用されてきた。しかしながら、このような T細
胞はすべてメモリー・エフェクターに分化した細

胞である。また、感染者の体内 PBMCに潜伏感染
した HIV-1 の再活性化をめざす、いわゆる”shock 
and kill”治療法において、TCR 刺激だけでなく
HDAC 阻害剤を含めた様々な薬剤が試されてき
たが、その効果は部分的でしかない。HSP培養維
持された静止期にある naïve T 細胞は低レベルの
HIV-1 mRNA のみ発現しており、TCR や HDAC
阻害剤にも反応しなかったことから、これらの細

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も異なる未知の制御を受け

ていると推察される。最近同定された Stem cell 



 

memory T 細胞 (Buzon et al., Nat. Med. 20:139, 
2014)は、本研究の静止期 naïve T細胞に類似した
低頻度の T細胞亜集団であるが、メモリーT細胞
と比較して活性化されてウイルスによる細胞傷

害を受けにくいためその存在は長期にわたり、

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。

HSP 培養は今後の潜伏感染成立過程の詳細な解
析に有用な in vitro培養系であると思われる。 
 

E. 結論 

静止期にある CD4 陽性 T 細胞を長期培養維持可
能な HSP (HomeoStatic Proliferation)培養系は、お
そらく体内のリンパ組織で恒常維持されている

CD4陽性T細胞を模倣した状態でナイーブT細胞
も含めて培養維持できる。この培養で維持される

ナイーブ T細胞は、in vitroでのTCR刺激やHDAC
阻害剤によるHIV-1 mRNAの増加は誘導されなか
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
た記憶 CD4 陽性 T 細胞とは異なることが示唆さ
れた。このような静止期の T細胞への HIV-1感染
と潜伏化の成立過程やその存在意義について更

に検討が必要である。 
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て HSP培養 8
でソートし、

日目に TCR刺激、あるいは
cDNAを合成して
コントロールとして

の発現レベルとして示した。 

の再活性化誘導
8日後に GFP
し、HSP培養を更
刺激、あるいは SAHA, 
を合成して GFP mRNA

コントロールとして RNase P

の再活性化誘導 
GFP陰
培養を更

SAHA, 
GFP mRNA

RNase P


