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研究要旨：本年度、まず我々は、HIV-1感染抑制活性がインターフェロン（IFN）
の II型、III型には殆どなく I型特異的であることを確認した。そこで I型 IFNの
誘導により発現が著しく惹起される 6 種類の候補蛋白（APOBEC3A、IFITM1、
IFITM2、IFITM3、ISG15、及び RSAD2）と新規蛋白 MX2 の安定発現細胞、更に
CRISPR/CAS9 システムによるそれら遺伝子のノックアウト細胞を用いて、HIV-1
ルシフェラーゼレポーターウイルスによる感染実験を行った。その結果、前者の

実験で、特に IFITMファミリー蛋白がMX2レベルの感染抑制活性を示すことを見
出した。一方、後者の実験では、個々の遺伝子のジーンサイレンシングでは I 型
IFN による強力な感染抑制からの回復は不十分であった。以上のことから、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唆された。 

 
 

 

A．研究目的 
我々はこれまでの研究において、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感染前期抑制
はVpx存在下でも解除されないこと、つまり、
SAMHD1 非依存的な HIV-1 感染抑制効果を見
出した。本研究においては、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。
昨年度までに、IFN-αによって強力に誘導され
ることが明らかになった 6種類の候補遺伝子、
APOBEC3A、IFITM1、IFITM2、IFITM3、ISG15、
及び RSAD2を 3種類の異なる方法により発現
させ、HIV-1ルシフェラーゼレポーターウイル
スを用いた感染実験を行うことにより、候補遺

伝子産物による感染抑制効果を検討した。また

CRISPR/CAS9 システムを用いた候補遺伝子の
ノックアウトにより、IFN 存在下において、
HIV-1 感染効率の回復が認められるか否かを
調べた。  
 
B. 研究方法 
まず、HIV-1感染抑制効果が I型 IFN特異的か
否かを検証した。次に昨年、候補遺伝子として

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
を、DNA 導入後の薬剤選択またはレンチウイ
ルスによるトランスダクションの二種類、計三

種類の方法で樹立した。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

せてルシフェラーゼアッセイにより感染性の

定量を行った。詳細は以下の通り。 
1. IFN I型・II型・III型の処理による単球細胞
株の調製  
単球細胞株 THP-1 を phorbol 12-myristate 
13-acetate（PMA; Sigma）30 ng/mlで一晩処理
した後、I型 IFN（α、β、及び ω）、II型 IFN（γ）
または III 型 IFN（λ）を それぞれ 500 U/ml
を加えて培養した。 
2. ネオマイシン耐性候補遺伝子発現プラスミ
ドの構築  
pCXN2（京大ウイルス研・朝長先生より分与）
から切り出した TK プロモーター/ネオマイシ
ン耐性遺伝子を pCAGGS に挿入した後、その
マルチクローニングサイトに C 末 HA タグを
挿入して、PCR 増幅した各候補遺伝子を挿入
して作製した。 



 

3. T細胞株 M8166へのトランスフェクション
による安定発現細胞株の樹立  
2 で作製したネオマイシン耐性候補遺伝子発
現プラスミドをそれぞれ、T 細胞株 M8166 に
4D-Nucleofector システム (Lonza) を用いてト
ランスフェクションし、48 時間後に 1 mg/ml
の G418（Wako）を添加、1週間培養して安定
発現細胞を樹立した。 
4. 候補遺伝子発現レンチウイルスベクターの
構築  
前述の pCAGGS バックボーンの HA タグ付き
候補遺伝子発現ベクターのインサート部分を

タグごと PCR 増幅した後、レンチシャトルベ
クターに挿入して作製した。 
5. レンチウイルスベクターによる候補遺伝子
の 293T細胞へのトランスダクション  
4 で作製した候補遺伝子発現レンチウイルス
ベクター、パッケージングベクター、Rev、Tat、
及び水疱性口炎ウイルス G 蛋白（VSV-G）発
現ベクターを 293T細胞にコトランスフェクシ
ョンして、48 時間後に上清中のウイルス量を
p24 antigen capture ELISA（ABL）により測定し
た。得られたレンチウイルスベクターをMOI 5
で 293T細胞にトランスダクションした。 
6. ネオマイシン耐性遺伝子付き候補遺伝子発
現レンチウイルスベクターの構築  
上記の候補遺伝子発現レンチウイルスベクタ

ーの GFP 遺伝子部分をそれぞれネオマイシン
耐性遺伝子と取り換えることにより作製した。 
7. ネオマイシン耐性遺伝子付加レンチウイル
スベクターによる安定発現 HeLa 細胞の樹立 
6 で作製したネオマイシン耐性遺伝子付き候
補遺伝子発現レンチウイルスベクターを用い

て、5 と同様にコトランスフェクションして、
p24量を測定した。得られたレンチウイルスベ
クターをMOI 5でHeLa細胞にトランスダクシ
ョンした。48 時間後に 500 μg /mlの G418を
添加、4日間培養して安定発現細胞を樹立した。 
8. 候補遺伝子ノックアウト用 CRISPR/Cas9発
現レンチウイルスベクターの構築  
3’側にPAM配列を有する 20塩基の標的配列を
候補遺伝子ごとにデザインして、各オリゴリン

カーを CRISPR/Cas9 発現レンチウイルスベク
ターに挿入することにより作製、候補遺伝子発

現ベクターとのコトランスフェクションによ

り、ノックアウト効率を確認した。コントロー

ルとして SAMHD1ノックアウトベクターも作
製した。 
9. CRISPR/Cas9 レンチウイルスベクターによ
る候補遺伝子ノックアウト THP-1 細胞の樹立
8 で作製した CRISPR/Cas9 レンチウイルスベ
クターを用いて、5と同様にコトランスフェク
ションして、p24量を測定した。得られたレン
チウイルスベクターをMOI 3で THP-1細胞に
トランスダクションした。48 時間後に 0.5 μg 
/ml の puromycin を添加、4 日間培養して安定
発現細胞を樹立した。 
10. SIV Vpx取込み用の SIV gag p6付加 HIV-1 
ルシフェラーゼレポータープロウイルス DNA
の構築  
HIV-1 ルシフェラーゼレポータープロウイル
ス DNAの gag p6領域に、SIVの Vpx結合モチ
ーフである DPAVDLL 配列を挿入して作製し
た。また RRE配列を付加した SIVmac由来 Vpx
発現ベクターを各 PCR断片の pCAGGSへの挿
入により構築した。 
11. 感染実験 上記の 1で調整した IFN処理細
胞は IFN添加後の翌日、3、7及び 9で調整し
た安定発現細胞は樹立後すぐに、また 5で調整
した細胞はトランスダクションの 48時間後に
感染実験に用いた。1の IFN処理細胞または 3、
5、及び 7の候補遺伝子発現細胞を用いる感染
実験では、まず 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及び VSV-G
発現ベクターを 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、各細胞に感染を行い、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。

9 の候補遺伝子ノックアウト細胞を用いる感
染実験では、ウイルスの調製のために、10 で
作製した SIV gag p6付加 HIV-1 ルシフェラー
ゼレポータープロウイルス DNA と SIVmac 
Vpx発現ベクター及び VSV-G発現ベクターを
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、予め PMA処理によ
り分化させ、IFN-α存在下または非存在下で培
養したノックアウト THP-1 細胞に感染、ルシ
フェラーゼ活性を測定した。また各細胞におけ

る候補遺伝子の発現は全てウエスタンブロッ



 

ト法により確認した。 
 [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及び平成 27年 1月 15日付け承認番号・
機 26-85 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. IFNの HIV-1感染前期抑制能は I型特異的で
ある  
分化させた THP-1 細胞における IFN の HIV-1
感染前期抑制は III型（λ）では認められず、II
型（γ）では部分的に観察された。I型（α、β、
及び ω）においては非常に強い抗ウイルス活性
が認められ、特に IFN-β で最も顕著であった。
この結果より、我々は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
型特異的であると結論づけた。 
2. IFITM ファミリー蛋白は強い抗ウイルス活
性を有する  
プラスミドベースの安定発現細胞の実験では、

いずれの細胞においても感染抑制効果は比較

的小さかったものの IFITM ファミリー蛋白発
現細胞では感染を 30~40%抑制する効果が認め
られた。実験系をレンチウイルスベクターの系

に変更して行った結果、ISG15 または RSAD2
で 50%程度の抑制効果が、また IFITM ファミ
リー蛋白では平均で 75%程度の抑制効果が認
められた。後者はMX2発現細胞とほぼ同程度
であった。レンチウイルスベクターの系で認め

られた結果を再現的に観察するために、全ての

レンチウイルスベクターにネオマイシン耐性

遺伝子を挿入して、作製したウイルスを用いた

トランスダクションを行った後、G418 による
薬剤選択をして安定発現細胞株を樹立した。こ

れらの細胞において、IFITMファミリー蛋白発
現細胞における HIV-1 感染阻害はより顕著と
なり、MX2 発現細胞とともに 90%以上の抑制
効果を示した。 
3．I型 IFNによる HIV-1感染前期抑制はMX2
や IFITMファミリーのみではない  
今回、CRISPR/Cas9システムを導入して効率よ

いジーンサイレンシングを試みた。各候補遺伝

子に対してそれぞれ作製した CRISPR/Cas9 レ
ンチウイルス発現ベクターの高いノックアウ

ト効率を確認した後に、安定ノックアウト

THP-1細胞を作製した。なお、分化した THP-1
細胞において SAMHD1が高発現しており、実
際 SAMHD1による感染阻害は無視できないこ
とから、HIV-1 ルシフェラーゼレポータープロ
ウイルス DNA に SIV gag p6 配列を付加して 
Vpx を効率よく取り込めるプロウイルス DNA
を作製した。新たに構築した SIVmac Vpx発現
ベクターとのコトランスフェクションによっ

て得られたウイルスを用いて、分化させたノッ

クアウトTHP-1細胞（IFN-α処理または未処理）
に対する感染実験を行った。その結果、IFN-α
処理後の細胞においては、MX2 ノックアウト
の場合に感染回復率は 15%程度認められ、
APOBEC3Aや IFITMファミリー蛋白ノックア
ウトではそれぞれ 5%弱の回復が観察された。
以上より、一部の ISGのみならず、MX2をは
じめ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。 
 
D. 考察 
今年度の研究において、まず HIV-1に対する

IFNの抗ウイルス活性が I型に非常に特異的で
あることが明らかになった。候補遺伝子発現プ

ラスミドのトランスフェクションによる安定

発現細胞の実験においては、APOBEC3A 発現
細胞が恐らくその毒性により、極めて低い細胞

増殖率を示したため、これ以降からの蛋白発現

実験からは除外することとした。それ以外の安

定発現細胞においても、プラスミドベースの実

験では増殖率にばらつきがあり、感染時に細胞

数を揃えてもアッセイの時点で細胞数が異な

ったことから、レンチウイルスベクターの系へ

と変更した。しかしながら、当初はウイルスベ

クターDNA に薬剤耐性遺伝子が含まれていな
かったため、トランスダクション後に薬剤選択

が出来ず、MOIを上げることで、理論上 100%
の細胞に目的遺伝子が導入されているものと

して実験を行った。その実験系では、実験をリ

ピートする毎に感染実験の測定値が大きくぶ

れたため、最終的にレンチウイルスベクター



 

DNA にネオマイシン耐性遺伝子を入れること
によって、薬剤選択による安定発現細胞の樹立

が可能となった。その結果、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らかとなった。そ

の一方で、各遺伝子のジーンサイレンシングに

おいては、IFN-α処理による感染抑制からの回
復はどれも不十分で、決して一つや二つの主要

細胞因子が抑制に寄与しているわけではない

ことが判明した。 
 
E. 結論 

(1) IFNの HIV-1感染前期抑制は I型（α、β、
及び ω）に特異的な機能であった。 

(2) 候補遺伝子の単独安定発現系において、
三種類の IFITMファミリー蛋白がMX2と比べ
ても遜色ない抑制活性を示すことが分かった。 

(3) 候補遺伝子のノックアウト細胞の樹立
により、それぞれの遺伝子のサイレンシングに

よる感染回復効果は弱く、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

性が示唆された。 
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