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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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研究要旨： 
SIV 感染サルエイズモデルにおいて、CTL 主体の初期 SIV 制御を示す動物群が同定され

た。長期制御を担う応答解明のため、プロウイルス検出系を確立して配列を解析し、in 
vivo 介入実験を加え CTL エスケープと病態の相関評価を試みた。 
当該群は、末梢血 CD4 陽性 T 細胞中 SIV プロウイルス配列中 Gag 特異的 CTL エスケー

プ変異蓄積の有無で二分された。変異蓄積は制御喪失と対応した。CD8 枯渇試験により、

プロウイルス残存分画として、変異体選択が生じる active なものと野生株が残る abortive
なものの 2 種が示唆された。 
本年度は、T 細胞の homeostatic proliferation（HSP）関連刺激が SIV 増殖を促進し制御破

綻を促す可能性を考え、IL-7+IL-15 投与試験を行った。SIV 特異的 CTL・CD4 陽性 T 細

胞応答の促進を認めたが、ウイルス再出現は認めなかった。以上から、高度の CTL 応答

存在下でもエスケープ変異の選択の場が T 細胞 HSP 非依存的に存在し、当該領域外のウ

イルス複製の阻止が、SIV 初期制御・潜伏後に再増殖に至らない条件として示唆された。

A. 研究目的 
HIV の潜伏感染・再活性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を
目的に、本研究では個体レベルの初期エイズウ
イルス制御に至った SIV（サル免疫不全ウイル
ス）感染サルエイズモデルを用い、持続的なウ
イルス制御下におけるウイルス潜伏化・CTL 応
答の探索を行う。 
手法としては、CTL 応答を主体に初期 SIV 複製
制御に至ったアカゲサル群に関し、持続制御期
における CTL 応答と潜伏ウイルス中のエスケ
ープ変異の蓄積状況を時系列的に遡って明ら
かにする。さらに各種の個体レベルでの病態介
入実験を行うことで、持続制御の関連因子を明
らかにしてゆくことを目標とする。 
平成 24-25 年度は当該群の末梢中プロウイルス
中の Gag 特異的 CTL エスケープ変異蓄積パタ
ーンの時系列の解析を主に行い、感染後 1 年以
降 2 年目までに病態が 2 群に大別されることを
明らかにした。これに続いて平成 25-26 年度は、
個体レベルの病態介入実験（CD8 枯渇試験・
IL-7+IL-15 投与試験）に重点をおいて研究を進
めた。 

 
B. 研究方法 
過去 2 年間に扱った、MHC クラス I ハプロタイ
プ 90-120-Ia 共有・SIVmac239 初期制御群（n = 11）
を引き続き研究対象として次の試験を行った。 
 
①初年度の評価で感染後 2 年時点にて SIV 安定
制御を示した A 群の 2 個体（個体番号 Mq1, 
Mq2）、および CTL エスケープ変異の蓄積（制
御準喪失）を認めた B 群の 1 個体（個体番号 
Mq9）につき個体レベルでの IL-7+IL-15 投与実
験を行った。 
具体的には、感染後 2 年以降の Mq1 (感染後 221
週)、Mq2（同 140 週）、Mq9（同 206 週）に対
し、 IL-7+IL-15 皮下注射 3 回/2 週 計 6 回、ク
ール毎に初回 10 g/kg、2 回目・3 回目 15 g/kg
で投与した。 
②上記開始後、末梢血単核球（PBMC）におけ
る 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
測定を主として 7 日毎に介入開始後 35-42 日の
安楽殺時まで評価を行った。 
③手法としては、樹立済み自家B細胞芽球に（1）
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各蛋白領域をカバーするオーバーラッピング
ペプチドを一定濃度で載せ、あるいは（2）VSV
シュードタイプ SIV を 72 時間感染させてから、
評価対象の PBMC とゴルジ体阻害剤存在下で 6
時間共培養し、抗原特異的な IFN-γ産生の細胞
内染色と CD3/CD4/CD8/CD28/CD95 表面染色を
組み合わせて処理し、フローサイトメーターで
評価した。 
 
（倫理面への配慮） 
遺伝子組換え生物等を用いる実験には、所属機
関承認・文部科学大臣承認を取得済みであり、
医用霊長類の利用時は、所属機関、医薬基盤研
究所の動物実験委員会の審査・承認を得て動物
愛護の精神に則って取扱いを行った。 
 
C. 研究結果 
IL-7+IL-15 投与試験により、次の結果を得た。 
 
1.投与後 7 日目（クール 1 終了時）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
ー分画が増多した（図 1）。 
 
2.VSVシュードタイプSIV特異的CTL応答は、
全 3 頭につき投与開始後 21 日目（クール 2 終
了後 7 日）までに 3 倍-4 倍の応答亢進を示した
（図 2 上段）。 
 
3.SIV 各蛋白特異的 CTL 応答は、全頭で 21 日
目にピーク値を示し、Mq1 で約 1.7 倍、Mq2 及
び Mq9 で約 3 倍の全応答亢進を認めた（図 2
下段）。 
 
4. 感染分画となりうる SIV 特異的各蛋白 CD4
陽性 T 細胞応答についても評価した結果、全 3
頭につき投与開始後 14日目までに 1.5倍-2倍の
応答亢進を示した（図 3）。 
 
5.血中ウイルス量については、（制御喪失と相関
傾向にある）SIV 特異的 CTL 応答の著明な亢進
を来したにも拘わらず再検出を認めることは
なかった。 
 
D. 考察 

高度のウイルス特異的 CTL 応答を主徴とした
SIV 初期制御群は、感染後 1 年以降 2 年時点ま
での末梢血 CD4 陽性 T 細胞中プロウイルスに
おけるCTLエスケープの有無で2群に層別化さ
れることを昨年度までに明らかにした。本年度
はその両群から利用可能であった計 3 頭につき、
T 細胞集団のターンオーバー（homeostatic 
proliferation）に関与する因子が個体レベル潜伏
下のウイルス複製を促進する可能性を検討す
るため、IL-7+IL-15 の投与試験を行った。 
結果、IL-7+IL-15 投与により 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
に生じる事を示した。この際に応答レパトワの
著明な変化はなく、SIV 特異的 CD4 陽性 T 細胞
応答の亢進を全頭で投与開始後 14 日目までに
伴うものであった。この結果からは、直接的に
はウイルス感染分画を含む SIV 特異的 CD4 陽
性 T 細胞の増多による抗原刺激活性化と、それ
に直後に対応する SIV 特異的 CTL 応答の亢進
が推察される。しかしその一方で、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。この結果からは、次の 2 通りの可能性
が考えられる。 
①個体レベルで（二次リンパ節などに）active 
reservoir に潜伏する SIV につき増殖の亢進が認
められ、それに対し反応性に CTL 応答が生じた
結果、血中ウイルス量が検出不能なレベルで推
移した。 
②IL-7+IL-15 が刺激を呈した SIV 感染細胞の対
象が abortive reservoir のみに留まり、そもそも
SIV 複製が再度生じる可能性が限定されていた。 
上記に関連して、近年他のグループより、B 細
胞濾胞中の CD4 陽性 T 細胞が組織学的な意味
での初期制御下のSIV潜伏感染細胞となってい
る（Fukazawa Y et al., Nat Med 2015）ことが報告
されている。濾胞 CD4 陽性 T 細胞は、表面抗
原の表現型として IL-7, IL-15 に対して不応性で
あることがこれまでに認められていないのを
鑑みると、②は否定的であり、①またはそれに
準じた可能性が有力と思われる。 
また今回の実験結果と対照的に、SIV 感染急性
期に IL-7 を個体内投与した際には血中ウイル
ス量の増加傾向が認められるという結果が報
告されている（Vassena L et al., PLoS Pathogens 
2012）。同様に、予防ワクチン接種後 SIV 感染
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初期の IL-15 投与が CD4 陽性 T 細胞増殖をとも
なってセットポイントウイルス量削減の規模
を減少させるという報告も過去に存在する
（Hryniewicz A et al., J Immunol 2007）。 
SIV 初期制御下で認めた IL-7+IL-15 投与の作用
はこれらとは逆の、病態制御に対して促進的な
役割を果たす可能性もある。他方、今回の投与
量・期間では示さなかった形で、当初予想した
持続制御の破綻の方向に IL-7+IL-15が作用する
可能性もあり、今後の追加評価が期待される。 
また今後の解析対象として、IL-7+IL-15 投与試
験中のSIVプロウイルス配列などが考えられる。 
 
E. 結論 
SIV 初期制御アカゲサル群において、長期制御
期の末梢血CD4陽性T細胞中プロウイルスGag
配列を時系列的に解析した結果、CTL エスケー
プの感染後 1 年以降 2 年目までの蓄積の有無で
病態が大別されることが判明し、さらに変異蓄
積を認めない群でも末梢血に反映されにくい
分画で変異蓄積が既に生じている可能性が示
唆された。本年度の結果から、このような SIV
持続制御は、これまで考えられているのとは異
なり、homeostatic proliferation 関連因子の存在に
より急速に促進されるものではないことも示
唆された。これらの結果より本研究は、初期制
御・潜伏後に再増殖に至らないエイズウイルス
の性状解明への重要な基礎的知見を与えるも
のである。 
 
F. 健康危険情報 
なし。 
 
G. 研究発表 
１．論文発表 
1) Nomura T, Yamamoto H, Takahashi N, Naruse 

TK, Kimura A, Matano T. Identification of SIV 
Nef CD8(+) T cell epitopes restricted by a 
MHC class I haplotype associated with lower 
viral loads in a macaque AIDS model. Biochem 
Biophys Res Commun 450:942-947, 2014. 
 

２．学会発表 
1) Yamamoto H. In vivo determinants of SIV 

neutralizing antibody induction. 15th 
Kumamoto AIDS Seminar, Kumamoto, Japan, 
October 2014. 

 
H. 知的財産権の出願・登録状況 
１．特許取得 
なし。 
２．実用新案登録 
なし。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. SIV 持続制御
 
MHC クラス
降）における
末梢血 CD4
2 年時点で末梢血
る 。 Naïve
CD28-CD95+ 
に対する百分率を経時的に示す。
 

持続制御個体

クラス I ハプロタイプ
ける、個体レベルの
CD4 陽性 T 細胞中

年時点で末梢血 CD4
Naïve: CD28+CD95

CD95+ でゲーティングした結果の、全
に対する百分率を経時的に示す。

個体における

ハプロタイプ 90-120
個体レベルの IL-

細胞中 Gag
CD4 陽性 T

: CD28+CD95-, CM (central memory): CD28+CD95+, EM (effector memory): 
でゲーティングした結果の、全

に対する百分率を経時的に示す。

における IL-7+IL-15

120-Ia 共有・
7+IL-15 投与試験の結果

Gag プロウイルスの
T 細胞中 Gag

, CM (central memory): CD28+CD95+, EM (effector memory): 
でゲーティングした結果の、全

に対する百分率を経時的に示す。 

4 
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図 2. SIV 持続制御
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図 3. SIV 持続制御
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分担研究報告書 

 
粘膜・リンパ組織の抗原提示細胞への感染様式の解明 

 
研究分担者   五十嵐 樹彦 京都大学ウイルス研究所 教授 
研究分担者   三浦 智行  京都大学ウイルス研究所 准教授 

 

研究要旨： 
SIV／アカゲザル潜伏・再活性化モデルを確立し解析した結果、潜伏感染個体内で CD8
による抑制を解除した場合に、いち早くウイルスが増殖する細胞はリンパ節中の
Treg である可能性が示唆された。 

 

A. 研究目的 
 慢性的なウイルス抗原刺激によるT細胞の活性
化及び疲弊はHIV感染症の病原性として特徴付け
られる。T 細胞活性化は、樹状細胞に代表される
抗原提示細胞との相互作用により誘導される事
から、ウイルス感染により抗原提示細胞の質また
は量が変化し、慢性的なT細胞活性化を引き起こ
している可能性が考えられる。先行研究では、感
染により血中の樹状細胞数の推移が主に報告さ
れているが、樹状細胞の感染状況に関する報告は
多くない。更に、個体におけるウイルス複製の主
要な場であるリンパ節及び消化管に代表される
粘膜における樹状細胞感染に関しては、SIV サル
エイズモデルを用いて極めて限られた研究が行
われているにすぎず、理解が進んでいるとは言え
ない。 
 本分担研究の目的は、個体レベルにおける主要
なウイルス複製の場であるリンパ節及び粘膜に
おける抗原提示細胞の感染様態を明らかにする
事である。 
 
B. 研究方法 
 非病原性 SIV 1A11/中国産アカゲザルモデル
系を構築し、ウイルスの潜伏・再活性時に組織
で起きる事象を検索する。 
・サル感染実験 
 1.1×107TCID50 の SIV1A11 ウイルスストック
を麻酔下のアカゲザル直腸にシリコンチュー
ブを用いて非観血的に導入し、30 分間静置した。
ウイルス接種前より採血を行い、血漿の保存及
び末梢血リンパ球サブセットの測定を行った。
接種１週間前に、麻酔下で直腸組織を生検し、

RNA 抽出、組織学的検索のために固定、保存し
た。 
・ウイルス RNA の定量 
 経時的に採取した末梢血より血漿を調製、
RNA を抽出し、逆転写/リアルタイム PCR により
SIV gag 領域を増幅、定量した。 
・リンパ球サブセット測定 
 経時的に採取した末梢血を種々の蛍光標識
単クローン抗体（抗 CD3, CD4, CD8 および CD20
等）と反応させ、フローサイトメトリーにより
解析した。また、生検したリンパ節から細胞浮
遊液を調製し、蛍光標識抗体を用いて同様に解
析した。 
・抗 CD8 抗体処理 
 ウイルス接種数週間後に感染サルに抗CD8抗
体（M-T087R1, NIH Nonhuman Primate Reagent 
Resource より入手）10 mg/kg を麻酔下で皮下
投与した。 

（倫理面への配慮） 
 動物実験に当たっては、「研究機関等におけ

る動物実験等の実施に関する基本指針」に基づ

いた「京都大学における動物実験の実施に関す

る規定」を遵守する。当施設におけるアカゲザ

ルの飼養については、「特定外来生物による生

態系等に係わる被害の防止に関する法律」の規

定に基づき、環境大臣より許可を受けている。

また、「感染症の予防及び感染症の患者に対す

る医療に関する法律」の輸入禁止地域等を定め

る省令に基づき輸入サル飼育施設の指定を受

けている。「動物の愛護及び管理に関する法律」

も遵守する。 



 

 
C. 研究結果 
 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 (200 コピー/ml) 以下に抑制さ
れ、潜伏感染となった。CD4 陽性および CD8 陽性
リンパ球サブセットはウイルス感染によって変
動しなかった。感染サルは観察期間中臨床的に霊
長類レンチウイルス関連疾患を示さなかった。 
 潜伏感染サルに抗CD8抗体を投与した所、血中
ウイルスRNA量が投与３日以内に検出限界以下か
ら104コピー/mlまで一過性に上昇した。抗体投与
直前及び投与２日後に生検したリンパ節細胞の
解析の結果、投与前に殆ど検出されなかった gag
ウイルス抗原陽性細胞（0.03%）が、２日後に0.12%
検出された。再活性化の前後でウイルス抗原陽
性 CD4 陽性 T細胞を比較したところ、再活性化
後にFoxP3陽性細胞が増加する傾向が観察され
た。しかし、ウイルス抗原陽性の抗原提示細胞
を直接検出することはできなかった。 

 
D. 考察 
 SIV 1A11 は当初予想した通り、一過性のウイ
ルス血症の後制御され「潜伏感染」となったが、
抗 CD8 抗体処理による「抑制解除」により少な
くとも末梢血及びリンパ節において「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。すなわち本研
究によって SIV／アカゲザル潜伏・再活性化モ
デルを確立することができた。潜伏感染個体に
おいて抗 CD8 抗体を投与することによって CD8
によるウイルス抑制を解除してウイルスの再
活性化を誘導した時に、いち早くウイルスが増
殖する細胞はリンパ節中の Treg である可能性
が示唆された。 
 
E. 結論 
 SIV／アカゲザル潜伏・再活性化モデルを確
立し解析した結果、潜伏感染個体内で CD8 によ
る抑制を解除した場合に、いち早くウイルスが
増殖する細胞はリンパ節中の Treg である可能
性が示唆された。 
 
F. 健康危険情報 
 該当なし 

 
G. 研究発表 
１．論文発表 
1)  Otsuki, H., Yoneda, M., Igarashi, T., and Miura, 

T.: Generation of a monkey-tropic human 
immunodeficiency virus type 1 carrying env 
from a CCR5-tropic subtype C clinical isolate. 
Virology, 460-461: 1-10, 2014. 

2)  Adach, A. and Miura, T.: Animal model studies 
on viral infections. Frontiers in Microbiology, 
5: Article 672, 2014. 
 

２．学会発表 
1)  Saito, A., Matsuoka, K., Ode, H., Otsuki, H., 

Yoshida, T., Iwatani, Y., Sugiura, W., Matano, 
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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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図１ 静止期
(A) 末梢血
を IL-7 と IL
染細胞（GFP,
(B) 末梢血
HIV-1NL-Eを感染させ
ーサイトメーターで解析した。

 

図２ GFP を発現しない静止期
VSV pseudotype
性、細胞非分裂（静止期）
続あるいは TCR
成後、定量 PCR
細胞内 endogenous mRNA
および tat の発現レベルとして示した。

  

静止期 CD4 陽性
末梢血 CD4 陽性細胞に

IL-15 添加した
GFP,縦軸）と増殖レベル（横軸）を解析した。

末梢血 CD4 陽性細胞
を感染させて

ーサイトメーターで解析した。

を発現しない静止期
VSV pseudotype した HIV-
性、細胞非分裂（静止期）

TCR 刺激を加えて１日後および６日後に
PCR にて GFP (A)

endogenous mRNA
の発現レベルとして示した。

陽性 T 細胞における
陽性細胞に GFP を発現す

した HSP 培養
縦軸）と増殖レベル（横軸）を解析した。

陽性細胞を更に
て HSP 培養し、感染

ーサイトメーターで解析した。 

Proliferation

を発現しない静止期 CD4
-1NL-Eを感染させ

性、細胞非分裂（静止期）CD4 陽性 T
刺激を加えて１日後および６日後に

GFP (A)および
endogenous mRNA コントロールとして

の発現レベルとして示した。

細胞における HIV-
を発現する HIV

培養し、感染９日後にフローサイトメーターで感
縦軸）と増殖レベル（横軸）を解析した。

を更に naive 細胞に分け、
し、感染 14 日後の

Proliferation 

B 

CD4 陽性 naïve 
を感染させて HSP

T 細胞を FACSaria
刺激を加えて１日後および６日後に

および tat (B)の mRNA
コントロールとして RNase P

の発現レベルとして示した。 

-1 感染とその発現
HIV-1NL-Eを感染させた。この細胞

し、感染９日後にフローサイトメーターで感
縦軸）と増殖レベル（横軸）を解析した。 

細胞に分け、
日後の細胞増殖と

B 

 T 細胞でのウイルス
HSP 培養 14 日後（図１
FACSaria でソート

刺激を加えて１日後および６日後に RNA を抽出した
mRNA 発現量を解析した。縦軸は、

RNase P の m

の発現 
を感染させた。この細胞

し、感染９日後にフローサイトメーターで感
 

細胞に分け、VSV pseudotype
増殖と GFP 発現

0.95% 

でのウイルス mRNA
日後（図１B）の

でソートし、HSP
を抽出した。

発現量を解析した。縦軸は、
mRNA に相対的な

を感染させた。この細胞
し、感染９日後にフローサイトメーターで感

VSV pseudotype した
発現をフロ

 

mRNA 発現 
）の GFP 陰

HSP 培養を持
。cDNA 合

発現量を解析した。縦軸は、
に相対的な GFP

 



 

 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３ 潜伏感染した静止期
図２同様に
性、細胞非分裂（静止期）
に持続して
dAzCyt を添加し、同じく
を PCR 定量した。縦軸は、細胞内
の mRNA

潜伏感染した静止期
図２同様に VSV pseudotype
性、細胞非分裂（静止期）
に持続して 15 日後に

を添加し、同じく
定量した。縦軸は、細胞内

mRNA に相対的な

潜伏感染した静止期 CD4
VSV pseudotype した

性、細胞非分裂（静止期）CD4 陽性
日後に RNA を抽出した

を添加し、同じく 15 日目に
定量した。縦軸は、細胞内
に相対的な GFP の発現レベルとして示した。

CD4 陽性 naïve T
した HIV-1NL-Eを感染させ

陽性 T 細胞を
を抽出した。一部は
日目に RNA を抽出して

定量した。縦軸は、細胞内 endogenous mRNA
の発現レベルとして示した。

T 細胞における
を感染させて

細胞を FACSaria でソート
一部は 13 日目に

を抽出して cDNA
endogenous mRNA コントロールとして

の発現レベルとして示した。

細胞における HIV の再活性化誘導
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
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研究要旨： 
HIV 潜伏化の分子メカニズムを知るためには、感染細胞集団全体を正確に可視化し
た上で LTR の活性レベルをモニターする必要がある。本研究では新たな dual-color 
reporter を作成し、感染初期及び後期における感染細胞集団の特定と分子レベルでの
潜伏化メカニズムの検証を行った。その結果、感染細胞の一部において感染後非常
に早期に LTR が不活性化する集団が存在することが明らかになった。本年度は、作
成した新規レポーターウイルスを正常 T 細胞に導入し、潜伏化成立の実態を明らか
にした (Matsuda et al., Scientific Reports, 2015)。また大規模化合物スクリーニングに
より、潜伏化 LTR を効果的に再活性化できる化合物取得の検討を開始した。 

 

A. 研究目的 
HIV-1 は体内で CD4+ T 細胞に感染し、感染細胞
を破壊することで、感染者に重篤な免疫不全を
引き起こす。2009 年の報告では世界中に約 3400
万人の HIV-1 感染者がいると推定されており、
社会に大きな影響を与えている感染症のひと
つである。現在 HIV-1 感染者に対しては複数の
抗 HIV 薬を併用する多剤併用療法(HAART)が
行われており、AIDS の発症を効果的に防ぐこ
とが可能である。しかし体内の様々な組織に
HIV-1 latent reservoirと呼ばれる感染細胞が残存
しているため、HAART によって体内から完全
にHIV-1を排除することは不可能である。Latent 
reservoir からのウイルスの再活性化を防ぐため
に、患者は長期に渡り抗 HIV 薬を服用しなけれ
ばならず、薬剤耐性ウイルスの出現、重篤な副
作用、医療費などの問題が生じており、潜伏感
染ウイルスの排除が新たな課題となっている。
HIV-1 latent reservoirの中でもウイルス血症の主
な原因となっているのは潜伏感染 CD4+T cell
である。この細胞ではプロウイルスの状態で
HIV-1 遺伝子の発現が抑制されており、従って
抗 HIV 薬の標的とならない。 
このような潜伏感染細胞集団の解析と LTR の
不活性化の分子メカニズムの解明が世界中で

進められているが、どのような細胞において潜
伏感染が成立しているのかは未だ明らかにさ
れておらず、潜伏化成立段階に関わる分子群の
特定も不十分である。 
最終年度は、作成した新規レポーターウイルス
を正常 T 細胞に導入し、潜伏化成立のダイナミ
クスとその制御の可能性を検討した。また大規
模化合物スクリーニングにより、潜伏化 LTR を
効果的に再活性化できる化合物の取得を目的
とした。 
 
B. 研究方法 
1. 正常 CD4+T 細胞を用いた感染実験 
末梢血由来正常 CD4+T 細胞は健常人 PBMC か
ら磁気ビーズを用いて濃縮を行った。昨年度ま
でに作成した dual-color レポーターDNA を
293FT 細胞に導入し、高濃度ウイルス液を作成
したのち、spinoculation によって正常細胞に導
入した。その後、CD3/CD28 抗体によって T 細
胞を刺激し、その前後の LTR の活性レベルをフ
ローサイトメトリーで解析を行った。 
 
2. 潜伏化 LTR を再活性化する化合物の大規模
スクリーニング 
Jurkat 細胞に dual-color ウイルスを感染させ、感
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染初期に成立した潜伏化細胞を分取したのち、
21 万種類の低分子化合物を処理する。LTR の活
性レベルはHigh Content Analysisによって検出、
定量し、化合物の同定を試みている。 
 
C. 研究結果 
1. 正常CD4+T細胞におけるLTRの潜伏化成立
の検出 
健常人由来 CD4+T 細胞に高濃度 dual-color レポ
ーターを感染させ、その後の LTR の活性レベル
を検討した。またこれらの集団に対して
CD3/CD28 抗体を用いて抗原刺激を行い、細胞
の活性化レベルと潜伏化の検討を行った。さら
に前年度までに明らかにした EZH2 の阻害剤と
HDAC の阻害剤を処理し、潜伏化の成立に与え
る影響を検証した。 
その結果、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 が抑制された
集団が成立することがわかった。この集団は抗
原刺激による細胞の活性化によって縮小され
たが、潜伏化集団が依然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
ることがわかった。しかしながら、潜伏化集団
を完全には除去できず、これらの集団を除去す
る新たなストラテジーの必要性を浮き彫りに
した。 
研究成果として昨年度までの細胞株のデータ
と正常細胞を用いた HIV-1 の潜伏化成立の新た
な分子メカニズムについて論文で発表した
(Matsuda et al., Scientific Reports, 2015)。 
 
2. 潜伏化 LTR を再活性化する化合物の大規模
スクリーニング 
Jurkat 細胞に dual-color ウイルスを感染させ、感
染初期に成立した潜伏化細胞を分取したのち、
低分子化合物を処理した。またポジティブコン
トロールとして PMA+Ionomycin を処理し、検
出系の最適化と定量性の確認を行った。LTR の
活性レベルは High Content Analysis によって検
出、定量し、化合物の同定を試みた。 
現在までに実験系の最適化を終了し、現在 21
万種類の化合物スクリーニングを開始してい
る。 
 

 
D. 考察 
本研究で作成した新たなレポーターウイルス
は、感染細胞集団の一部に含まれる潜伏化集団
をリアルタイムで検出、解析できる系であり、
潜伏感染の分子メカニズムを知る非常に有用
である。今回得られた正常細胞における潜伏化
の成立は、HIV-1 感染症の cure を目指すストラ
テジーを組み立てる上で非常に重要な発見で
あった。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
たが、我々の系で潜伏化集団の可視化を行うこ
とで、非常に多くの残存が明らかになった。本
研究結果で示した polycomb 依存的な LTR の抑
制は新たな標的の一つとなると考えられるが、
現在使用できる阻害剤では完全な除去には至
らなかった。今後これらの分子メカニズムを基
盤とした新たな戦略が必要であると考えられ
た。 
本研究では、新たな化合物と分子標的を創出す
べく、化合物の大規模スクリーニングを開始し
た。これまでにも潜伏化 HIV を標的とした化合
物スクリーニングが報告されているが、我々は
感染初期に成立集団に注目して検討を始めて
いる。この結果を得て新たな分子メカニズムの
検討と HIV-1 潜伏化の制御を試みる。 
 
E. 結論 
正常 T 細胞において、HIV の潜伏化には複数の
エピジェネティックメカニズムが存在し、ヘテ
ロな集団の形成を担っている。 
 
F. 健康危険情報 
該当なし 
 
G. 研究発表 
1. 論文発表 
1) Matsuda Y, Kobayashi-Ishihara M, Fujikawa D, 

Ishida T, Watanabe T, Yamagishi M. 
Epigenetic Heterogeneity in HIV-1 Latency 
Establishment. Sci. Rep. 5:7701, Jan. 2015(doi: 
10.1038/srep07701) 

 
2. 学会発表 
1) 山岸誠、松田有加、小林(石原)美栄、藤川大、

石田尚臣、渡邉俊樹、「HIV-1 潜伏化の不均
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一性とその分子メカニズムの解析」、第 62
回日本ウイルス学会学術総会、パシフィコ
横浜、横浜、2014 年 11 月 12 日（2014 年 11
月 10 日〜12 日）（一般口演） 

2) 和田倭、小林(石原)美栄、寺原和孝、池野翔
太、徳永研三, 川名(立川)愛、山岸誠、竹山
春子、横田(恒次)恭子、「恒常的に培養維持
された CD4 陽性 T 細胞への HIV-1 の感染と
その転写制御機構の解明」第 62 回日本ウイ
ルス学会学術総会、パシフィコ横浜、横浜、

2014 年 11 月 12 日（2014 年 11 月 10 日～12
日）（一般口演） 
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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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研究要旨：再活性化した HIV 潜伏感染細胞における HIV 特異的 CTL への抗原提示
の様態を明らかにするため、HIV 潜伏感染モデル細胞株を用いて抗原提示解析系の
構築を行った。再活性化した特定の HLA を発現する HIV 潜伏感染細胞と HIV 特異
的 CTL クローンとを共培養することによって、再活性化により発現された Nef タン
パク質由来の CTL エピトープは、速やかに HIV 感染細胞表面で提示されていること
が示された。本システムは新たな治療戦略としての潜伏感染細胞再活性化の実用化
に向けて、再活性化後の速やかな HIV 感染細胞除去に有用な CTL の探索に有用であ
る。 

 

A. 研究目的 
抗 HIV 薬の進歩により、HIV 感染症は先進国で
は致死的疾患ではなくなったが、現状の抗 HIV
療法(cART)では治癒の可能性はない。若年層で
の感染が主である HIV 感染において、長期
cART による薬物毒性、副作用、医療経済上の
問題は深刻であり、治癒を目指す治療法の確立
が急務である。 
HIV感染症において治癒を妨げているのは長期
生存可能な潜伏感染細胞である。ウイルスタン
パク質の発現を伴わない HIV 潜伏感染細胞は
宿主の免疫監視機構から完全に逃れることが
できる。近年潜伏感染細胞を再活性化し、宿主
免疫応答により感染細胞除去を目指す治療戦
略が提唱されている。HIV 特異的細胞傷害性 T
細胞(CTL)は、再活性後の HIV 感染細胞排除の
重要なエフェクターとして位置づけられる。し
かしながら、どのような CTL が再活性化後の
HIV 潜伏感染細胞排除に効果的に作用するか、
明らかでない。 
HIV 特異的 CTL は、個々でその抗 HIV 効果が
異なる。それぞれの CTL が認識するエピトープ
の、細胞表面での抗原提示量、すなわち個々の
エピトープを提示する HLA 分子の数や、その
抗原提示のタイミングが大きく影響すると考
えられる。そこで、本研究では、再活性化後の
HIV感染細胞における抗原提示の動態を明らか

にするために、抗原提示解析系の構築を試みた。 
 
B. 研究方法 
HLA-A*24:02 発現 HIV潜伏感染細胞株の樹立 
HIV 潜伏感染モデル細胞として、CD4 陽性 T 細
胞株の ACH-2 を用いた。ACH-2 にウイルスベ
クターを用いて HLA-A*24:02 遺伝子を導入後、
薬剤選択、クローニングを行い、HLA-A24 恒常
発現 ACH-2 細胞株(A24-ACH2)を樹立した。複
数のクローンについて、定常状態（未刺激）と
TNF-で活性化後のHIV産生について明らかに
するため、培養上清中の RT 活性試験を行った。 
HLA-A24 恒常発現 HIV 潜伏感染細胞株での抗
原提示の解析 
A24-ACH2 を TNF-で再活性化後、継時的に
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 クローンと共培養を開始した。４時間の
培養後、IFN- ELISpot assay により、IFN-産生
細胞数を定量した。 
 
（倫理面への配慮） 
臨床材料の提供を受ける場合には研究目的や必
要事項を文書を用いて説明し、書面でインフォー
ムドコンセントを得た。研究対象者への負担は、臨
床上必要な採血に加えての少量の血液採取のみ
であり、倫理面への問題はないと判断される。本研



 
 

究内容は東京大学医科学研究所倫理審査委員
会により承認されている。 
 
C. 研究結果 
ウイルスベクターを用いて ACH-2 細胞に
HLA-A*2402 遺伝子を導入し、薬剤選択後クロ
ーニングを行い、複数の A24-ACH2 クローンを
得た。TNF-にて再活性化後 RT 活性を測定し
たところ、再活性化後の活性化レベルと定常状
態でのバックグラウンドレベル（未刺激での RT
活性）は、クローンによって大きく異なってい
た。バックグラウンドが低く、再活性化後の活
性化レベルが高いクローンを選び、実験に用い
た。 
A24-ACH2 を TNF-にて再活性化後、継時的に
Nef 由来の HLA-A*24:02 拘束性 CTL エピトー
プ特異的 CTL クローンとの共培養を行い、IFN-
γ ELISpot assay を行うことで、Nef 特異的 CTL
クローンへの抗原提示を解析した。その結果、
TNF-による刺激をしなかった場合、また A24
を発現しない ACH-2 ではほとんど IFN-産生細
胞が見られなかったのに対して、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。 
 
D. 考察 
A24-ACH2 を用いた潜伏感染モデル細胞を用い
て、抗原提示動態の解析系を構築し、Nef 特異
的 CTL を用いて解析を行った。再活性化による
HIV タンパク発現開始後、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
提示されていることが示された。定常状態（未
刺激）での HIV 産生がほとんどない A24-ACH2
細胞株を用いた本システムは、抗原提示動態の
解析に有用であることが明らかとなった。今後、
タンパク質発現のタイミングが異なる Gag や
Pol 由来のエピトープに対しても同様の検討を
行い、由来するウイルスタンパク質の発現動態
と抗原提示の関連性を明らかにする。さらに、
切り出し効率やペプチドの安定性等も抗原提
示に影響を与えるため、同じウイルスタンパク
質由来の複数のエピトープ特異的 CTL を用い
て同様の検討をすることも重要である。 
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厚生労働科学研究費補助金

HIV複製を自発的に制御する感染者群でのウイルス蛋白質

 

研究要旨
HIV
て、ウイルス病原性に関わる
後にコントローラーとなる感染者の急性感染期の検体を集め、
た。病態が進行する感染者グループの急性感染期の検体を対照群とした。
コントローラーでは
機能の減弱化に関係することが分かった。これらのことから、感染急性期
避によって選択される変異が
明らかとなった。
プローチをとることで、生体内で実際に起きている免疫活性化と免疫応答の複雑な
関係の一端を明らかにできた。

A. 研究目的
HIV 慢性感染に伴う免疫活性化と免疫制御の関
連を明らかにする目的で、
している極めて稀な感染者であるコントロー
ラーの検体を用いて、ウイルス病原性に
Nef の遺伝学的特徴と機能解析を行なう。
 
B. 研究方法
ボストンなどでリクルートしたコントローラ
ーと急性感染者の検体から
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、
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。 
（倫理面への配慮）
米国マサチューセッツ総合病院
の提供を受けた。
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する。
施に当たっては、熊本大学の倫理審査会の審議
を受け、承認を得ている。承認を受けた研究計
画に厳密にしたがって遂行した。
 

厚生労働科学研究費補助金

複製を自発的に制御する感染者群でのウイルス蛋白質

研究

研究要旨：HIV
HIV を自発的に制御している極めて稀な感染者であるコントローラーの検体を用い
て、ウイルス病原性に関わる
後にコントローラーとなる感染者の急性感染期の検体を集め、
た。病態が進行する感染者グループの急性感染期の検体を対照群とした。
コントローラーでは
機能の減弱化に関係することが分かった。これらのことから、感染急性期
避によって選択される変異が
明らかとなった。
プローチをとることで、生体内で実際に起きている免疫活性化と免疫応答の複雑な
関係の一端を明らかにできた。

研究目的 
慢性感染に伴う免疫活性化と免疫制御の関

連を明らかにする目的で、
している極めて稀な感染者であるコントロー
ラーの検体を用いて、ウイルス病原性に

の遺伝学的特徴と機能解析を行なう。

方法 
ボストンなどでリクルートしたコントローラ
ーと急性感染者の検体から
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、
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

（倫理面への配慮） 
米国マサチューセッツ総合病院
の提供を受けた。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する。
施に当たっては、熊本大学の倫理審査会の審議
を受け、承認を得ている。承認を受けた研究計
画に厳密にしたがって遂行した。

厚生労働科学研究費補助金

複製を自発的に制御する感染者群でのウイルス蛋白質

研究分担者  

HIV 慢性感染に伴う免疫活性化と免疫制御の関連を明らかにする目的で、
を自発的に制御している極めて稀な感染者であるコントローラーの検体を用い

て、ウイルス病原性に関わる
後にコントローラーとなる感染者の急性感染期の検体を集め、
た。病態が進行する感染者グループの急性感染期の検体を対照群とした。
コントローラーでは Nef 機能が減弱化しており、感染者の
機能の減弱化に関係することが分かった。これらのことから、感染急性期
避によって選択される変異が
明らかとなった。治療なしに
プローチをとることで、生体内で実際に起きている免疫活性化と免疫応答の複雑な
関係の一端を明らかにできた。

慢性感染に伴う免疫活性化と免疫制御の関
連を明らかにする目的で、HIV を自発的に制御
している極めて稀な感染者であるコントロー
ラーの検体を用いて、ウイルス病原性に

の遺伝学的特徴と機能解析を行なう。

ボストンなどでリクルートしたコントローラ
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
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

 
米国マサチューセッツ総合病院より、臨床材料

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する。また、研究の実
施に当たっては、熊本大学の倫理審査会の審議
を受け、承認を得ている。承認を受けた研究計
画に厳密にしたがって遂行した。

厚生労働科学研究費補助金 エイズ対策研究事業
分担研究報告書

複製を自発的に制御する感染者群でのウイルス蛋白質
疫活性化における役割

  上野 貴将

慢性感染に伴う免疫活性化と免疫制御の関連を明らかにする目的で、
を自発的に制御している極めて稀な感染者であるコントローラーの検体を用い

て、ウイルス病原性に関わる Nef の遺伝学的特徴と機能解析を行なう。
後にコントローラーとなる感染者の急性感染期の検体を集め、
た。病態が進行する感染者グループの急性感染期の検体を対照群とした。

機能が減弱化しており、感染者の
機能の減弱化に関係することが分かった。これらのことから、感染急性期
避によって選択される変異が Nef の機能の減弱化および病態制御に影響することが

治療なしに HIV 感染制御ができている検体を用いたユニークなア
プローチをとることで、生体内で実際に起きている免疫活性化と免疫応答の複雑な
関係の一端を明らかにできた。

慢性感染に伴う免疫活性化と免疫制御の関
を自発的に制御

している極めて稀な感染者であるコントロー
ラーの検体を用いて、ウイルス病原性に関わる

の遺伝学的特徴と機能解析を行なう。 

ボストンなどでリクルートしたコントローラ
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
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

より、臨床材料
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
また、研究の実

施に当たっては、熊本大学の倫理審査会の審議
を受け、承認を得ている。承認を受けた研究計
画に厳密にしたがって遂行した。 

 
 

エイズ対策研究事業
分担研究報告書

 
複製を自発的に制御する感染者群でのウイルス蛋白質

疫活性化における役割
 

貴将 熊本大学エイズ学研究センター

慢性感染に伴う免疫活性化と免疫制御の関連を明らかにする目的で、
を自発的に制御している極めて稀な感染者であるコントローラーの検体を用い

の遺伝学的特徴と機能解析を行なう。
後にコントローラーとなる感染者の急性感染期の検体を集め、
た。病態が進行する感染者グループの急性感染期の検体を対照群とした。

機能が減弱化しており、感染者の
機能の減弱化に関係することが分かった。これらのことから、感染急性期

の機能の減弱化および病態制御に影響することが
感染制御ができている検体を用いたユニークなア

プローチをとることで、生体内で実際に起きている免疫活性化と免疫応答の複雑な

慢性感染に伴う免疫活性化と免疫制御の関
を自発的に制御

している極めて稀な感染者であるコントロー
関わる
 

ボストンなどでリクルートしたコントローラ
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
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

より、臨床材料
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
また、研究の実

施に当たっては、熊本大学の倫理審査会の審議
を受け、承認を得ている。承認を受けた研究計

C. 
ウイルス複製を自発的に制御しているコント
ローラーでは、慢性的な免疫活性化が非常に低
い頻度でしか観察されないことが知ら
る。そこで、
白質である
態にある感染者の検体を用いて
（１）
急性感染期からフォローアップしている検体
で、後にコントローラー（
copy/ml
して、同じ地域の急性期の感染者で、病態が制
御されない
ルス
急性コントローラーを
AP と記す。

エイズ対策研究事業（エイズ対策実用化研究事業）
分担研究報告書 

複製を自発的に制御する感染者群でのウイルス蛋白質
疫活性化における役割 

熊本大学エイズ学研究センター

慢性感染に伴う免疫活性化と免疫制御の関連を明らかにする目的で、
を自発的に制御している極めて稀な感染者であるコントローラーの検体を用い

の遺伝学的特徴と機能解析を行なう。
後にコントローラーとなる感染者の急性感染期の検体を集め、
た。病態が進行する感染者グループの急性感染期の検体を対照群とした。

機能が減弱化しており、感染者の
機能の減弱化に関係することが分かった。これらのことから、感染急性期

の機能の減弱化および病態制御に影響することが
感染制御ができている検体を用いたユニークなア

プローチをとることで、生体内で実際に起きている免疫活性化と免疫応答の複雑な

C. 研究結果 
ウイルス複製を自発的に制御しているコント
ローラーでは、慢性的な免疫活性化が非常に低
い頻度でしか観察されないことが知ら
る。そこで、免疫活性化と関連するウイルス蛋
白質である Nef
態にある感染者の検体を用いて
（１）感染急性期の検体
急性感染期からフォローアップしている検体
で、後にコントローラー（
copy/ml 未満）となる
して、同じ地域の急性期の感染者で、病態が制
御されない 50
ルス RNA から、
急性コントローラーを

と記す。 

（エイズ対策実用化研究事業）

複製を自発的に制御する感染者群でのウイルス蛋白質

熊本大学エイズ学研究センター

慢性感染に伴う免疫活性化と免疫制御の関連を明らかにする目的で、
を自発的に制御している極めて稀な感染者であるコントローラーの検体を用い

の遺伝学的特徴と機能解析を行なう。
後にコントローラーとなる感染者の急性感染期の検体を集め、Nef 機能の解析を行っ
た。病態が進行する感染者グループの急性感染期の検体を対照群とした。

機能が減弱化しており、感染者の HLA 型に相関する変異が
機能の減弱化に関係することが分かった。これらのことから、感染急性期

の機能の減弱化および病態制御に影響することが
感染制御ができている検体を用いたユニークなア

プローチをとることで、生体内で実際に起きている免疫活性化と免疫応答の複雑な

 
ウイルス複製を自発的に制御しているコント
ローラーでは、慢性的な免疫活性化が非常に低
い頻度でしか観察されないことが知ら

免疫活性化と関連するウイルス蛋
Nef の機能について、さまざまな病

態にある感染者の検体を用いて
感染急性期の検体 

急性感染期からフォローアップしている検体
で、後にコントローラー（

未満）となる 10
して、同じ地域の急性期の感染者で、病態が制

50 名の検体を用いた。両群のウイ
から、HIV-1 Nef

急性コントローラーを AC

（エイズ対策実用化研究事業）

複製を自発的に制御する感染者群でのウイルス蛋白質Nefの機能と免

熊本大学エイズ学研究センター 准教授 

慢性感染に伴う免疫活性化と免疫制御の関連を明らかにする目的で、
を自発的に制御している極めて稀な感染者であるコントローラーの検体を用い

の遺伝学的特徴と機能解析を行なう。本年度は、
機能の解析を行っ
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研究要旨： 
抗ウイルス宿主因子である APOBEC3G(A3G) と APOBEC3F(A3F)に結合活性を消失

させたそれぞれの部位特異的 Vif 変異 HIV-1 のヒト化マウスへの接種実験を行った。

A3G と A3F の変異塩基隣接配列が異なるために、ウイルス抑制活性とウイルス遺伝

子変異誘導によるウイルス機能変換活性それぞれは量的な差異があることがわかっ

た。その結果、A3F は抗ウイルス因子であるとともにウイルス遺伝子変異誘導因子

ともなることを実証した。慢性的な免疫活性化が生じ、その発現が誘導されるA3F は
両義的機能を発揮することが示唆される。 
 

 
 
A. 研究目的 
慢性疾患である HIV 感染症において、細胞

の活性化やインターフェロン作用に伴って
誘導され、そして、強力な抗 HIV-1 活性を示
す APOBEC3（A3）は、一方で遺伝子変異誘
導蛋白質であり、それによって挿入される
G→A 変異が、ウイルス遺伝子の多様化
（diversification）を促進するという仮説
がある。培養細胞を用いた研究から、特に A3F
と A3G は、HIV-1 粒子に取り込まれ、ウイル
スゲノムにG→A変異を挿入する。一方、HIV-1
アクセサリ蛋白質のひとつである Vif は、ユ
ビキチン-プロテアソーム経路依存的にA3を
分解し、そのウイルス粒子への取り込みを阻
害する。しかしながら、HIV-1 感染者におけ
る増殖過程において、(1) 内在的に発現する
どの A3 が抗 HIV-1 活性を示すのか; (2) A3
に よ る G→A 変 異 は HIV-1 の 多 様 化
（diversification）に影響を与えるのか、
についてはこれまで不明であった。本研究で
は、内在性 A3 が個体内における HIV-1 感染
に与える影響を解明し、細胞性因子がウイル
スの増殖過程だけでなく、その多様化に対す
る影響を明らかにすることを目的として、

HIV-1 感染ヒト化マウスモデルを用いた実験
を行った。 
 
B. 研究方法 
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、そのウイルスをヒト化マウスに接種した。
ヒト化マウスはヒト血液幹細胞を移植した
NOG マウスである。血漿ウイルス RNA 量を
real-time RT-PCR 法で、血中 CD4 陽性 T細胞
数を flow cytometry/hematometry 法で経時
的に定量した。また、感染後 6週齢のマウス
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