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研究成果の概要（和文）：抗ウイルス療法（ART: antiretroviral therapy）下に残存するウイルスは、HIV-1感
染症の治癒に向けた治療法開発の標的である。我々は、1996年から長期にわたり治療下にある59症例の末梢血単
核球(PBMC)840検体について、qPCRを用いプロウイルスDNA(pDNA)の動態を研究した。pDNAは無治療時には
PBMC１００万個当たり平均２８４コピーであったが、ART開始によって低下した。一方、長期治療の過程では、
症例ごとに異なるレベルとなった。慢性合併症を持つ症例では、大きく増減を繰り返すなど、ART下における
pDNAの動態には、異なるパターンが推測された。

研究成果の概要（英文）：HIV-1 infected cells persisting under antiretroviral therapy (ART) are 
targets for therapeutic development for the cure of HIV-1 infection. We investigated the kinetics of
 proviral DNA (pDNA) using qPCR for 840 specimens of peripheral blood mononuclear cells (PBMC) of 59
 cases under long-term treatment from 1996. When untreated, pDNA was 284 copies on average per 
million PBMCs, but it decreased with ART initiation. On the other hand, in the course of long-term 
treatment, pDNA plateaued at a certain level that varies from case to case. In cases with chronic 
complications, it was inferred that there are different patterns in the kinetics of pDNA under ART, 
such as repeatedly increasing and decreasing greatly.

研究分野：血液学

キーワード： 感染症治療学　感染症防御学　ウイルス　内科
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１．研究開始当初の背景 
本研究の最終的な目的は、HIV-1 感染

症の「治癒に向けた治療法開発」の最も

困難な課題である「残存ウイルス」の排

除である。抗ウイルス療法（ ART: 
antiretroviral therapy）の進歩により、HIV-1
感染症の予後は著名に改善した。しかし、

現在の治療法はウイルスの増殖を阻害す

るが、排除できないため、治療を中断す

ると、HIV-1 は直ちにリバウンドし免疫
不全を進行させる。このため、ART は一
生継続しなければならない。一方、ART
による長期治療の過程では、薬剤耐性ウ

イルスの出現に加え、様々な慢性合併症

が起こる。その病態には、残存するウイ

ルスと慢性炎症の関与が考えられ、「残存

ウイルス」の排除をめざす研究は、「治癒

に向けた研究」ばかりでなく今日の ART
の長期間継続という観点からも、本領域

で最も重要な研究である（Deeks S. et al., 
Nat. Rev. Immunol.12, p607, 2012）。 

ART で長期にわたりウイルス増殖が抑
制されているにもかかわらず残存するウ

イルスに関しては、in vitroでの研究が困
難なため、研究が進んでこなかった。最

近、この領域のブレークスルーとして、

米国の二つのグループの研究が注目され

た。これらは、特定の遺伝子座に HIV-1
が組み込まれた細胞を検出し、HIV がウ
イルスとしてではなく、感染細胞として

増殖し、長期にわたる ART治療下にも残
存するという報告である(Maldarelli et al., 
Science 345; 179, 2014, Wagner et al., 
Science;10.1126/science 1256304, 2014）。こ
れはまさに、我々が 2007年に報告した内
容に一致している。すなわち、我々は、

長期間の有効なART治療が行われた症例
に残存する感染細胞では BACH2 遺伝子
の特定部位に HIVが組み込まれた感染細
胞が長期間残存し、その比率が増えると

報告した（Ikeda et al., J. Infect. Dis.195; 726, 
2007）。我々の研究は、先駆的研究として、
両論文ばかりでなく、Science誌のトピッ
クスにも引用された（ Margolis and 
Bushman, Science 345; 143, 2014）。2014年
の CROI での発表の前に、第一著者の
Maldarelliから私に連絡があり、ワシント
ンでお会いし研究内容を聞いた。大変驚

いたことに、我々の症例で見られた

BACH2 遺伝子の HIV の組み込み部位と
ほぼおなじ組み込み部位を持ち、長期に

わたり残存する感染細胞を持つ症例があ

るとのことだった。我々が 2007年にイン
パクトファクターの高い雑誌に投稿した

際は、HIV の組み込みはランダムである
という観察と、プロウイルス DNA

（pDNA）のほとんどは欠損ウイルスであ
るとの判断から、研究のインパクトを低

く評価された。これらの批判は、in vitro
の感染実験や de novo の感染を繰り返し
ている無治療の症例の研究を根拠にして

おり、当時のリビュウアーにとっても未

知の領域であったと考えられる。 
一方、最近、次世代シークエンサー（next 

generation sequencer: NGS）による検体の
大量処理、デジタル PCRによる pDNAの
高感度測定法などの技術的革新があり、

残存ウイルスに関する次の段階の研究が

可能になってきた。共同研究者の佐藤博

士は、HITLV-1 の転写制御や組み込み部
位に関する研究を英国で行い、熊本大学

エイズ学研究センターに赴任した。赴任

直後より本研究内容に沿った HIVの臨床
検体での組み込み部位の同定に関する共

同研究を開始し、NGS を用いた組み込み
部位同定の基礎データが蓄積してきてい

る。一方、我々は ARTが導入された直後
より治療を開始し、これまで長期間（最

長 17年間）ウイルスが抑制されている感
染例を多数フォローアップしている。

2007 の論文で、これらの症例に残存する
プロウイルスを定量し、BACH2という宿
主の遺伝にウイルスが組み込まれた細胞

の選択的増殖が見られる症例を報告した

が、この時の症例は今でも治療を継続中

であり、佐藤博士とともに臨床研究に関

する倫理申請を行い、これらの症例を含

んだ長期治療の症例から検体を集めてい

る。 
 
２．研究の目的 
本研究の最終的な目的は、HIV-1感染症の

「治癒に向けた治療法開発」の最も重要な標
的である「残存ウイルス」の排除である。抗
ウイルス療法（ART: antiretroviral therapy）
の進歩により、HIV-1感染症の予後は著名に
改善したが、現在の治療法ではウイルスを排
除できず、治療は一生継続されなければなら
ない。ART 下に残存するウイルス関しては、
proviral DNA (pDNA)の個々の症例におけ
る動態と HIV-1 の組み込み部位に関連した
持続感染の病態研究が重要である。これらの
研究により、pDNAのレベルにかかわる宿主
因子の同定が可能になり、さらに in vivo に
おけるウイルス潜伏のメカニズムや ART 下
における pDNAの HIV感染病態への関与の
解明が可能になる。これらの成果の蓄積の上
に、「残存ウイルス」の排除に向けた治療法
が開発できる。 
 
３．研究の方法 
本研究の第一の目的は、有効な ART 下の

proviral DNA (pDNA) の長期動態を調べる



ことである。長期にわたり ARTでウイルス増殖
が抑えられている症例の pDNA を従来の real 
time PCR 法と新しいデジタル PCR 法にて定
量し、残存ウイルス (pDNA) 量の分布を検討
する。これらの症例においては、次世代シーク
エンシング (NGS) を用いたHIV組み込み部
位を解析する。有効な ART下にあるにもかか
わらず pDNA レベルが高い症例に関しては、
endpoint dilution cultures を行い、残存ウイル
スの増殖能、ウイルス RNAの転写制御などを、
組み込み部位の遺伝子と関連づけて検討し、
pDNA が HIV 感染病態に及ぼす影響を明ら
かにする。これらの知見を蓄積し、残存ウイル
ス排除に向けた治療戦略を立てる。 
	
 
４．研究成果	
 
長期間 ART によってウイルスが抑制されて

いる症例をリクルートし、説明と同意の後に
採血し、末梢血単核球（PBMC）を得た。本臨
床研究に関しては、熊本大学生命科学研究部
ヒトゲノム遺伝子解析倫理審査委員会で承
認済みの説明と同意書を用いて同意をとっ
た（ゲノム第 248 号）。	
 
我々は、1996 年頃から、9～21 年の長期に

わたり ART を行っている 59 症例の末梢血単
核球(PBMC)から DNA を抽出し、SYBER	
 Green	
 
qPCR を用い gag 部分を増幅し、これを Alb の
DNA で標準化して比較した。およそ 1～2 年に
1 回のサンプリングした 840 検体（一症例あ
たり平均１４ポイント）について、10 年以上
に及ぶ長期間の pDNA 動態を解析した。pDNA
は無治療時には平均２８４コピー/１０6PBMC
であったが、ART 開始によって低下した。一
方、長期治療の過程で、pDNA は症例ごとに異
なるレベルとなった。	
 
慢性合併症（comobidities）を持つ血友病

症例では、pDNA レベルが大きく増減を繰り返
す症例が見られるなど、ART 下における pDNA
の動態には、症例により異なるパターンがあ
ることが推測された。ART 治療下における
pDNA量が200コピー/１０6PBMCを越える大き
な変動を示した症例（unstable	
 cases）は、
非血友病症例では２７%であったのに対し、
血友病症例では５９％と有意に多く見られ
た。一方、pDNA 量の変動がほとんど見られな
い症例（stable	
 cases）は、血友病症例では
14％に過ぎないのに対し、非血友病例では３
５%見られた。この観察の理由は明らかでは
ないが、ART 開始までの経過は、血友病症例
のほうが長いと考えられ、ｐDNA の変動が、
HIV に感染後の無治療期間の長さと相関する
可能性が考えられた。一方、HCV の共感染に
関しては大きな影響は見られなかった（J	
 
Acquir	
 Immune	
 Defic	
 Syndr	
 2018,	
 in	
 press）。	
 
長期にわたり ART 治療を受けている HIV-1

感染症例 12 症例に関して、経時的検体を用
いて、ウイルスの組み込み部位を決定し、感
染細胞クローンの動態解析を進めている。組
み込み部位に関連した持続感染細胞のクロ
ーン性増殖は、多くの検体で認められたが、

長期治療の影響を調べるために、治療開始前
（または開始後早期）と長期治療後の組み込
み部位を比較する研究を行っている。症例 1
ではクローン性増殖が 43.7％から 40.6％と
変わらず、また最もドミナントなクローンの
割合も 10.4％から 12％とほぼ不変であった。
しかし、症例 2 では、クローン性増殖が、
22.6％から 72.6％まで増加し、ドミナントク
ローンも 16.5％から 24.8％まで増加してい
た。現在まで、1610 カ所の組み込み部位を特
定し、感染細胞のクローン性増殖を検出して
きたが、pDNA の絶対量が少ない場合の感度が
十分でないなどの課題も明らかとなった。こ
れまで確立できた方法でさらに検体数を増
やすとともに、感度を改良した方法に関して
検討を加えている。	
 
HIV-1 感染症の治癒に向けた治療法開発の

標的である HIV 持続感染細胞の動態を解析し
た。抗ウイルス療法の進歩により、HIV-1 感
染症の予後は著名に改善したが、現在の治療
法ではウイルスを排除できず、治療は一生継
続する必要がある。ART 下に残存するウイル
ス関しては pDNA の動態と HIV-1 の組み込み
部位に関連した持続感染細胞増殖の病態研
究が重要である。これらの研究は、残存ウイ
ルスの排除に向けた治療法の開発に結び付
く。	
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