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研究成果の概要（和文）：SIV感染サルの凍結サンプルより各種細胞分画をSortingし、ウイルスゲノムを解析す
る系を樹立した。SIV感染サルの直腸、リンパ節などの組織および末梢血のCD4陽性細胞分画のプロウイルス解析
の結果、ある複製制御個体では末梢血CD4陽性細胞分画でCTL逃避変異が少なかったが、直腸およびリンパ節では
多くみられた。また別の個体の解析では、末梢血中のウイルスRNAと組織中のCD4陽性細胞分画のウイルスゲノム
配列に差異があり、主なリザーバーとはならないものの独自の潜伏感染ウイルスを有する環境が体内に存在する
ことが示唆された。本研究はSIV感染サルにおけるプロウイルスゲノムの体内分布の一端を解明した。

研究成果の概要（英文）：We established methodology of analysis of proviral genomes from sorted 
multiple cell subsets derived from Macaque tissues. By the analysis of proviral genomes in tissues 
in an SIV controller, number of CTL escape mutations in CD4+ cells in Lymph node cells and in Rectal
 tissues tended to be higher than in PBMCs. In another animal, proviral genomes in the specific 
tissues were distinct from viral genomes derived from plasma. These data suggest existence of 
independent environment of SIV latent infection in SIV infected animals. This study elucidated a 
part of dynamics of provirus in SIV infected rhesus macaque.

研究分野： 感染病態学
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１．研究開始当初の背景 
HIV 感染者数は今日でも増加傾向にあり、

2012 年には世界でおよそ 3500 万人が HIV に
感染しているとみられている。わが国では新
規 HIV 感染者数は増加傾向にあり、2007 年以
降は毎年 1000 人以上の新規 HIV 感染者が報
告されている。抗 HIV 薬剤による治療（ART）
が行われるようになったことで、AIDS の発症
の遅延と死亡率の低下が先進諸国でみられ
るようになったが、病態の進行を抑えるため
には抗 HIV 薬を服用し続ける必要があり、各
国の社会保障費用の負担となっている。ART
を中断した場合は速やかな血中ウイルス量
の再出現が認められ、体内にはこれの起源と
なる HIV の潜伏感染の場（Latent Reservoir）
が存在すると考えられる。 
ヒトにおけるHIV感染症と高い近似性を示

す動物モデルとしてSIV感染アカゲザルエイ
ズモデルを用いて所属研究室ではCTL誘導型
予防エイズワクチンの開発を行っている。
MHC-I ハプロタイプ 90-120-Ia 共有アカゲザ
ルはGag発現センダイウイルスベクターを用
いたCTL誘導型予防エイズワクチンの接種に
よりSIVmac239感染後の血中ウイルス量を検
出限界未満に抑制する群である。これまでの
研究代表者の研究では長期SIV複製制御群の
解析の結果、慢性期の PBMC CD4 陽性 T 細胞
由来プロウイルスの gag塩基配列に変異の認
められない群（グループ N）と、CTL 逃避変
異を含む複数の変異が選択されている群（グ
ループ M）が存在することを明らかとした
（ Nomura T., et al, PLOS Pathogens, 
11:e1005247, 2015）。グループ Nでは、感染
後 2年にわたり CTL応答パターンに大きな変
化はなく SIV Gag/Nef 特異的 CTL 応答が優位
であった。グループ Mでは、感染 4か月より
Gag/Nef 特異的 CTL 応答に加えて、他の抗原
特異的 CTL 応答も誘導され、サブドミナント
な CTL 応答が認められた。またグループ 2で
はプロウイルスゲノムにCTL逃避変異が検出
される個体数が経時的に増加しており、複製
制御個体においてもCTL逃避変異の選択が緩
徐ながら進行していることが示唆された。複
製制御群のグループ M では gag と比較して
vif および nef の CTL 逃避変異選択が遅く、
Gag 特異的 CTL によるウイルス複製抑制圧は
感染後 2年までに低下するものの、サブドミ
ナントCTL応答が複製制御維持に寄与するこ
とが示唆された。グループ Mと比較してグル
ープNがより安定した複製制御を維持してい
ると考えられ、実際にグループ Mの複数の個
体において、感染後 2年以降に CTL 逃避変異
体の増殖により複製制御が破綻し、血中ウイ
ルス量の再出現が認められた。ART 下のヒト
HIV 感染者と同様に、CTL 依存的に複製制御
を果たしたSIV感染アカゲザル個体内におい
ても Latent Reservoir が存在しておりウイ
ルス量再出現の起源となっていると考えら
れる。 
 

２．研究の目的 
ART 下における Latent Reservoir の細胞

分画には諸説あり長期間休止 CD4陽性 T細胞、
腸管マクロファージ、CD4 陽性メモリー幹細
胞、CD34 陽性多機能造血幹細胞などが挙げら
れている（Persaud D., et al, J. Clin. 
Invest. 105:995-1003, 2000; Smith P.D., et 
al, J. Leukoc. Biol. 74:642-649, 2003; 
Buzon M.J., et al, Nat. Med. 20:139-142, 
2014; Carter C.C., et al, Nat. Med. 
16:446-451, 2010）。これらのいずれかまた
は複数の候補分画が実際にLatent Reservoir
であるかは未確定で体内動態も確定されて
いない。いっぽう CTL 依存的に自己の免疫応
答で以てHIV/SIV複製の制御を達成した個体
内での Latent Reservoir の詳細な解析はこ
れまでなされていない。研究代表者のこれま
での研究により、CTL 依存的に複製制御を果
たした SIV感染アカゲザルにおいては CTL逃
避変異体の選択が緩徐ながら進行している
可能性が示唆されているが、CTL のウイルス
複製制御圧をどの程度受け、その結果 CTL 逃
避変異の選択がどの程度生じているのかは
不明である。複製制御個体内では単位細胞数
あたりのプロウイルスゲノムコピー数が極
めて少なく検出は容易ではない。本研究では
これらの問題解決に向け、対象とする細胞分
画を高精度でSortingし潜伏感染プロウイル
スを高感度に検出系する系の樹立を最初の
目的とした。所属研究室では研究代表者の先
行研究などで MHC-I ハプロタイプ 90-120-Ia
の拘束する複数の SIV特異的 CTLエピトープ
を同定しており（Nomura T., et al, Biophys. 
Res. Commun. 450:942-947. 2014）CTL 逃避
変異体の検出が可能である。複製制御個体内
ではチャレンジ株である SIVmac239 wild 
typeのプロウイルスがCD4陽性T細胞分画に
多数存在することが示唆されているが、実際
に複製制御の破綻の原因となるウイルスは
CTL 逃避変異体であることから、Latent 
Reservoir では CTL 逃避変異体が持続して選
択されていると推察している。所属研究室で
開発中のCTL誘導型予防エイズワクチンの効
果をより高め、複製制御をより長く持続させ
るために、Latent Reservoir の基礎研究は重
要である。本研究では先に樹立するプロウイ
ルスゲノム検出系を用い、SIV 感染個体内に
おけるプロウイルスゲノムの動態分布を明
らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)サル ex vivo サンプルからの各種細胞分
画の高純度なSortingとプロウイルスゲノム
検出法の樹立 
 Tfh 細胞、CD4 陽性細胞、CD34 陽性多機能
造血幹といった細胞分画は、特に抗レトロウ
イルス薬治療を行った際のHIV/SIV感染症に
おける Latent Reservoir の可能性が論じら
れている。これらの分画は CTL 依存的 SIV 複
製制御アカゲザルにおけるLatent Reservoir



となりうる細胞分画であるため、SIV 感染サ
ルの細胞を用いてこれらの細胞分画を、FACS
を用いた多重染色により識別し、さらに高純
度で Sorting する条件検討を行った。このよ
うにして得られた細胞より細胞内DNAを抽出
し、nested PCR によりプロウイルスゲノムの
増幅および検出を行い、塩基配列の解析を試
みた。 
 
(2)SIV 複製制御個体におけるプロウイルス
ゲノムの分布動態の解析 
CTL 依存的 SIV 複製制御アカゲザルは体内

の Latent Reservoir が常に低レベルの増殖
を許容しており、CTL 逃避変異の蓄積が進行
していると考えられる。プロウイルスゲノム
の高感度検出により体内でのCTL逃避変異選
択 の 進 行 が 最 も 進 ん だ 分 画 を Latent 
Reservoir と評価できると考えられる。この
ため MHC-I ハプロタイプ 90-120-Ia 共有 SIV
複製制御アカゲザルの各種組織より得られ
た検体を用いてSIVプロウイルスゲノムの増
幅を行い、CTL 逃避変異体の蓄積の解析を行
った。 
 
４．研究成果 
 Latent Reservoir では大多数の SIV wild 
type プロウイルスゲノムに対して、きわめて
少数のCTL逃避変異を含むプロウイルスゲノ
ムが混在していると考えられる。CTL 依存的 
SIV 複製制御アカゲザルにおけるプロウイル
ス中の微小集団の解析のため、まずウイルス
複製を制御していないSIV感染サルの凍結サ
ンプルを用い、Tfh 細胞、CD4 陽性メモリー
幹細胞、CD34 陽性多機能造血幹細胞といった
細胞分画を、多重染色により識別し、FACS 
Ariaを用いて高純度でSortingする実験系を
作製した。このようにして各種組織より得ら
れた細胞より total DNA を抽出し、微小集団
の検出・解析のために、Real time PCR 法に
よる全プロウイルスゲノム中の wild type と
CTL 逃避変異体のコピー数の測定法の確立を
目指したが奏功しなかった。このため nested 
PCR 法によりウイルスゲノムを増幅し塩基配
列を解析する系を樹立した。 
 SIV 複製を制御しない個体の各組織の各細
胞分画より得られたプロウイルスゲノムの
塩基配列を解析したところ、やはり血漿中に
みられるウイルスRNAの配列との差異はほと
んどなく、体内の各組織には一様のウイルス
が存在していると考えられた。 
 一方、複製制御個体の直腸、リンパ節およ
び末梢血のCD4陽性細胞分画のプロウイルス
解析の結果、ある個体では末梢血の CD4 陽性
細胞分画ではCTL逃避変異の蓄積が少なかっ
たが、これに対し直腸およびリンパ節での
CTL 逃避変異は多くみられた。また別の個体
ではいずれの組織からも急性期にインテグ
レーションされたと思われる wild type のプ
ロウイルスゲノムのみが得られ、CTL 逃避変
異が選択されたプロウイルスゲノムは検出

されなかった。この個体の血中ウイルス量再
出現後の検体を解析したところ、末梢血中の
ウイルス RNAと組織中の CD4陽性細胞分画の
ウイルスゲノム配列に差異があり、主なリザ
ーバーとはならないものの独自の潜伏感染
ウイルスを有する環境が体内に存在するこ
とが示唆された。 
本研究はSIV感染サルにおけるプロウイル

スゲノムの体内分布の一端を解明した。
Latent Reservoir 動態の詳細な解明が HIV感
染症の制圧に必須であり本研究はその一部
を担うと考えられる。また、本研究による知
見は ARTにより複製制御を果たした HIV感染
者における Latent Reservoir の解析、将来
行われるであろう治癒を目指した治療や、
CTL 誘導型予防エイズワクチンの開発への寄
与が期待できる。 
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