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研究成果の概要（和文）：	
 Human	
 immunodeficiency	
 virus	
 (HIV)を感染者体内から完全除去

する事は、現在の薬剤療法では不可能である。HIV の潜伏感染がその原因であると考えられて

いるが、その潜伏化機構はいまだに明らかになっていない。そこで本研究では、HIV 潜伏感染

決定メカニズムの解明を目的として、以下の研究を行った。	
 

	
 H22 年度は生体内における HIV の潜伏感染実験モデル動物の構築を目的として、ヒト化マウス

に非増殖型 HIV ベクター（single	
 round-HIV,	
 SR-HIV）を感染させ、抹消血に含まれる潜伏感

染細胞の解析を行った。H23 年度は HIV の潜伏化を誘導しやすい組込み経路を in	
 vitro の実験

により明らかにした。具体的には、IN を介さずに組込まれた HIV プロウイルスはウイルス発現

量が弱い事、そして、そのウイルス発現量の違いは、HIV の組込み位置によって決定されてい

ることを明らかにした(Virology.	
 2012	
 25;427(1):44-50)	
 

 
研究成果の概要（英文）：	
 Although	
 combination	
 antiretroviral	
 therapy	
 (cART)	
 has	
 
reduced	
 the	
 pathogenesis	
 of	
 AIDS-related	
 malignancies,	
 it	
 is	
 still	
 impossible	
 to	
 
eliminate	
 HIV	
 from	
 infected	
 individual.	
 The	
 HIV	
 latent	
 infection	
 is	
 proposed	
 to	
 be	
 a	
 reason	
 
for	
 the	
 incurable	
 phenomenon.	
 However,	
 the	
 mechanism	
 prompting	
 latent	
 infection	
 in	
 HIV	
 
infection	
 is	
 still	
 unclear.	
 To	
 clarify	
 the	
 mechanism	
 promoting	
 HIV	
 latency	
 in	
 vivo	
 and	
 
in	
 vitro,	
 we	
 performed	
 several	
 experiments.	
 
	
 In	
 2010,humanized	
 mouse	
 was	
 infected	
 with	
 single	
 round-HIV	
 (LTR-Tat-IRES-GFP	
 vector)	
 
and	
 latently	
 infected	
 lymphocytes	
 were	
 analyzed.	
 In	
 2011,	
 we	
 found	
 specific	
 integration	
 
pathway	
 that	
 has	
 a	
 potential	
 to	
 induce	
 latently	
 infection.	
 We	
 found	
 HIV	
 cDNA	
 can	
 be	
 
inserted	
 into	
 the	
 host	
 chromosome	
 even	
 in	
 the	
 presence	
 of	
 integrase	
 (IN)	
 inhibitor.	
 
Moreover,	
 we	
 found	
 that	
 the	
 HIV	
 integration	
 pattern	
 is	
 modified	
 under	
 IN-deficient	
 
conditions	
 and	
 it	
 may	
 cause	
 reduced	
 promoter	
 activity.	
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１．研究開始当初の背景 
	
 これまでの臨床サンプルを使った研究か
ら、HIV は HLA-DR 陰性の休止期にある長期生
存可能な CD4 陽性メモリーＴ細胞に潜伏感染
していることは良く知られている。これら潜
伏感染細胞は、HIV 感染者体内ではその総数
は１０６個と非常に少ない細胞集団であると
推測されている。そして潜伏感染細胞は、休
止期にあることよりウイルスを産生しない
状態で極めて長期間生存しうる能力を有す
ると考えられることから、現在のウイルス複
製過程を抑制する薬剤の併用療法である
HAART 療法は、その細胞を体内から完全に除
去する根治治療になりえないことは自明で
ある。HAART が導入された直後から、血漿中
のウイルス RNA は検出限界以下に低下しても、
ウイルス DNA は検出できることより、HIV は
潜伏感染しうることが良く知られることに
なった。しかし、その具体的な潜伏化のメカ
ニズムについてはほとんど解明されていな
い。その理由は HIV には適切な長期感染動物
モデル実験系がなく、臨床検体の解析に限ら
れているからである。少なくともその解析か
ら、HIV に感染した CD4 陽性メモリーＴ細胞
の一部が潜伏感染状態にあることは間違い
ない。しかし、非活性化状態の細胞に感染し、
その状態を維持しているのか、活性化状態の
細胞に感染後、その細胞が非活性化状態へ移
行するのかまったく不明である。そのほか、
生体内には単球/マクロファージ、ならびに
樹状細胞という T細胞以外の HIV の標的とな
る細胞群があり、これらの細胞が生体内にお
けるウイルス増殖と潜伏化にどのように関
わりうるのかも、まったく明らかになってい
ない（Coleman	
 Retrovirology	
 2009,	
 Pierson	
 
Annu.	
 Rev.	
 Immunol.	
 2000）。	
 
	
 
２．研究の目的 
	
 本研究は HIV 潜伏感染決定メカニズムの解
明を目的に、ヒト白血球造血能を有するヒト
化マウス体内で HIV 潜伏感染様式を再現し、
潜伏感染成立を決定する分子機序を明らか
にする研究である。具体的には HIV 感染マウ
スから分離した潜伏感染細胞のプロウイル
スの組込み位置とそのプロウイルスからの
ウイルス発現量を解析する事により、ウイル
ス潜伏化を誘導する細胞性ならびにウイル
ス性因子の実体を明らかにする。	
 
	
 
３．研究の方法	
 
	
 HIV 潜伏感染動物モデルの構築には、LTR

プロモーター制御により GFP を発現 SR-HIV
をヒト化マウスに接種した。２週間後のヒト
化マウスの抹消 Tリンパ球を Flow	
 cytometry
解析により、GFP 発現細胞を検出した。また、
ヒト化マウスの抹消Tリンパ球をCD3と IL-2
の増殖刺激環境下で培養したものを flow	
 
cytometry 解析する事で潜伏感染細胞を検出
した。	
 
	
 ウイルス産生能力とウイルス組込み位置
の解析には、GFP 発現 SR-HIV を用い、Jurkat
細胞に感染させた。これまでの我々の研究か
ら、インテグラーゼ(IN)を介さずに組込まれ
たプロウイルスからのウイルス発現量は、通
常のものに比べて低い事が明らかになって
いる。そのため、IN 阻害剤 raltegravir、
elvitegravir 存在下、もしくは IN 機能欠損
変異体の SR-HIV を感染させ、ウイルス産生
能力の低いプロウイルスを作製した。プロウ
イルスの組込み位置の解析にはリンカーPCR
法を用いた。	
 
	
 
４．研究成果	
 
	
 H22 年度は、生体内における HIV の潜伏感
染を再現するために、LTR プロモーターより
ウイルスの転写調節因子 Tat と GFP の発現の
みを行う非増殖型 HIV ベクター（single	
 
round-HIV,	
 SR-HIV）を用いて、ヒト血液幹
細胞移植マウス(ヒト化マウス)で感染実験
を行った。SR-HIV 感染２週間後のヒト化マウ
スの抹消 Tリンパ球において、恒常的 GFP 陽
性細胞と、CD3 と IL-2 の増殖刺激環境下で
GFP 発現が誘導される細胞が検出された。し
かしながら、分離解析できるほどの感染細胞
数は得られなかった。さらなる解析のために
は SR-HIV のヒト血液幹細胞への導入効率を
増加させる手法を用いる必要がある。	
 
	
 H23 年度は HIV プロウイルスの組込み位置
と HIV の潜伏化の相関を解析することを目的
として、linker	
 PCR 法を用いた HIV の組込み
位置解析方法を確立した。これまでの我々の
研究で、インテグラーゼ（IN）非依存的に組
込まれた HIV プロウイルスからのウイルス発
現量は、IN 依存的に組込まれたものに比して
低い事が明らかになっていた（図１）。	
 

図１: IN非依存的な組みとウイルス発現量 

 
 



 

 

H23 年度はこの方法を用いて、ウイルス組込
み経路の違いにより誘導されるウイルス発
現量の違いが、HIV の組込み位置によって決
定されていることを明らかにした(Virology.	
 
2012	
 25;427(1):44-50)。図２に HIV の組込
み位置を示す。	
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図２：HIVの組込み位置解析 
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