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研究成果の概要（和文）：HIVの初感染プロセスは一定程度明らかにされてきたが、所属リンパ節

から全身のリンパ臓器へのHIV伝播の動態、またそのようなHIV伝播が抗HIV剤を用いた治療によ

ってどのように変容するかについては必ずしも明らかにされていない。しかし、本萌芽研究では

hu-PBMC移植SCID マウスに蛍光能を有するHIVを接種することで、ヒトで見られる様な感染細胞

の初期生体内播種動態をin vivo imaging装置などで観察する事、また抗HIV剤の投与でもHIV伝

播を抑制出来ない原因を検討する事に成功した。 

 

研究成果の概要（英文）：Early phase events in HIV infection have been examined to a certain 

extent. In particular, the state-of-the-art technologies including in situ RNA 

hybridization have further elucidated a series of events in such early phase of HIV 

infection. However, detailed dynamics and spreading profiles of HIV at such an early stage 

of initial infection remain to be elucidated. Here, we have succeeded in imaging the 

dynamics and spreading of HIV in the humanized mice using an in vivo imaging technology 

and recombinant infectious HIV containing a fluorescence protein. In addition, we found 

that HIV-infected humanized mice exhibited symptoms similar to HIV-infected humans. 

Moreover, we have demonstrated how the dynamics and spreading profiles of HIV infection 

are altered under the administration of an anti-HIV drug. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 近年、蛍光 imaging の発達により生細胞
内の遺伝子発現や分子局在の観察が可能に
なってきた。 我々は最近、cyan または 
yellow fluorescence protein を結合したプ
ロテアーゼを有する感染性の HIV 株を作成、
intermolecuar FRET (fluorescence 
resonance energy transfer)-based HIV 
expression assay を確立して、世界で初め

て HIV プロテアーゼ二量体化阻害剤を同定
した (Koh & Mitsuya, J Biol Chem 282: 
28709-28720,2007)。 
 
(2) 他方、我々はヒト末梢血単核球を移植し
た nonobese diabetic-SCID, interleukin-2 
receptor-g-chain-knocked-out AIDS マウス
モ デ ル を 用 い て 新 規 の CCR5 阻 害 剤 
(aplaviroc, APL) が in vivo で強力な抗
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HIV 活性を発揮することを示して、APL を米
国での第３相臨床試験にまで進めて、CCR5 と
CCR5 阻害剤の相互作用の構造学的解析に繋
いだ (Nakata & Mitsuya, J Virol 79: 2087
–2096, 2005; Maeda & Mitsuya, J Mol Biol 
381:956-974,208)。 
 
(3) 他方、新規のヌクレオシド系逆転写酵素
阻害剤、4’-ethynyl-2-fluoro-2’- 
deoxyadenosine (EFdA)が上述の様な SCID マ
ウスモデルで HIV 増殖を強力に抑制し CD4 陽
性細胞の減少を阻止する事を明らかにし、サ
ル に お け る 前 臨 床 試 験 を 進 め て い る 
[Kodama & Mitsuya et al. Antimicrob Agent 
Chemother 45:1539-1546, 2001; Michailidis 
& Mitsuya et al. J Biol Chem 
284:35681-35691, 2009]。 
 

(4) 我々は既に蛍光観察可能な赤色蛍光発

光リコンビナント HIVmcherry を作成、

humanized NOD/Scid/Jack3-/-(NOJ)マウスに

投与して、in vivo imaging system (Maestro) 

を用いて大網、リンパ節などに集積した HIV

感染細胞をイメージングすることに成功し

ている。 
 
(5)すでに確立した蛍光観察可能な HIV 感染
モデルマウスを利用して、HIV と HIV 感染細
胞の生体内播種と感染拡大のダイナミクス
を定量的に仔細に検討し、またそのような 
プロフィール・ダイナミクスが抗 HIV 薬剤を
用いた治療によってどのように変容するか、
またどのような臓器で最も HIVの増殖が抑制
され、またどのような部分が HIV にとっての、
いわゆる sanctuary になっているかなどを
定量的に検討する。 
 
 (6)本申請で計画されている HIV の伝播のダ
イナミクスやウイルス分布のプロフィール
の検討は未だ国内・国際誌で見る限り報告は
ない。また、我々がこれまで関わってきた抗
HIV 薬開発の努力の中で得られた種々のクラ
スの薬剤の単独、或は併用での抗ウイルス効
果とその限界の定量的な検討は未だ国内・国
際誌で見る限り皆無である。我々の研究室で
は既に CCD カメラ装着の MaestroTM生体イメ
ージングのための種々機器が準備されてお
り 、 蛍 光 ラ ベ ル HIV 、 humanized 
NOD/Scid/Jack3-/-マウス、各種ウイルス学
的・分子生物学的技術、各種免疫染色技術、
Microtome/Cryostat 等 を 駆 使 す る
multi-disciplinary program（複数の研究領
域を糾合したプログラム）は国際的に見ても
限られた施設でしか実現されないと考えら
れるので、極めてユニークでしかも実地臨床
に「翻訳」できる文字通りのトランスレーシ
ョナル研究として有用なデータが得られる

と期待される。さらに我々のグループは開発
中の種々の新規の抗 HIV 薬剤を有しており、
本萌芽研究で得られるデータは今後の
preclinical/clinical trials に有用なデー
タを提供する可能性があると期待される。 
 
２．研究の目的 

(1) HIV が粘膜などから侵入して全身感染が

成立する迄のプロセスについては、HIV と免

疫担当細胞のリンパ節における相互作用の

一部が理解されているものの、HIV の感染拡

大の際のリンパ・免疫諸臓器でのHIV及びHIV

感染細胞の挙動は必ずしも十分に理解され

ていない。またそのような HIV と免疫担当細

胞の挙動が抗 HIV薬剤などによってどのよう

に修飾されるかについては殆ど不明である。 

 

(2)本挑戦的萌芽プロジェクトでは分子イメ

ージングの手法とヒト末梢血単核球移植

SCIDマウスモデル及び種々の抗HIV薬剤を用

いて HIV と HIV 感染細胞の生体内播種のプロ

セス及び感染拡大ダイナミクスの解明を試

み、次いで抗 HIV 薬のそうしたプロセス・ダ

イナミクスへの作用を明らかにして更に有

効な治療レジメンの構築の方向を探る基礎

とする。 
 
３．研究の方法 
本萌芽研究では平成 22 年度萌芽研究プロジ
ェクトで得られた蛍光能/感染能を有する
HIVmCherry と蛍光観察可能な AIDS モデルマ
ウスを使用して、さらに改良を加え、細胞レ
ベルで分子イメージングを可能にすること
に挑戦しながら、そのようにして観察された
HIVmCherry 及び HIVmCherry 感染細胞の動態
とウイルスの伝播と分布のプロフィールと
ダイナミクスが抗 HIV薬を用いた治療によっ
てどのように抑制されるか、またどのような
臓器で最も HIV の増殖が抑制され、またどの
ような部分が HIV にとって sanctuary にな
っているかなどを明らかにする。 
 
(1)HIVmCherry を投与した NOJ マウスへの抗
HIV 剤投与。 
NOJ mice に hu-PBMC を移植し、定植を FACS
にて確認後 HIVmCherry を投与して 24 時間後、
マ ウ ス へ の イ ン テ グ ラ ー ゼ 阻 害 剤 
raltegravir (RAL)の投与を開始し、薬剤投
与によって臓器・血管・リンパ組織などに播
種・増殖・集積する HIVmCherry の量的・質
的変化を定量的に検討する。 

 

(2)薬剤投与マウスにおける治療効果の観察。 

マウス個体そのものにおけるHIVのリンパ節

集積の抑制をin vivo imaging systemで観察



する。mCherryのシグナルが捕捉された

HIVmCherry感染マウスの臓器（リンパ節など）

を凍結、もしくは4%パラフォルムアルデヒド

固定後パラフィン包埋し、切片を作製する。

種々の抗体（抗-mCherry/Ds Red, -HIV-1 

p24,-hCD1a, -hCD3 -hCD4, -hCD8, -hCD57, 

-hCD68,-hCD95 etc.）を用いた免疫染色で

HIVmCherry感染細胞の有無・分布を観察する。 

 

 

(3)各組織での HIVmCherry 感染細胞の集積、

及び HIVmCherry の増殖メカニズムの解析。 

HIVmCherry 感染マウスと非感染マウス間に

おけるリンパ節ホーミングに関わるサイト

カインなどの産生量の違いなどを ELISA で定

量的に測定し、更にホーミングマーカーとし

て既に報告されている細胞表面マーカー

（CD103, CCR, CD49d など）を両群間で flow 

cytometory を利用して質的・量的に分析し、

HIVmCherry 増殖メカニズムとの関連を解明

する。 

 
４．研究成果 

(1)我々はヒト末梢血単核球（hPBM）移植

NOD/Scid/Jak3-/- (hNOJ) マウスに赤色蛍光

蛋白（mCherry）を標識した HIV(HIVmC) を接

種し感染細胞の生体内播種ダイナミクスを

in vivo imaging、免疫染色、p24 定量などで

解析することに成功しており、得られた知見

がヒトで起こる HIV 初期感染の病態、高ウイ

ルス血症、リンパ節腫大などと mimic してい

たことを 22 年度までに明らかにしていた。 

 

(2)本年度萌芽研究では我々の手法で得られ

た HIV 初期感染動態が、抗 HIV 薬の一つであ

るインテグラーゼ阻害剤 raltegravir（RAL）

の治療下でどのように変化するか検討した。 

 

(3)hNOJマウスに経腹腔的にHIVmCを感染させ、

24時間後から RAL（40 mg/kg/day, twice a day, 

ip）の投与を開始し、14日後に HIVmC感染 hNOJ

におけるウイルス学、蛍光分析、組織免疫学

的解析を行った。 

 

(4)HIVmC感染hNOJマウスの投与群と非投与群

を比較すると、投与群で HIV RNA コピー数の

減少などを認めたが、いくつかの個体ではウ

イルス血症の完全な抑制が見られなかった。

しかし、リンパ節の腫脹は投与群で抑制され、

さらに免疫染色法によって、リンパ節中の多

核形成巨細胞出現の著しい減少も認めた。 

 

(5)RAL 投与群で HIV RNA コピー数が検出され

たマウスについて感染細胞の possible 

sanctuary を仔細に検討したところ、in vivo 

imaging によって腹腔大網に mCherry 蛍光シ

グナルが観察され、その蛍光シグナルに一致

して mCherry 蛋白発現と HIV p24 産生が免疫

染色で確認された。これらの感染細胞の主た

る分画は成熟樹状細胞系であることが確認

された。同じ time point の RAL 非投与群で

は腹腔大網に HIVmCherry 感染成熟樹状細胞

が確認されなかったこと、また HIVmCherry

感染暴露前の hNOJ マウスの大網には未熟樹

状細胞のみ検出されたことから、HIVmCherry

に接触・感染を受けた未熟樹状細胞がリンパ

節ホーミングの過程を辿る事なく initial 

infection site である大網に留まり、感染成

熟樹状細胞に分化していったのではないか

と示唆された。 

 

(6)これらの知見から、RAL 投与開始までの期

間に感染が確立した樹状系細胞が持続的に

ウイルスを産生している可能性が示唆され、

 
 



我々の手法が治療によって抑制できないウ

イルス血症が生じる原因を検討するために

有用な情報となると思われた。 

 

(7)今後は人で見られる経膣・経直腸など他

の感染経路で播種態様を検討する予定であ

る。 
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