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研究成果の概要（和文）：本研究は、ヒト免疫不全ウイルス（HIV）の潜伏感染形成機序についてヒト化マウスモデル
での解析によりその解明を目指した。ヒト化マウスにCXCR4指向性（X4）およびCCR5指向性（R5）ウイルスをそれぞれ
単独あるいは混在で接種したところ、R5ウイルスはX4ウイルスの有無に関わらず活性化メモリーCD4陽性T細胞を主たる
感染標的としていた。一方、X4ウイルスは全てのCD4陽性T細胞亜集団を感染標的とするものの、R5ウイルス混在下では
活性化メモリーCD4陽性T細胞に対する感染効率が低下した。本結果から、X4・R5ウイルスについて、それぞれ異なる細
胞亜集団からリザーバーが構築されると考えられた。

研究成果の概要（英文）：This study was aimed at elucidating the mechanism of latent infection of HIV-1 by 
analyzing a humanized mouse model. Humanized mice were challenged with CXCR4-tropic (X4) and/or CCR5-tropi
c (R5) HIV-1. We found that R5 HIV-1 preferentially targeted to activated memory CD4+ T cells irrespective
 of X4 HIV-1. In contrast, although X4 HIV-1 substantially infected to activated memory CD4+ T cells, the 
infection efficiency in the cell population was markedly reduced in the presence of R5 HIV-1. These result
s suggest that the respective X4 and R5 HIV-1 reservoirs are formed from different subsets of CD4+ T cells
.
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１．研究開始当初の背景 
 ヒト免疫不全ウイルス type-1（HIV-1）
は補助受容体として CCR5 を利用する R5
ウイルスと CXCR4 を利用する X4 ウイル
スに分けられる。HIV-1 感染患者において、
急性感染期では R5 ウイルスが優位である
のに対し、慢性感染期を経てエイズ発症に
至る際には X4 ウイルスが優位となる。In 
vivo における R5・X4 それぞれのウイルス
の感染性・病原性の違いについては、近年、
サル免疫不全ウイルス（SIV）感染サルモ
デルや HIV-1 感染ヒト化マウスモデルで
も示されており、R5 ウイルス感染では活
性化CCR5+CD4+メモリーT細胞が主たる
標的となり、急性感染期では高レベルのウ
イルス複製を伴う。一方、X4 ウイルス感
染ではほぼ全ての CD4+ T 細胞が標的とな
り、急激な CD4+ T 細胞の枯渇による急性
エイズを呈する。しかしながら、HIV-1 潜
伏感染に関しては腸管における静止期メモ
リーCD4+ T 細胞が R5 ウイルスの主要な
リザーバーであると考えられているものの、
X4 ウイルスの潜伏感染形成についてはほ
とんど知られていない。さらに、HIV-1 感
染時は R5・X4 両ウイルスが混在状態であ
ることが十分考えられるものの、両ウイル
ス混在下での各ウイルスの感染動態も明ら
かになっていないのが現状である。 
 
２．研究の目的 
 R5・X4 両ウイルス混在による感染初期
のウイルス感染動態について、ヒト化マウ
スモデルで明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）蛍光レポーターを有する組換え HIV-1
の調製 
 X4 ウイルスである HIV-1NL432 および R5
ウイルスである HIV-1NLAD8 それぞれのプロ
ウイルスクローンに EGFP あるいは DsRed
蛍光レポーター遺伝子を組み込んだ。293T
細胞にこれら組換えプロウイルスクローン
をトランスフェクションして目的のウイル
スを調製した。 
（2）ex vivo での HIV-1 感染 
 ヒト末梢血から磁気分離法により CD4 陽
性 T 細胞を精製した後、spinoculation 法に
より HIV-1 感染を行った。 
（3）ヒト化マウスの作製 
 生後 2 日以内の NOD/SCID/Jak3 KO マウ
ス肝臓に、ヒト臍帯血由来造血幹細胞を移植
した。移植後 8 週目以降から末梢血を 1 ヶ月
毎定期的に末梢血を採取し、フローサイトメ
トリー解析によりヒト白血球の分化につい
て確認した。 
（4）ヒト化マウスへの HIV-1 感染 
 移植後 10週目以降のヒト化マウスに対し、
EGFPを組み込んだX4ウイルス（HIV-1NL-E）
あるいは DsRed を組み込んだ R5 ウイルス
（HIV-1AD8-D）をそれぞれ単独あるいは混在

（各ウイルスは p24 あたり 200ng）で経静脈
接種した。 
（5）血中ウイルス量の解析 
ヒト化マウスに HIV-1 を接種後、1 週毎に末
梢血を採取し、血漿中のウイルスゲノムRNA
を単離した。そして、この RNA サンプルを
用い、gag、egfp、あるいは dsred 遺伝子を
標的とした定量的 real-time RT-PCR 法によ
りウイルスのコピー数を同定した。 
（6）感染細胞の解析 
 HIV-1 接種ヒト化マウスの脾臓を採取し、
感染細胞の性状解析をフローサイトメトリ
ーにて行った。 
 
本研究は国立感染症研究所の動物実験委員
会ならびに医学研究倫理委員会の承認を受
け、その指針に従って実験を行った。 
 
４．研究成果 
（1）蛍光レポーターを有する組換え HIV-1
感染細胞の同定 
 これまで我々のグループでは、蛍光レポー
ターを有する組換え HIV-1 を用いることで、
フローサイトメトリーによる感染細胞の同
定が簡便に行えることを示した。また、異な
る蛍光レポータの組合せによる R5・X4 ウイ
ル ス の 同 時 感 染 解 析 系 も 確 立 さ れ た
（Yamamoto et al., 2009, PLoS Pathog.）。
本研究の更なる解析から、レポーターの蛍光
シグナル強度とウイルス産生量が関連する
こと、また、ウイルス複製を指標とした感染
細胞の同定においてはp24に対する細胞内染
色法と比較して簡便であり、かつ、高い信頼
性を示した（Terahara et al., 2012, Front. 
Microbiol.）。 
（2）ヒト化 NOD/SCID/Jak3 KO マウスの
HIV-1 感染モデルとしての評価 
 ヒト化マウスにおけるヒト CD4 陽性 T 細
胞の分化について解析した結果、時間経過と
ともに活性化メモリーフェノタイプを示す
亜集団の頻度が上昇することを認めた。そし
て、R5 ウイルスをヒト化マウスに接種して
その感染動態を解析した結果、CD4 陽性 T
細胞の活性化・分化進行レベルがウイルス複
製量に深く関連することが示された。つまり、
HIV-1感染モデルとしてヒト化マウスを使用
する場合、CD4 陽性 T 細胞の活性化・分化
進行レベルを考慮に入れる必要性があると
考えられた（Terahara et al., 2013, PLoS 
One）。また、X4 ウイルスについても同様に
解析した結果、ヒト化マウスは X4 ウイルス
に対しても感染性を有し、ナイーブフェノタ
イプを含む全ての CD4 陽性 T 細胞亜集団に
おいてウイルス感染細胞が検出された。しか
しながら、X4 ウイルスの血中ウイルス量は
R5 ウイルス感染ヒト化マウスにおけるそれ
と比較して 10-100 倍程度低かった（投稿準
備中）。 
（3）R5・X4 HIV-1 同時感染ヒト化マウスに
おける解析 



 まず、HIV-1 感染後 1 週目から 6 週目まで
の血中ウイルス量の経時的変動について解
析した結果、R5 ウイルスは 104 〜 107 
copies/ml の範囲で恒常的に検出されるのに
対し、X4 ウイルス量は R5 ウイルス量よりも
低く、しかもその検出は一過性であった。ヒ
ト化マウスに X4 ウイルスを単独で感染させ
た場合には、血中ウイルス量は低量ながらも
恒常的に検出されるため、R5・X4 同時感染
においては X4 ウイルスの感染伝播が R5 ウ
イルスにより抑制を受けていることが予想
された。そして、フローサイトメトリーによ
る細胞レベルでの解析を行ったところ、CD4
陽性T細胞の中でCCR5陽性亜集団における
X4 ウイルスの感染頻度が有意に低下してい
た。この CCR5 陽性亜集団は活性化メモリー
フェノタイプを示し、他の CD4 陽性 T 細胞
亜集団よりも高いウイルス複製能を示すこ
とが知られている。本結果は、感染急性期に
おける R5 ウイルスの優先的な感染伝播を裏
付けるものと考えられた。また、R5・X4 ウ
イルスそれぞれの潜伏感染リザーバーは異
なる CD4 陽性 T 細胞亜集団によって構築さ
れることが予想された（投稿準備中）。 
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