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研究成果の概要（和文）：細胞融合を用いたHIVの細胞指向性決定系（DSP-Pheno）の樹立に成功した。細胞融合の検出
には緑色蛍光タンパク質（GFP）とルシフェラーゼ（RL）を基にした２重分割タンパク質（Dual split protein: DSP）
を用い、蛍光顕微鏡によるGFPおよびルミノメーターによるRLの２種類で判定可能である。DSP-Phenoは迅速で簡便で、
細胞培養は必要だが、感染性ウイルスを使用することなく細胞指向性を決定可能である。今後、これまでに使用されて
いる細胞指向性試験との比較などのさらなる解析が必要であるが、DSP-PhenoはHIVの細胞指向性の決定に今後非常に有
用な実験手技となる。

研究成果の概要（英文）：We developed a novel HIV-1 phenotypic tropism assay (DSP-Pheno) based on the cell 
fusion. We employed dual split protein (DSP) composed of split green fluorescent protein (GFP) and split r
enilla luciferase (RL) as a marker for cell fusion. Equipped with two-way reporter system, RL and GFP, DSP
-Pheno is a sensitive test with short turnaround time. Although maintenance of cell lines and laboratory e
quipment is necessary, it provides a safe assay system without infectious viruses. With further validation
 against other conventional analyses, DSP-Pheno may prove to be a useful laboratory tool.
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１．研究開始当初の背景 
（１）ヒト免疫不全ウイルス（Human 
Immunodeficiency virus type I: HIV）はウ
イルス表面の糖タンパク質である Envと、標
的細胞上の CD4 およびケモカインレセプタ
ー（CCR5 または CXCR4）が結合すること
で膜融合が起こり細胞へ感染する。感染に
CD4とCCR5を使うウイルスをR5ウイルス、
CD4と CXCR4を使うウイルスを X4ウイル
スと呼ぶ。このケモカインレセプターの使い
分けを HIV の細胞指向性（トロピズム）と
呼ぶ。HIVの感染初期は 95%以上の感染者で
R5 ウイルスだけが増殖し絶対優勢な増殖を
示すのだが、X4 ウイルスが出現すると免疫
状態の指標である CD4 細胞数が急激に減少
し免疫不全が加速されることが知られてい
る。HIV の細胞指向性は HIV 感染者の病体
進行と関連するがその詳細な機序は明らか
にされていない。また HIV の治療薬として
CCR5 に結合し R5 ウイルスの増殖を阻害す
る CCR5阻害薬（Maraviroc）が製造認証を
受けて実際の治療に使用可能である。
Maraviroc は X4 ウイルスに効果を示さない
ため、服薬に際しては事前の細胞指向性測定
が義務づけられている。このように細胞指向
性の解析は HIV 感染症を理解する上でも、
臨床的にも重要なテーマである。 
（２）これまでの細胞指向性決定系のゴール
ドスタンダードは一段感染による組換え
HIVを作製し、ルシフェラーゼの活性により
細胞指向性を決定する方法（Trofile）で、米
国のモノグラム社が独占的に商業的試験を
おこなって来た。日本からも米国まで検体を
送る必要があり、結果を得るのに１-2ヶ月の
期間が必要というのは大きな障壁であった。
現在はシークエンスで解析した核酸配列を
アミノ酸に変換し、アルゴリズムを用いて細
胞 指 向 性 を 推 測 す る と い う 方 法
（ Geno2Pheno）も使用されている。
Geno2Phenoは全 env遺伝子 2570塩基中細
胞指向性の決定に重要な 105塩基（V3領域）
を用いてアルゴリズムにより細胞指向性を
推測するが、V3 領域以外にも細胞指向性に
関与するアミノ酸が多数報告されており、そ
のため推測感度は約 60％と低くトロピズム
を正確に判断する事は困難である。従って、
上記問題を解決する為にも迅速で簡便な細
胞指向性の決定系の確立が必要である。 
 
２．研究の目的 
 申請者らは独自に開発した２重分割タン
パク質（DSP）と細胞融合を用いた HIV の
細胞指向性試験（DSP-Pheno）を用いて、以
下の点を明らかにすることを目的とする。 
（１）特異性の検討：HIV の実験株（R5 ウ
イルスとしてBaL、X4ウイルスとしてNL4-3、
Dual ウイルスとして SF2 ）を用いて
DSP-Pheno の結果をこれまでの細胞指向性
の結果と比較する。 
（２）薬剤による阻害実験：CCR5 阻害薬

（Maraviroc）、CXCR4阻害薬（AMD3100）
を用いて特異的に阻害が見られるのかを調
べる。 
（３）感度の検討：微少集団がどの程度の割
合混在していれば、シグナルが検出可能かを
調べる。 
（４）臨床検体（HIV感染者の血漿）から分
離したウイルス RNA を用いて、env 遺伝子
の増幅が可能か、またその env遺伝子を発現
ベクターへクローニングし、細胞指向性が決
定可能かを調べる。 
（５）これまで米国のゴールドスタンダード
となっている組換え HIV を用いた細胞指向
性決定系と同様のシュードウイルスアッセ
イおよび、臨床現場でも利用が開始された塩
基配列を用いた Geno2Pheno の結果と比較
を行い、新規細胞指向性決定系で得られた結
果の妥当性を証明する。 
（６）HIV 感染者由来の増幅した Env 遺伝
子のクローニングを行ない、（４）で得られ
た結果を詳細に解析する。 
 
３．研究の方法 
 申請者らは、DSPを用いた迅速で簡便な細
胞指向性決定系の構築を行った。この測定系
は緑色蛍光タンパク質（GFP）およびルシフ
ェラーゼの構造学的特性を考慮して 7対 3に
分割した分割蛍光タンパク質(DSP1-7 および
DSP8-11)を用いた。どちらも一方のみで存在
する場合には GFP の蛍光およびルシフェラ
ーゼの活性を示さないが、両者を共発現させ
ることでDSP1-7およびDSP8-11は自己会合し
GFP およびルシフェラーゼの活性が復活す
る。この特性を利用し、レセプター発現細胞
として CD4 および CCR5 発現 NP2 細胞
（N4R5）又は CD4および CXCR4発現 NP2
細胞（N4X4）にそれぞれに DSP1-7をレンチ
ウイルスベクターにより導入を行ない、薬剤
選択下で恒常的に DSP1-7 を高発現した細胞
株 N4R5-DSP1-7、N4X4-DSP1-7を樹立した。
一方、Env発現細胞として293細胞にDSP8-11

および HIV-1 Env タンパク質を発現させる
ベクター（pRE11-env）を構築した。実際の
実験では 24 穴プレートに培養してある 293
細胞に pRE11-envを transfectionし、48時
間後に PBSにて細胞を懸濁し、96穴プレー
ト で 培 養 し て い る N4R5-DSP1-7 、
N4X4-DSP1-7と共培養を行ない、６時間後に
蛍光顕微鏡にて GFP をルミノメーターにて
ルシフェラーゼのシグナルを検出した。 
（１）特異性の検討：特異性を確認する為に
実験室株である BaL (R5)、NL4-3 (X4 株)、
SF2 (Dual)をそれぞれ Env 発現ベクターであ
るpRE11にクローニングを行ない、pRE11-BaL、
pRE11-NL4-3、pRE11-SF2 を作製した。 
（２）薬剤による阻害実験：Maraviroc、
AMD3100 は最終濃度 2μM となるように
N4R5-DSP1-7、N4X4-DSP1-7 へ添加し、90
分後に 293 細胞と共培養を行なった。薬剤な
しと比較し 50%以上のシグナルの減少があっ



た場合に阻害ありと判定した。 
（３）感度の検討：R5 ウイルスの Env を発現
する pRE11-BaL と X4 ウイルスの Env を発現
する pRE11-NL4-3 を 100%-0%、99%-1%、、、、
1%-99%、0%-100%という様に段階的に混合し、
それらを用いてそれぞれの集団が 0%の時と
比べ統計的に優位にシグナルが検出できる
かを検討した。 
（４）(６）臨床検体：東京大学医科学研究
所感染免疫内科を受診し、同意が得られた患
者 142 例の血漿から HIV RNA を抽出し逆転写
反応により cDNA を作製した。cDNA を
Nested-PCR により env 遺伝子を増幅し、制限
酵素処理、ゲルからの抽出後、pRE11 ベクタ
ーへ Ligation を行なった。その後、大腸菌
へ導入し、コロニーを集め plasmid 抽出した
ものを Bulk（集団）、1 個のコロニーから
plasmid 抽出したものをクローンとして解析
を行なった。 
（５）組換え HIV の作製：pRE11-env と env
遺伝子を欠損しルシフェラーゼを導入した
HIV ベクターを 293 細胞に co-transfection
を行い48時間後に細胞上清をN4R5-DSP1-7、
N4X4-DSP1-7へ加え、感染後 48 時間でルシ
フェラーゼの活性を測定した。 
Geno2Pheno:V3 遺伝子の配列をシークエンス
に よ り 解 析 し 、
http://coreceptor.bioinf.mpi-inf.mpg.de 
により細胞指向性を予測した。Cut-off（FPR）
は 10%として解析を行なった。 
 
４．研究成果 
（１）特異性の検討：HIV 実験室株である BaL
（R5）、NL4-3（X4）、SF2（Dual）を用いて特
異性を調べたところ、これまでに複数のグル
ープから発表されている細胞指向性の結果
と完全に一致した細胞からGFPおよびルシフ
ェラーゼのシグナルが観察され、結果は完全
に一致した。また特異的でない細胞からのシ
グナル（バックグラウンド）は非常に弱く非
特異的細胞融合がないことが明らかとなっ
た。 
（２）薬剤による阻害実験：ルシフェラーゼ
の活性においてMaravirocを用いた場合には
BaL で 83%の阻害、AMD3100 を用いた場合には
NL4-3 で 81%の阻害が見られた。顕微鏡で GFP
を観察した場合にも同様の蛍光が見られ、得
られたシグナルは CCR5 もしくは CXCR4 特異
的に細胞融合がおこっていることが確認さ
れた。また、DSP-Pheno assay は細胞膜融合
阻害薬のスクリーニングなどにも使用可能
である事が示唆された。 
（３）感度の検討：X4（NL4-3）と R5（BaL）
を混合して検出感度を測定した。ルシフェラ
ーゼにおいて R5 では 5%、X4 では 0.3%の微少
集団が混合されていた場合にバックグラウ
ンドと比べて統計的にシグナルを検出可能
であった。また顕微鏡で GFP を確認する場合
にはそれ以下のものでも検出できる可能性
が示唆された。 

（４）臨床検体：HIV 感染者 126 例の血漿か
らウイルス RNA を分離し、Env 遺伝子の増幅
を行ない、発現ベクターへのクローニングを
行なった。全ての検体において細胞指向性の
決定が可能であった。日本で流行しているサ
ブタイプ B（126 例）に加えて、サブタイプ B
以外（16 例：サブタイプ A、サブタイプ C、
CRF-01AE）についても解析可能である事が明
らかとなった。サブタイプ Bの 126 例は Bulk
の解析において R5 指向性：68 例、X4 指向性：
0例、Dual 指向性：58 例であった。サブタイ
プ B以外の症例では R5 指向性：14 例、X4 指
向性：0 例、Dual 指向性：2 例であった。ど
ちらも X4 指向性のみに感染している症例は
見られなかった。 
（５）DSP-Pheno assay で判定した R5 と X4
を Geno2Pheno で比較を行なうと、R5 に比べ
X4 と判定された Env は FPR 値が低くなり、２
つのアッセイの結果の傾向は一致した。シュ
ードウイルスを用いた結果では R5 細胞の結
果は DSP-Pheno assay と完全に一致した。し
かし、X4 細胞においては DSP-Pheno assay で
X4 細胞陽性となっても、ウイルスを用いたア
ッセイでは X4 細胞が陰性になる検体があっ
た。この原因を調べる為にクローニングを行
ない解析を行なった。 
（６）クローンを用いた場合でも、DSP-Pheno 
assay で X4 細胞陽性となっても、ウイルスを
用いたアッセイではX4細胞が陰性になるEnv
が存在する事が明らかになった。またこの
Env は AMD3100 で特異的に阻害することが可
能な事からCXCR4特異的細胞融合によるシグ
ナルである事が確認された。 
 今後、今回見られた細胞融合および、ウイ
ルスによる膜融合の結果の違いが、何に起因
するものなのかを調べる為に、さらなる詳細
な解析が必要である。 
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