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研究成果の概要（和文）：　本研究の目的は、細胞ゲノムに組込まれたウイルスクロマチンをLacO/LacIシステムにて
標識し、ウイルス発現制御メカニズムを明らかにすることである。その第一段階として、ゲノム編集CRISPR/Cas9法を
用いたHIVプロウイルス改変技術を確立した。CRISPR/Cas9法を用いることでT細胞の潜伏HIVプロウイルスの改変が可能
であることを明らかにした。HIV LTRを標的とすることでウイルスプロモーターの不活性化、ならびに、プロウイルス
の抜き取りが可能であることを明らかにした。また、相同組替え修復経路を利用したCRISPR/Cas9法によりHIVプロウイ
ルス相同組替えにも成功した。

研究成果の概要（英文）：Aim of this study is to understand the chromosomal regulation for HIV expression. 
We planned to understand the spatial and chromosomal regulation of HIV provirus by using LacO/I system. To
 apply LacO/I system, Lac O repeat sequence must be inserted into HIV provirus in vivo. Therefore, we expl
ored the potential of CRISPR/Cas9 system to edit HIV-1 genome as the first step. We found that CRISPR/Cas9
 system efficiently cleaved and mutated HIV provirus in T cells, resulting in disturbing the expression. F
urthermore, we established a new method that induces precise mutation in HIV provirus through HDR repair p
athway using CRISPR/Cas9 system. It is suggested that these technologies enable to insert LacO repeat sequ
ence into HIV provirus and have a potential to discover chromosomal regulation of HIV gene expression. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 Human immunodeficiency virus（HIV）の
感染に起因する重症免疫不全症（エイズ）は、
抗 HIV 剤の併用療法（HAART）によりその発
症と病状進行を大幅に抑えることが可能と
なった。しかし、未だにウイルスの完全排除
は不可能である。HIV 感染初期に形成される
長期生存潜伏感染細胞がその原因であるが、
そのゲノム潜伏化決定機構は未だ多くのな
ぞにつつまれている。また、口唇ペルペスや
単純ヘルペス脳炎の原因となる Herpes 
simplex virus (HSV)に対してはウイルス DNA
合成阻害剤であるアシクロビルが有効であ
るが、神経節に生ずる潜伏感染型 HSV に対し
てはまったく無効であり、その完全除去は不
可能である。すなわち、ウイルスの潜伏化は
ウイルスが宿主の免疫機構から逃れる上で
も重要であり、そのメカニズムの解明はウイ
ルス感染症の治癒のためにはきわめて重要
な命題である 
 
２．研究の目的 
 
 細胞核内に侵入するウイルスゲノムDNAは、
クロマチンを形成し、細胞のクロマチン制御
機構によって不活性化される。一方、ウイル
スはそのような抑制機構を解除する機能も
有する(Paulus C, Rev Med Virol. 2010; 
Colin L, Retrovirology.2009)。すなわち、
ウイルスはその両機能を巧妙に使い分ける
事により、ウイルス複製とそれに続く潜伏感
染成立により生き残り戦略を獲得したと考
えられる。しかしながら、その複製と潜伏感
染がどのように決定されるのか、その詳細は
未だに不明な点が多い。そこで本申請研究で
は、外来ウイルスゲノムが核内においてどの
ようにしてクロマチンを形成するのか、そし
て、その新規に構築されたヌクレオソームは
如何に修飾されることで潜伏感染あるいは
活性化へ運命づけられるのかを明らかにす
る。この目的のために、新規に形成されるウ
イルスクロマチンを特異的に標識する実験
系を構築する。 
 
３．研究の方法 
 
 HIV プロウイルスクロマチンの標識には、
Lac オペレーター(O)/リプレッサー(I)シス
テムを用いる。細胞ゲノムに組込まれた HIV
プロウイルス内部配列に LacO 反復配列(256
コピー)を挿入する。そして、その細胞に蛍
光蛋白質 GFP と NLS を融合した Lac I 蛋白質
を導入することで、HIV プロウイルスクロマ
チンを標識する。 
ゲノム編集法(CRISPR/Cas9 法)を用いて HIV
プロウイルス内部配列に LacO 反復配列を挿
入する計画とした。そこで、CRISPR/Cas9 法
の HIVプロウイルス編集効果を検証するため
に、HIV LTR の TAR 領域を標的とする gRNA を

設計し、その HIV プロウイルス編集効果を検
証した。 
 
４．研究成果 
 
Tat依存性にEGFPを発現するレンチウイルス
ベクター(LTIG)を使ってプロウイルス細胞
を作製した。これらに NF-kB 結合部位あるい
は TAR 領域を標的とするガイド RNA 発現と
humanized Cas9 発現 DNA を導入したところ、
EGFP 発現率を効率良く抑制した(図 A,B)。シ
ークエンス解析より CD4 陽性 T 細胞である
Jurkat 細胞では、その標的部位の 70-80%に
おいて変異導入が確認された。 

非刺激状態ではGFP陰性であるが、TNF-alpha
処理によりほとんどすべてGFP陽性となる潜
伏感染 Jurkat クローン細胞に対しても、
CRISPR/Cas9の導入により60％以上の細胞に
おいて EGFP の発現は見られず、潜伏プロウ
イルスに対しても有用であった(図 C)。 

 

 

 



 
この LTR 標的 CRISPR/Cas9 システムは、その
転写活性抑制作用だけでなく、プロウイルス
DNA 数を明らかに減少させたことより、プロ
ウイルスの切り取り活性を有する事がわか
った(図 D)。 

 
以上の結果から、HIV プロウイルスはゲノム
編集法の標的となることが示された。そこで、
HIV プロウイルスを標的として、ゲノム編集
法を利用した相同組替えにより、HIV プロウ
イルスを任意の配列へ変換することが可能
かどうかを検証した。 
図 A に示した HIV モデルプロウイルスの GFP
領域標的とする gRNA を設計した。Cas9、GFP
標的 gRNA、と共に、プロウイルス相同配列を
両端に組込んだ mCherry 遺伝子 DNAを相同組
替え修復の鋳型 DNAとして HIV潜伏 T細胞に
導入した。その結果、GFP 発現潜伏 HIV プロ
ウイルスを mCherry 発現潜伏 HIVプロウイル
スへと改変することが出来た(図 E)。 
 

以上の結果は、ゲノム編集技術を用いること
でHIVプロウイルスを任意の配列へと変換可
能であることを示しており、現在、HIV プロ
ウイルスへの Lac O 反復配列の挿入実験を行
なっている。 
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