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研究成果の概要（和文）：エイズワクチンや治療法の開発を加速するために、HIV-1感受性のラット動物モデルは有用
である。我々は既にヒトCD4/CCR5/CyclinT1/CRM1遺伝子を導入したラットのマクロファージにHIV-1が効率よく感染で
きる事を示している。本研究では、さらにCyclophilinAとApobec3をノックアウトする事によってHIV-1がラットT細胞
で増殖できるようになる事を見いだした。

研究成果の概要（英文）：To accelerate development of anti HIV-1 vaccine and therapeutics, a rat HIV-1 
infection model is useful. We have already found macrophages of rats that express human CD4, CCR5, 
CyclinT1 and CRM1 genes are efficiently infected with HIV-1. Here we show that the rat T cells whose 
CyclophilinA and Apobec3 genes are knocked out allow HIV-1 propagation.

研究分野： ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 
 エイズウイルス(HIV-1)の感染の拡大は続
いており、２０１１年の世界での新規感染者
は２５０万人に及ぶ。東南アジア・インド・
中国で感染が急拡大しており、日本への
HIV-1 の侵入へとつながっている。感染の拡
大阻止の最良の方法はワクチンであるが、決
定的なものは未だ開発されていない。他の感
染阻止法として抗エイズ薬(HART)の感染前
使用(PrEP)が提唱されているが、完全でない
（阻止率 44-73%）。また、HART で感染者体
内のウイルス量を減少させることにより、感
染防止が可能であることが示されたが、感染
に気付いていない HIV-1 感染者が主要感染
源であることを忘れてはならない。 
 ワクチン開発が遅々としている理由の一
つとして、HIV-1 の宿主域がヒトとチンパン
ジーに限られているために、ワクチンの有効
性を検証すべき動物感染モデルがないこと
が挙げられる。そこで、猿エイズウイルス
(SIV)用ワクチンの感染防御能を赤毛猿で検
証し、その HIV 版で臨床試験に臨むやり方
が行われている。しかし、赤毛猿は世界的に
不足しており入手が難しく、かつ１頭当たり
100-200 万円が必要である。さらに、感染猿
を P2/P3 レベルで飼育できる施設に限りが
ある。そこで、感染小動物モデルの開発が期
待されている。実際、ヒトの臍帯血由来血液
幹細胞を移植した免疫不全マウスが感染モ
デルとして使用されている。しかし、この系
では HIV-1 が増殖できるにも関わらず、免疫
がほとんど誘導されないためにワクチンの
検定系とはなり得ない。また、ヒト胎児の肝
臓と胸腺、血液幹細胞を移植する BLT マウ
スが作成されているが、抗体誘導能が完全で
なく、かつ、倫理上の観点から日本では承認
されていない。 
 我々は，ラットを改良する事によって感染
モデルとする事を試みている。少し HIV-1 の
感染を許し、近交系が確立され、発生工学の
利用できるラットは良い感染動物モデルに
改良できる可能性を持つからである。既に，
ラットで HIV-1 の増殖を促す因子として
Tat(HIV-1 の転写因子)のコファクターのヒ
ト CyclinT1 と、Rev(HIV-1 の RNA 輸送因
子)のコファクターCRM1 を同定し、それら
を発現する hCycT1/CRM1 発現トランスジ
ェニック(Tg)ラットを作成した。この Tg ラ
ット由来の primary マクロファージに VSV 
G蛋白質でコートしたHIV-1は効率よく感染
し、かつ、ヒトマクロファージの約 1/10-1/3
量の感染性の子孫ウイルスを生産した。Tg
ラット CD4+ T 細胞に HIV-1 ゲノムをエレ
クトロポーレーション法で導入すると、野生
型ラット T 細胞の 100-1000 倍量の感染性子
孫ウイルスが生産された。ヒト CD4+ T 細胞
の約 1/10 量であった。ついで、受容体である
ヒト CD4/CCR5/CXCR4 発現 Tg ラットと掛
け合わせることにより、５重 Tg ラットを作
成し、primary マクロファージに HIV-1 は

効率よく感染することを確認した。しかし、
primary T 細胞経への感染効率が低いことが
分った。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、ラット CD4+ T 細胞への
感染効率と子孫ウイルスの生産量をさらに
上昇させる方法を開発し、HIV-1 感染ラット
モデルを作製することである。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞の調整：ラット primary CD4+ T

細胞はヒト CD4/CCR5/CXCR4/CycT1/ 
CRM1 発現 Tg ラットの脾臓細胞からガラ
スウールとマグネティックビーズを用い
て分離した。抗 CD3/CD28 抗体によって T
細胞を活性化し、RPMI, 20% FCS, 0.1% 
ME, 1/00 NaPyruvate, 1/100 非必須アミ
ノ酸培地で培養した。ラット T 細胞株
FPM1, Nb2, C58NTD と皮下細胞株
FPMsvをRPMI, 10% FCS, 0.1% ME下で
培養した。レトロベクターを用いてヒト
CD4/CCR5/CycT1/CCR5 を発現させ、各
種選択抗生物質存在下で培養した。ヒト
primary CD4+ T 細胞は PBMC からマグ
ネティックビーズを用いて分離し、PHA
で活性化後、IL-2 を含む RPMI, 10% FCS
中で培養した。ヒト CD4+ T 細胞株
Molt4CCR5 は RPMI, 10% FCS 、
100ug/ml G418 中で培養した。 

(2) ラット cyclophilinA(CypA)のノックダウ
ン(KD)： CypA KD 用 shRNA 配列搭載レ
ンチベクター(pPRIME)を構築して、ラッ
ト T 細胞株に transduce した。 

(3) ラット Bst2, Apobec3, インターフェロ
ン A 受容体(IFNAR), インターフェロン L
受容体（IFNLR）のノックアウト(KO):レ
ンチベクター(Lenti-CRISPR)又は pX330 
A/S の系を用いた。 

(4) HIV-1 の調整：AD8-E (GFP 遺伝子をゲ
ノム 3’領域に有しており、感染すると GFP
を発現する。国立感染研横田恭子博士より
分与)などの HIV-1 は全て全長クローンを
293T 細胞にトランスフェクションする事
により調整した。サイクロスポリン
A(CSA) 結 合 領 域 の 変 異 株 G89V と
V89P/H87Q/I91N/M96I(４点変異株 )を
AD8-E を ベ ー ス に 通 常 の in vitro 
mutagenesis 法によって作製した。ラット
IRF7 優勢阻害遺伝子含有 AD8 は AD8-E
の GFP 遺伝子を IRF7 優勢阻害遺伝子に
置き換える事によって構築した。 

(5) HIV-1 の感染効率の測定：0.5~1 x105 細
胞に 1~2.5 x 104 TCID50 HIV-1 を加えて
37C 一晩保温し、翌日 HIV-1 の特異的感
染阻害物質 5uM maraviroc を加えて２次
感染を阻害し、さらに翌日 FACScalibur
を用いて GFP+細胞の割合を計測した。 

(6) HIV-1 の増殖効率の測定：上記と同様に
感染後、３回培地で細胞を洗浄し、３日培



養した。培養上清を回収し p24 ELISA kit
によってウイルスの生産量を、TZM-bl 細
胞を用いて感染価を測定した。 

 
４．研究成果 
(1) HIV-1 感染効率への CypA 阻害の効果：

Tg ラット由来の primary CD4+ T 細胞
に,CypA 阻害剤である CSA 又は免疫抑制
効果のない NIM811 存在下で AD8-E を感
染させて、感染効率への効果を調べたとこ
ろ、CSA では３倍、NIM811 では９倍効
率の上昇が見られ、ヒト CD4+ T 細胞の約
半分の効率まで上昇した (下図参照)。 

 

 
 さらに詳細に解析するために、primary 
T 細胞と同様の挙動を示すラット T 細胞株
を探した。Nb2, C58NTD, FPM1 の中で、
FPM1 が CSA と NIM811 存在下で HIV-1
の感染を上昇させた。ヒト CD4+T 細胞株
Molt4CCR5 と比較したところ、薬剤非存
在下では 1/200 の感染効率しかなかったが、
CSA存在下では 1/8まで上昇した。そこで、
CSA の標的である CypA をノックダウン
したところ同様に Molt4CCR8 の 1/8 の効
率で HIV-1 を感染させた(下図参照)。 

 

 
 次いで、CypA 結合部位の変異 HIV-1 を
２種類(G89V, ４点変異株)作製して感染さ
せたが、効率の上昇は見られなかった。 

 

(2) ラット細胞における HIV-1 の増殖の増
強：CSA 存在下で感染させても FMP1 由
来のHIV-1の産生量はMolt4CCR5由来の
HIV-1 の数百分の１であり、かつ感染性が
なかった。そこで、増殖効率を高めるため
に、I と III 型インターフェロンの受容体
である IFNAR と IFNLR 遺伝子を
CRISPR/Cas9 の系を用いてノックアウト
した。先ずは実験のし易い皮下細胞である
FPMsv を用いて行った。しかし、これら
の遺伝子 KO による増強効果はなかった。
さらに、インターフェロンの誘導を阻害す
るために、転写因子 IRF7 の優勢阻害因子
を組み込んだ HIV-1 を作製したが、ウイル
ス生産は増強しなかった。ついで、子孫
HIV-1 の細胞からの遊離の阻害因子とし
ていられている Bst2 遺伝子を KO したと
ころ 2~3 倍の上昇が見られた（下図参照）。 

 

 
 次いで、CD4/CCR5/CyT1/CRM1 発現ラ
ット T 細胞 (FPM1h45T1) の Bst2 と
Apobec3 遺伝子を KO して、CSA 存在下
で AD8-E を感染させたところ、Bst2 と
Apobec3の二重KO細胞で数倍ウイルスの
増殖が見られ、かつ感染性であった。さら
に、子孫ウイルスが FPM1 に再感染してい
ると考えられた。他方 Bst2 単独 KO 細胞
での増殖の増強は明確ではなかった。 

 
(3) 結論：  FPM1h45T1 の CyclophilinA, 

Apobec3 遺伝子を KO すれば HIV-1 が一
定程度増えうる事が示めされた。Bst2 遺
伝子に関してはさらに検討を要する。今後、
このKO細胞でHIV-1を継代して馴化する
事によってラット指向性の HIV-1 を選択
し、上記遺伝子 KO ラットを作製する事
によって HIV-1 感染ラットモデルが作
製できると考えられる。なお、上記遺伝
子KOマウスは生存できる事が既に報告
されている。 
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