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研究成果の概要（和文）：HIVGKOを感染させたJurkat T細胞モデルを用いて潜伏感染細胞の遺伝子発現プロファ
イルをCAGE法により解析した。非感染細胞と比較し潜伏感染細胞で31種の遺伝子発現が低下したが、遺伝子発現
が増加した遺伝子は認めなかった。非感染細胞でSPP1とAPOEの発現が増加しており、shRNAを用いてこれらの遺
伝子がHIV感染を抑制することを示した。さらにmTOR経路の活性化が低い細胞で潜伏感染が多いことを発見し
た。以上より潜伏感染細胞の遺伝子発現は非感染細胞と差がないことが明らかとなり、感染する細胞の遺伝子発
現の状態が感染後のウイルス転写に影響を与えることが示された。

研究成果の概要（英文）：HIVGKO enables direct identification of both productively and latently 
HIV-infected cells. In this study, we deep sequenced CAGE tags in non-infected and latently and 
productively infected cells and compared their transcriptional profiles. We detected 31 down 
regulated genes in latently infected cells compared to those of noninfected cells. Among these, SPP1
 and APOE were downregulated in latently infected cells. SPP1 or APOE knockdown in Jurkat T cells 
increased susceptibility to HIVGKO infection, suggesting that they have antiviral properties. 
Components of the mTOR pathway were significantly up regulated in productively infected cells, 
suggesting that mTOR pathway activity plays a role in establishing the latent reservoir. These 
findings indicate that HIV entry and integration do not trigger unique transcriptional responses 
when infection becomes latent and that T cells cannot recognize the integrated HIV genome when 
infection remains latent. 

研究分野： ウイルス学

キーワード： HIV潜伏感染　トランスクリプトーム　CRISPRスクリーニング　mTOR経路
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研究成果の学術的意義や社会的意義
HIV感染症は抗ウイルス薬によりコントロール可能となったが、治療を中止すると再発してしまう。これはメモ
リーT細胞などのHIV潜伏感染細胞がウイルス蛋白を発現せず免疫による監視を生き残るためである。本研究では
HIV潜伏感染細胞の転写プロファイルを比較し、HIVゲノムがインテグレーションされた潜伏感染細胞に転写レベ
ルで非感染細胞との差がほとんどないことを示された。本細胞モデルを用いてさらに潜伏感染の分子機構を明ら
かにできれば潜伏感染細胞を標的とした治癒を目指すための新たな治療法につながると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

 HIV-1 感染症は多剤併用療法によりコントロール可能となったが、治療を中止する

とウイルス血症が再発してしまい治癒は得られない。これは静止期メモリーCD4 陽性 T
細胞などの HIV-1 潜伏感染細胞がウイルス蛋白を発現せず、長期に亘り免疫による監視

から生き残るためである。潜伏感染細胞を再活性化させ、ウイルス蛋白の発現によりア

ポトーシスするか、免疫で排除することにより治癒を目指す「 Shock and Kill 」が提唱さ

れ HDAC 阻害剤などの薬剤の治験が進んでいるが、未だ有効な治療法は確立していな

い。治癒を目指すにはこの潜伏感染のメカニズムを明らかにし、潜伏感染細胞を直接標

的とする治療の開発が必要である。 
 

２．研究の目的 

本研究では潜伏感染の分子メカニズムを明らかにするため、米国グラッドストーン

研究所 Eric Verdin 研究室で開発された二重蛍光 HIV モデル（HIVGKO）を用いた遺伝子

発現の解析を行った。HIVGKOを Jurkat T 細胞に感染させ、ウイルス産生性感染細胞、

潜伏感染細胞、非感染細胞を分離し、その遺伝子発現を CAGE 法により解析した。CAGE

法は理化学研究所で開発され、村川研究室で行われた。 

また分離した潜伏感染細胞を用いて CRISPR スクリーニングを行い、潜伏感染を維持

するために必要な遺伝子群を同定した。CRISPR スクリーニングは京都大学ウイルス再

生医科学研究所の遊佐研究室で行われた。 

 

３．研究の方法 

（１）HIVGKOの感染と潜伏感染細胞の分離と CAGE 解析 

 

HIVGKOを Jurkat T 細胞に感染させ、

GFP 陽性となるウイルス産生性感染細

胞、mKO2 陽性となる潜伏感染細胞、共

に陰性となる非感染細胞に分画しセル

ソーターを用いて分離する（右図）。 

 

各分画の total RNA を抽出し nAnTi-

CAGE プロトコルにより CAGE ライブラ

リを作成しイルミナ Next Seq 500 で

シークエンスし比較した。 

 

(２）潜伏感染細胞で発現低下が見られた遺伝子の機能解析 

 

CAGE seq の結果よりウイルス産生性感染細胞、潜伏感染細胞および非感染細胞の

遺伝子発現を比較した。有意に変動した遺伝子が潜伏感染の成立に関する影響を

調べるために、Tet-on shRNA 発現系を用いて標的遺伝子の発現を抑制した際の

HIVGKO感染への影響を Jurkat T 細胞および初代培養 CD4陽性 T細胞で検討した。 

 

(３）HIVGKO感染潜伏感染細胞由来潜伏感染細胞 JGLを用いた CRISPR スクリーニング 

 

HIVGKOを感染させ、mKO2単独陽性となる潜伏感染細胞（JGL）をセルソーターで分

離する。JGLに Cas9 および CRISPR ライブラリを導入し、再活性化を意味する GFP

陽性細胞分画を再度セルソーターで分離した。ライブラリ導入直後とのガイド

RNA のコピー数を次世代シークエンスで比較しノックアウトにより再活性化を誘

導する遺伝子の同定を試みた。 

 

 



 

 

４．研究成果 

(１）HIVGKOの感染と潜伏感染細胞の分離と CAGE 解析 

 

各分画より 7500万 CAGE タグをそれぞれシークエンスし発現を比較した。感染前の

細胞に比較しウイルス産生感染細胞ではおよそ 7000、潜伏感染細胞および非感染

細胞では 2000 の遺伝子発現に差が見られ、ウイルス産生感染細胞では T 細胞活性

化およびアポトーシス関連遺伝子群での発現に差が見られた。一方、潜伏感染細胞

と非感染細胞での遺伝子発現には 33 遺伝子でのみ差が見られ、潜伏感染細胞で発

現が上昇した遺伝子は見られなかった。 

 

(２）潜伏感染細胞で発現低下が見られた遺伝子の機能解析 

 

潜伏感染細胞で発現低下みられた遺伝子のうち SPP1 と APOE に注目し、Tet-On 

shRNA を用いて遺伝子発現を抑制した際の HIVGKOの感染効率を評価した。Jurkat T

細胞と初代培養 CD4陽性T細胞を用いた実験でSPP1および APOEノックダウンによ

り HIVGKOの感染が増加することによりこれらの遺伝子が抗 HIV 効果を持つことが示

唆された。さらに 3 群のうち潜伏感染細胞でのみ発現が低下した RPS6 に注目し、

RPS6 のノックダウンを行ったところ潜伏感染細胞の割合が減少し、ウイルス産生

性感染細胞の割合が増加することがわかり RPS6 ノックダウンによるフィードバッ

クで mTOR経路の活性化が起こっていることが起因していると考えらえた。mTOR経

路のりん酸化酵素阻害剤で潜伏感染細胞分画が増加することが確認された。 

 

(３）HIVGKO感染潜伏感染細胞由来潜伏感染細胞 JGLを用いた CRISPR スクリーニング 

 

本研究期間中に明らかにできなかったがこの方法を用いて、ノックアウトにより潜

伏感染細胞の再活性化を促す可能性のある４遺伝子を同定した（未発表データ）。 
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