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研究成果の概要（和文）：HIV-1の個体内複製機構や病原性発現機構を解明するにはアカゲザル感染実験系を確
立することが極めて重要であり、研究代表者らは、アカゲザル個体内で充分良く増殖し持続感染から発症に至る
能力を備えたCCR5細胞指向性/アカゲザル指向性HIV-1（HIV-1rmt）の構築に取組んだ。その結果、アカゲザル細
胞においてベストの増殖性を示す既存のCXCR4細胞指向性HIV-1rmtと同等以上の複製能を持つ複数のCCR5細胞指
向性HIV-1rmtの構築に成功し、アクセサリー蛋白質の個体内機能を解析するためのアカゲザル個体感染実験へと
進展させることができた。

研究成果の概要（英文）：It is critically important to establish the rhesus/viral infection system to
 elucidate HIV-1 replication and pathogenicity in host individuals. We have made every effort to 
generate CCR5- and rhesus macaque-tropic HIV-1 (HIV-1rmt) clones that grow enough to cause 
persistent infection and finally induce AIDS. We have successfully obtained molecular HIV-1rmt 
clones that grow equally or better in rhesus cells relative to the best-growing CXCR4-tropic 
HIV-1rmt previously described. We thus have advanced to the rhesus-infection experiments to 
functionally analyze HIV-1 accessory proteins. 
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１．研究開始当初の背景 
HIV-1 の感染者数は、世界で 3-4 千万人に
のぼり、本邦でもその数は増加傾向にある。
抗エイズ薬の開発や多剤併用療法の確立に
よりエイズ患者の予後は劇的に改善された
が、薬剤耐性 HIV-1 の出現・伝播が新たな問
題となっている。さらに、近年の HIV-1 ワク
チン臨床試験の断念は、HIV-1 感染霊長類モ
デルの必要性とHIV-1の病原性発現機構の理
解に基づく新しい抗エイズ戦略の重要性を
改めて示した（Nature 453:439,2008 等）。
HIV-1 は宿主域が狭く実験用霊長類に感染し
ないため、サル細胞・個体で効率良く増殖し
病原性を示す HIV-1 の構築は、基礎および臨
床研究の進展に大きく貢献する。研究代表者
らは、サル細胞での増殖に必要な最小領域の
SIVmac239 由来配列を持つ HIV-1mt クローン
NL-DT5R を構築したが、SIVmac239 に比較す
ると、サル細胞およびサル個体内での増殖効
率が劣り、個体でのウイルス増殖は一過性で
病原性を示さなかった（Proc.Natl.Acad. 
Sci.USA.103:16959,2006；J.Virol.81: 11549, 
2007）。米国の研究グループが同時期に構築
したHIV-1mtも同様の結果であった（Science 
314:95,2006; Proc.Natl.Acad.Sci.USA. 
106:4425,2009; J. Virol. 85:3767,2011）。
これらの研究から、SIVmac239および HIV-1mt
のサル PBMC におけるウイルス増殖効率とサ
ル個体急性感染時のウイルス産生量とは非
常に良く相関することも明らかとなった。し
たがって、ウイルスが病原性を持つためには、
SIVmac239 のように急性感染時に個体内で効
率良く増殖しウイルスの多様性を増大させ、
個体の防御機構を一定程度回避し、一過性で
ない慢性のウイルス持続感染に移行する必
要があることが強く示唆された。これらを踏
まえ、研究代表者らはウイルスの細胞馴化に
よる改変と配列・構造情報に基づくウイルス
ゲノムの遺伝子工学的改変とを適宜組合わ
せ、NL-DT5R の改良を目指す実験を精力的か
つ持続的に行なった（Rev.Med.Virol. 18:261, 
2008; Retrovirology 6:70,2009; Microbes 
Infect.13:58,2011 ； Microbes Infect.15: 
319,2013; Microbes Infect 15:319,2013）。
その結果、僅かな変異導入の積み重ねによっ
て、サル PBMC やサル個体で比較的効率良く
増殖するウイルス（MN4Rh-3）を作製するこ
とができたが、これでもなおサル個体でのエ
イズ発症に繋がる持続感染化には至らなか
った（J.Gen.Virol.94:1318,2013）。しかし、
研究代表者らは、この MN4Rh-3 から HIV-1 の
宿主域（種特異性）を規定する既知の全ての
サル抗ウイルス因子（TRIMCyp/TRIM5蛋白
質、APOBEC3 蛋白質群及び Tetherin）に抵抗
性を示しアカゲザル PBMC で SIVmac239 と同
様に効率良く増殖する HIV-1mt クローン
MN4/LSDQgtu の 構 築 に 成 功 し た
（J.Virol.87:11447,2013）。MN4Rh-3 を用い
たサル感染実験の結果との比較から、
MN4/LSDQgtu はアカゲザル感染個体における

ピーク時にSIVmac239なみのウイルスロード
（107 RNA copies/mL in plasma）が見込ま
れる。したがって、少なくともウイルス感染
初期については MN4/LSDQgtu・アカゲザルの
モデルによる実験的解析が可能である。 
 研究代表者らが初めて構築した SHIV
（SIVmacをベースにenv遺伝子を中心とする
ウイルスゲノムの 3’領域が HIV-1 である組
換えウイルス）（J.Virol.65:3514,1991）が
端緒となり、SHIV を用いたアカゲザルモデル
研究が米国や日本で活発に行われている。ア
カゲザルに病原性を示す SHIV も構築され、
主としてEnv変異研究やワクチン等の抗ウイ
ルス療法の検証に精力的に用いられている。
SHIVはHIV-1遺伝子を僅かしか持たないため、
その使用目的は限局されている。しかし、ア
クセサリー蛋白質をコードするアクセサリ
ー遺伝子についてはHIV-1遺伝子で置換可能
で、病原性 SHIV を改変することにより個体
実験も可能となる。また、Env により決定さ
れる CXCR4/CCR5 細胞指向性は HIV-1 の生物
学を理解する上で極めて重要である。HIV-1
の持続感染や伝播には CCR5 指向性ウイルス
が中心的役割を果たすので、ヒトのエイズ病
態をより良く反映させるモデル構築のため
には CCR5 指向性のウイルスが必要とされる
ことが示されている（Cold Spring Harb. 
Perspect.Med.2:a007443,2012 等 ）。米国
NIH-NIAIDのMartin博士らはアカゲザルにエ
イズを発症させるCCR5指向性 SHIV分子クロ
ーン（SHIVAD8）の構築に成功し、精力的に
実験解析を続けているが（ Proc.Natl. 
Acad.Sci.USA.109:19769,2012）、研究代表者
はこのクローンの分与を受けた。SHIVAD8 は
本研究課題の重要な研究材料である。 
 
２．研究の目的 
HIV-1 は宿主域が狭く適切な動物モデルが
存在しない。HIV-1 のこの特性は、病原性発
現機構解明等の基礎研究や新規抗エイズ戦
略開発等の臨床応用研究の大きな障壁とな
っている。研究代表者らはこの課題の克服に
向け、ウイルス抑制細胞因子に抵抗性を示す
一連のサル細胞指向性 HIV-1（HIV-1mt）を作
製してきた。その結果、アカゲザル由来末梢
血単核細胞（PBMC）においてサル免疫不全ウ
イルス（SIV）のアカゲザル病原性標準株
（SIVmac239）と比肩できるレベルで増殖す
るアカゲザル指向性 HIV-1rmt クローン
（MN4/LSDQgtu）の構築に世界で初めて成功
した。本申請課題では、MN4/LSDQgtu を基に、
HIV-1 の個体内複製と病原性発現に必須であ
るアクセサリー蛋白質群（Vif、Vpr、Vpu 及
び Nef）の機能・活性及びそれらと宿主因子
との関わりについて、アカゲザル個体を用い
た総合的実験的解析を世界に先駆けて展開
する。 
 
３．研究の方法 
本研究では、アカゲザル PBMC で SIVmac239



レベルの増殖能を有する HIV-1rmt クローン
（MN4/LSDQgtu）とアカゲザル病原性 SHIV ク
ローン（SHIVAD8）を基に HIV-1 アクセサリ
ー蛋白質（Vif、Vpr、Vpu 及び Nef）の個体
内機能の解明に取組む。このために、まず、
MN4/LSDQgtuと SHIVAD8とから種々の置換体
や変異体を作製する。アカゲザル PBMC 等で
ウイルス学的解析を行なった後に、これらの
クローンの一部につきアカゲザル個体感染
実験を行う。並行して、アカゲザル細胞の抗
HIV-1 因子の遺伝子多型について解析する。
さらに、HIV-1 遺伝子の個体内変異性につい
て検証する。また、SIVmac239 Vif 及び Vpx
が HIV-1複製にもたらす効果についても解析
する。これらを総合して、HIV-1 の個体内複
製・存続・変異・進化や病原性発現における
アクセサリー蛋白質の役割の解明を目指す。 
 
４．研究成果 
HIV-1 は高度にヒトに特化したウイルスで
あり、アクセサリー蛋白質がこの特性を担っ
ている。したがって、HIV-1 の個体内複製機
構や病原性発現機構の解明、さらに、これら
に基づく抗 HIV-1 戦略の新規開発には、霊長
類感染実験系を確立するとともに、そのシス
テムを用いてアクセサリー蛋白質の機能解
析を行う必要がある。研究代表者らは、アカ
ゲザル個体内で充分良く増殖し持続感染か
ら発症に至る能力を備えたCCR5指向性/アカ
ゲザル指向性 HIV-1（HIV-1rmt）の構築に取
組んでいる。 
最終年度は、遺伝子工学的に構築した 4種
類の CCR5 指向性 HIV-1rmt クローンをアカゲ
ザル個体に単独あるいは混合感染させた。い
ずれの感染個体でもウイルス複製が確実に
観察されたが、CXCR4 指向性 HIV-1rmt の標準
クローンに比較すると、約 1/4 程度であり、
持続感染を個体で成立させるためには更な
る改善が必要であると考えられた。この実験
と並行して、文献的に最も優れた増殖能を持
つ CCR5 指向性 HIV-1rmt クローン（研究代表
者ら、2013）を比較対照とし、5種類の CCR5
指向性 HIV-1rmt クローンをアカゲザルリン
パ球細胞株M1.3Sに接種し長期培養を行った。
その結果、M1.3S 長期感染細胞から増殖能が
顕著に向上した2種類の分子ウイルスクロー
ンの取得に成功した。いずれも臨床分離株由
来の env 遺伝子を持つクローンである。この
他、親クローンより著しく増殖能の向上した
分子クローンが多数得られており、ウイルス
の多様性を確保しアカゲザルにおけるウイ
ルス増殖能、変異性、病原性発現能等を厳密
に検証するため、それぞれについて細胞レベ
ルで解析を進めている。これらの成果に基づ
き、アカゲザル末梢単核細胞での確認実験に
より適当なクローンを複数選択し、アクセサ
リー蛋白質変異体の構築、アカゲザル個体感
染実験へと進展させる。 
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