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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、臨床上問題となっている潜伏感染細胞に着目し、再活性化潜伏感染
細胞からの感染伝播における抗HIV薬の活性評価を行った。潜伏感染モデル細胞は、複製可能な蛍光HIVの感染性
クローンをJurkat細胞に導入して樹立した。BRD4阻害剤であるJQ-1によりT細胞活性化を伴わない再活性化が認
められ、同時に感染性HIVの産生が認められた。再活性化潜伏感染モデル細胞をドナーとした細胞間感染では、
核酸系逆転写酵素阻害薬の活性低下が顕著であった。しかしながら、プロテアーゼ阻害薬や非核酸系逆転写酵素
阻害薬は、再活性化潜伏感染細胞からの感染拡大に対して有効性を示した。

研究成果の概要（英文）：HIV-1 infects target cells more efficiently via the cell-to-cell route, 
compared to the cell-free route. We have developed an assay system, which enabled the precise 
evaluation of virus infection. Using this system, we revealed that several anti-HIV drugs showed a 
decreased level of activity in the cell-to-cell pathway. In order to gain deeper insight into their 
importance on latently-infected cells, we established latent HIV-1-infected cells, which can produce
 replication-competent viruses upon reactivation. Among several agents, we tested JQ-1, a BRD4 
inhibitor, which efficiently reactivated and induced HIV-1 production from the cells. Moreover, we 
observed that HIV-1 transmission from reactivated cells to uninfected target cells was less 
susceptible to antiviral drugs such as the ones targeting reverse transcription. These observations 
indicate that the infection pathway is one of the important factors controlling the expansion of 
infection from latent infected cells.

研究分野： ウイルス感染症

キーワード： HIV
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１．研究開始当初の背景 

ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス （ human 

immunodeficiency virus: HIV）が主標的細

胞である CD4陽性 Tリンパ球へ感染する様式

は、細胞外環境中の遊離ウイルス粒子が関与

するセルフリー感染系と、ウイルスシナプス

形成を特徴とする細胞-細胞間でのウイルス

伝搬による細胞間感染系に大別される。

HIV-1 の感染効率は両経路間で異なり、細胞

間感染系ではより多くのウイルス粒子が標

的細胞に伝搬される。近年、細胞間感染系に

おいては、抗 HIV 薬存在下でのウイルス複製

が報告され、これが間欠的なウイルス産生の

主体である可能性が示唆されている。 

 一方で、HIV 感染者におけるウイルス複製

の持続的コントロールが高活性抗HIV薬によ

り可能となったが、潜伏感染細胞が体内に生

存し続ける限り、終生にわたる服薬が必要で

ある。この潜伏感染細胞を体内から排除する

ために、潜伏感染細胞を種々の薬剤で再活性

化し、細胞変性効果あるいは CTL による排除

を介してリザーバーサイズを減少させる目

的で、近年様々な手段が検討されているが、

未だに効果的な方法は未確立である。しかし

ながら、再活性化に伴う感染性ウイルスの産

生も当然起こりうることから、再活性化潜伏

感染細胞からの感染伝播についても留意す

る必要がある。 

 
２．研究の目的 

本研究課題では、HIV の感染経路の違いが薬

剤感受性やウイルス感染動態に与える影響

を主眼に解析を行い、得られた成果からレト

ロウイルスの感染・複製機構の詳細な解明を

図る。 

 また、潜伏感染細胞の効率的な再活性化刺

激とそのメカニズム、また、再活性化時にお

ける感染伝播に対してウイルス感染経路の

役割を明らかにするとともに、それに対して

有効な薬剤を明らかにする。 

 
３．研究の方法 

ウイルス感染経路別のHIV感染率の評価はこ

れまでに確立した手法に従って行った。すな

わち、セルフリー感染では、ウイルス粒子を

標的細胞である MT-4 細胞に感染させ、48 時

間後にフローサイトメーターによりマーカ

ータンパク質（blue fluorescent protein: 

BFP）の発現率を定量した。細胞間感染では、

T細胞株であるJurkat細胞に感染性クローン

を導入し、MT-4 細胞と共培養し、30 時間後

に標的細胞中の BFP 発現率を定量した。 

 HIV 潜伏感染モデル細胞は、BFP 遺伝子を

有する複製可能な HIV-1 感染性クローンを

Jurkat 細胞に導入し、限外希釈法により樹立

した。 

 プロウイルスの解析については、インバー

スPCRおよびシークエンスにより組込み部位

の同定を行った。リアルタイム Alu-PCR によ

りコピー数の定量を行った。 

 潜伏感染細胞を用いた細胞間感染系の評

価は、再活性化時および MT-4 細胞との共培

養時に抗HIV薬を加え、標的細胞におけるBFP

発現率をもって、感染伝播能とした。 

 潜伏感染細胞の再活性化は、各種薬剤を所

定の濃度で 24時間あるいは 48時間反応させ

た後、フローサイトメトリーによるマーカー

タンパク質の発現、ウイルス抗原に対する

ELISA、あるいはレポーター細胞による感染

性ウイルス粒子の産生能をそれぞれ定量し、

再活性化の程度を評価した。 

 

４．研究成果 

我々は、セルフリー感染と細胞間感染を区別

してHIV-1の感染率を定量可能な系をすでに

樹立している。この評価系を用いて解析した

結果、吸着、融合、逆転写、ならびにインテ

グレーションの各複製ステップを標的とす

る抗 HIV 薬は、セルフリー感染と比べて、急

性感染の細胞間感染において低活性を示し

ており、特に、核酸系逆転写酵素阻害薬にお

いてこの現象は顕著であった。この結果から、

HIV-1 の感染経路は、薬剤耐性変異と同様に、

抗HIV薬の感受性に影響を及ぼす因子の一つ

であることを明らかにした。 

 そこで、感染経路の違いにおける感染動態

をより詳細に解析するために、エンベロープ

遺伝子欠損感染性クローンとエンベロープ

発現ベクターを様々な割合で導入した細胞

をドナーとし、ターゲット細胞への感染伝達



能を比較した。その結果、セルフリー感染系

ならびに細胞間感染系において、エンベロー

プ発現ベクターの増量に伴い感染伝達能は

一過的に亢進し、さらに増量させていくと逆

に感染伝達能は減弱した。また、両感染経路

の感染効率における最適エンベロープ量を

比較すると、細胞間感染系では、より少ない

エンベロープ量で十分な感染を引き起こし

た。 

 つづいて、これらの現象を現在臨床上問題

となっている潜伏感染細胞で評価するため、

潜伏感染モデル細胞を樹立した。多数の得ら

れたクローンの中には、TNF-α刺激により、

マーカータンパク質であるBFPを発現するが

感染性ウイルスの産生を伴わないものや、

BFP 発現と共にウイルスを産生するものがあ

った。また BFP 発現の強度はクローン間で多

様であった。これはおそらくウイルス遺伝子

の組み込み部位の違いや、逆転写反応時にお

けるHIV遺伝子の欠損などが原因と考えられ

る。従って、今回樹立した HIV-1 潜伏感染モ

デル細胞のクローンの中から、定常状態では

低 BFP 発現強度（潜伏状態）でありながら、

TNF-αの刺激によりその発現が強く誘導さ

れ、かつ感染性ウイルス粒子の産生を引き起

こす（再活性化状態）クローンを選抜して評

価系を構築した。解析に用いた潜伏感染モデ

ル細胞クローン BH11 は、インバース PCR 法

および定量 PCR 法により、1 コピーのプロウ

イルスを有していた。 

 続いて、HIV-1 潜伏感染モデル細胞を用い

て、種々の再活性化試薬の効果を検討した。

PMA/イオノマイシン処理では、約 7割の細胞

で BFP の発現が誘導されたが、同時に T細胞

活性化の指標である CD69 分子の発現もすべ

ての細胞において認められた。一方で、ブロ

モドメインタンパク質 BRD4 阻害剤である

JQ-1 では、T細胞活性化を伴わない効果的な

BFP 発現誘導が約 3 割の細胞で認められた。

また、JQ-1 の濃度依存的に、BFP 発現細胞の

割合とウイルス産生能が増加した。さらには、

リアルタイム RT-PCR 法により、JQ-1 が HIV-1 

5’LTRのR領域からの転写を数十倍選択的に

誘導することを明らかにした。 

 また、JQ-1 は、BRD4 以外にも BRD2 や BRD3

も阻害することが報告されているため、BRD4

が再活性化に直接関与しているかどうかを

解析した。BRD4 に対する shRNA を導入した

BH11 細胞では、コントロール shRNA を導入し

た BH11 細胞よりも JQ-1 処理により高い BFP

発現誘導が認められた。さらには、BRD4 shRNA

導入細胞では、Annexin-V 陽性細胞が増加し

ていた。以上のことから、JQ-1 による再活性

化においては、BRD4 の阻害が中心的なメカニ

ズムであると考えられた。   

 一方で、BRD4 以外のブロモドメインタンパ

ク質も再活性化の標的分子となりうるかど

うかを明らかにするために、各種のブロモド

メインタンパク質阻害化合物の再活性化誘

導能を評価した。その結果、いくつかのブロ

モドメインタンパク質では、HIV-1 の潜伏化

あるいは再活性化との関係性を示唆する結

果を得ており、JQ-1 との間に相乗効果が認め

られた。これらの結果は、潜伏感染細胞にお



ける再活性化機構のより詳細な機序の解明

とともに、効率的な再活性化誘導法の確立に

つながると期待される。 

 また、JQ-1 で処理した潜伏感染モデル細胞

からの細胞間感染を介した感染拡大の評価

を行った。これまでに急性感染モデルで得ら

れた結果と同様に、核酸系逆転写酵素阻害薬

の抗 HIV 活性は低下していた。一方で、プロ

テアーゼ阻害薬は、再活性化潜伏感染モデル

細胞からの細胞間感染を、セルフリー感染と

同程度抑制した。さらに詳細な解析の結果、

潜伏感染モデル細胞の再活性化時のみのプ

ロテアーゼ阻害薬処理により、感染性の低減

が認められた。 

 さらに解析を進めた結果、高活性非核酸系

逆転写酵素阻害薬であるエファビレンツ

（ efavirenz: EFV ） や エ ト ラ ビ リ ン

（etravirine: ETV）は、JQ-1 で処理した再

活性化潜伏感染細胞からの細胞間感染にお

いて、感染伝達能の低減を引き起こした。抗

HIV 活性が比較的弱い非核酸系逆転写酵素阻

害薬であるネビラピン（nevirapine: NVP）

では、感染伝達能の抑制効果は認められなか

ったことから、この現象は非核酸系逆転写酵

素阻害薬の抗HIV活性に依存していると考え

られた。これらの結果から、高活性非核酸系

逆転写酵素阻害薬は、再活性化潜伏感染細胞

に直接作用して感染伝播を阻害していると

考えられる。再活性化潜伏感染細胞における

蛍光マーカータンパク質の発現には影響を

与えなかったことから、潜伏感染細胞内で

gag-pol ポリタンパク質の異常なプロセンシ

ングを誘導することにより、感染性ウイルス

粒子の産生を阻害している機序が推測され

た。 

 以上の結果は、活性化により潜伏感染細胞

から多数のウイルスが細胞間感染で伝達さ

れたと考えられ、潜伏感染細胞からの感染拡

大における感染伝達様式の重要性が明らか

となった。この再活性化潜伏感染細胞からの

感染伝播に対して特に効果を示す治療法の

確立が重要であると思われる。 
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