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研究成果の概要（和文）：HIV感染に伴うエイズ発症は適切な投薬によりほぼ抑制可能になったものの、これら
の治療薬では潜伏感染細胞の排除ができないため、投薬中断によるウイルスの再活性化が問題となっている。し
かし、HIV再活性化や潜伏化の詳細なメカニズムは依然不明である。本研究では、HIV転写活性を定量可能なモデ
ル細胞を樹立し、HIV再活性化および潜伏化に関わる分子機構の解明を目指した。その結果、中枢神経系受容体
シグナル系がHIV再活性化に関与する可能性を見いだした。またHIV潜伏化に関わる少なくとも2種類の宿主因子
を同定した。今後、HIV潜伏・再活性化そのものを標的とした治療法開発が期待される。

研究成果の概要（英文）：The availability of highly effective anti-retroviral drugs has nearly 
suppressed the progression of HIV infection to AIDS. However, the reactivation of the virus upon 
discontinuation of medication is a major problem, as these therapeutic agents can not eliminate 
latently infected cells. The detailed mechanisms involved in HIV latency and reactivation still 
remain unknown. In this study, we established model cells capable of quantifying the transcriptional
 activity of HIV and aimed to elucidate the molecular mechanisms involved in HIV reactivation and 
latency. In this study, we found the involvement of central nervous signaling in HIV reactivation. 
We also identified two host factors involved in HIV latency. The scope of this study could be 
extended to develop novel therapeutic agents against HIV latency in the future.

研究分野：ウイルス学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
HIV潜伏化や再活性化メカニズムが解明されることで、エイズ発症を防止する従来の治療から、エイズ克服にむ
けた治療法の開発に貢献できる可能性がある。本研究ではHIV潜伏化に関与する宿主因子を複数同定したことか
ら、今後これらの因子に対する標的薬開発を行う予定である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 ヒト免疫不全ウイルス（HIV）感染に伴うエイズ発症は適切な服薬によりほぼ抑制可能にな
ったものの、投薬中断した患者では高頻度でウイルスの再活性化が起こる。その一つの要因は、
既存の薬剤が、ウイルス粒子生成が行われている細胞には絶大な効果を示す一方、ウイルス蛋
白質がほとんど発現しない、いわゆる潜伏感染細胞には効果を発揮しないためである。 
 感染細胞内では HIV は自身のゲノムを宿主染色体に組み込むことで子孫ウイルスを安定的
に産生する。しかし一定の割合で、組み込まれたウイルスゲノムの転写が起こらない、いわゆ
る潜伏化状態となった感染細胞が存在する。これらの細胞はウイルス蛋白質がほとんど発現し
ないため、宿主免疫系から回避するだけでなく、既存の薬剤では排除できない。潜伏感染細胞
ではウイルスゲノムが長期にわたって維持されるが、細胞内外の何らかの環境変化によってウ
イルスゲノムの転写が開始され、いわゆるウイルス再活性化が起こる。そのため、ウイルスの
潜伏化や再活性化そのものを標的とする根治療法の開発が行われている。これまでの研究から、
感染細胞を取り巻く微小環境の変化やサイトカインなどの外的刺激が HIV 再活性化や潜伏化
に関わると推測されているが、詳細なメカニズムは依然不明である。 
 
２．研究の目的 
 潜伏感染細胞を再活性化させることで宿主免疫系による排除を目指す「Shock & Kill療法」
や、潜伏状態を維持してウイルス再活性化を未然に防ぐ「Block & Lock療法」など、近年 HIV
潜伏・再活性化を標的とした根治療法の開発が世界的に行われている。しかし今のところ著名
な効果は出ていない。そのため HIV潜伏・再活性化のさらなるメカニズム解明と薬剤標的の提
案が喫緊の課題である。これまでの研究から、感染細胞を取り巻く微小環境の変化やサイトカ
インなどの外的刺激が HIV 潜伏・再活性化に関わると推測されている。そこで本研究では、
HIV転写活性を定量可能なモデル細胞を樹立し、ケミカルバイオロジーやバイオインフォマテ
ィクスを駆使したアプローチにより、HIV再活性化および潜伏化に関わる分子機構の解明を目
指した。 
 
３．研究の方法 
（1）HIV潜伏・再活性化モデル細胞の構築 
 ウイルスゲノム内にレポーター遺伝子を有するHIVをCD4陽性 T細胞株や単球細胞株に高
MOIあるいは低MOIで感染させ、ウイルスゲノムを様々なコピー数で安定発現させた細胞ク
ローンを多数樹立した。組み込まれたウイルスゲノムコピー数は、デジタル PCR 法を用いて
算出した。コピー数の増加に伴って、ルシフェラーゼ活性および HIV遺伝子の転写・翻訳が増
加することを確認した。定常状態におけるルシフェラーゼ活性やクロマチン修飾状況を指標に、
潜伏・再活性化を観察するためのモデル細胞を選定した。 
 
（2）ケミカルバイオロジーによる HIV再活性化機序の解析 
 樹立したモデル細胞に作用点既知の低分子化合物 1,120種を添加してルシフェラーゼ活性を
測定した。ルシフェラーゼ活性を顕著に高めた化合物の作用点が HIV再活性化に関わる可能性
について、クロマチン免疫沈降法などの手法を用いて検討した。 
 
（3）HIV潜伏化機序の解析 
 樹立したモデル細胞を様々な培養条件下で数日間培養し、ルシフェラーゼ活性を測定するこ
とで HIV潜伏化の効率を判定した。この際、細胞内 ATP量を測定し、細胞内代謝への影響を
同時に調べた。細胞内 ATP量が低下せず、ルシフェラーゼ活性のみが低下した場合は潜伏化が
起きたと考え、HIV ゲノムの転写抑制を定量 PCR 法やクロマチン免疫沈降法にて確認した。
潜伏化前後の細胞のマイクロアレイ解析を行い発現変動のある宿主因子を抽出した。抽出した
宿主因子をノックダウンした細胞を作成し、HIV潜伏化に関与するかを実証した。 
 
４．研究成果 
（1）HIV再活性化・潜伏化を定量可能なモデル細胞の樹立 
  HIV潜伏・再活性化を迅速に定量するため、レポーター遺伝子としてルシフェラーゼ遺伝
子を有する HIVを CD4陽性 T細胞株や単球細胞株へ感染させ、ウイルスゲノムを様々なコピ
ー数で安定発現する細胞クローンを多数樹立した。PMA 刺激によってルシフェラーゼ活性が
増加するクローンのうち、定常状態ではほとんどルシフェラーゼ活性を示さないクローンを、
ウイルスゲノムの再活性化を観察するためのモデル細胞とした。これらの細胞では HIV潜伏化
を示すヒストンマークがウイルスプロモーター領域で見られたことから、エピジェネティック
な制御により HIVの潜伏化が起こっていると考えられた。一方、定常状態においても検出可能
なルシフェラーゼ活性を示したクローンは、ウイルスゲノムの潜伏化を観察するためのモデル
細胞とした。デジタル PCR解析の結果、これらのすべてのモデル細胞は平均 1〜2コピーのウ
イルスゲノムが挿入されていた。また、すべてのモデル細胞において、ヒストンデアセチラー
ゼ阻害剤などの既知の転写活性化刺激に伴って、ルシフェラーゼ活性および HIV 遺伝子の転
写・翻訳が増加することを確認した。 
 



（2）HIV再活性化に関わる新規受容体シグナル系の同定 
 HIV再活性化の分子メカニズムを解明するため、作用点既知の低分子化合物 1,120種を潜伏
感染モデル細胞にそれぞれ添加し、HIV 遺伝子発現を正に制御する低分子化合物を探索した。
その結果、中枢神経系受容体に作用する化合物 A が HIV 遺伝子発現を顕著に高めることが分
かった（右図）。 
 化合物 A は生体内でこの受容体活性を
制御することが知られており、潜伏感染細
胞においてこの受容体を介した細胞内シ
グナル系が HIV 再活性化に関与する可能
性が示唆された。クロマチン免疫沈降法の
結果、化合物 Aは HIVプロモーター領域
に特徴的なヒストン修飾を誘導すること
がわかった。また、化合物 Aは毒性が極めて低いことから、「Shock & Kill療法」においてウ
イルス再活性化を誘導する薬剤としての有用性についても検討中である。 
 
（3）HIV潜伏化機序に関わる宿主因子の探索と同定 
  HIV 潜伏化の分子メカニズムを解明するため、構築したモデル細胞を様々な環境下で培養
し、ウイルスゲノムの発現変化を調べた。その結果、低酸素環境下では HIVゲノム発現が顕著
に低下し、通常酸素濃度に戻すことにより、再び HIVゲノムの転写が起こった。このことから、
酸素濃度が HIV潜伏化を制御する可能性が示唆された。クロマチン免疫沈降法の結果、ウイル
スゲノムプロモーター領域にヒストンメチル化修飾が多数検出されたことから、感染細胞にお
ける低酸素刺激は、エピジェネティックな制御によりHIV潜伏化を促進させる可能性が示唆さ
れた。このメカニズムを解明するため、低酸素刺激に伴って発現が 2倍以上変動する宿主因子
について RNA-Seq法にて探索したところ、エピゲノム制御因子が多数含まれていた。しかし、
これらのうち機能的に HIV潜伏化に寄与するものは見いだせなかった。そこで次に、遺伝子の
転写を配列特異的に制御することが知られる
long non-coding RNA（LincRNA）に着目して
再解析した結果、低酸素刺激に伴って発現が変
動する約700種のLincRNAを抽出した（右図）。
この中から、バイオインフォマティクスを用い
て、HIV 遺伝子配列と高い相同配列を有する
10 種類の LincRNA を同定した。これらの 
LincRNAが HIV潜伏化に関わるかを検討する
ため、それぞれの因子をノックダウンした感染
細胞を作成し、低酸素培養下での HIV潜伏化効
率を測定した。その結果、少なくとも 2種類の LincRNAが低酸素刺激に伴う HIV潜伏化機序
に関わることを見い出した。これらの LincRNA がウイルスゲノムプロモーター領域にヒスト
ンメチル化修飾を誘導する機構については現在解析中である。 
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