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研究成果の概要（和文）：本申請者はこれまでに、in vitroスクリーニング方法を発案し、HIV-1慢性感染CD4陽
性T細胞を選択的に殺傷する薬剤（薬剤A）を同定した。本研究では、薬剤Aはin vitroで感染させた HIV-1慢性
感染CD4陽性T細胞、HIV-1感染者由来のCD4陽性T細胞のいずれにおいても、HIV-1抗原発現細胞に特異的にアポト
ーシスを誘導することが明らかにした。さらに、薬剤Aとプロテアーゼ阻害薬であるDarunavirをin vitroで併用
投与した結果、薬剤AのHIV-1慢性感染細胞特異的殺傷効果に影響することなく、HIV-1産生を抑制出来ることを
明らかにした。

研究成果の概要（英文）：I have previously developed an in vitro screening method and identified a 
drug (Drug A) that selectively kills HIV-1 chronically infected CD4-positive T cells. In this study,
 we found that Drug A induced apoptosis specifically in HIV-1 antigen-expressing cells, both in 
HIV-1 chronically infected CD4-positive T cells infected in vitro and in CD4-positive T cells 
derived from HIV-1 infected individuals.Furthermore, the coadministration of drug A with Darunavir, 
a protease inhibitor in vitro, was shown to inhibit HIV-1 production without affecting the specific 
killing effect of Drug A on chronically HIV-1-infected cells.

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
本研究の結果から、in vitroにおいて感染させたHIV-1慢性感染CD4陽性T細胞、HIV-1 感染者由来のCD4 陽性 T 
細胞のいずれにおいても、薬剤AはHIV-1 抗原発現細胞特異的にアポトーシスを誘導し、さらにプロテアーゼ阻
害薬であるDarunavirとの併用により、薬剤Aの効果に影響することなく、HIV-1産生は抑制されることが明らか
になった。これらの結果から、臨床においても、薬剤AとDarunavirの併用投与により、非感染細胞への二次感染
を抑制しながら、HIV-1慢性感染CD4陽性T細胞を減らすことで、HIV-1根治療法を確立出来る可能性が示された。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
現在の抗 HIV-1 薬は、主に HIV-1 蛋白をターゲッ

トにして、HIV-1 の増殖を強力に抑制するが，HIV-
1 潜伏感染細胞を感染者体内より排除出来ないた
め、感染者の体内から HIV-1 を完全に排除出来な
い。そのため、抗 HIV-1 薬の使用を中断すると，各
種刺激によって活性化した潜伏感染細胞から HIV-
1 が産生され、ウイルスリバウンドが引き起こされ
る。従って、感染者は抗 HIV-1 薬の服用を生涯継続
しなければならず，長期服用による様々な副作用や
服薬率の低下による多剤耐性 HIV-1 発生などが大
きな問題となっている。 
そこで、本申請者は、活性化された HIV-1 潜伏感

染細胞、すなわち慢性感染状態にある HIV-1 感染細
胞を特異的に殺傷する低分子化合物を探
索するため、HIV-1 感染あるいは偽感染
（非感染）させた健常人由来の末梢血単
核球または CD4 陽性 T 細胞を用いた、in 
vitro スクリーニング方法を発案し、HIV-
1 慢性感染細胞に対して選択的に殺傷す
る能力も有する薬剤の同定を試みた（図
1）。その結果、ある種の薬剤が単独で、慢
性感染状態にある HIV-1 感染細胞に対し
て特異的な殺傷効果を示すことを明らか
にした（図 2）。これらの研究成果を基に、
特許出願を行った（国内出願：特願 2015-
119111、国際出願：PCT/JP2016/051768）。 
 
２．研究の目的 
本研究においては、 
(1) 同定された薬剤の分子メカニズムの解明および HIV-1 潜伏感染メカニズムとの関連の解析、 
(2) (1)で明らかにされた薬剤のターゲット分子に対する阻害剤の探索および探索された阻害剤

の HIV-1 慢性感染細胞に対する特異的殺傷効果の解析 
(3) HIV-1 感染者由来の臨床検体を用いた(2)で探索された薬剤の ex vivo における効果の解析 
を行うことにより、HIV-1 潜伏感染メカニズムの一端を明らかにするとともに、さらに低分子化
合物により感染者体内の HIV-1 慢性感染細胞を直接除去する治療法の確立を目指す。 
 
３． 研究の方法 
(1) 薬剤の HIV-1 慢性感染細胞特異的殺傷効果のメカニズムの解明 

 前述した in vitro スクリーニング試験により同定された薬剤の HIV-1 慢性感染細胞特異的
殺傷効果の作用メカニズムを、DNA マイクロアレイを用いた網羅的遺伝子解析により解明
し、さらに HIV-1 潜伏感染メカニズムの一端を明らかにする。 
 

(2) HIV-1 慢性感染細胞選択的殺傷効果を有する薬剤の ex vivo における効果の解析 
 HIV-1 感染者より得られた CD4 陽性 T 細胞を用いて、2.で同定された薬剤の ex vivo にお
ける HIV-1 慢性感染細胞に対する選択的殺傷効果をフローサイトメトリー法により解析す
る。具体的には、まず，HIV-1 感染者から採血された末梢血より末梢血単核球を分離して CD4
陽性 T 細胞を調製し，2.で同定された薬剤を各濃度で各時間処理する。その後、HIV-1 エン
ベロープ蛋白質である gp120 に対する抗体、アポトーシスの指標となる cleaved caspase-3 に
対する抗体および死細胞に染まる propidium iodide（PI）を用いて染色し、フローサイトメト
リーで解析することにより、各薬剤の HIV-1 感染細胞に対する選択的殺傷効果を判定する。 
 

４．研究成果 
(1) 網羅的遺伝子解析による薬剤の HIV-1 慢性感染細胞特異的殺傷効果のメカニズムの解明 

DNA マイクロアレイを用いた網羅的遺伝子解析により、本研究で見出した HIV-1 慢性感染
細胞特異的殺傷効果を有する薬剤（薬剤 A）の作用メカニズムの解明を試みた。その結果は
以下の通りであった。① HIV-1 感染で発現亢進し、薬剤 A 処理で発現低下する遺伝子： 
Pathway を見ても、明らかな遺伝子の偏りは認められなかった。また、GO 解析においても、
有意な変動を示す遺伝子群の偏りは検出されなかった。② HIV-1 感染で発現低下し、薬剤 A
処理で発現が亢進する遺伝子：炎症反応関連では、CXCL10, CCL18, CCR3 などが発現亢進し



ていた。また、細胞死関連では、CRD10, FOXO6 などが発現亢進していた。さらに、プロス
タグランジン-D 合成酵素をコードする HPGDS 遺伝子、ヘパラン硫酸分解酵素をコードする
HPSE 遺伝子の発現亢進が認められた。Pathway においては、主に Cytokine-Cytokine receptor 
interaction に遺伝子の偏りが認められた。また、GO 解析においては、細胞運動、免疫システ
ムなどに遺伝子の偏りが認められた。③ HIV-1 感染で発現亢進し、薬剤 A 処理で発現亢進
する遺伝子：クロライドチャネル蛋白である CLIC6 の他、NXPH4、CFHR3、HOXC4 などが
認められた。④ HIV-1 感染で発現低下し、薬剤 A 処理で発現低下する遺伝子：SSTR2、LIN7A、 
GFRA2、CTTN、KRT1、SHSA2、CD1A、GCGR などが認められた。 

 
(2) フローサイトメトリー解析による薬剤のHIV-1慢性感染細胞特異的殺傷効果のメカニズムの
解明 

DNA マイクロアレイの結果におい
て，薬剤処理細胞において顕著な発現
を示す遺伝子数が多く、薬剤 A のター
ゲット分子の絞り込みが困難であっ
た。そこで、フローサイトメトリー解析
による薬剤 A の作用メカニズムの解明
を行った。健常人 CD4 陽性 T 細胞に、
in vitro において、HIV-1 を感染あるい
は偽感染させ、7 日間培養後、薬剤 A で
処理し 72 時間後、フローサイトメトリ
ー解析を行った。その結果、薬剤 A の
濃度依存性に cleaved caspase-3 陽性細
胞が増加した。一方、死細胞を表す
propidium iodide 陽性細胞は、薬剤 A の
濃度に関わらず、約 10%であった。こ
れらの結果から、薬剤 A は apoptosis を
介して HIV-1 慢性感染 CD4 陽性 T 細胞
に細胞死を誘導することが示された
（図 3-1）。さらに、薬剤 A で処理され
た HIV-1 慢性感染細胞群において、薬
剤 A の濃度依存性に、HIV-1 のエンベ
ロープ蛋白質である gp120、cleaved 
caspase3 共に陽性の細胞の割合が増加
することから、薬剤 A は HIV-1 慢性感
染 CD4 陽性 T 細胞の中でも、HIV-1 抗原（gp120）を発現している細胞に特異的に apoptosis 
を誘導することが明らかになった（図 3-2）。 

 
(3) HIV-1 感染者から得られた CD4 陽性 T 細胞における、薬剤の HIV-1 感染細胞特異的細胞死
誘導効果の検証 

次に、HIV-1 感染者から得られた CD4 陽性 T 細胞を用いて、薬剤 A の HIV-1 感染細胞特
異的細胞死誘導効果の検証を行った。HIV-1 感染者の CD4 陽性 T 細胞を 5 日 間培養後、 
各濃度の薬剤 A で 3 日間処理した。その結果、薬剤 A の濃度依存性に、cleaved caspase-3、
gp120 共に陽性の細胞が増加することが分かった。これらの結果から、薬剤 A は HIV-1 感染
者由来の CD4 陽性 T 細胞においても、HIV-1 抗原を発現している細胞に特異的に apoptosis 
を誘導することが明らかになった（図 4-1）。さらに、HIV-1 感染者由来の CD4 陽性 T 細胞に
おいて、薬剤 A の処理時間を延長させることにより、HIV-1 抗原発現細胞特異的な apoptosis 
誘導効果が増強することが明らかになった（図 4-2）。 

 

 
 
 



(4) 既存の抗 HIV-1 薬との併用効果の検証 
低分子化合物による感染

者体内のHIV-1慢性感染細胞
を直接除去する治療法の確
立の試みのため、既存の抗
HIV-1 薬との併用効果の検証
を行った。健常人由来の末梢
単核球にHIV-1感染あるいは
偽感染し、10 日目に薬剤 Aと
臨床使用されるプロテアー
ゼ 阻 害 薬 の 一 つ で あ る
Darunavir（DRV）を併用投与
した。その結果、DRV との併
用投与は、薬剤 A の HIV-1 慢
性感染細胞特異的殺傷効果
に影響することなく、HIV-1
産生を抑制出来ることを明
らかにした（図 5-1）。 

そこで、HIV-1 感染者由来
の CD4 陽性 T 細胞を用い
て、in vitro において薬剤 A と
DRV の併用投与を行い、その
効果をフローサイトメトリ
ー法で解析した。その結果、
慢性感染 CD4 陽性 T 細胞の時と同様に、薬剤 A
と DRV の併用投与により、HIV-1 抗原発現細胞
特異的に apoptosis を誘導し（図 5-2）、一方、HIV-
1 産生は抑制されることを明らかにした（図 5-3）。 
これらの結果から、臨床においても、薬剤 A と

DRV の併用投与により、非感染細胞への二次感染
を抑制しながら、HIV-1 慢性感染 CD4 陽性 T 細
胞を減らすことで、HIV-1 根治療法を確立出来る
可能性が示された。 
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