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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、新規のインターフェロン（IFN）誘導性抗エイズウイルス宿主因子
を同定することを目的とした。RNA-Seq解析によりIFN処理細胞でのみ特異的に発現レベルが上昇する遺伝子を複
数見出し、CRISPR-Cas9法を用いた候補遺伝子のノックアウト細胞作製に取り組んだ。様々な条件検討により、
効率よくノックアウト細胞を作製する手法の確立に成功し、既知のIFN誘導性宿主因子ノックアウト細胞ではIFN
処理の効果が一部減弱することを明らかにできている。現在、限られた数の候補遺伝子について詳細な評価を進
めており、なるべく早い時期に同定に繋がるデータを出したいと考えている。

研究成果の概要（英文）：In this research project, we sought to identify a novel, type I 
IFN-inducible anti-HIV host factors in T cells. We performed RNA-Seq analysis using samples of two T
 cell lines that showed distinct antiviral effect upon IFN treatment. We identified doses of 
candidate genes upregulated in a cell line that strongly inhibit HIV infection upon IFN treatment. 
We used the CRISPR-Cas9 system to knockout candidate genes. Our results showed that gene depletion 
of known antiviral host factors diminished antiviral effect upon IFN treatment. Further screening of
 candidate genes is now in progress.

研究分野：ウイルス学

キーワード： 宿主因子　エイズウイルス　インターフェロン

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで、我々を含む国内外の研究グループにより、未同定のIFN誘導性のエイズウイルス感染阻害因子が存在
することが示唆されている。近年のオミックス研究の飛躍的な進歩により、遺伝子発現レベルの網羅的解析が比
較的容易になってきてはいるが、適切なコントロールがない場合、莫大な量のデータから目的遺伝子を特定する
のは容易ではない。我々が今回行ったRNA-Seq実験では、IFN処理によりHIV感染を阻害する細胞でのみ発現レベ
ルが上昇する遺伝子を効率よく抽出できた。現在限られた数の候補遺伝子の評価を進めており、長年解明が求め
られていたエイズウイルス抑制因子の解明に貢献していきたい。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
I 型インターフェロン（以後 IFN とする）は自然免疫の主体であり、様々な宿主因子の発現を

誘導することで HIV を含む多くのウイルスの増殖を阻害する。IFN 誘導性の HIV 増殖抑制性宿

主因子については、長年その分子の同定と分子機序の解明が待たれていた。この十数年の間に

HIV の基礎ウイルス学は大きな進展をみせ、ウイルス感染初期過程の抑制性宿主因子として Mx2

や SAMHD1 など複数の IFN 誘導性因子が同定された。しかしながら、これら報告済みの因子では

説明できないウイルス感染阻害が存在することを我々を含む複数のグループが見出している。  

 
２．研究の目的 
本研究では、IFN によって誘導される新規の抗エイズウイルス因子を同定することを目的とし

た。本研究の発案に先立って、特定の T細胞株において既知のものではない IFN 誘導性宿主因

子が発現していることを強く示唆するデータを得た。重要なことに、この感染阻害には顕著な

細胞株特異性がある。図１に示すように、X

細胞は IFN処理により強力に HIV感染をブロ

ックするが、Y 細胞はほとんど阻害しない。

この予備データはターゲット遺伝子を同定

していくにあたって強力なアドバンテージ

であると考えた。上記背景およびこれまでの

予備的データを踏まえて、本研究では、未だ

解明されていないIFN誘導性抗レトロウイル

ス宿主因子の同定に取り組むことにした。 

  

３．研究の方法 

（１）RNA-Seq 解析 

抗 HIV 効果を持つことがすでに報告されている IFN 誘導性遺伝子については IFN 処

理 T細胞から RNA を抽出し、qRT-PCR により当該遺伝子の mRNA 量を定量した。また、効率的

に候補遺伝子を抽出するために、4サンプル（X細胞と Y細胞の IFN 処理有り/無し）を用い

て RNA-Seq 解析を行った。 

（２）候補遺伝子の強制発現細胞およびノックアウト細胞の樹立 

RNA-Seq 解析により候補としてあがってきた十数個の遺伝子について絞り込みを進め

た。本実験では、2通りの方法でターゲット遺伝子の同定に取り組んだ。1つ目は、候補遺伝子

を哺乳類発現ベクターに導入することで強制発現する実験系の構築を進めた。2 つ目は siRNA

を用いて X 細胞における候補遺伝子のノックダウンを行った。さらに、CRISPR/Cas9 システム

を用いることで候補遺伝子をノックアウトした X 細胞を樹立した。候補遺伝子ノックアウト X

細胞に IFN 処理を施し、HIV を感染させることで抗ウイルス効果を評価した。 

 

４．研究成果 

（１）既知の IFN 誘導性宿主因子の発現パターンの解析 

IFN により誘導される抗 HIV 因子の中で、最も強い抑制効果を持つと考えられてい

るのが Mx2 である。そこで、X細胞と Y細胞における Mx2 発現レベルについて調べたところ、

どちらの細胞においても IFN 処理により約 1,000 倍 mRNA 量が上昇することが判った。また、

Mx2 は HIV のカプシド蛋白と相互作用することが知られており、特定のカプシド変異体は Mx2

による感染阻害を回避する。そこで、Mx2 抵抗性カプシド変異体を用いて実験を行ったとこ



ろ、興味深いことに、X細胞における IFN 感受性は野生型ウイルスよりもむしろ Mx2 抵抗性

カプシド変異体の方が高かった。これら一連の結果は X細胞で HIV 感染を阻害している分子

が Mx2 ではないことを示唆する。HIV の感染初期過程を阻害する因子として SAMHD1 も知られ

ているが、X細胞で認められる感染阻害に SAMHD1 が関わっていないことを示唆する実験デー

タを得た。これら一連のデータは、X細胞で発現している未知の宿主因子が HIV 感染を阻害

していることを強く示唆するものであった。 

（２）IFN 処理により X細胞で特異的に発現レベルが上昇する候補遺伝子の抽出 

4 サンプル（X細胞と Y細胞の IFN 処理有り/無し）を用いて RNA-Seq 解析を行った

結果、IFN 処理 X細胞でのみ特異的に発現レベルが上昇する数十の候補遺伝子を見いだすこ

とができた。また、これまでの予備実験の結果から、未知の因子は HIV の感染初期過程であ

る核移行より前のステップを阻害することを示唆する結果を得ていたことから、候補宿主因

子は核内もしくは核膜周囲ではなく、細胞質に局在しているとの予測に基づき、候補遺伝子

を十数個まで絞り込んだ。 

（３）候補遺伝子ノックアウト X細胞における抗ウイルス効果 

十数個の遺伝子について絞り込みを進めた。本実験では、2 通りの方法でターゲット

遺伝子の同定に取り組んだ。1 つ目は、候補遺伝子を発現ベクターに導入することで強制発現

する実験系を構築を試みた。一定の数の候補遺伝子の発現が確認できたが、抗ウイルス効果を

持つ候補遺伝子は認められなかった。一方で、一部の遺伝子については十分な発現レベルが確

認できなかった。このことから、2 つ目の方法として、強制発現の実験系ではなく、候補遺伝

子のノックダウンもしくはノックアウトによるスクリニーングを進めることとした。 

まず、簡便な手法である siRNA を用いたノックダウンを試みたが、X 細胞は siRNA の導入効率

が極めて低く、複数の導入法を検討したが効果の検証に必要な導入効率を確保することができ

なかった。そこで、CRISPR/Cas9 システムを用いる

ことで候補遺伝子をノックダウンした X 細胞を樹立

することとした。様々な条件検討により、効率よく

ノックアウト細胞を作製する手法の確立に成功した。

すでに複数の宿主因子についてのノックアウト細胞

の作製を済ませており、例えば IFN による抗ウイル

ス効果発揮における必須因子である STAT2 をノック

アウトした X 細胞では IFN 処理の効果が完全にキャ

ンセルされること、また既知の IFN 誘導性宿主因子

である Mx2 ノックアウト細胞では IFN 処理の効果が

一部減弱することを明らかにできた（図 2）。現在数

個の候補遺伝子について評価を進めており、なるべ

く早い時期に同定に繋がるデータを出せることを期待している。 

また、私たちは最近、高い IFN 抵抗性を示すカプシド変異体の獲得に成功している（論文投稿

中）。本研究において、X細胞における IFN 感受性を調べたところ、X細胞においても野生型ウ

イルスと比較して高い IFN 抵抗性を示した。このことは、当該カプシド変異体は X細胞におい

ても IFN 誘導性宿主因子から回避している可能性が示唆された。さらに、野生型ウイルスを IFN

処理 X細胞で馴化させることで IFN 抵抗性ウイルスの出現を誘導する実験を行った。本実験で

は IFN 濃度を徐々に上げていくことで IFN 抵抗性ウイルスの獲得を目指したが、抵抗性ウイル

スを得ることはできなかった。このことは IFN 処理 X細胞での野生型ウイルスへの高いプレッ



シャーが存在することを示唆すると考えている。今後、これらの研究成果に基づき、IFN 存在

下での HIV と宿主との攻防について更なる検討を進めていきたい。 
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