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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、生体環境に近い構造をもつ3次元微小環境培養モデルを活用し、Ｉ
型インターフェロン（IFN）によるウイルス伝播抑制に関わる宿主因子（MAL）を同定、HIV-1アクセサリータン
パク質NefがMALの抗ウイルス機能を部分的に阻害することを明らかにした。HIVの自然免疫に対する回避機構に
ついても、HIV-1プロテアーゼ（PR）が重要な役割を果たすことを示した。低酸素応答分子メカニズムを標的と
した研究も行い、数理モデルを用いてその妥当性の検証も行った。

研究成果の概要（英文）：In this research project, we found that treatment of three-dimensional 
infected cell models with type I interferon markedly reduced the amount of viral cell-to-cell spread
 from infected to uninfected cells.　A protein-protein interaction analysis revealed that the 
transmembrane protein MAL accumulated HIV-1 Gag protein in the host endosomal compartment, leading 
to its degradation in lysosomes. We searched for host factors that are cleaved by HIV-encoded 
proteases. We found that PR specifically cleaved the TBK1 and markedly reduced the kinase activity 
of TBK1. In fact, in HIV PR-expressing cells, nuclear translocation of IRF3 and production of type I
 IFN were reduced upon innate immune signals.　We analyzed the molecular mechanism of HIV-2 latency 
under hypoxia and found that the hypoxia-inducible factor HIF-1α induces multiple long non-coding 
RNAs bound to the transcriptional regulatory region of HIV-2 and suppressed HIV-2 gene expression 
through an epigenetic regulatory mechanism.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
HIV感染症は死亡率が劇的に改善したが、体内に残存するHIV潜伏感染細胞がしばしば再活性化するため根治療法
は未だ存在しない。３次元微小環境培養モデルを用いて、ウイルスの再活性化及び細胞間伝播を可視化・定量化
し数理モデルを構築、また、ウイルスの挙動変化を規定する責任因子をマルチオミクス解析により包括的に明ら
かにすることで、HIV伝播を制御する新たな分子機構の解明とHIV感染症の根治を目指した新規治療法を創出する
ことが期待される。

※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。



様式 C-19、 F-19-1、 Z-19（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（１）HIV 感染症は多剤併用療法 (ART) により死亡率が劇的に改善し、今や慢性疾患として位
置づけられつつある。しかしながら感染者の血中ウイルス量が検出限界以下になっても、体内に
残存する HIV 潜伏感染細胞 (リザーバー) がしばしば再活性化するため根治には至っていない。
近年、ヒストン脱アセチル化酵素阻害薬などの LRA(latency reversing agent)によってウイル
ス遺伝子を再活性化させ、ART と併用して HIV を排除する「shock and kill 療法」が試みられて
いるが顕著な成果は出ていない。これは、LRA により細胞から放出された数百～数千個のウイル
ス粒子が一気に隣接細胞へ細胞間伝播してしまうことで、局所的な薬剤濃度や宿主免疫の効力
が相対的に低下してしまうことが原因と考えられる。 
 
（２）従来の HIV 研究では、生体内の微小環境を考慮した多細胞種によるウイルス感染の時空間
動態研究はほとんど行われてこなかった。また、感染微小環境の変遷がウイルス-宿主相互作用
にどのように影響するかについて考察している研究も数少ない。これは、ウイルス側は遺伝子変
異による多様性を獲得するのに対し、細胞側は常に一定なものとして研究が進められてきたこ
とが原因であると考えられる。 
 
２．研究の目的 
（１）HIV 感染症の根治のためには、ウイルスの再活性化や細胞間ウイルス伝播を含めたウイル
ス増殖機構を解明し、それらを阻止する新たな戦略が必要となる。本研究課題では、複数の細胞
種が積層させた生体環境に近い細胞培養モデルを用いて、感染微小環境の数量的及び質的変化
に対するウイルス動態変化を考察し、それらを規定する外的因子（微小環境）や宿主側の責任因
子をマルチオミクス解析により明らかにすること、また、これらの実験データを基に数理モデル
を構築し、生体環境を模した不均一な細胞集団下での感染伝播や薬効予測法を開発することに
より、根治を目指した新規治療法の創出を目指す。 
 
（２）感染微小環境の要因として、サイトカイン刺激や各種細胞外ストレスにともない誘導・活
性化される細胞内シグナルや因子群を探索し、それらのウイルスとの相互作用を見出すことで
新たな感染制御機構を明らかにする。さらには、これらの結果の時空間的解析を行うことで、よ
り高精度な制御機構の解明に繋げる。 
 
３．研究の方法 
（１）本研究課題では、複数の細胞種が積層された生体環境に近い構造を持つ３次元感染細胞培
養モデルを用いて、潜伏感染細胞からのウイルスの再活性化及び細胞間伝播に関わる宿主因子
の探索、ウイルスの細胞-細胞間伝播を可視化・定量化することで、ストレス刺激に対するウイ
ルスの挙動をリアルタイムに解析した。その結果、３次元感染細胞モデルにⅠ型インターフェロ
ン (IFN) を投与すると、感染細胞から非感染細胞へのウイルス細胞-細胞間伝播量が著しく減
少すること、ライブセルイメージングにより細胞膜近傍に集積するはずの HIV-1 Gag タンパク
質が、細胞質内のアグリソーム内に隔離されることが判明した。 
 
（２）隔離によりウイルスの細胞間伝播が阻止されている可能性があることから、生細胞におけ
るタンパク質-タンパク質間相互作用解析ツールである NanoBRET を用いて更に探索した結果、
膜貫通タンパク質 MAL が HIV-1Gag タンパク質を宿主のエンドソームコンパートメントに集積し
リソソームで分解に導いていることを明らかにした。また、MAL の抗ウイルス活性がウイルスの
アクセサリータンパク質である Nef によって阻害されていたため、HIV がコードするプロテアー
ゼ(PR)により切断される宿主因子を探索したところ、TBK1 の C末端部分を特異的に切断し、TBK1
のキナーゼ活性を顕著に低下させていることを明らかにした。 
 
（３）HIV PR 発現細胞では、二本鎖 RNA 刺激による自然免疫シグナルにおいて、転写因子 IRF3
の核内移行と I型 IFN の産生が減少する一方、HIV 再活性化における自然免疫応答はプロテアー
ゼ阻害剤（PI）処理により顕著に回復し、PIに対する薬剤耐性変異を有する PRは、Gag 前駆タ
ンパク質の切断能を保持していたが、TBK1 に対する切断活性は著しく低下した。以上の結果よ
り、HIV による自然免疫回避に PRが重要な役割を果たすことを明らかにした。 
 
（４）低酸素下における HIV-2 の潜伏化の分子機構について解析を行なった結果、低酸素誘導因
子 HIF-1αにより複数の長鎖ノンコーディング RNA (lncRNA)が誘導され、この一部が HIV-2 の
転写制御領域に結合し、エピジェネティックな調節機構により HIV-2 の遺伝子発現を抑制する
ことを明らかにした。 
 



（５）これらの結果について、数理モデルを用いてその妥当性を検証した。 
 
４．研究成果 
（１）多層性 HIV 感染モデル系を樹立するため、レポーター遺伝子(HiBiT-LgBiT システム)を応
用した３次元培養モデルを構築した。ヒトリンパ節由来線維芽細胞様細網細胞にヒトテロメア
逆転写酵素（hTERT）を用いて不死化し、HIV 感染および非感染 T 細胞と混和した人工ミニリン
パ組織を構築した。レポーター遺伝子（HiBit 発光タグ）をコードした HIV 分子クローンを定常
的に発現させた T細胞系細胞を構築、HIV プロウイルスの定常発現が極めて低いリザーバー細胞
モデルを樹立する。次に、上記の HIV 潜伏感染細胞と NanoLuc ルシフェラーゼ断片 LgBiT を発
現させた非感染 T 細胞株、さらにリンパ節由来線維芽細胞様細網細胞（Fibroblast-like 
reticular cell; FRC）; α７インテグリン陽性周皮細胞(AIPs)を様々な比率で混合し、3D ハイ
ドロゲル培養システムを用いて細胞集団を高密度にパッケージングする。この際、培地に LRA を
添加すると、リザーバー細胞内にお
いて HiBit 発光タグを有したウイル
スが産生される。また、細胞間感染
が誘導されると、標的細胞内でHiBiT
と LgBiT が結合し、強力に発光する
（右図）。このシグナルをルミノメー
ターや発光顕微鏡を用いて検出する
ことで、リアルタイムにウイルスの
伝播を定量・可視化することに成功
した。 
 
（２）３次元感染細胞モデルに、LRA
とともにⅠ型インターフェロン 
(IFN) を投与すると、ウイルス遺伝
子発現は上昇する一方、感染細胞か
ら非感染細胞へのウイルス伝播量が
著しく減少することを予備実験によ
り見いだした。また、ライブセルイ
メージングにより細胞膜近傍に集積
するはずの HIV 骨格タンパク質 Gag
が、細胞質内のアグリソーム内に隔離されていたため、本現象に関わるインターフェロン誘導遺
伝子（ISG）の同定を試みる。具体的には、約 800 種類の ISG ライブラリーの中から Gag と直接
相互作用する ISG 蛋白質を、生細胞におけるタンパク質-タンパク質間相互作用解析ツールであ
る NanoBRET を用いて探索した。結果、Gag と相互作用する ISG 産物として膜貫通タンパク質 MAL
を同定した。MAL の強制発現は HIV-1 粒子の生産を大幅に阻害し、宿主のエンドソームコンパー
トメントにおける Gag の転位、蓄積、リソソームにおける分解につながった。また、MAL の抗ウ
イルス活性は、ウイルスのアクセサリータンパク質である Nef によって阻害されることも判明
した。本研究は、これまで明らかにされていなかった MAL の抗ウイルス機能とそのウイルスへの
対抗策を明らかにするとともに、宿主細胞が本来有する細胞内免疫機構を解明した。（文献①） 
 
（３）HIV が再活性化された際に、宿主の自然免疫応答を回避する機構の解明を行なった。HIV
がコードするプロテアーゼ(PR)は，種々の宿主細胞タンパク質を切断することが知られていた
ため、PR が自然免疫シグナル関連因子を
切断すると仮定。詳細な解析の結果、PR は
TBK1のC末端部分を特異的に切断し、TBK1
のキナーゼ活性を顕著に低下させた。HIV 
PR 発現細胞では、二本鎖 RNA 刺激による
自然免疫シグナルにおいて転写因子 IRF3
の核内移行と I型 IFN の産生が減少した。
一方、HIV 再活性化における自然免疫応答
は、プロテアーゼ阻害剤（PI）処理により
顕著に回復した。さらに、PI に対する薬
剤耐性変異を有する PR は、Gag 前駆タン
パク質の切断能は保持していたが、TBK1
に対する切断活性が著しく低下していた。
以上の結果より、HIV による自然免疫回避
に PR が重要な役割を果たすことを示した。（文献②） 
 
（４）HIV の潜伏化に関与する細胞外要因として、低酸素応答分子メカニズムを標的とした研究
を実施した。まずは、HIV-2 アクセサリータンパク質 Vpx がフォン・ヒッペル・リンドウ腫瘍抑
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制タンパク質（von Hippel-Lindau tumor suppressor protein; VHL）との相互作用により、ユ
ビキチン化され、プロテアソームにより分解されることを見出した。また、Vpx 強制発現細胞で
は、正常酸素分圧下において VHL による HIF-1α の分解が阻害され低酸素応答が誘導されてい
た。一方、Vpx を欠如した HIV-2 では野生株と比較して潜伏化が起こりにくかったが、低酸素環
境下においては潜伏化が促進されたことから、低酸素応答シグナル及び関連因子が HIV-2 の潜
伏化に寄与することが示唆された。網羅的な遺伝子発現解析及びその後の機能解析により、低酸
素誘導因子 HIF-1α により複数の長鎖ノンコーディング RNA (lncRNA)が誘導され、そのうちの
一部が、HIV-2 の転写制御領域に結合し、エピジェネティックな調節機構により HIV-2 の遺伝子
発現を抑制することが明らかにした。これらの結果について数理モデルを用いてその妥当性を
検証した。 
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