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研究成果の概要（和文）：本研究では、cART治療中のHIV感染者の末梢残存プロウイルスの定量評価系の構築及
び、ウイルスリザーバーサイズに相関するバイオマーカーの探索を行なった。対象の20名の加療中HIV感染患者
検体を刺激後のHIV-mRNA発現上昇レベルで2群に分け、様々なバイオマーカーになり得る因子を解析した結果、
刺激後のHIV-mRNA発現上昇レベルと有意に相関するいくつかのマーカーが明らかとなった。またddPCRを用いた
高感度HIVリザーバー解析の結果、これらの因子がintactなHIVリザーバーサイズと相関することが明らかとなっ
た。これらのバイオマーカーがHIV潜伏感染治療の標的となる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we established a quantitative evaluation system for 
peripheral residual provirus in HIV-infected patients on cART treatment and discovered biomarkers 
correlated with viral reservoir size. 20 HIV-infected patients were divided into two groups based on
 the level of elevated HIV-mRNA expression after stimulation, and various potential biomarkers were 
analyzed. High-sensitivity HIV reservoir analysis using ddPCR also revealed that these factors 
correlated with intact HIV reservoir size. These biomarkers were suggested as potential targets for 
treatment of latent HIV infection.

研究分野：感染症内科学

キーワード： HIV潜伏感染　HIV cure 　HIVリザーバー　HIV感染症　バイオマーカー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
HIV潜伏感染細胞（リザーバー）の存在がHIV感染症根治の妨げとなっている。リザーバー細胞は一見すると正常
な非感染細胞との見分けがつかず、プロウイルスDNAの有無でしか選別することができない。また、患者体内の
リザーバーサイズや性質は異なると考えられている。本研究で見出されたバイオマーカーは簡便にリザーバー細
胞のサイズを評価するための新たなツールとしてだけではなく、体内でのウイルスリザーバー形成ならびに潜伏
感染機序の全容解明につなが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 
抗ウイルス療法の進歩により患者の予後は飛躍的に改善、AIDS は致死的な疾患から治療可能な慢性

感染症となった。その一方で、cART は患者体内で産生されるウイルスを検出限界以下に減らすことは

できても、患者の細胞の中に組み込まれた HIV DNA を体内から排除することはできない。そしてそれら

の感染細胞は治療薬の中断後に再びウイルスを産生することとなる。つまり一度 HIV に感染した患者

は生涯にわたり治療を受ける必要がある。 
近年 HIV の治癒（Cure）に向けた研究が精力的に行われており、既存の抗 HIV 療法とは異なる新

規の治療法も提唱されつつある。レトロウイルスである HIV-1 は、宿主のゲノムにウイルス自身のゲノム

を組み込むことで感染を成立させ感染者体内に長期間潜伏、この潜伏感染細胞（ウイルスリザーバー）

の存在が HIV 感染症根治の妨げとなっている。潜伏感染細胞は一見すると正常な非感染細胞との見

分けがつかず、プロウイルス DNA の有無でしか選別することができない。体内で HIV リザーバー細胞

を構築・維持するためには、長期の cART でウイルス血症が抑えられている中で、何年もの間

replication-competent なプロウイルスを保持し続ける必要がある。本邦で研究者が用いることができる

HIV 患者由来の検体は末梢血に限られることが多く、末梢血に存在する replication-competent なプロウ

イルスを持つ潜伏感染細胞を解析することでその患者の体内（特にリンパ節など）に残存するリザーバ

ーの全体像を予測するしか無いのが現状と言える。さらに過去の治療経過などによって患者体内のリザ

ーバーサイズや性質は異なると考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究では cART 治療中の HIV 感染者末梢血を用いて、末梢の残存プロウイルスの定量評価系

の構築を第一の目的とし、そこで確立された手法を用いてウイルスリザーバーサイズに相関す

るバイオマーカーを探索することを第二の目的とする。HIVリザーバー細胞は末梢⾎中のCD4+T
細胞 106細胞あたり 1-2 個程度と、非常にレアな細胞集団であるあるため、少量の血液サンプル

を用いた定量系であることが望まれる。本研究課題の第一の目的である、高感度な末梢残存 HIV
リザーバー定量評価系の構築により、様々な臨床的背景を有する HIV 感染者のリザーバー細胞

を詳細に解析することができるようになる。一方で、感染者体内の真のリザーバー細胞はリンパ

組織内に存在しているとされており、採取可能な検体量にも限りがある。本研究課題の第二の目

的であるウイルスリザーバーサイズに相関する生体のバイオマーカーが明らかになれば、簡便

にリザーバー細胞のサイズを評価するための新たなツールとしてだけではなく、体内でのウイ

ルスリザーバー形成ならびに潜伏感染機序の全容解明につながることが期待される。 
 
３．研究の方法 
（1）新規の末梢残存 HIV リザーバー定量評価系の構築 

我々はこれまでに、当研究センターエイズ治療・研究開発センター（ACC）との共同研究におい

て、新規 LRA 創薬研究の中で HIV 感染患者検体を用いたウイルス再活性化実験を行い（Hattori S 
and Matsuda K et al. 
Front Micobiol. 2018, 
9:2022； Matsuda K et 
al. J Biol Chem. 2019, 
294(1):116-129）、その

過程において全ての

HIV 感染患者検体で

LRA による HIV 再活

性化が起こるわけでは

ないことを mRNA の

inductionレベルで確認

しており、治療を受けた

患 者 の 細 胞 内 HIV-
DNA 量はほとんどの

患者細胞で検出限界

以下であるとする結

果を得ている。また、

これらは部分的な

DNA、RNA の解析で



 

 

あり、活性化に反応して正常なウイルスを作り出す様な replication-competentな HIV プロウイル

スを解析していることにはならない。従って、replication-competent な HIV プロウイルスのみを

検出可能な高感度の HIV リザーバー解析系の構築が必須である。そこで本研究課題１では熊本

大学ヒトレトロウイルス学共同研究センター造血・腫瘍制御学分野との共同研究で、マウスモデルを用

いた mouse Viral Outgrowth Assay (mVOA)法（Metcalf Pate KA et al. Retrovirology. 2017, 14:52）を

用いて正常なウイルスを作り出す replication-competentな HIV プロウイルスの解析を行う（図 1
（概念図））。本法は高度免疫不全マウス（NOG マウス）に HIV 患者由来の CD4+T 細胞を移植

し、ヒト細胞の生着（ヒト化）に伴いマウス体内で HIV 複製が起こる。マウス血中の HIV ウイ

ルス量をモニターすることで各患者のリザーバーサイズを推測することが可能である。これと

並行して新たに導入した droplet digital PCR（ddPCR）装置を用いた簡便な HIV リザーバー解析

（Intact Provirus DNA Assay: IPDA）についても実施する。 
 
（2）HIV リザーバーサイズに相関するバイオマーカーの探索 
cART で血漿ウイルス量が検出限界以下（<20 copies/ml）に抑えられている HIV 感染患者の PBMC
より CD4+ T 細胞を分離し、PMA/Ionomycin で 24 時間刺激後の細胞内 HIV mRNA 発現上昇を
quantitative-PCR で評価し、再活性化の有無でリザーバーサイズのグループ分けを行う。種々の臨床学
的バイオマーカーを２群間で比較し、リザーバーサイズを反映する因子を探索する。特に血漿中のタン
パク、細胞表面マーカー、RNA-seq 解析による網羅的な遺伝子発現解析を実施する。 
 
４．研究成果 
（1）高感度 HIV リザーバー解析 
本研究では、国立国際医療研究センターACC の 20 名の加療中 HIV 感染患者検体を用いて、免
疫不全マウスを用いた高感度 HIV リザーバー解析（mVOA）を実施した。当初 25例で解析予定
であったが同意取得等の問題で 20 例での解析となった。全検体で正常なウイルスを作り出す
intact な HIV プロウイルスの検出には至らなかった。また、ddPCR 法を用いた IPDA を行い、
cART 治療を受けた患者体内に存在するプロウイルスは大部分が欠損型であることを見出した
（図 2）。 

 
（2）刺激後の細胞内 HIV mRNA 発現上昇量による群分け 
次に、cART加療中の患者 PBMC より CD4+ T 細胞を分離し刺激後の細胞内 HIV mRNA 発現上昇
量を比較した所、20 例中 10 例で HIV 再活性化が認められたため再活性化の有無での群分けを行な
った（図 3）。様々なバイオマーカーになり得る因子を解析した結果、治療期間中に見られた blips
の頻度と相関することを明らかにした。Blips は治療で血中ウイルス量が検出限界以下に下がっ



 

 

た後、間欠的に測定感度以上の低レベルの血中ウイルスが検出される現象であるが、blips の頻
度が多いほど現在のリザーバーサイズが大きいことが明らかとなった。また blips に伴う免疫動
態の変化が抗体価に与える影響に着目し、刺激後の HIV mRNA 発現上昇レベルと治療前・後の
抗 HIV抗体価が有意に相関することを明らかにした（図 3）。さらに ddPCR を用いた IPDA の結
果、刺激後の HIV mRNA上昇群では intact な HIV プロウイルスが有意に多く（図 3）、blips の頻
度とも相関することを明らかにした。 
 
（3）各種細胞表面マーカー解析 
T 細胞サブセットごとの細胞表面マーカー解析の結果、刺激後の HIV mRNA 発現上昇が認めら
れた群では Healthy control と比して CD8+HLA-DR+TCMが有意に上昇していることを明らかにし
た（図 4）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

（4）RNA-seq 解析 
CD4+T 細胞を用いて RNA-seq 解析を行なった結果、刺激後の HIV mRNA 発現上昇が認められた
群では antimicrobial 関連遺伝子の発現が上昇しており、リザーバーサイズを反映し得る可能性
を明らかにした（図 5）。これらの細胞群・遺伝子群が HIV 潜伏感染治療の標的となる可能性が
示唆された。 
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