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研究成果の概要（和文）：CD4 非依存性 HIV 感染耐性の HeLa 細胞を感染感受性に変換する細

胞因子を同定した。カテプシン蛋白質分解酵素の阻害因子 cystatin-C であった。cystatin-C や

低分子量カテプシン阻害剤 CA-074Me は、CD4 非依存性 HIV 感染を促進した。CD4 非依存性

HIV 感染は、エンドサイトーシス阻害剤によって低下したので、エンドソームに取り込まれた

後、細胞内に侵入すると思われる。エンドソーム内のカテプシン活性が高いと、HIV 粒子が分

解され、感染が抑制されるのであろう。マウス白血病ウイルス（MLV）感染もエンドソームを

経由することが既に知られている。しかし、MLV 感染は、CA-074Me によって低下したので、

CD4 非依存性 HIV と異なり、カテプシンを必要とする。また、XC 細胞における MLV 感染は

エンドソーム酸性化阻害剤によって低下しないので、エンドソームを経由しないと古くから考

えられてきた。しかし、XC 細胞における MLV 感染もエンドソームを経由し、エンドソーム酸

性化なしにカテプシンが活性化されることによってエンドソーム酸性化非依存性の MLV 感染

がおこることが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）：HeLa cells were resistant to CD4-independent HIV infection. We 
identified cystatin-C (cathepsin protease inhibitor) that conferred HeLa cells susceptible to 
CD4-independent HIV infection. When target cells were treated with a low molecular 
weight cathepsin inhibitor, CA-074Me, CD4-independent HIV infection was enhanced. 
Because CD4-independent HIV infection was attenuated by an endocytosis inhibitor, the 
infection occurs through endosomes. When cathepsin activity is relatively higher, 
CD4-independent HIV infectivity may be reduced due to the degradation of HIV particles 
incorporated into endosomes by cathepsin. Although murine leukemia virus (MLV) 
infection occurs via endosomes, MLV infection was rather suppressed by CA-074Me. This 
result indicates that cathepsin is required for MLV infection unlike CD4-independent HIV 
infection. Because MLV infection in XC cells is not suppressed by endosome acidification 
inhibitors, it is widely accepted that MLV infection does not occur via endosomes 
specifically in XC cells. We found that MLV infection in XC cells occurs through endosomes, 
and cathepsin activated without endosome acidification in XC cells confers MLV infection 
resistant to endosome acidification inhibitors. 
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１．研究開始当初の背景 
 一般的に HIV は、CD4 と CXCR4 もしく
は CCR5 を感染受容体として認識し、標的細
胞に感染する。しかし、CD4 を必要とせず感
染可能な CD4 非依存性 HIV が、感染患者か
ら効率よく単離される。CD4 非依存性 HIV
は、CD4 を発現していない様々な細胞に感染
し、AIDS 患者において高率に観察される脳
炎、腎炎、肝炎の原因と考えられている。 
 我々は、様々な培養細胞株の CD4 非依存
性 HIV 感染に対する感受性を決定した。そ
の結果、HeLa 細胞は、CD4 非依存性 HIV
感染に対して耐性であることがわかった。感
染耐性の HeLa 細胞と感染感受性の 293T 細
胞のハイブリドーマ細胞は、CD4 非依存性
HIV 感染に対して感受性であったので、
HeLa 細胞は CD4 非依存性 HIV 感染に必須
な細胞因子を欠損していることを示してい
る。HeLa 細胞に CD4 を導入すると、CD4
依存性 HIV は容易に感染することから、そ
の細胞因子は CD4 非依存性 HIV 感染特異的
な因子である。 
 
２．研究の目的 
 CD4 非依存性 HIV 感染に必須な細胞因子
を同定することにより、CD4 非依存性 HIV
感染機構を解明する。その結果、明らかとな
った感染機構が他のレトロウイルス感染に
も関与しているかどうか知ることを目的と
した。 
 
３．研究の方法 
 CD4非依存性 HIV感染耐性の HeLa細胞に感
染感受性の T細胞から調製した cDNA発現ラ
イブラリーを導入した。その細胞に、薬剤耐
性遺伝子を持った CD4 非依存性 HIV vector
を接種し、薬剤処理した。生き残った細胞か
ら、導入した cDNA配列を PCRにより単離し、
CD4非依存性 HIV感染に必須な細胞因子を同
定した。 
 
４．研究成果 
 cDNA発現ライブラリーを導入し、CD4 非依
存性 HIV感染感受性となった HeLa細胞から、
導入した cDNA を PCR によって増幅した。そ
の塩基配列を決定した結果、cystatin-C であ
ることがわかった。確認のため、HeLa 細胞に
cystatin-C 発現プラスミドを導入したとこ
ろ、CD4 非依存性 HIV 感染が促進された（図
１）。この結果は、CD4非依存性 HIV 感染には
cystatin-C が必須であることを示している。 
 cystatin-C はエンドソーム蛋白質分解酵

素であるカテプシンの阻害因子であること
が既に知られている。cystatin-C はカテプシ
ン活性を抑制することによって CD4非依存性
HIV 感染を促進しているのかどうか知るため、
HeLa 細胞を低分子量カテプシン阻害剤
CA-074Me により処理した。その結果、
CA-074Meは CD4非依存性 HIV感染を促進した
（図２）。これらの結果は、カテプシンが CD4
非依存性 HIV感染を阻害し、効率よい CD4非
依存性 HIV感染のためにはカテプシン活性を
抑制する必要があることを示している。 

 この結果を確認するため、様々な培養細胞
株の CD4非依存性 HIV感染感受性とカテプシ
ン活性の関係を解析した。カテプシン活性が
高いと CD4非依存性 HIV感染感受性が低かっ
た（図３）。すなわち CD4 非依存性 HIV 感染
感受性とカテプシン活性は逆相関している
ことがわかった。 
 カテプシンはエンドソーム内に存在して
いるので、これらの結果は、CD4非依存性 HIV
感染がエンドソームを経由することを示唆
している。これを証明するため、CD4非依存
性 HIV 感染におけるエンドサイトーシス阻
害剤の影響を解析した。予期したように、エ
ンドサイトーシス阻害剤（dynasore）は、CD4
非依存性 HIV 感染を抑制した（図４）。この
結果は、CD4非依存性 HIV感染がエンドソー
ムを経由することを示している。 
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これらの結果から、CD4 非依存性 HIVウイル
ス粒子は一度エンドサイトーシスによりエ
ンドソームに取り込まれ、その後、細胞内に
侵入するが、エンドソーム内のカテプシン活
性が高いと、ウイルス粒子は分解され、感染
が低下することが明らかとなった。 
 続いて、他のレトロウイルス感染における
カテプシンの働きを解析した。CD4 非依存性
HIV 感染と同様に、マウス白血病ウイルス
（MLV）感染もエンドソームを経由して起こ
ることが既に知られている。しかし、MLV 感
染は、カテプシン阻害剤（CA-074Me）によっ
て抑制された（図５）。 

 
この結果は、MLV 感染にはカテプシンが必要
であることを示している。 
 ほとんどの細胞における MLV感染はエンド
ソーム酸性化阻害剤によって阻害されるが、
XC細胞における MLV感染は阻害されないので、
XC 細胞における MLV感染は、エンドサイトー
シス非依存性であると古くから考えられて
きた。カテプシンはエンドソームに存在する
ので、もしこの仮説が本当なら、XC細胞にお
ける MLV感染はカテプシンを必要としないは
ずである。しかし、カテプシン阻害剤は XC
細胞における MLV 感染を阻害した（図５）。
ではなぜエンドソーム酸性化阻害剤は XC 細
胞における MLV感染を抑制しないのだろう？
カテプシンはエンドソーム酸性化によって
活性化されるので、エンドソーム酸性化阻害
剤は、カテプシン活性化を阻害することによ
って MLV感染を抑制すると思われる。そこで、
細胞内のカテプシン活性を測定した。興味あ
ることに、多くの細胞のエンドソーム酸性化
阻害剤処理はカテプシン活性を低下させた
が、XC細胞のカテプシン活性は低下しなかっ
た（図６）。この結果は、XC 細胞ではカテプ
シンはエンドソーム酸性化と関係なく活性
化されることを示している。これは、XC細胞
における MLV 感染もエンドソームを経由し、
XC 細胞のカテプシン活性はエンドソーム酸
性化阻害剤の影響を受けないため、MLV 感染
にも影響しないことを示している。XC 細胞に
おける MLV感染は、エンドサイトーシス阻害

剤によって抑制された（図７）。この結果は、
上記の結論を支持する。 
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