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研究成果の概要（和文）：ヒト免疫不全ウイルス1 (Human Immunodeficiency virus 1; HIV-1)のアクセサリー蛋白質N
efを発現するトランスジェニックマウス (Nef Tg) は、運動失調・後躯麻痺・てんかん様発作など重度の神経症状を示
した。Nef Tgでは病理組織学的に脳および脊髄におけるアストロサイトの著明な増生、ミクログリアの増加・集簇、白
質の空胞化、リンパ球浸潤など多彩な病変が観察された。また、Nef Tgの脳ではIP-10等複数のサイトカイン発現が増
強していた。これらの病態はエイズ脳症の病態の一部と類似しており、NefがHIV-1による病理発生に重要な役割を持つ
ことが示された。

研究成果の概要（英文）：Transgenic mice expressing Human Immunodeficiency Virus 1 (HIV-1) accessory protei
n Nef (Nef Tg) showed the severe neurological symptom including motor ataxia, hindquarter paralysis, and e
pileptic seizure. Histopathologically, prominent astrocytosis, microgliosis, vacuolation of the white matt
er, lymphocytic infiltration were observed in the brain and spinal cord of Nef Tg. In addition, expression
 of some cytokines such as IP-10 was increased in the brain of Nef Tg. These pathological changes were sim
ilar to those of AIDS encephalopathy in human, which indicated that Nef protein plays an important role in
 neuropathogenesis of HIV-1 infection.
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１．研究開始当初の背景 
 HIV-1 感染症では様々な神経障害が認め
られる。なかでも認知障害・運動障害を主徴

とするエイズ脳症はエイズ患者の 20~60%
に見られ、患者の社会生活に大きな障害をも

たらすことから重要な問題となっている。エ

イズ脳症が他のウイルス性脳炎と異なる特

徴として、症状の重篤さに対して検出される

ウイルス量が少なく、感染の程度が軽いこと

がある。このことから、神経組織の障害はウ

イルスの感染増殖による直接的な障害だけ

ではなく、ウイルス蛋白に対する生体の反応 
など間接的な障害が複合した多彩な病態で

あると提唱されている。Nef, Tat, Env, Vpu と
いったウイルス蛋白質がエイズ脳症に関与

することが示唆されているが、詳細は未だ解

明途上にある。有効なエイズ脳症治療法を確

立するには、中枢神経系においてこれらのウ

イルス蛋白の発現が宿主細胞に対してどの

ような影響を及ぼすのかを詳細に解析し、そ

の解析に基づいた疾患モデル動物を確立す

ることが必要不可欠である。エイズ脳症への

関与が疑われているウイルス蛋白質のうち、

アクセサリー蛋白質の Nef はエイズ発症に
きわめて重要で多くの研究がなされている。

その機能は多岐にわたり、CD4 の発現抑制、
MHC class I の発現抑制、シグナル伝達分子
との相互作用の他、アポトーシスを誘導する

ことも報告されている。また、エイズ脳症患

者の脳から分離されるウイルスの Nef に特
異的な変異があるという報告も複数あり（J 
Neurovirol. 17(1):82-91,2011; PLoS One 6(2): 
e166592011, 2011; AIDS Res Hum Retroviruses. 
26(4):495-500, 2010）、Nef はエイズ脳症発症
の重要な鍵となると考えられる。 
 我々は多様な機能を持つ HIV-1 Nef に注
目し、ウイルスの感染・増殖という現象を伴

わずに Nef が単独で宿主細胞に影響して神
経病原性を発揮するかを調べるため、GFAP
プロモーター下で脳のアストロサイトで Nef
を発現するトランスジェニックマウス(Nef 
Tg マウス)を作製したところ、進行性の運動
失調、後躯麻痺、協調性失調、てんかん様発

作など重篤な神経症状が認められた。Nef Tg 
マウスは中枢神経系における Nef の機能を
解析する上で有効で、優れたエイズ脳症モデ

ルになり得ると思われるが、このマウスは重

度の神経症状を呈し約 10 週齢で多くは死に

至るため、自然交配が困難であり、卵巣移

植・体外受精等の手法を駆使して系統を維持

しなければならない。また、母子感染の例を

除けば後天的に HIV-1 に感染して脳症を発
症することを考慮すると、個体成熟後に Nef 
を発現する Tg マウスが疾患モデルとして必
要不可欠であると思われた。一方で、本邦で

は報告数が少ないものの、世界的には小児

HIV-1 感染者は約 250 万人にも及び、この大
半が出生前または周産期の母子感染による

ものであることを鑑みると、既存の Nef Tg 
マウスを用いて Nef が胎生期~生後個体成
熟期に発現した場合の生体への影響を検討

することも意義深いと思われた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、HIV-1 Nef 発現による神経病
態を解析し、Nef Tg マウスを新しいエイズ脳
症モデルとして確立すること、この Tg にお
ける病理発生機序を明らかにすること、Nef 
をエイズ脳症の治療標的として位置づける

ことを目的とする。具体的には以下を実施す

る。 
(1) Nef Tg マウスにおける詳細な病理組織像
の解析とエイズ脳症との相違点の検証。 
(2) Nef により発現異常が誘起される宿主遺
伝子の同定。 
(3) 薬剤で発現調節できる Nef Tg マウスの
作出・解析。 
 
３．研究の方法 
(1) Nef Tg マウスの病理組織学的解析： 
Nef Tgマウスから、脳・脊髄を含む全身諸臓
器を経時的に採取し、HE 染色および細胞マ
ーカーを用いた免疫染色や特殊染色を適宜

実施し、病理組織学的解析を行なう。 
 
(2) Tg マウスで発現異常が認められる宿主
遺伝子の探索と発現解析： 
Nef Tg マウスの脳を経時的に採取、RNA を
抽出し、マルチプレックスサスペンションア

レイ解析および real time RT-PCR によって
Nef Tg マウスで発現異常が認められる遺伝
子について探索する。 
 
(3) 薬剤発現誘導型 Nef Tg マウスの作製：
CAG プロモーターおよび loxP 配列を含む蛋
白発現プラスミドに Nef遺伝子をクローニン



グした後、シークエンスによりその配列を確

認する。このプラスミドから切り出した CAG, 
loxP, Nef からなる遺伝子断片をマイクロイ
ンジェクション法により C57BL/6 マウスの
受精卵前核に注入し、DNA 組換え酵素 Cre
存在下で Nef を発現する loxP-Nef Tg マウス
を作出する。このマウスとタモキシフェン投

与によって Creを発現する CreERマウス（米
国ジャクソン社より購入）を交配し、ダブル

トランスジェニックマウス loxP-Nef x CreER 
Tgを作出する。この loxP-Nef x CreER Tgに
対して適宜タモキシフェンを投与し、遺伝子

発現を誘導して病理組織学的解析および遺

伝子発現解析を行う。 
 
４．研究成果 
(1) 研究の主な成果 
① Nef Tg マウスの病理組織学的解析： 
Nef Tgマウスでは、病理組織学的に脳および
脊髄の主に大脳白質や小脳の顆粒層におい

て反応性アストロサイトの著明な増殖(図 1
上段)や反応性ミクログリアの増加・集簇 (図
1下段)が観察された。 
 また、白質の空胞化 (図 2)、T リンパ球浸
潤、神経細胞の変性・細胞死といった多彩な

病変が観察された。これらはエイズ脳症の病

態の一部と一致するものである。しかしなが

ら、エイズ脳症に特徴的な大脳白質血管周囲

の多核巨細胞は全く認められなかった。 
 また、抗 Nef 抗体を用いた免疫染色では、
Nef Tg マウスの肥大したアストロサイトで、
Nef蛋白質の発現が確認された (図 3)。  
 
② Tg マウスで発現異常が認められる宿主
遺伝子の探索と発現解析： 
マルチプレックスサスペンションアレイ解

析および real time RT-PCRによって、Nef Tg
マウスでは、IP-10、Eotaxin、MCP-1、IL-17
等複数のサイトカイン・ケモカインの遺伝子

発現が増強していることが明らかになった 

(各々野生型マウスの約 5 倍、5 倍、3 倍、7
倍)。 
 
③ 薬剤発現誘導型 Nef Tg マウスの作製： 
使用予定の Cre-loxP発現システムで、Cre非
存在下でも発現のリークが認められること

が分かったので、Nef を逆向きに挿入した
loxPプラスミドの構築を検証した。これによ
り loxP-Nef Tg マウスの作出に遅れが生じた
ため、ダブルトランスジェニックマウス作出

用の CreER マウスについては準備を進めた
が、薬剤発現誘導型 Nef Tgマウスの完成には
至らなかった。 
 
(2) 得られた成果の意義と今後の展望 
 Nef Tg マウスの中枢神経系病変はエイズ
脳症の病変と一致する部分が多く、本研究成

果は Nef がエイズ脳症の神経病理発生に重
要な役割を持つことを強く示唆した。しかし

ながらエイズ脳症に特徴的な多核巨細胞の

出現は全く認められなかったことから、これ

を再現するにはミクログリアなどマクロフ

ァージ系の細胞におけるウイルス感染ない

し Nefを含む各種ウイルスタンパク質の発現
が必要であると考えられた。 
 また、本研究では、実際のウイルス感染と

は異なる Nefの単独発現によって、ウイルス
感染と同様に脳でのサイトカインの発現異

常がもたらされることが明らかになった。 
 以上より、Nef Tgマウスは非常に有用なエ
イズ脳症モデルとなることが明らかになっ

た。薬剤発現誘導型 Nef Tgを完成させ、アス
トロサイト以外の細胞（特にミクログリア）

でも Nefを発現調整できるシステムを確立し、
HIV-1 中枢神経病態発現における Nef の役割
についてさらに追求することを、今後の課題

としたい。 
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