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研究成果の概要（和文）：HIVは、細胞外環境中のウイルス粒子によるセルフリー感染経路あるいは感染細胞からの細
胞間感染伝播経路で標的細胞に感染する。本研究課題では、HIVの各複製ステップを標的とする種々の抗HIV薬を用いて
、両感染経路における薬剤感受性の解析を目的とした。本解析では、蛍光タンパクを組み込んだHIV-1および細胞標識
色素を用いることで、経路特異的に感染細胞の割合を定量可能な評価系を構築した。本評価系を用いて解析を進めた結
果、評価に用いた抗HIV薬全てにおいて、細胞間感染経路における低感受性が認められた。以上の結果は、HIVの感染経
路は抗HIV薬の活性に重要な役割を果たしていることを示している。

研究成果の概要（英文）：HIV infects target cells by two pathways, cell-free infection and cell-to-cell tra
nsmission. In cell-free infection, HIV virions present in the intercellular space infect target cells, whi
le in cell-to-cell transmission, HIV is transmitted from infected to uninfected cells through cellular gap
. To analyze the effect of infection pathways on drug susceptibility, we established an assay system, in w
hich HIV-1 carrying a fluorescent protein gene, and a cell-labeling dye were utilized for precise quantifi
cation of HIV-1-infected cells under cell-free infection and cell-to-cell transmission separately. Using t
his system, inhibitory activity of anti-HIV drugs targeting several replication steps was evaluated. Overa
ll, weak anti-HIV activity of tested drugs under the cell-to-cell pathway compared to the cell-free pathwa
y with several-fold ranges, was observed. Taken together, infection pathway of HIV affects the activity of
 anti-HIV drugs.
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１．研究開始当初の背景	
 

	
 ヒト免疫不全ウイルス（HIV）は、CD4 陽性

T 細胞の減少を誘導し、後天性免疫不全症候

群（AIDS）を引き起こす。ウイルスが発見さ

れた当初は、HIV 感染および AIDS 発症は致死

的な疾患であった。しかしながら、現在まで

続く優れた活性を有する様々な抗 HIV 薬の開

発および臨床応用は、HIV 感染症の概念を慢

性ウイルス感染症と再定義し、実際に、AIDS

発症の遅延や AIDS 患者の死亡率低減に大き

く寄与し続けている。	
 

	
 現在臨床で使用されている抗 HIV 薬は、そ

の標的分子/機構として、細胞侵入、膜融合

反応、逆転写酵素、インテグラーゼ、および

プロテアーゼを阻害する。これらを多数組み

合わせて服用する多剤併用療法は、HIV 感染

者における血中ウイルス量を持続的に低下

させるが、感染者体内からのウイルス完全排

除は不可能である。この理由の一つとして、

ウイルスが持続感染している休止期リンパ

球の存在があげられる。これらの細胞は間欠

的に活性化を繰り返し、ウイルスを産生する。

この結果、検出限界以下のウイルス血症が引

き起こされ、抗 HIV 療法下においてもウイル

ス感染状態が持続する。また、抗 HIV 療法を

中断すればそれまで抑えられていた活性化

CD4 陽性 T 細胞への新規感染が起こるため、

終生にわたる治療の継続が必要である。	
 

	
 HIV が細胞に感染する経路は、細胞外環境

中に存在するウイルス粒子が関与するセル

フリー感染系と、感染細胞と非感染細胞間の

物理的接触を介した感染伝播が関与する細

胞間感染系に大別される。近年、細胞間感染

系において抗 HIV 薬存在下でもウイルス複製

が起こることが報告され、これが間欠的なウ

イルス産生の主体である可能性が示唆され

ている。このように、HIV の細胞間感染によ

る感染拡大や薬剤抵抗性など、HIV 感染経路

の重要性が指摘されている。	
 

	
 

２．研究の目的	
 

	
 本研究課題では、HIV の感染経路の違いが

薬剤感受性に与える影響を主眼に解析を行

い、得られた成果からレトロウイルス複製動

態の解明を図る。	
 

	
 

３．研究の方法	
 

(1)	
 評価系の構築	
 

	
 セルフリー感染経路と細胞間感染経路を

区別して、ターゲット細胞における HIV 感染

率を定量するため、種々の細胞・分子生物学

的手法を駆使して評価系の構築を行った。	
 

(2)	
 抗 HIV 薬の活性評価	
 

	
 上記で構築した評価系を用いて、HIV 感染

経路別に種々の抗 HIV 薬の活性を評価した。	
 

	
 

４．研究成果	
 

(1)	
 評価系の構築	
 

	
 はじめに、ドナー細胞およびターゲット細

胞の種類ならびに検出法の検討を行った。ド

ナー細胞とターゲット細胞を区別するため、

細胞を蛍光標識することでこれを可能にし

た。具体的には、ドナー細胞にはヒト T細胞

株である MT-2 あるいは MT-4 細胞に BFP 蛍光

タンパクを恒常的に発現するように改変し

た MT-2/BFP あるいは MT-4/BFP 細胞を用いた。

ターゲット細胞には、HIV 感染により GFP 蛍

光タンパクが発現する Rev-CEM レポーター細

胞を用いた。また、検出法には、HIV 感染を

効率的に感度よく測定するためにフローサ

イトメトリー法を採用した。	
 

	
 細胞間感染系では、ドナー細胞である

MT-2/BFP あるいは MT-4/BFP 細胞に HIV-1NL4-3

を感染させ、3 日間培養後にターゲット細胞

である Rev-CEM 細胞と共培養した。さらに 2

日間培養した後、ターゲット細胞における

HIV 感染率（BFP 陰性かつ GFP 陽性）をフロ

ーサイトメーターで定量した。セルフリー感

染系では、HIV-1 非感染 MT-2/BFP あるいは

MT-4/BFP 細胞と Rev-CEM 細胞を予め混合し、

HIV-1NL4-3を感染させた。感染 48 時間後に同

様の方法で感染率を定量した。	
 

	
 解析の結果、BFP 陰性かつ GFP 陽性細胞の

割合（HIV-1 感染ターゲット細胞）は約１％

程度であった。これは抗 HIV 薬非存在下にお

ける数値であり、実際の抗 HIV 薬活性評価時

にはさらに感染率が低下するため、評価が困

難になる可能性がある。そこで、評価系の改

良を行った。	
 

(2)	
 評価系の改良	
 

	
 当初樹立した評価系では、HIV の感染をレ

ポーター細胞で評価した。そこで改良点とし

て、HIV-1 に蛍光タンパクを組み込んだレポ

ーターウイルスを用いることで評価系の改

善を図った。具体的には HIV-1NL4-3の nef 領域

に BFP 遺伝子を、 IRES 配列を介して

（BFP-IRES-nef）組み込んだ感染性クローン

pNL-BFP を作製した。細胞間感染系では本ク



ローンをドナー細胞であるヒト T 細胞株

Jurkat 細胞に遺伝子導入し、昼夜培養した後、

予め Cell	
 Proliferation	
 Dye	
 (CPD)	
 eFluor	
 

670 あるいは CFSE で標識したターゲット

MT-4 細胞と共培養し、30 時間後にターゲッ

ト細胞における HIV 感染率（CPD	
 eFluor	
 670

陽性かつ BFP 陽性）をフローサイトメーター

で定量した。解析の結果、CPD	
 eFluor	
 670 陽

性かつ BFP 陽性（HIV-1 感染ターゲット細胞）

は 10%以上にまで増加し、安定した評価が可

能になった。そこで、改良した本評価系を用

いて、抗 HIV 薬の活性評価を進めた。	
 

(3)	
 薬剤の抗 HIV 活性評価	
 

	
 本評価では、CXCR4 特異的侵入阻害剤、融

合阻害剤、逆転写酵素阻害剤およびインテグ

ラーゼ阻害剤の各種抗 HIV 薬の活性を HIV 両

感染経路で比較した。その結果、評価に供し

たすべての抗 HIV 薬で、細胞間感染系におけ

る低活性が認められた。また、この傾向は特

にインテグラーゼ阻害剤で顕著であった。セ

ルフリー感染をほぼ完全に阻害する高濃度

のインテグラーゼ阻害剤処理でも、細胞間感

染系では約 3割のターゲット細胞で BFP 陽性

が認められた。	
 

(4)	
 細胞間感染系におけるインテグラーゼ

阻害剤処理による HIV	
 DNA 量の変化	
 

	
 細胞間感染系においてインテグラーゼ阻

害剤処理あるいは未処理のサンプルからセ

ルソーターを用いて CFSE 陽性かつ BFP 陽性

の細胞を分取し、DNA を抽出後、リアルタイ

ム PCR にて HIV	
 DNA 量の定量を行った。その

結果、インテグラーゼ阻害剤処理により組み

込み型 HIV	
 DNA 量は数十倍低下していた。一

方で、非組み込み型 HIV	
 DNA である 1-LTR は

約 3-5 倍程度、2-LTR 量は約 15-30 倍程度イ

ンテグラーゼ阻害剤処理により増加した。こ

の結果より、インテグラーゼ阻害剤処理によ

る細胞間感染系で認められたターゲット細

胞での BFP 発現は、非組み込み環状 HIV	
 DNA

に由来することが判明した。	
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