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要旨

一日中医学協会助成事業一

ヒトレトロウイルス感染症のウイルス・宿主相互作用の解析

研究者氏名

中国所属機関

日本研究機関

指導責任者

共同研究者

温旺栄
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北海道大学大学院医学研究科分子病理

教授吉木敬

池田仁，趣旭東，山本友希代，陳晶，

鈴木昭，辻隆裕，立野正敏

エイズの原因ウイルスであるヒト免疫不全ウイルス (HIV)感染におけるウイルスと宿主の相互作用を理解

するため、ヒト T細胞株へHIVを感染させ、感染後早期での宿主遺伝子の発現の変化について約 600種類の

免疫関連遺伝子を中心に DNAアレイによって検討した。その結果、熱ショック蛋白や CD3、FASなど 24種類

の遺伝子は感染後 2から 3日で有意に発現の増加を示した。一方、 IL-16は抑制気味であったが、その他に

発現が有意に抑制されていた宿主遺伝子は確認、されなかった。各遺伝子発現の変化の意義は現在のところ必

ずしも明らかではないものの、 HIVは感染早期から宿主遺伝子の発現に大きく影響を及ぼしているものと考

えられた。また、 HIV感染ラットモデルの作製に向けた HIV関連ヒト遺伝子導入ラット用の発現コンストラ

クトの作製も行なった。

Key Words エイズ，ヒト免疫不全ウイルス，遺伝子発現， cDNA array， トランスジェニック

緒言

HIV感染によるエイズやヒト T細胞白血病ウイルス (HTLV)感染による成人 T細胞白血病 (ATL)および脊

髄症 (HAM/TSP)は代表的なヒトレトロウイルス感染症であり、重篤な疾患としてよく知られている。特に

HIVの感染者は依然として増加を続けており、東南アジア・アフリカ諸国では垂直感染のため既に次世代に

まで感染拡大がおこっている。 HIVもレトロウイルスの特徴として宿主ゲノム内に組み込まれることから、

感染後発症まで比較的潜伏期間が長く、発症に至るまでにはさまざまなウイルス・宿主間の相互作用が関与

していることが知られている。したがって、ウイルス感染から疾患の発症機構を理解するためには、単に感

染細胞と宿主免疫系の解析にとどまらず、感染細胞におけるウイルス遺伝子と宿主遺伝子間の相互作用の解

析も必要である。一方、疾患の発症過程での解析には動物モデルを用いた invivoでの解析も重要である。

しかし、 HIVの感染には種特異性があり、その受容体からウイルス活性化に至るまでいくつかのヒト遺伝子

が必要なため、現在のところ適切で汎用型の小動物モデルは樹立されていない。

このような状況を踏まえ、最近その有用性が注目されている一度に多数の遺伝子の発現を検索できる cDNA

arrayを用いたHIV感染による感染細胞での宿主遺伝子の変化を解析した。また、 HIV感染モデルの樹立を目

標に、 HIV感染から感染性ウイルスの複製に必要な HIV関連ヒト遺伝子のトランスジェニック用発現コンストラクトを

作製した。

材料と方法

1)細胞株

ヒト T細胞株 HUT78を用いた。培養には 10%牛胎児血清添加 RPMI1640培養液を用い、 37"C5%C02イン

キュベター内で細胞培養した。
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2) HIV感染

3XI07の即T78細胞を 2凶/皿lのpolybreneを含む 2ml RPMI1640を加え 37'C5%C02インキュベター内

で前処理し、リン酸緩衝生理食塩水で洗浄後、 1mlのT細胞好性HIVである SF33[1] (TCID50: 100)液を

加え、37'Cで2時間感染させた。感染後はリン酸緩衝生理食塩水で3回洗浄後、 10%牛胎児血清添加RPMIl640

培養液にて培養した。コントロールとしては前処理した田JT78を用いた。感染実験はHIV専用の感染実験

室のバイオハザード内で行った。

3)悶A抽出と標識 cDNAの作製

感染後2日と 3日目の感染HUT78細胞およびコントロールHUT78細胞それぞれからMagExtractorR-mRNA-

抽出キット (TOYOBO)を用いて mRNAを抽出した。抽出した mRNA各 2凶から GeneNavigator™ cDNA 
Amplification System -Biotin-(TOYOBO)を用いて biot in標識 cDNAを作製した。

4)ハイプリダイゼーションとその検出:

10 ml の PerfectHyb™ によって Gene Navigator™ cDNA Array Filter -human immunology-(TOYOBO)を

68'C20分間プレハイプリダイゼーション後、 100'C5分間で変性させた 100μl標識 cDNAを加えた 10ml 

のPerfec tHyb™ 内で 68'C12時間反応させた。反応後 0.1%SDS添加 2XSCC(0. 3M Nac 1 、30mMクエン酸ナト

リウム、 pH7.0)で68'C5分間 3回洗浄、さらに 0.1%SDS添加 O.lXSCCで3回洗浄した。洗浄後のフィル

ターの反応した biotin標識 cDNAをImaginghigh -Chemilumi-Gene Navigator™ ver (TOYOBO)によって

発光後、 CCDカメラ搭載イメージアナライザー (Fluo-STYMultilmager，BIO-RAD)で検出し、 Quant i ty OneR 

(BIO-RAD)ソフトウェアによって定量化、解析した。

5)遺伝子導入用発現コンストラクトの作製

ヒト末梢血単核球から CD4、CXCR4、CCR5、cyclinTl、 CIITA遺伝子の cDNAおよびCD4プロモーターを

ポリメラーゼ鎖反応 (PCR)にてクローニングした。クローニングしたそれぞれの遺伝子はDNAシークエン

スでその塩基配列を確認した後、 CXCR4、CCR5、cyclin Tl、 CIITA遺伝子はそれぞれマウス H-2Kdプロモ

ーターを持つ発現コンストラクト [2]に導入した。一方、 CD4プロモーターをマウス H-2Kdプロモーターと

置換したベクターに CD4遺伝子を導入した。出来上がった計 5種類の発現コンストラクトからそれぞれプ

ロモーターから polyAシグナルまでを含む発現ユニットを制限酵素で切り出し、 pUC119にCXCR4あるい

はCCR5とcyclin Tl、 CIITAとCD4のそれぞれ 2種類の発現ユニットを持つコンストラクトを作製した。

作製した発現コンストラクトは、ラット線維芽細胞株 W31にトランスフェクションし、逆転写酵素 (RT)

-PCRによってそれぞれの発現を確認した。

cDNA arrayを用いたHIV感染による宿主遺伝子の発現の変化

HIV感染 2日後(図 IB)および3日後(図 IC)での感染HUT78細胞における宿主遺伝子の発現の変化

を非感染皿JT78細胞(図 lA)とcDNAarrayによって比較した。

図1

結果

1) 

・・ .. ..、、'''1_t ._ 、. ，，"，~ .....・・.，
F ・-ー...'f‘ 

‘ ・・・“ 、4 ・・・6-・..、担.
句.. 

・・ ・・，、
、・-

ー・，， tLJ h.・・. . 
.・‘

‘ . ・・警官・ a・.. '.時.、，・ 4長‘.. .・:~ t 、一
円事 ‘ 、.，. ‘ 、， ，除，. 

.. . 
I • • • • • .‘. .司.'.1" •••••• 

・ 4・・ ‘ 

a・..

•• •. • ••• 
•• ・a

，a

・

•••• •..• 
崎晶 、.<，

't .. .. 
・.

!_! • • 

‘…:r! ; ~ •• ..・・，.. . . 
8・・ ・.

・-
・・・・B.‘ . 
. . . . 

•••••• •••••• 
.• 

，
 

r

・・・・・

-

E

z

・

-e

・・•• •• •.• 
----

• • • • 
・喝

、
• • 

，
 

.• 
司

• • 

.. .. .. .‘ .. .. .， ~. 
"l.'_ ・・ • . ・. ， . 

・.・-・.・・ ・・・・.. .. ..‘町.. . . ..ι 
•• 

-a
・・
•.• 

• 
• 
.••. 

•• 

.••• 
・・・・

•. •• • 
・

(感染 3日後)C 

-・，. . 
(感染 2日後)

88 

B 

“ ‘・・•• 

(非感染)A 

.. .. 



図1の結果をイメージアナライザーで定量化し、非感染時の結果に比較してその発現量が感染 2日後お

よび3日後の両方で 2倍以上であったもの、あるいは 1/2以下で、あったものを有意とし、判定した。なお、

ネガティブコントロールとした luciferaseの値 (intensi ty : 8)を最低値として、それ以下は判定から省

いた。その結果、図 2に示す 24種類の遺伝子において感染後有意に発現が増強していた。一方、有意に発

現の抑制のある遺伝子は確認されなかったものの、 IL-16の発現は抑制傾向にあった。

図2
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2)遺伝子導入用発現コンストラクトの作製

いままでの invi troの結果から、ラット細胞にHIVを感染させ、感染性あるウイルスを産生させるため

には少なくとも 4種類のヒト遺伝子が必要であった。 T細胞好性HIVに対しては CD4、CXCR4、cyc1 i n Tl、

CIITA、マクロファージ好性HIVでは CD4、CCR5、cyclin Tl、 CIITAである。したがって、これらそれぞれ

4種類のヒト遺伝子を同時に発現するトランスジェニック動物作製用のコンストラクトが必要となる。

の条件を満足させるため、それぞれ 2種類の遺伝子発現ユニットを持つコンストラクト

pUCI19/CXCR4-CyclinTl、pUCI19/CIITA一CD4、pUCI19/CyclinTI-CCR5を作製した(図 3)。まず、 CD4以外

のそれぞれの遺伝子についてはマウス H-2Kdプロモーターを持つ発現ベクターに組み込んだ。 CD4遺伝子

については、あらかじめマウス H-2Kdプロモーターを新たにクローニングしたヒト CD4プロモーターに置

換した発現ベクターに組み込んだ。次にそれぞれから発現ユニット(プロモーターから polyAシグナルま

で)を適当な制限酵素で切り出し、 pUC119ベクターに図 3のような組み合わせで組み込んだ。で、きあがっ

た各発現コンストラクトをラット細胞に遺伝子導入した結果、各遺伝子の mRNA発現が RT-PCRによって確

認された。
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図3
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HIV感染細胞について、ウイルスとそれに関連する個別の宿主遺伝子との相互作用についての報告は多数

あるものの、 cDNAarrayを用いたような多数の宿主遺伝子について、 HIV感染に伴う発現の定量的変化を検

討した報告は少ない。 Geissらはヒト T細胞株 CEMを用いて、 HIV感染を行い無作為に抽出された約 1500種

類の遺伝子についての cDNAmicroarrayを行った[3]0 T細胞受容体α鎖 (TCRα)や receptor-interacting

protein 140 (RIPI40)、CD8-αprecursorなど 9種類の遺伝子の発現増加と prothymosin-αや typeIV protein 

tyrosine phosphatase (PTP)など 10種類の遺伝子の発現抑制を示したが、1.5倍以上あるいは 2/3以下を

有意としている点や感染 2日後あるいは 3日後のどちらか一方でもその値を越えていれば有意としている点

が今回の我々の基準と異なる。我々の結果で有意と判定できたのは 24遺伝子の発現増強で、有意に抑制され

た遺伝子は確認されなかった。また我々で有意と判定した遺伝子内に Geissらの報告と一致した遺伝子は見

られなかったが、 TCRαや CD8-αでは感染 3日後でそれぞれ 2倍、 3.5倍と増加しており、使用したウイルス

株や細胞さらに方法は異なるものの彼らと同様な結果となった。したがって、 cDNAarray法はある一定の基

準でおこなえば、かなり再現性の高い方法であると考えられた。その他の遺伝子については同一の遺伝子の

結果が無く、比較できなかった。今回の我々の研究ではプロットしである遺伝子数は 600種類と Geissらの

使用した arrayの約1/3と少なく、且つ我々の判定基準の方が厳しかったにも関わらず、有意な発現増強を

示した遺伝子数は約 2.5倍と多く、 HIV感染では感染細胞の免疫関連遺伝子がより多くまた強い影響を受け

ている可能性が示唆された。それぞれの遺伝子発現の変化の意義は現在のところ必ずしも明らかではないも

のの、 HIVは感染早期から宿主免疫関連遺伝子の発現に大きく影響を及ぼしており、今後の詳細な解析が必

要である。

HIVに感染感受性のあるラットを作製するためには、少なくとも 4種類の HIV感染関連ヒト遺伝子を同時

に発現するトランスジェニックラットを樹立しなければならない。したがって、その作製にはそれぞれの発

現コンストラクトをそれぞれ別個に導入したトランスジェニックラットを樹立し、各トランスジェニックラ

ットを掛け合わせて作製する方法と一つのコンストラクト中に 4種類の発現ユニットを入れ、遺伝子導入す

る方法が考えられる。しかし、前者ではメンデルの遺伝の法則から考えて安定的に供給できるラットを樹立

するのは困難で、後者の方法では技術的に克服しなければならない点が多い。そこで我々はそれぞれ 2種類

の発現ユニットを持つ 2つの発現コンストラクトを作製し、その両方を同時にマイクロインジェクションす

ることとした。作製した発現コンストラクト pUC/CXCR4/CyclinTl、pUC/CIITA!CD4、pUC/CyclinTl/CCR5はい

ずれもラット細胞へのトランスフェクションでそれぞれ 2種類の遺伝子発現が確認され、同時にマイクロイ

ンジエクションすることにより 4種類のヒト遺伝子を発現するトランスジェニックラットの作製が可能と考

えられた。
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