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II. 成果の概要（総括研究報告） 
Ⅰ．研究開発目的 

antiretroviral therapy (ART）によりエイズ発症阻止が可能になり、human immunodeficiency virus 
type 1 (HIV-1) 感染症は慢性疾患となった。そして、その慢性化の要因はウイルスリザーバの残存があ

るからである。すなわち、現存の治療法では HIV-1 の治癒は望めない。リザーバの細胞生物学的特徴を
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解明し、これを標的とする分子細胞療法ならびに潜伏モデル実験系の解析から、新規のウイルス潜伏化抑

制薬を開発することを目的とする。 
Ⅱ．実施成果 
1) HIV-1 リザーバ解析実験系の確立（京都大学ウイルス・再生医科学研究所 教授 小柳義夫） 
 既報の HIV-1 感染ヒト化マウスへの逆転写酵素阻害剤 emtricitabine  (FTC)と tenofovir disoproxil 
fumarate (TDF)、インテグレース阻害剤 raltegravir (RAL) の 3 剤投与法（J. Virol. 86, 630, 2012）を

試みた。その結果、血漿ウイルス量の低下が不十分であった。そこで doltegravir (DTG)投与実験に切り

替えた。 
2) HIV 排除法の開発（京都大学ウイルス・再生医科学研究所 教授 小柳義夫） 
 nanocapsule 法を使った HIV-1 LTR TAR 領域を標的とする transcription activator-like effector 
nucleases (TAR TALEN)（Ebina, PLOS One, e0120047, 2015）の HIV-1 プロウイルスの不活化効率を

検討した。標的細胞として、green fluorescent protein (GFP) 発現 HIV-1 レポータを導入した T 細胞株

ならびに初代培養系としてマクロファージ細胞に対して、いずれも優れた GPF 発現抑制効果が確認され

た。これまでの単回 mRNA のトランスフェクションにより 90%以上のプロウイルスが不活性化される

ことと一致して、TAR TALEN 蛋白質そのものをナノ粒子に包埋し、細胞に導入するとその酵素活性は

細胞内で発揮することがわかった。 
3) HIV-1 感染細胞の RNA プロファイル解析（京都大学ウイルス・再生医科学研究所 教授 小柳義夫） 

HIV-1 感染ヒト化マウスの脾臓からソートした CD4+ T 細胞と PEG-interferon (IFN) 接種非感染ヒ

ト化マウスのソート CD4+ T 細胞の誘導細胞遺伝子プロファイルは、RNA-seq 解析からきわめて似てい

ることを見出した。すなわち、HIV-1 感染により I 型 IFN 応答が起きていることが強く示唆された 
4) HIV-1 プロウイルス DNA の定量（京都大学大学院医学研究科 教授 高折晃史）  
 悪性リンパ腫合併 HIV-1 陽性者のプロウイルス DNA 量を自家血液幹細胞移植の前後で測定した結果、

細胞内 HIV-1 DNA 量の低下が見られた。2 例の移植患者では、他の ART 施行中感染者と比較しプロウ

イルス DNA 量が低かった。 
5) HIV 再活性化と潜伏化機構の解明（横浜市立大学院医学研究科 教授 梁明秀） 
 HIV-1 潜伏感染骨髄系細胞を用いたケミカルスクリーニングをおこなった結果、複数の化合物が新規

の作用機作により細胞内 Ca 濃度上昇による転写因子活性化を誘導し、HIV-1 発現を誘導することがわ

かった。新規の分子経路による HIV 遺伝子活性化経路が示唆される。 
 
I. Research Objective 

human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) infectious disease is one of the chronic diseases due 
to the strong medical effectiveness that antiretroviral therapy (ART) reduces HIV disease progression. 
Low level or latently infected condition is maintained with long term-resident HIV-1 reservoir cells in 
infected individuals and the present ART is far from HIV cure. Our aim is to uncover biological 
characteristics of HIV reservoir cells and then developments of HIV latent inhibitors and removal 
strategy for the reservoir cells.     
II. Results 
1) ART in humanized mice 
Although we initially tried to follow an ART protocol with combination of two reverse transcriptase 

inhibitors (emtricitabine and tenofovir disoproxil fumarate), and one integrase inhibitor 
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(raltegravir)（J. Virol. 86, 630, 2012）in HIV-1-infected humanized mice, there was not significant 
reduction in plasma HIV-1 RNA copy (viral load) after inoculation of these drugs into infected mice. 
Threfore, we used another integrase inhibitor, doltegravir (DTG).  
2) Development of HIV DNA-targeted strategy 
We previously reported that mRNA transfection of a transcription activator-like effector nucleases 

targeted to HIV TAR region (TAR TALEN) induces significant removal of HIV-1 DNA in HIV 
latently infected T cells（Ebina, PLOS One, e0120047, 2015）.  To promote clinical application, we 
produced a recombinant-TAR TALEN and applied into culture cells. We found clear reduction of 
HIV expression. This observation corresponds well to our previous data that TAR TALEN possesses 
more that 90 % disruption potential of HIV LTR and we confirmed that this TALEN molecule shows 
significant effectiveness in HIV latent cells.  
3) Whole-genome gene expression profiling of CD4+ T cells in HIV-infected animal model 
We sorted CD4+ T cells from spleen cells of either HIV-1-infected or PEG-interferon (IFN)-treated 

humanized mice and applied a series of RNA-seq analysis for whole-genome gene expression 
profiling. As a result, we found clearly similar gene expression profiles in CD4+ T cells of HIV-1-
infected and PEG-IFN-inoculated humanized mice, suggesting that HIV-1 infection itself induces 
type I interferon response in infected host.  
4) Measure of HIV-1 DNA level in infected individuals 
From analyzing the HIV-1 DNA level in two HIV-1 infected individuals who were accompanied 

with malignant lymphoma and applied to autologous hematopoietic stem cell-transplantation, we 
found reduction of HIV DNA level after treatment of the autologous transplantation. Then, the 
levels of HIV DNA in these individuals are clearly lower than that of conventional ART-treated HIV-
1- infected individuals. 
5) Analysis of HIV latency-reversing mode 
We applied a chemical screening library in a latently HIV-infected myeloid cell line and found 

several candidates for HIV latency-reversing drug through induction of intracellular Ca 
concentration. This intracellular Ca influx-inducing mechanism has not been reported previously in 
HIV reactivation model, suggesting that a novel class of latency-reversing drug can be developed. 
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