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1. 緒言 

1-1. 単核食細胞について 

 単球、マクロファージ、樹状細胞は血球細胞のうちの単核食細胞系を構成す

る。単球は骨髄中の骨髄造血幹細胞(HSCs)から顆粒球マクロファージ系前駆細

胞(CFU-GM)、マクロファージ系前駆細胞(CFU-M)、及び単芽球などを経て分化

する。単球は末梢血液中では白血球の 3～6%存在し、血液中を数時間から数日

循環した後、血管壁から組織や体腔へ遊走してマクロファージや樹状細胞へ分

化する。 

1-1-1. マクロファージとは 

 マクロファージは幅広く全組織に存在し、貪食作用と抗原提示能をその特徴

とする。マクロファージは、一般的に大きさが 20～30μm で、円形の核と広い

細胞質を持ち、貪食に伴う空胞などが形態的な特徴である。その働きはサイト

カイン産生を介した病原体侵入への初期応答だけでなく、死細胞の貪食を代表

とする食細胞として発生 [1]、恒常性維持 [2]や組織修復 [3]など多岐に渡る。 

 免疫応答において、マクロファージは代表的な抗原提示細胞でもあり、抗原

となる分子を貪食することで免疫応答の開始を担うだけでなく、かつそれを抗
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原提示することで細胞性免疫全体に関わる。 

 マクロファージなどの食細胞は、捕食する抗原をパターン認識する為の様々

な受容体やリガンドを発現している。これらには Toll 様受容体 (Toll Like 

Receptors; TLRs)、スカベンジャー受容体やマンノース受容体などがあげられる。 

 TLRs は、種々の病原体や外来分子と結合し [4]、そのシグナルの下流で、核

内因子 κB (nuclear factor-kappaB ; NF-κB)が活性化される [5]ことが知られてい

る。TLRsは貪食には直接関係しないとされている。一方スカベンジャー受容体

は、陰性電荷を帯びた分子と結合し、例えばリポ多糖を介した細菌の貪食に寄

与する一方で、陰性荷電が増した酸化 LDL の貪食による動脈硬化に関与するこ

とが知られている [6]。スカベンジャー受容体には、SR-AⅠ/Ⅱ(Scavenger 

Receptor-AⅠ/Ⅱ)、SR-B1(Scavenger Receptor class B type1)や CD36などがあ

る [7]。マンノース受容体はカルシウムイオン依存的に糖鎖を認識し [8]、これ

を介した細菌の貪食などに関与する [9]。 

 マクロファージはその他の免疫細胞が産生するサイトカインや病原体からの

刺激により M1, M2マクロファージ(classically-activated, alternatively -activated 

macrophage)という機能的に異なる2つのフェノタイプに変化する。これはCD4
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陽性T細胞におけるTh1細胞、Th2細胞などの機能的サブタイプがあること [10]

にならって分類された。 

 M1マクロファージは、主に細菌感染などでの炎症反応に関与し、TLR ligand

や IFN-γ(Th1 サイトカイン)刺激 [11]で誘導されてくる。M1 マクロファージは

TNFα、IL-6, IL-12 などの炎症性サイトカイン、Th1 細胞に関与する CXCL9 や

CXCL10 などのサイトカイン、活性酸素種や活性窒素種を産生する(Th1 型の免

疫反応を誘導)。この IFNに対する応答で、NF-κBが activator protein 1(AP-1)、

IRFs、STAT1や early growth response(EGR)ファミリーなどに関係していると

される。 

 一方で、M2マクロファージは、Th2細胞などから産生される IL-4(Th2サイト

カイン)や IL-13 により活性化され、免疫抑制機能を持つ [12]。M2 マクロファ

ージは、アルギナーゼやマンノース受容体を強く発現し、組織修復、血管新生、

腫瘍増殖などにも関与しているとされ、IL-12 受容体は低発現で、IL-10, IL-1 

decoy 受容体や IL-1 RAを高発現しているという特徴や CCL22や CCL24など

のサイトカインを産生するという特徴がある。しかしながら、IL-10、グルココ

ルチコイドホルモン、アポトーシスした細胞からの分子や免疫複合体もマンノ
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ースレセプターやスカベンジャーレセプターを高発現する M2 様のマクロファ

ージを誘導することが分かっており、産生するサイトカインの種類に差があり

M2については更に細かい分類が提唱されている。 

1-1-2. 樹状細胞とは 

 マクロファージと同様に、単球から分化してくる細胞として樹状細胞がある。

樹状細胞は大きさが約 20μm 程度で、枝のような形の突起が発達している細胞

である。樹状細胞は細胞外から主にエンドサイトーシスにより取り込んだ抗原

を抗原提示して、自然免疫及び獲得免疫に関わっている。特に重要な働きとし

ては、MHC拘束性にナイーブ T 細胞へ抗原を提示して、エフェクターT 細胞へ

分化、活性化することができ、そのクローンを拡大することである。これは、

既に分化したエフェクター、メモリーT 細胞に抗原提示するマクロファージとは

異なる働きであり、このことを利用してがん治療への応用などが行われている。 

 樹状細胞は大きく骨髄球系樹状細胞(myeloid DC; mDC)と形質細胞様樹状細

胞(plasmacytoid DC; pDC)に分類される。mDCは抗原取り込み能が高く、活性

化により IL-12を分泌する特徴があり、もともと骨髄系造血前駆細胞に由来する

と考えられていた。また pDC は形態が形質細胞に似ていることから命名され、
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ウイルス産生によりⅠ型 IFN を分泌する特徴があり、もともとリンパ系造血前

駆細胞に由来すると考えられていた。現在では、pDC の中にも骨髄球系造血前

駆細胞から分化する細胞があることが分かってきており、 mDC を

cDC(conventional DC)と呼ぶようになってきている。生体内では、mDC は

CD11c, HLA-DR が陽性であり、更に mDC は CD1c(BDCA-1)陽性の mDC と

CD141(BDCA-3)陽性の mDC に分類される。pDC は HLA-DR 陽性で CD11c 陰

性であり、CD303(BDCA-2)を発現している。 

 更に cDCは danger signalと呼ばれるTLRを介した病原体からの刺激TNF-α、

IFNなどのサイトカイン刺激、CD40 を介した活性化 T 細胞からの刺激を受けて

未熟樹状細胞から成熟樹状細胞に変化し、免疫応答により適した性質へと変わ

る。成熟 cDC では MHC クラスⅡ分子や CD80, CD86(共刺激分子)及び CD40, 

CD83(接着分子)の発現亢進が見られる。 

 

1-2. マクロファージ研究における assay系とその問題点 

 これまで述べてきたようにマクロファージ研究は大いに着目されている研究

分野である。しかしながら末梢血液中に存在するマクロファージは少なく、更
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に in vitroで培養した場合も分裂能が低いことに由来する、低い増殖能という問

題があり [13]、ヒトマクロファージを研究するために十分な数のマクロファー

ジを確保することは困難を伴う。 

 そのため、これまでヒトマクロファージ研究には、主に Monocyte Derived 

Macrophage(MDM)と単球系細胞株が使用されてきた。しかしながらそのいずれ

においても問題点が指摘されている。 

 例えば、MDMに関しては、実験に必要な細胞数の確保、ウイルスを用いた遺

伝子導入を行った際、遺伝的に不均一な集団となる点、ドナー間のロット差な

どの問題などがあげられる。一般的に MDM は末梢血単核球分画から CD14 陽

性細胞を回収し、in vitroで GM-CSF, M-CSF等のサイトカイン条件下で培養し

て分化させる。マクロファージの元となる単球は、末梢血中に 3-6%程度しか存

在しない。このため、同一ドナー由来のマクロファージを十分量、繰り返し作

成する場合、採血によるドナーへの負担も問題となる。 

 一方、細胞株としては主に腫瘍細胞由来のものが使用されており、Mono 

Mac-1 [14], Mac-6 [15], THP-1 [16], U937 [17], HL-60 [18]などがある。細胞株は、

継代して同じ細胞株を繰り返し使用することができるため、十分な細胞数を繰
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り返し得ることが可能である。しかしながら、ヒトマクロファージの性質を全

て反映している訳ではないという点に注意が必要である。例えば、HIV 研究に

おいてもマクロファージに関する研究が進んできており、細胞株を用いた実験

系も多くみられるが、細胞株毎にHIV-1感染に重要なCD4, CCR5およびCXCR4

の発現が低いという指摘 [19]や、HIV-1 の生活環における、合成されたウイル

スタンパク質の集合過程とウイルス RNAの取り込み過程において、細胞株はマ

クロファージ特有の性質を反映していないという指摘もある [20]。 

 

1-3. ES/iPS細胞からの骨髄球系細胞の分化誘導法 

 上記問題の解決策として、近年 ES/iPS細胞を単核食細胞に分化誘導する戦略

が注目されている。これまでマウス及びヒト胚性幹細胞(Embryonic Stem cell; 

ES 細胞)から樹状細胞やマクロファージなど骨髄球系細胞の分化誘導法が報告

されてきた [21] [22] [23] [24] [25] [26] [27]。しかしながら ES細胞は胚盤胞期の

内部細胞塊から樹立されるため [28] [29]、ヒトの場合は倫理的問題から、日本

においては例えば不妊治療中、体外受精して母体に戻されなかった余剰胚に限

った ES細胞の作製しか認められていない。そのため研究における利用には制限
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があるという問題点や臨床応用を検討する際には拒絶反応の危険性があるとい

う問題点などがあった。 

 これらを克服できる新たに作成された多能性幹細胞が iPS細胞である。iPS細

胞は山中伸弥博士らにより 2006 年に初めて作成された人工多能性幹細胞であ

る。山中博士らはマウスの皮膚由来の線維芽細胞に Oct3/4, Sox2, Klf4, c-Mycの

4 つの遺伝子を導入することで分化万能性をもつ iPS 細胞を樹立した [30]。こ

れに改良を加えながらヒト iPS細胞に関しても樹立に成功した [31]。 

 iPS 細胞から分化させた血球細胞については、遺伝的背景が細胞株より

primaryの細胞に近いと考えられ、かつそれが標準化されているというメリット

がある。一度ドナー細胞から iPS 細胞を樹立すれば、遺伝的背景が同一の細胞

を繰り返し使用することが可能である。更に、分化させる前の iPS 細胞の状態

では無限増殖が可能であるため、理論的には分化系のスケールアップにより無

限の数の血球細胞を何度でも確保することが可能であるというメリットもある。 

これまで in vitroの系でヒト iPS細胞をマクロファージに分化する系も報告され

ている [32] [33] [34] 。 

 一般に ES細胞及び iPS細胞からマクロファージ、樹状細胞を含む成熟血液細



9 

 

胞を分化誘導は大きく３つの段階に分けられる。第１段階は ES/iPS細胞から造

血前駆細胞を分化誘導する段階である。次に得られた造血前駆細胞を更に単球

細胞分化誘導条件で培養を行うことで単球を誘導する。最後にマクロファージ

か樹状細胞への成熟を行う。造血前駆細胞の分化誘導は主に、浮遊培養からの

胚葉体(Embryoid Body; EB)形成法と間質細胞との共培養法がある。EB 形成法

は、1985 年にマウス ES 細胞から血球を分化させた方法として初めて報告され

た [35]。ES細胞、及び iPS細胞の未分化性を維持するためのサイトカインやフ

ィーダー細胞のない状態で、浮遊培養して培養することで EB を形成させると、

その内部に三胚葉(外胚葉、中胚葉、内胚葉)すべての細胞が出現する。EB 形成

法を用いた血球系細胞は中胚葉分化を促すサイトカイン存在下での培養を経て、

血球・内皮系分化誘導の培養条件にて誘導される。間質細胞との共培養法は、

骨髄などの間質に由来する細胞株をフィーダー細胞としてES細胞や iPS細胞と

共培養する方法で、フィーダー細胞から造血を支持するためのサイトカインが

分泌されることを利用している。 

 更にこの間質細胞との共培養による血液細胞の分化誘導法を効率化したのが、

当研究室で開発した sac 法と呼ばれる方法である。sac 法は、ES/iPS 細胞をマ
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ウス間葉系幹細胞株であるフィーダー細胞(C3H10T1/2)上に播種後、血液細胞へ

の分化誘導を促すサイトカイン存在下で培養して嚢状の構造物(sac)と造血前駆

細胞を誘導する、血球系分化誘導培養法のことを指す(図 1-1.)。sac自体も血管

内皮抗原である CD31 と VEGF-R2 陽性であり、主に内皮細胞に分化した iPS

細胞由来細胞である。その内部に造血前駆細胞が分化されてくるため、造血前

駆細胞が濃縮された状態で存在し、効率的に血球細胞を分化誘導することが可

能である。当研究室ではこの sac 法を用いて分化誘導した造血前駆細胞から効

率的に、成熟巨核球を分化誘導し、更に機能的血小板の産生まで至る系を確立

した [36]。更に最近我々の研究室は、AIDS患者の CD8陽性 T 細胞から iPS細

胞を樹立し、この sac 法と呼ばれる方法を利用して、造血前駆細胞を経て抗原

特異的 T 細胞へと分化させる系を報告した [37]。しかしながら、本分化誘導法

を用いた単核食細胞系の誘導能については十分検討されていない。 

 iPS細胞からマクロファージへの分化に関して、既報の報告 [33] [34]ではOP9

をフィーダー細胞として使用している。OP9 は単球・マクロファージ系細胞の

分化・増殖に重要なサイトカイン M-CSFの遺伝子異常をもち、機能的な M-CSF

を産生しない、大理石骨病モデルマウスの頭蓋冠から樹立された細胞株である。
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OP9はマウスの ES細胞との共培養で、ES細胞からの単球、マクロファージ系

への分化を抑制し、効率的にリンパ球系細胞への分化を促進することが確認さ

れてきた [38]。このことを利用して、当研究室においても巨核球、血小板、リ

ンパ球系等の骨髄球系細胞以外の血液細胞への分化にOP9及びOP9⊿1を使用

してきた。一方で、OP9 を使った培養系の問題点として、培養の煩雑さがあげ

られる。たとえば、使用する血清のロット間差は OP9 の維持培養だけでなく、

ES/iPS細胞からの血球分化誘導効率にも影響を及ぼすことが知られているため、

実験間差について慎重な評価を要する [39]。一方で、ES細胞との共培養におい

て造血前駆細胞の誘導及び、マクロファージを含む多系統への血球分化の報告 

[40]がある C3H10T1/2は、OP9と比較して遜色のない血液分化誘導能を示すだ

けでなく、維持培養も比較的容易という利点がある。 

 以上の背景より、私は当研究室が開発した効率的な分化誘導法として実績の

ある sac法を使用して得られた造血前駆細胞を更にC3H10T1/2上に播種する方

法を最適化することにより、従来法に比べてより効率的に繰り返し実験に必要

なマクロファージを得る系を構築することとした。ES細胞や iPS細胞から樹状

細胞とマクロファージを分化誘導する系は単球相当の細胞までは共通の系を利



12 

 

用することができるため、本研究にて私はマクロファージと共に樹状細胞への

分化誘導についても併せて評価した。更に、分化誘導した細胞の使用応用例と

して、ヒト免疫不全ウイルス（HIV）感染抵抗性を付与することが報告されてい

る外来遺伝子を iPS 細胞の段階で導入を行い、その HIV 産生抑制効果を分化誘

導したマクロファージを用いて in vitro HIV感染モデルで評価した。 

 

1-4. iPS細胞から分化誘導したマクロファージの検証 

1-4-1. HIV研究におけるマクロファージ研究 

 iPS細胞に遺伝子導入を行い、分化誘導により得られたマクロファージが実際

に実験に使える系であるかを検証するために HIV研究に着目した。 

 HIV 感染においてマクロファージは CD4 T 細胞と同様に初期感染の標的と

なるものの [41]、その経過や役割に関しては T 細胞とは異なる経過をたどると

されて、研究分野として注目されている分野である。 

1-4-2.  後天性免疫不全症候群 (Acquired Immune Deficiency Syndrome 

(AIDS))AIDSとその課題 

 AIDS に対しては、1994 年頃から 3 剤以上の抗 HIV 薬(ARV)を組み合わせて
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行う多剤併用療法(Highly Active Anti-Retroviral Therapy(HAART))の有効性が証

明され、以降標準治療となった。これにより、血清中のウイルス量のコントロ

ールが容易となり生命予後は改善を認めてきた。しかしながら、世界において

未だ新規 HIV 感染者は年間 230 万人を超え、AIDS による死亡者は年間 160 万

人(2012年末)を越えている現状があり(国連合同エイズ計画 UNAIDS)、AIDSは

マラリア、結核を抜いて死亡者数が最大の感染症である [42]。 

 また、HAART に関しても、潜伏感染には無効であるため、服薬中止に伴うウ

イルス量の増加や薬剤耐性ウイルス、免疫逃避ウイルスの出現が問題として残

っている [43]。このため長期にわたる多くの患者への治療法として、従来の

HAART では医薬経済的観点や長期的な quality of life(QOL)の観点などから不十

分であると考えられる。 

1-4-3.  HIVの生活環と治療法 

 HIV-1 は一本鎖 RNA をゲノムに持つレトロウイルスであり(図 1-2.)、その生

活環は 1) HIV-1が宿主細胞に侵入する過程：CD4 T 細胞(T-tropic)、単球・マク

ロファージ(M-tropic)等に感染し、それぞれ CXCR4、CCR5のケモカインレセプ

ターを co-receptor として CD4 と共に使用しウイルス膜と宿主細胞膜が融合
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(Fusion)する過程(この時 CXCR4 を使用する HIV を X4 ウイルス、CCR5 を使

用する HIV を R5 ウイルス、CCR5 と CXCR4 の両方を使用する HIV を R5-X4

ウイルスと呼ぶ)、2) 逆転写酵素(Reverse Transcriptase)により生成されたウイ

ルス DNA がインテグラーゼ(Integrase)により宿主細胞のゲノム DNA に組み込

まれる(Integration)過程、3)子孫ウイルスが増殖する過程：プロウイルスからの

転写が起こり、ウイルス RNAが核外へ移行して、宿主細胞で翻訳されてタンパ

ク質が合成される過程、合成されたタンパク質の集合(Assembly)とウイルス

RNAの取り込みが起こり、最終的にウイルス粒子の遊離(Budding)する過程から

なる。 

 上記 2)の過程において、宿主のゲノム DNAに組み込まれたウイルスの状態を

プロウイルスと呼ぶが、既存の治療法ではこのプロウイルスを完全に排除でき

ないため、治療を中断することで、プロウイルスからウイルス遺伝子が転写さ

れウイルスの産生が再開されてしまう。そのため一定期間の治療で体内から完

全にウイルスを排除する治療法や、潜伏感染が残っていたとしてもそこから治

療終了後もウイルス産生が起きないような治療法などの新しい治療法の開発が

望まれる。 
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 具体的な薬物治療については、図 1-2.に示すように、現在、上記 1)に関して

は、融合阻害薬(Fusion inhibitor)、CCR5阻害薬(CCR5 inhibitor)があり、2)に関

しては、核酸系逆転写酵素阻害剤(Nuclreoside Analogue Reverse Transcriptase 

Inhibitor (NRTI))、非核酸系逆転写酵素阻害剤 (Non-Nuclreoside Analogue 

Reverse Transcriptase Inhibitor (NNRTI))、インテグラーゼ阻害剤(Integrase 

Strand Transfer Inhibitor (INSTI))が、3)に関してはプロテアーゼ阻害剤(Protease 

Inhibitor (PI)などがある。しかしながらいずれの治療薬も、一度ウイルスが感染

した宿主細胞内のプロウイルスを完全に排除することは難しく、治療を中止す

ることでウイルス血症が再燃するため、根治治療とは言えない。 

1-4-4. 新規治療法の探索 

 2007 年に HIV 感染者でありかつ急性骨髄性白血病を発症した患者に対して、

HIV-1が CD4 T細胞に侵入する時に co-receptorとして使用する CCR5 [44]のホ

モ接合体変異(CCR5⊿32/⊿32)を持つ造血幹細胞(Hematopoietic Stem Cells 

(HSC))を移植したことで、長期にわたり抗 HIV 薬の投与なく血漿中やヒト末梢

血単核球細胞(Peripheral Blood Mononuclear Cell (PBMC))中のウイルス RNA、

DNAが検出感度以下に抑えられているという報告がなされた [45]。また組織マ
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クロファージや Kupffer細胞、microgliaなど従来の治療法では、HIVの潜伏感染

における宿主となる細胞に関しても、移植後 HIV 感染のないドナー細胞に置き

換わっていた。 

 この HIVに抵抗性のある HSCを移植して、HIVの根治に近い治療法が報告さ

れたことにより、その後さまざまな細胞治療が検討されるようになった。その

一例として同じCCR5 を(Zinc-Finger Nuclease)ZFNsで欠損させた自身の CD4 

T 細胞を細胞輸注し多くの患者でHIV DNA量が減少したという臨床試験での報

告 [46] や、CCR5 を ZFNs で人工的に欠損させたヒト CD34+ HSPCs を

NOD/SCID/IL2γ null マウスに移植し、CD4/CD8 T 細胞比の維持と、ウイルス

量の低下を示した in vivoでの報告 [47]などがある。 

1-4-5. HIV感染の標的としてのマクロファージ 

 マクロファージは CD4 T 細胞と並び、HIVの感染初期の標的細胞である。 

 先に述べたように、現在の HAART はウイルスをすべて体内から排除する根治

治療ではないという問題が残る。マクロファージは感染拡大に寄与し、かつ潜

伏感染の宿主となっていることから、この問題の一因となっていると考える。

マクロファージは HIV の初期感染の後、生体内の免疫による排除を回避しなが
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ら [48]、かつウイルスによる細胞変性作用を余り受けないため [14] [49]、長期

にわたりウイルスを産生し続ける。マクロファージは virus-containing 

compartment(VCC)と呼ばれるウイルスを濃縮した小胞を細胞質内に形成し 

[50] [51]、これを cell-to-cell infection として、成熟樹状細胞など他の細胞へ受け

渡しを行い、細胞間の感染拡大に寄与しているという報告もある。更に本来な

らウイルスが感染しにくい組織（中枢神経など）へマクロファージが侵入する

ことにより [52]、組織への感染拡大にも寄与している。更に AIDS 脳症におい

ては、炎症所見を伴うマクロファージの集簇が見られ、組織傷害への直接関与

も考えられている [53]。これら HIV 感染におけるマクロファージ特有の性質に

関しては、未だ十分解明が進んでいないのが現状であり、その一因が細胞資源

としてヒトマクロファージが充分確保できない点にあるのではないかと考えた。  

 そのため iPS 細胞からマクロファージを分化誘導する系に対し、一つのモデ

ルケースとして HIV 抵抗性を遺伝子導入した iPS 細胞からマクロファージを分

化誘導し、作成されたマクロファージが実際に HIV 抵抗性を示すかということ

を検証することとした。 
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1-5. iPS細胞を利用した HIV抵抗性を持つマクロファージの作成 

1-5-1. HIV抵抗性付与に関する既報 

 次にどのような機序で HIV 抵抗性を付与するかについて検討した。HIV 抵抗

性細胞の作製については、先に述べた ZFNs を用いた方法以外にも、CCR5 の

RNAを標的にした RNAiを用いた方法、CCR5の N末端細胞外ドメインを標的

にした細胞内単鎖抗体(intrabody) を用いた方法 [54]や、C末端にリジン-アスパ

ラギン酸-グルタミン酸-ロイシンからなる、小胞体への停留シグナルを持つよう

に改変し、新たに合成されたケモカインレセプターに結合して細胞膜への輸送

を阻害する intrakine遺伝子を導入して細胞表面のケモカインレセプター(CCR5, 

CCR1, CCR3など)の発現を抑制するという方法 [55]などがある。これらは主に

CCR5(R5 ウイルス )を標的としたものであるが、生体内には感染時に

co-receptorとして CXCR4を単独(X4 ウイルス)、または CCR5と CXCR4 の両

者(R5-X4 ウイルス)を用いる細胞指向性を持つ HIV-1 も存在している。CXCR4

を同様に ZFNsで欠損させ CXCR4指向性の HIVの感染が CD4 T 細胞において

抑制された報告 [56]もあるが、CCR5 と CXCR4 の両方を共に欠損させた報告

はない。また HIVの co-receptorとしては、これ以外にも特に中枢神経のミクロ
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グリアなどでは CCR3を CCR5と併用しているという報告 [57]もあり、これら

すべてを同時に欠損させることは困難である。 

 他の戦略として、HIVのTatやRevなどの遺伝子発現をhammerhead ribozyme

を用いて mRNA レベルで抑制した CD34+細胞を輸注する方法も Phase 2 の臨

床試験まで報告されているが、VLについては優位差を認めなかった [58]。また、

ウイルスRNAをsmall interfering RNA(siRNA)がエンドヌクレアーゼ活性を示す

Argonaute などと RNA 誘導型サイレンシング複合体(RNA-induced silencing 

complex (RISC))を形成することで、直接切断する PTGS(post transcriptional 

gene silence)のメカニズムで分解し、発現を低下させたとする知見も in vivoの

系について報告されている [59]。しかしながら、RNAiを用いた場合、標的とし

ているウイルス RNAに変異が入ることによりその特異性が失われ、治療の失敗

につながる危険性がある [60]。 

 その他、宿主防御因子である TRIM5α(Tripartite motif-containing protein 5 

alpha), APOBEC(apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic 

polypeptide-like) 3F, 3G や tetherinなどに着目した治療法も検討されている。例

えば、ヒト TRIM5α に関して、遺伝子の変異によりエスケープ現象を見せる
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HIV-1 に対してアカゲザルの TRIM5α を遺伝子導入したヒト細胞(HeLa cell)で

HIV-1の感染の抑制が示されている [61]。 

 免疫原性の問題を回避する目的でヒト TRIM5α を使用し、HIV-1に対する抵抗

性を獲得するためにアカゲザルの TRIM5α に似せて B30.2 ドメインのアミノ酸

をアルギニンからプロリンへ置換したキメラ(human-rhesus) TRIM5α を使用し

て、やはり HIV感染の抑制が認められた報告 [62]や、このキメラ TRIM5α が遺

伝子導入された CD34 陽性細胞をマウスに移植し、キメラ TRIM5α を発現した

ヒト胸腺細胞が HIV に感染しなかったという報告 [63]もあり、一定の効果が認

められている。 

 しかしながら、こうしたキメラタンパク質などの anti-HIV 遺伝子を導入する

方法は、生成されたタンパク質が免疫原性を持つ可能性があり、慎重に評価、

検討される必要がある。 

1-5-2. transcriptional gene silencing (TGS)を介した siRNAによる HIV抵抗性

の付与 

 本研究では iPS 細胞に導入する HIV 抵抗性因子として、個々の遺伝子や分子

を障害するよりも、ウイルスの遺伝子転写全体を阻害するメカニズムの方が、
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よりウイルスによる回避が起こりにくいと考え、shRNA による TGS を介した

ウイルスの遺伝子発現制御について着目した [64]。共同研究者の鈴木博士らは

HIV-1に感染している MOLT-4(T 細胞株)に shRNAをレトロウイルスで導入し、

HIV産生の抑制を報告した [65]。この shRNAは HIVの 5’ Long terminal repeat 

(LTR)内の U3領域にあり、配列の変異が少ないとされる [66]NF-κB 結合領域を

標的とする non-coding shRNAである。その結果、ウイルス DNAは検出される

が RNAは検出されなくなること、HDAC inhibitorである Trichostatin-A(TSA)で

は抑制効果が認められなくなるが、DNA methyltransferase inhibitor である

5-azacytidine(5-AzaC)では抑制効果が継続すること、更に HDAC1, Ago1, 

H3K9me2 などに対する抗体でこれらのタンパクと結合している DNA を免疫沈

降法(chromatin immunoprecipitation assays, ChIP)で選別し、LTR 領域を含む

primer を用いて qPCR を行った結果から、ヒストンのメチル化を介したウイル

ス遺伝子のヘテロクロマチン化による転写抑制が想定された。後の報告でも、

蛍光色素を用いて Ago(Argonaute)と NF-κB 結合領域に配列特異的な siRNA の

局在が確認され、TGSがこの siRNAの作用機序であることを示唆している [64]。

これらの報告から想定される作用機序を図 1-3.にまとめた。 
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 以上より、HIVのプロモーター領域に TGSを介した抑制作用を持つ NF-κB 結

合領域に結合する shRNAを iPS細胞に遺伝子導入して、HIV抵抗性の血球細胞

を作成することとした。具体的には shRNAを遺伝子導入した iPS細胞から造血

前駆細胞を経て、骨髄球系細胞（樹状細胞、マクロファージ）への分化を検討

し、これらの細胞が HIV-1 抵抗性を示すかどうかを検証した。これらに関する

結果を以下に示す。 
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2. 方法 

2-1.  PBMC と PBMC 中の CD14+細胞から骨髄球系細胞(MDM 及び MDDC)へ

の分化  

 PBMCは Cellular Technology社から購入(Shaker Heights, OH, U.S.A.)したも

のと、健常ボランティアから採血してリンホセパール (Immuno-Biological 

Laboratories, Gunma, Japan)を用いて分離したものを使用した。健常ボランテ

ィアからの採血に関しては、東京大学及び京都大学のガイドラインを遵守し、

書面で同意を得た上で行った。 

 PBMC 中の CD14+細胞を anti-human CD14 Microbeads(Militenyl Biotec , 

Bergisch Gladbach, Germany)を用いて選別し、RPMI 培地 (Sigma, Poole, 

United Kingdom)で培養した。この内、マクロファージの分化誘導に関しては、

50 ng/ml M-CSF(Peprotech, Rocky Hill, NJ, U.S.A.), 50 ng/ml 

GM-CSF(Peprotech) [67]を、樹状細胞分化の分化誘導に関しては 50 ng/ml 

GM-CSF(Peprotech)及び 50 ng/ml IL-4(Peprotech)を加えた。 

 

2-2. iPS細胞の樹立 
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 今回、original iPS細胞として、ヒト T 細胞からセンダイウイルスを使用して

作成した iPS細胞を使用した [37]。HIVの感染実験では、これに後述の shRNA

を遺伝子導入して使用した。 

 

2-3. SIN lentivirusベクターと iPS細胞への shRNAの遺伝子導入 

   siRNA-PromA(GGGACTTTCCGCTGCTGGGGACTT)は、CCR5 指向性の

HIV-1 において NF-κB の結合部位(GGGACTTTCCGCTGGGATTTCC)に相補的

な配列を持つように設計され、siRNA-M2(GGGACTTTAAGCTGGGGACTT)は、

siRNA-PromA と 2 塩基異なり、siRNA-PromA の配列特異的な作用を検証する

ために使用した。siRNA-JRFLは、CXCR4指向性の HIV-1において NF-κB の結

合部位に相補的な配列を持ち、siRNA-PromAと比べ 1塩基だけ異なる配列を持

つように設計されている。 

 shRNA-PromA, shRNA-M2を含むSIN レンチウイルスは鈴木博士に提供して

いただいた。図 1-3.にHIV-1の 5’ LTRとそこに含まれるNF-κB 結合領域を示す。

shRNA-PromA はこの部位に対して相補的な配列を持ち、shRNA-M2 は 2 塩基

違いの配列を持つ。図 2-1.に SIN lentivirus ベクターの構造を示す [68]。このベ
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クターは central polypurine tract(cPPT), U6 プロモーター(U6 P), shRNA, 

ubiquitin C promoter(Ubc)と EGFP からなる。WPREmt(mutant woodchuck 

promoter response element)と改変した LTRを含むため、ウイルス遺伝子はイン

テグレーションするが発現はしない構造となっている。 

 SIN lentivirus 感染させる iPS細胞を、マトリゲル上で培養した iPS細胞をト

リプシン処理によって単一細胞にしたものを、5x105 細胞/ml の濃度で 10 µM 

Rock inhibitor (Y27632, Tocris Bioscience , Bristol, UK) を添加した mTeSR1 

(Stem Cell Technologies, Vancouver, BC, Canada)に懸濁した。細胞懸濁液を 1.5 

ml eppendorf tubeへ移した後に、MOI 3~12になるようウイルス液を添加し、

Macsmix Tube Rotator (Millienyi Biotec)を用いて 37℃下で 20分間、回転混和を

おこなった。その後 iPS 細胞を回収してマトリゲルでコートした 24 well plate

へそれぞれ播種し、mTeSR1(Rock inhibitor を含む)で培養した。遺伝子導入は

EGFP の発現で評価し、分化実験へ使用する前に 1 回または 2 回フローサイト

メーターで EGFP 陽性細胞をソートした。分化実験へはこの EGFP 陽性の

oligo-clonalな iPS細胞を使用した。 

 本研究では、特に記載がない場合フローサイトメーターは FACS AriaⅡまたは
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LSR(BD Bioscience, San Jose, CA, U.S.A.)を使用し、解析には FlowJo(TreeStar, 

San Carlos, CA, U.S.A.)を使用した。 

 

2-4. shRNAを導入した iPSの未分化性等の確認 

2-4-1. TRA-1-60, SSEA-4のフローサイトメーター解析 

 マトリゲル上の iPS, iPS-PromA, iPS-M2をトリプシンで剥離し、single cell 

にした状態で、Rock inhibitorを添加し TRA-1-60/Alexa Flour 648, SSEA-4/PE

抗体と室温 20分間反応させた。結合していない抗体を洗浄除去しフローサイト

メーターで解析を行った。 

2-4-2. ALP染色 

 12 well plate 上のマウス胚線維芽細胞(MEF)に播種した iPS(iPS, iPS-PromA, 

iPS-M2)、を D- phosphate-buffered saline (PBS)(Nakarai Tesque, Tokyo, Japan)

にて 1回洗浄し、fixative solution(100% methanol 9ml+formalin 1ml)を添加して

30 分間室温で固定した。Fixative solution を吸引除去して、Rinse buffer(0.1M 

Tris-HCl (pH 9.5))で 2回洗浄したのち、staining solution(Vector Black Alkaline 

Phosphatase Substrate Kit Ⅱ)(Vector laboratories, Burlingame, CA, U.S.A.)を
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メーカーの推奨方法に準じて使用し、室温、遮光の状態で 15分間染色した。そ

の後 rinse bufferにて 2回洗浄し、PBSを加えて IX71 (Olympus, Tokyo, Japan)

にて観察した。 

 

2-5. iPS細胞から骨髄球系細胞への分化(図 2-2.) 

 当研究室からの報告 [69]にもあるように、iPS 細胞から血球系細胞を含む中

胚葉系細胞が分化誘導できることが知られている。この方法に準じて、in vitro

で造血前駆細胞を経てリンパ球系、骨髄球系細胞の分化誘導を行った。 

 60mm ディッシュにコンフルエントな iPS 細胞をクランプの状態で約 6:1 の

量で 100mm ディッシュの C3H 10T1/2 フィーダー細胞上に播種し、20 ng/ml 

VEGF(PeproTech)存在下で 7日間 5% CO2, 5% O2の低酸素条件下で培養し、

その後 7 日間 20 ng/ml VEGF, 50 ng/ml SCF(PeproTech), 50 ng/ml 

Flt-3L(PeproTech)存在下で培養を継続した。培地交換は 3-4日毎に行った。7日

以降の培地交換に関しては、sac外に血球細胞が浮遊しているため、培地を一度

遠心して血球を回収して新たな培地と共にディッシュへ戻した。14 日目に機械

的に sac 構造を破壊して得られた培養上清を 100mm ディッシュで 1 時間培養
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して付着細胞を除去し、浮遊している細胞のみを回収した。回収した細胞懸濁

液を 40μm のセルストレーナーにて濾過して造血前駆細胞を回収した。これを

新たなC3H 10T1/2フィーダー細胞上に1:1で播種し、10日間50 ng/ml GM-CSF, 

50 ng/ml M-CSF存在下で培養した。培地交換は 3-4日毎に行った。この段階で

サイトカイン最適化のための実験の際には 20 ng/ml IL-3(PeproTech)や 50 ng/ml 

SCF も使用した(表 2-1.)。24 日目に、浮遊系細胞または軽度に付着している細

胞を回収して樹状細胞分化に、付着系細胞をマクロファージ分化に用いた。以

降、樹状細胞とマクロファージへの分化誘導には BME(Invitrogen, Carlsbad, CA, 

U.S.A.)培地を使用した。 

2-5-1. 樹状細胞への分化誘導 

 2-5.で得た浮遊系細胞を、低吸着 6 well プレート(Corning Costar Ultra-Low 

attachment multiwell culture plates)  (Corning Costar, Cambridge, MA, U.S.A.)

に播種して 50 ng/ml GM-CSFと 10 ng/ml IL-4存在下で培養した。5日程度で突

起を有する樹状細胞が出現した。更に成熟樹状細胞を得るためには、これらの

細胞を低吸着 24 wellプレート(Corning Costar Ultra-Low attachment multiwell 

culture plates)(Corning Costar)に播種して 10 ng/ml IL-4と 3 μg/ml LPS存在下
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で培養を行った。 

2-5-2. マクロファージへの分化誘導 

 2-5.で得た付着系細胞を低吸着 6 well プレート(Corning Costar Ultra-Low 

attachment multiwell culture plates) (Corning Costar)に播種して 50 ng/ml 

GM-CSFと 50 ng/ml M-CSF存在下で培養した。5日程度で広い細胞質を持ちプ

レート底に付着するマクロファージが出現した。 

 

2-7. iPSから分化させたマクロファージのフローサイトメーター解析 

 iPSから分化した樹状細胞とマクロファージに関しては、分化開始から 33-35

日目に、PBMC から分化した樹状細胞とマクロファージに関しては、分化開始

から 7 日目にフローサイトメーターの解析を行った。これらの細胞に関しては

Fc-receptor-blocking reagent(Miltenyi Biotec)をメーカーの推奨方法に準じて使

用し Fc受容体をブロッキングした。 

 iPSから分化した T 細胞に関しては、分化開始から 56日目でフローサイトメ

ーター解析を行った。 

 共に蛍光色素標識された抗体を 20 分間、室温にて反応させて染色し、FACS 
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AriaⅡにて解析を行った。フローサイトメーターの機器設定には PBMC または

OneComp eBeads(Affymetrix, San Diego, CA, U.S.A.)から作成したサンプルを

用いた。死細胞除去には Propidium iodide(PI)を用いた。他の実験も含め抗体は

anti-CD3/eflour450(clone UCHT1), anti-CD4/APC-H7 (clone RPA-T4), 

anti-CD5/PE-Cy7 (clone UCHT2), anti-CD7/APC(clone CD7-6B7), 

anti-CD8/PerCP-Cy5.5 (clone SK1), anti-CD45/v500 (clone HI30), 

anti-CD34/Pacific Blue (clone 581),  anti-CD43/PE (clone eBio84-3C1), anti-CD 

11b/PE (clone M1/70), anti-CD11c/APC-Cy7(clone Bu15), anti-CD 14 /Pacific 

Blue(clone HCD14), anti-CD14/PE-Cy7(clone HCD14),  

anti-CD1c(BDCA-1)/PE(clone AD5-8E7), anti-CD141(BDCA-3)/APC(clone 

AD5-14H12), anti-HLA-DR/brilliant violet 605, anti-CCR5/PerCP-Cy5.5(clone 

L243),  anti- CD83/PE(clone HB15a) , anti-CD86/Pacific Blue(clone IT2.2)を使

用した。 

 

2-8. 形態観察 

 各分化細胞の形態観察には、Cytospin4 (Thermo Scientific , Hudson, NH, USA)
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を用いて、プレパラート(Matsunami glass, Osaka, Japan)に細胞を単層で付着さ

せ、Hemacolor (EMD Millipore Chemicals, Gibbstown, NJ, U.S.A.)により、固定

と染色を行って顕微鏡観察を行った。 

 

2-9. 5-(and 6)-Carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester(CSFE) T細胞増

殖アッセイ 

 樹状細胞による T 細胞のアロ反応性を検証するために、CSFE T 細胞増殖アッ

セイを行った [70]。CD3+ T 細胞は、PBMC から CD3 MicroBeads(Militenyi 

Biotec)を使用して分取し、Vybrant Carboxyfluorescein diacetate succinimidyl 

ester (CFDA SE) Cell Tracer Kit (Invitrogen)を用いて染色した。分取した T 細胞

は 96 well 丸底プレート 1ウェルあたり 1x105細胞で播種した。培養は 30 U/ml 

IL-2(Peprotech)を含む RPMI1640 培地(Sigma)で行った。T 細胞刺激として、

1ng/ml phytohaemagglutinin (PHA)存在下で培養、または i-DCs との共培養 

(CD3+ T cells : iDCs = 1:1)を 7日間行い、3日目と 7日目にフローサイトメータ

ー解析を行った。 
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2-10. 樹状細胞とマクロファージの貪食能観察 

 細胞を、BioParticles (Escherichia coli (K-12 strain) BioParticles, Alexa Flour 

594 conjugate, Cat# E-23370, Life technologies)の存在下で 1時間培養し、PBS

で 3回洗浄後、IX71(Olympus)にて観察を行った。 

 

2-11. iPS-macrophageのサイトカイン分泌能解析 

 iPS-macrophage, iPS-shRNA-macrophage(分化開始より 34日目), MDMを96 

well plate に 5x104細胞/ウェルとなるように、3 ウェルずつ播種し、1. 刺激な

し、2. 100 ng/ml LPS+20 ng/ml IFN-γ、3. 20 ng/ml IL-4存在下の 3条件で培養

を行った。24時間培養後、培養上清 15μlに対して Cytometric Bead Array (CBA) 

Kit(BD Bioscience)を用いて培養上清中の IFNγ、TNF-α、IL-12、IL-10の濃度を

定量した。標準溶液の作成、測定には CBA human Soluble Protein Master Buffer 

Kit(BD Bioscience)、  CBA human Flex Set(BD Bioscience)と、 LSR(BD 

Bioscience)を用い、解析は FCAP array v3.0(BD Bioscience)を使用した。 

 

2-12. iPSから分化したマクロファージの CCR5, shRNAの PCRによる発現確
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認 

 分化開始から 35 日目の iPS-macrophage を回収し、 RNeasy mini 

(Qiagen, Chatsworth, CA, U.S.A.)をメーカーの推奨方法に準じて使用して RNA

を抽出し、表 2-2. に示すプライマーを使用して PCRを行った。PCRは、Takara 

Ex Taq(Takara, Osaka, Japan)を用いて、Takara PCR Thermal Cycler Dice touch

で行った。PCR条件は、94℃ 2分、45サイクル(94℃ 20秒、55℃ 30秒、72℃ 

30秒)、72℃ 5分とした。 

  以降全ての電気泳動では、2-Log DNA ladder(0.1-10.0kb)(図 2-3.)を使用した。 

 

2-13. iPS及び iPSより分化したマクロファージのゲノムDNAによる挿入遺伝

子の確認 

 QIAmp DNA mini kit (Qiagen)をメーカーの推奨方法に準じて使用し、細胞か

らゲノム DNAを抽出した。挿入した shRNAの sense-loop-anti senseを確認す

るため、図 2-4.に示すように shRNA を挟むような形で設計した、表 2-3.に示す

プライマーを使用して PCRを行った。PCRは、Go Taq G2 Hot Start Polymerase 

(Promega, Madison, WI, U.S.A.)を用いて、Takara PCR Thermal Cycler Dice 
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touch で行った。PCR 条件は、94℃ 2 分、45 サイクル(94℃ 10 秒、64℃ 10

秒、72℃ 1 分)、72℃ 5 分とした。得られた PCR 産物のシーケンス解析は、

BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Life Technologies)をメーカーの

推奨方法に準じて使用し、96℃ 1分、25サイクル(96℃ 10秒、50℃ 5秒、60℃ 

4分)、70℃ 5分の条件で行った。 

 

2-14. HIV-1 BaL感染実験 

 MDM(分化開始から 7-9 日目)と iPS-DC 及び iPS-macrophage(分化開始から

33-35日目)を 48 well plateに 1x105 細胞/ウェル(p24 ELISA, RT- assay, HIV 

group specific antigen(gag) mRNA PCR, HIV DNA PCR用)または 6 well plateに

9x105 細胞/ウェル(ChIP assay用)となるように播種した。播種後 4日目にHIV-1 

BaLの感染を MOI 0.01(1ng p24 virus)にて行った。コントロールのため、PM-1、

THP-1 を同時に感染させた。それぞれ 30 分毎に遠心操作を加えながら(付着細

胞はプレートのまま遠心、浮遊系細胞はチューブに回収して遠心)、2 時間ウイ

ルス液と共培養し、ウイルス液を培地で洗浄して除去し、培養を行った。  

 MDMにおける HIV-1の複製、増殖については、組織マクロファージとある程
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度同等であることが分かっている [71]。またMDMにおいて感染実験を行うと、

HIV-1 の発現が時間経過にほぼ比例して線形的に増加し、感染後 14 日程度で最

大となること [72]や、unsplicedと multiply spliced HIV RNAs も線形的に増加し

感染後 10日程度で最大になり、プラトーとなることなどが報告 [73]されている。

これらの知見を元に、我々もまず初めに p24 ELISA assayにて感染後 14日間の

データを見てから感染実験のスケジュールを検討することとした。 

 実験結果から最終的に決定した感染及びサンプル回収のスケジュールを図

2-5.に示す。 

 

2-15. p24 ELISA assay 

 上清内のウイルス量を評価するための p24 ELISA assay は、培養液 500μl(1

ウェル 750μlで培養)を、4、7、11、14、21日目に回収し、HIV Type1 p24 Antigen 

ELISA(p6 determinations)(Zeptometrix, Buffalo, NY, U.S.A.)を使用して、iMARK 

MPM System(BioRad, Hercules, CA, U.S.A.)で計測した。 

 

2-16. Colorimetric RT-assay 
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 上清中の逆転写酵素活性(RT)の測定には、吸光度測定による Colorimetric 

RT-assayを鈴木博士らの報告に準じて行った [74]。 

 原理を図 2-6に示す。poly-Aを結合したプレートに complete cocktail溶液を

入れ、培養上清を加えることで、complete cocktail 中の Triton X-100 が HIV-1

ウイルス外壁を破壊して RT が溶液中に放出される。この状態で一晩(16 時間)

培養を続けると、RT 活性により poly-A を鋳型にして oligo-dT の 3’末端から

Digoxigenin(Dig)-dUTPが取り込まれながら poly-T の伸長が起きる。反応時間内

に取り込まれる Dig-dUTP量は溶液中の RT 活性に比例する。翌日、溶液中の結

合していない Dig-dUTPを洗浄、除去し Peroxidase (POD)標識抗 Dig抗体と 30

分間反応させる。取り込まれなかった POD標識抗 Dig抗体を洗浄除去し、取り

込まれた抗 Dig 抗体上の POD と 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine(TMB)と反応さ

せ、450nmの吸光度を測定し、検量線よりサンプル中の RT 活性が定量できる。 

 試薬の調整を下記のように行った。Poly-A plate の作成として、7 mg/ml 

N-Hydroxysulfosuccinimide (Sulfo-NHS)(Funakoshi, Tokyo, Japan) 溶液 50 ml

に 4 mg/ml poly-A (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)溶液 1mlを加え、

振とう撹拌した。この溶液を 96 well plate(Nunc CovaLink NH Modules)の各ウ

http://en.wikipedia.org/wiki/3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine
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ェルに 50μl ずつ分注し、更に 50 mg/ml の 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) 

carbodiimide (EDC)を各ウェルに 50μlずつ加えた。プレートシート(住友ベーク

ライト株式会社, Tokyo, Japan)をプレートにかけて、溶液を振とう混和させ、共

有結合反応を起こさせるために一晩暗所で保管した。以降の保管は 4℃で行った。

使用直前に各セルを wash buffer(10mM Tris-HCl, pH 7.5、0.15M NaCl, 1mM 

EDTA, 0.01％Tween20(Sigma))で洗浄した。 

 RT 活性の定量は、サンプル(培養上清)と同時に、活性の分かっている遺伝子

組み換え HIV-1 逆転写酵素 (HIV Reverse Transcriptase, Recombinant, E. 

coli  (Merck Millipore, Guyancourt, France))の希釈系列を用いておこなった。希

釈系列としては、10 mU/μl活性溶液の stock solutionから 4倍の段階希釈を行い、

8 点の希釈系列を使用した。逆転写酵素反応は 10μl のサンプル(培養上清)と 8

点の希釈系列を、poly-A が結合したウェル上に分注した 50μl の complete 

cocktail(50mM Tris-HCl, 168mM KCl, 12.5mM MgCl2, 5.6mM DTT, 0.44mM 

EDTA, 0.29% Triton X-100, 5.2uM dTTP, 1.1uM Dig-dUTP)に加えることによっ

て行った。反応時間は 37℃、一晩(16 時間)とした。 

 翌日、poly-Aプレートを wash buffer (10mM Tri-HCl, 0.01% Tween-20)で 3回
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洗浄し、BSA(Sigma)溶液(5% BSA, 10mM Tris, 150mM NaCl) で 5000倍希釈し

た POD標識抗 Dig抗体(Roche) を各ウェルに 100 μlずつ加え、37℃、30 分間

反応させた。Poly-Aプレートを wash bufferで 6回洗浄し、TMB基質(Sigma)100 

μlを加えて、37℃、15分間反応させた。1M リン酸溶液(Wako, Osaka, Japan)

を各ウェル 50 μlずつ加えて、反応を停止し、プレートリーダーで 450nmの吸

光度を測定した。 

 

2-17. HIV gagの(quantitative) qPCR 

 HIV-1 BaL感染細胞における、HIV-1 gag遺伝子の発現を定量する目的で、感

染後 11日目の細胞に RNeasy Micro Kit (Qiagen)の RLT bufferを加えて溶解し、

回収した。HIV-1 gag 領域の mRNA の発現は 1 ステップ RT-PCR 用のキット 

(PrimerScript One Step RT-PCR, (Takara)) を使用して行った。プライマーと

Taqman probeは表 2-4.に示した。One-step RT-PCRは、50℃ 15分、95℃ 2

分、45 サイクル(95℃ 7 秒、60℃ 30 秒)とし、QuantiStudio Real-Time PCR 

system (Applied Biosystems) を使用した。 

 サンプルの HIV-1 gag mRNA 発現量の定量には、HIV-1 molecular clone 
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plasmid (pNL4-3, Cat No. 114, NIH AIDS Reagent Program) を使用した。この

molecular clone Plasmidを用いて 2 copy/μl~2 x 106 copy/μl の 8点の検量線を

使用してサンプルの中に含まれるHIV-1 gag mRNA発現量の定量をおこなった。 

サンプル間の比較は、各サンプルに含まれる GAPDHの mRNAの発現量を測定

して HIV-1 gag mRNA の発現を標準化することによっておこなった。 

 GAPDHの定量は、GAPDHのPCR で増幅されたDNAをpGEM-T Easy Vector 

Systems (Promega)を用いてクローニングし作成した Plasmid を用いて作成し

た 2 copy/μl~2 x 106 copy/μlの 8点の検量線を用いておこなった。 

 

2-18. HIV DNA PCR 

 感染してから 24 時間後に感染細胞を回収し、QIAamp DNA blood mini 

kit(Qiagen)を用いて DNAを抽出した。PCR反応は、SentiFAST probe kit (Bioline 

Inc.)を使用し最終濃度 250nM 上述の HIV-gag primer set を使用して HIV-1 

molecular clone plasmid (pNL4-3, Cat No. 114, NIH AIDS Reagent Program) の 

2 copy/μl ~ 2 x 106 copy/μl の 8点の検量線を使用し、定量した。 
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2-19. iPS-macrophageの RNA sequencingと遺伝子解析 

 iPS-macrophage、iPS-PromA-macrophage、iPS-M2-macrophage、MDM に

おいて RNeasy mini(Qiagen)で mRNAを抽出し、Rneasy TruSeq Stranded Total 

RNA Sample Prep Kit(Illumina)を使用し、HiSeq2500(Illumina, San Diego, CA, 

U.S.A.)を用いてシングルリード法 (100 サイクル)でシーケンスを行った。

FASTQ の作成は BCL2FASTQ Conversion Software 1.8.4 in the CASAVA 1.8.2 

pipelineで行い、マッピングはTophat v2.0.8bでhg19(UCSC human genome 19)

を reference配列として使用して行った [75]。RPKMの算出、GO解析はそれぞ

れ RPKMforGenes [76]と David v6.7 [77]で行った。 

 主に以下の 4点について遺伝子解析を行った。1. MDMと iPS-macrophageの

発現遺伝子の類似性の検証、2. iPS-macrophage, iPS-PromA-macrophage, 

iPS-M2-macrophagen 発現遺伝子の類似性の検証、 3. iPS-macrophage, 

iPS-PromA-macrophage, iPS-M2-macrophage について、off-target 効果の有無

の検証(NF-κB driven genes(表 2-5.)の発現検証)、4. Macrophage フェノタイプ

(M1, M2関連遺伝子(表 2-6.) [78]の発現)の検証。 
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2-20. 統計解析 

 統計解析は GraphPad Prism version 6.0(GraphPad software, La Jolla, CA, 

U.S.A.)を用いて行い、有意差検定は one way ANOVA with Tukey’s multiple 

comparison tests において有意水準 αを 0.05として行った。 
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3. 結果 

3-1. iPS細胞から骨髄球系細胞への分化誘導 

 造血前駆細胞への分化方法として、高山博士らの報告 [36]にある sac 法を利

用し、造血前駆細胞から骨髄球系細胞への分化方法として千住博士らにより報

告された [33]iPS 細胞から骨髄球性細胞への分化誘導法に基づき、分化誘導を

試みた。 

 ヒト T 細胞由来で未分化状態が維持されている iPS細胞をマウス間葉系幹細

胞株であるフィーダー細胞(C3H 10T1/2)上に播種し、VEGF(血管内皮新生因子)

を含む血球分化培地で 14日間培養した。播種された iPS細胞は、播種直後は平

坦なコロニー状であるが、数日かけてコロニー周囲から全体にかけて嚢状に隆

起してくる。この嚢状の構造を sacと呼ぶ。sac内部に血球細胞の分化が認めら

れた(図 3-1. A.)。分化開始 14日目に sacから回収された血球細胞はフローサイ

トメトリー解析において CD34 陽性もしくは CD43 陽性の幼弱な血球細胞であ

ることが確認され、CD34+CD43+の造血前駆細胞は 42.8%認められた(図 3-1. 

B.)。 

 この造血前駆細胞を新たな C3H 10T1/2上に播種し、GM-CSF及び M-CSF存
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在下で培養し、10 日目に細胞をトリプシン処理してその吸着性でフィーダー細

胞と分けた上で、回収した細胞を 7～10 日間、更に低い吸着性を持つ細胞につ

いては GM-CSF 及び、IL-4存在下で樹状細胞へ分化誘導し、高い吸着性を持つ

細胞については GM-CSF 及び M-CSF 存在下でマクロファージへ分化誘導でき

た。 

 

3-2. HIV-1感受性を持つ血球系譜への分化効率の最適化 

 造血前駆細胞への分化過程において、TPO 濃度により feeder freeにするステ

ップ(図 2-2. Step3 の 24 日目)における付着系細胞(単球相当の分化細胞)の数に

有意差を認めなかった(TPO 0 ng/ml と TPO 2 ng/ml、TPO 0ng/ml と TPO 

20ng/ml、TPO 2ng/mlと TPO 20ng/mlにおいて全て p値 >0.99)(図 3-2. A.)。最

終的に得られたマクロファージでは、フローサイトメーターの解析において、

CCR5 の発現が、TPO 存在下の方が非存在下に比べて高い傾向が見られた (図

3-2. B.)。 

 骨髄球系細胞への分化(造血前駆細胞を回収後、10 日間の分化過程)に関して

は、GM-CSF+M-CSF、GM-CSF+M-CSF+SCF、GM-CSF+M-CSF+SCF+IL-3と
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GM-CSF+M-CSF+IL-3の 4つの組み合わせを設定し比較した(表 2-1.)。 

 その結果、GM-CSF と M-CSF だけに比べ、SCF または IL-3 を加えることで

収量の改善がみられた (図  3-3.)。更にフローサイトメトリー解析で

iPS-macrophageにおいては CCR5の発現は変わらず、かつ iPS-DCにおいては

CD141+CD1c 陽性の樹状細胞について HLA-DR は各サイトカイン条件で 99%

以上発現していたのに対して、CCR5 の発現は SCFを加えることで高い傾向を

示した（図 3-4. A-B.）。 

 このプロトコールを使用し、iPS-macrophageにおいては、Step2で使用した

100mm ディッシュあたり、2.0x105±8.7x104細胞得られた(図 3-5.)。 以降の実

験はこれらの最適化プロトコールを用いて行った。 

  

3-3. iPS細胞への shRNAの導入と遺伝子改変 iPS細胞の未分化性検討 

  先行論文 [68]に従い作成された SIN レンチウイルスベクターを用いて iPS

細胞に shRNAの導入を行った。 

 マトリゲル上で培養した iPS 細胞に、図 2-1.のウイルスベクターを用いて遺

伝子導入を行った。遺伝子導入後 3 日目から蛍光顕微鏡で EGFP の蛍光が観察
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され(図 3-6. A)、8 日目に行ったフローサイトメーターにおいて、iPS-PromA, 

iPS-M2でそれぞれ 99.6%, 98.3%の EGFP陽性率が確認された(図 3-7. A.)。 

 これらの iPS 細胞について、未分化性を確認するために、アルカリホスファ

ターゼ染色を行い、細胞表面に発現している未分化マーカーである SSEA-4 [79]

と TRA-1-60 [80]の発現をフローサイトメーターで評価した。その結果、アルカ

リホスファターゼ染色(図 3-8. A.)が陽性で、SSEA-4, TRA-1-60も 95%以上で陽

性であり(図 3-8. B.)、shRNA導入後も未分化性が維持できていたことが確認さ

れた。 

 挿入遺伝子の確認のために、iPS細胞のゲノムDNAについて、挿入した shRNA

を含むような primer(表 2-3.)で PCR を行い、電気泳動で 900bpのバンドを認め

た(図 3-9. A.)。 

  

3-4. iPS-DC, iPS-macrophageの表現形と機能 

 図 3-10. A. に示すように、iPS-DCは細胞質が突起状に伸びる特徴的な形態が

認められたが、PBMCから分化させた monocyte derived DCに比べると、細胞

が大きかった。またそれ以外に膨化したような細胞が一部に認められるなど、
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より形態的にヘテロな集団であった。 

 マクロファージについても(図 3-10. B.)全体としてみれば iPS-macrophageも

MDM と同様の広い細胞質を持った付着系のマクロファージ様の形態を示した。

個々の細胞においては円盤状に広い細胞質を持つものや、突起状に長い細胞質

を持つものなどが混在しており、より形態的にヘテロな集団であった。また

shRNAを導入した iPS-DC, iPS-macrophageでは、遺伝子導入の際マーカーと

して使用した EGFPの発現を、iPS-DCについては 80%以上、iPS-macrophage

については 99%以上が保たれていた(図 3-13.,図 3-14.)。蛍光顕微鏡でもほぼ全

ての分化細胞に於いて EGFPの蛍光を確認することができた(図 3-10. C,D)。 

 分化開始から 32 日目の浮遊系細胞(iPS-DC)と付着系細胞(iPS-macrophage)

のサイトスピンを行った。全体としてヘテロな集団であったが、主体をなす細

胞について図に示した(図 3-11. A-B.)。樹状細胞においては長い突起を有する細

胞が、マクロファージにおいては広い細胞質に空胞や debris などを有する特徴

的な形態が確認された。Original iPS 細胞から分化させた細胞と、shRNA を遺

伝子導入した iPS 細胞から分化させた細胞で、特に形態的な違いは認められな

かった。 
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 フローサイトメーターにて、MDM(図 3-12.)、 iPS-DC(図 3-13.)および、

iPS-macrophage(図 3-14.)の表面マーカーを確認した。 iPS-DC においては

CD45+HLA-DR+で CD1c(BDCA-1)と CD141(BDCA-3)を double positiveで発現

しているmyeloid DCとして矛盾しない細胞集団が認められた。iPS-macrophage

においては、MDM と同様に、CD11c+CD11b+CD14+HLA-DR+のマクロファー

ジとして矛盾しない細胞集団が認められた。更に HIV-1の感染に必要な CD4の

発現をフローサイトメトリーで確認し iPS-PromA-macrophage において

iPS-macrophageに比べて発現が低くないことを確認した(図 3-15.)。HIV-1 が感

染する際、co-receptorとして使用する CCR5に関しては、フローサイトメータ

ーに加えて RT-PCRを行い、RNAレベルの発現にも差がないことを確認した(図

3-16.)。 

 分化細胞の機能として iPS-DC に関しては、T 細胞へのアロ刺激について

CSFE染色を利用して検証し、iPS-DCが T 細胞をアロ刺激することで、CD4 T 

細胞、CD8 T 細胞の両者で T 細胞の活性化を示す分裂が起きていることが示さ

れた(図 3-17. A.)。また、shRNA-PromA, shRNA-M2を遺伝子導入した iPS 細胞

から分化させた iPS-DCについても、T 細胞の分裂が示された(図 3-17. B-C.)。 
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 マクロファージにおける貪食能に関しては、MDMと同様に iPS-macrophage, 

iPS-shRNA-macrophage を不活化した大腸菌成分を蛍光標識(Alexa Flour 549)

した bioparticleと共培養し、これが貪食されることを確認した(図 3-18. A-B.)。 

 

3-5. iPS-macrophageの RNA sequencingによる発現遺伝子の解析 

 iPS-macrophage と MDM の同等性、更に shRNA 導入による影響を評価する

目的で RNA sequencing解析を行った。検出された遺伝子数を表 3-1.に示す。

また、各遺伝子にマップされたリード数の相関関係を Pearson Correlation 

Matrix で示す ( 図  3-19. A.) 。 iPS-macrophage, iPS-PromA-macrophage, 

iPS-M2-macrophageと MDMは極めて高い相関を示した。 

 発現遺伝子のヒートマップを図 3-19. B.に、fold change(FC) 2倍以上の遺伝

子数を表 3-2.に示す。この FC 2倍以上の遺伝子に関して GO解析を行い、上位

5位までを表 3-3.に示す。 

 

3-6.  iPS-macrophage のフェノタイプ解析 (サイトカイン産生能、RNA 

sequencingとフローサイトメトリー)  
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 MDM と同様に iPS-macrophage および iPS-shRNA-macrophage においては

M1マクロファージ誘導刺激(100 ng/ml LPS+20 ng/ml IFN-γ)を受けた細胞でM1

サイトカイン濃度が上昇するという傾向が認められた。一方、M2刺激(20 ng/ml 

IL-4)に対しては MDMも含め、全てのマクロファージで IL-10の上昇は認められ

なかった(図 3-20.)。 

 フローサイトメーター解析に関しては、CD45+CD68+のマクロファージ表現

型を持つ集団について、M2 マクロファージのマーカーとして CD163(スカベン

ジャー受容体)、CD206(マクロファージマンノースレセプター)を、M1 マクロ

ファージのマーカーとしてCD86(免疫グロブリンスーパーファミリーに所属)を

調べた。 

 その結果、各分化細胞で死細胞除去後の CD45+CD68+陽性細胞は、MDM で

87.8%、 iPS-macrophage で 60.1%、 iPS-PromA-macrophage で 87.8%、

iPS-M2-macrophageで 95.9%となっており、これらの集団はマクロファージと

確認された。M1 マクロファージマーカーの CD86 陽性細胞は 87.6%, 95.4%, 

95.0%、99.1%であり、CD86 陽性かつ M2 マクロファージマーカーの

CD163+CD206+ double positive である細胞がそれぞれ 99.9%, 98.8%, 98.5%, 
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99.6%を占めていた(図 3-21. A.)。 

 RNA sequencing解析においてもM1, M2遺伝子の発現に一定の傾向を認める

ことはできなかった(図 3-22. A-B.)。具体的には、M1 マクロファージに発現の

高い IFNγR、M2マクロファージに発現の高い IL4R, CHIT1が高値であった。 

 

3-7. shRNA-PromAによる off-target 効果の確認 

 今回使用した siRNAはプロウイルスの状態の 5’末端の LTRにある、NF-κB 結

合領域に作用する。ヒトゲノムにおいて、完全に相補的な配列はないが、

homology の高い配列は存在している。そのため off-target 効果の有無を確認す

る目的で NF-κB 関連の遺伝子発現について RNA sequencing 解析を行った。

NF-κB driven gene については、MOLT-4 を使用した先行論文 [81]に準じ、84

個の遺伝子について RNA sequencing で発現を比較したところ、細胞間で発現

に差があるものでも 2 倍以内の差しか認めなかった。図 3-23. A-C.に発現の高

い遺伝子から順にその差をプロットした結果を示す。 

 

3-8. iPS-macrophage, iPS-DC への HIV-1 BaL 感染実験と shRNA-PromA の



51 

 

HIV-1産生抑制の評価 

  iPS-shRNA-macrophageのゲノム DNAについて、iPS細胞と同様に挿入した

shRNAを含むような primerで PCR を行い、電気泳動で 900bp付近にバンドを

確認した(図 3-9. B.) 

 iPS-macrophageへの HIV-1感染実験においては、単球、マクロファージ指向

性(M-tropic)で CD4 と共に CCR5 を感染時使用する HIV-1 BaL を使用した。

siRNA-PromA はこの HIV-1 BaL の NF-κB 結合領域に相補的な配列を持つ。感

染実験では、感染後 11日目までの位相差顕微鏡による観察において、感染後の

マクロファージに膨化などの明らかな形態的変化を認めなかった(図 3-24.)。

HIV-1の感染が成立しているかを確認するために、感染細胞のDNAを抽出しHIV 

gagを qPCRで定量した。 

 感染が成立していることを確認後、shRNA-PromAによる HIV-1産生抑制効果

を評価するために、感染細胞からの HIV-1産生を HIV-1 core proteinの一つであ

る p24 を検出する ELISA assay、ウイルス内の逆転写酵素活性を測定する

reverse transcriptase(RT) –assay、HIV-1 gag mRNAを測定する HIV gag qPCR

を行った。 



52 

 

  感染細胞の DNA において、HIV gag を定量したところ、iPS-macrophage、

iPS-PromA-macrophage 及び、iPS-M2-macrophage 全てで HIV DNA が検出さ

れ た 。 iPS-macrophage と iPS-PromA-macrophage で は 有 意 に

iPS-PromA-macrophageでHIV gag DNA量が少なかった(p値 0.016<α = 0.05)。 

iPS-macrophage と iPS-M2-macrophage、 iPS-PromA-macrophage と iPS－

M2-macrophage 間は有意差を認めなかった(それぞれ p 値 0.123, 0.453 >α = 

0.05) (図 3-25.)。 

 p24 ELISA assayは簡便な操作で、タンパク質レベルでのウイルス量を測定で

きる。しかし宿主細胞がウイルスにより破壊された時に細胞質内に存在するタ

ンパク質が上清中に出た場合に、その p24 も検出されてしまうため、ウイルス

産生量が少なくても、死細胞が多い場合は p24 が高値となってしまうという欠

点がある。これに対して RT-assayは、ウイルス内の活性型逆転写酵素のみを反

映するためより正確である。 

 更にウイルス産生が mRNA レベルで抑制されているかどうかを確認するた

めに HIV gag qPCRを行った。感染実験のスケジュールとしてはまず p24発現

を ELISA assayにて測定して決めていった。Aquaroらの報告 [73]通り、MDM
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について同様に 10日前後で p24発現のピークが認められ、感染系として成立す

ることが確認できた。また iPS-(shRNA-)macrophage についても、感染後 7-10

日程度でピークに達しており、以降は大きな変化が認められなかったことから、

以降 RT-assayや HIV gag発現については、感染後 11日までを測定することと

した。 

 p24 ELISA assayでは(図 3-26. A.)、iPS-macrophageで感染 4日目から p24

の上昇が認められた。これに対して iPS-PromA-macrophageでは、感染後 4日

目で iPS-macrophageに比べ約 1/20、iPS-M2-macrophageに比べ約 1/15に p24

が抑制されていた。 

 感染後 4 日目から 11 日目にかけて iPS-PromA-macrophage では p24 の上昇

が認められるが、それ以降はほぼ一定の値で 21 日目まで推移し、

iPS-macrophageと比べて約 1/3、iPS-M2-macrophageと比べて約 1/6に抑制さ

れていた。 

 RT-assay(図 3-27.)については、p24 ELISA assay と比べより明確に、iPS- 

macrophage で MDM と同程度の RT 活性上昇が、感染後 11 日目までの経過で

認められた。更に iPS-M2-macrophageでも同程度の RT 活性上昇が認められた。
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しかしながら、それに比べ iPS-PromA-macrophageでは感染後 0日から感染後

11日目において、RT 活性は 5.5x10-4 μU/mlと 3.5x10-3μU/mlとほぼ上昇を認め

ず、11 日目の RT 活性の値も iPS-macrophage, iPS-M2-macrophage, MDM が

10-1 orderまで上昇していたのに対して 10-3 orderと 2 Log程度の抑制を見せた。       

 4 日 目 に お い て iPS-macrophage と iPS-PromA-macrophage 、

iPS-PromA-macrophage と MDM 、 iPS-PromA-macrophage と

iPS-M2-macrophageの間で有意に iPS-PromA-macrophageは低い RT活性を示

していた(p値はそれぞれ 0.0037、0.0061、0.0023<α = 0.05)。7日目において

は各細胞間で有意な差は認められなかったが、 11 日目においては

iPS-macrophageと iPS-PromA-macrophage、iPS-PromA-macrophageと MDM

の間で有意に iPS-PromA-macrophage は低い RT 活性を示し(p 値はそれぞれ

0.0034、0.0009<α = 0.05)、iPS-M2-macrophage と MDM においても有意に

iPS-M2-macrophageが低い RT 活性を示していた(p値 0.0233<α = 0.05)。 

 更に HIV gag の発現を GAPDH で標準化した qPCR においても、RT-assay

と同様に iPS-PromA-macrophage では、感染後 4 日目から 11 日目で HIV gag

の発現は他の細胞に比べて抑制されていた。 11 日目においては、
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iPS-PromA-macrophageにおける、HIV gagの発現量は iPS-macrophage, MDM

に対してそれぞれ 1.89%、0.53%、iPS-M2-macrophage に比べ 5%に抑制され

ていた(図 3-28.)。検定において iPS-PromA-macrophageは他のマクロファージ

に 比 べ 、 感 染 後 4 日 目 、 11 日 目 で 共 に HIV gag mRNA 量 は

iPS-PromA-macrophage で 有 意 に 少 な か っ た (iPS-macrophage, 

iPS-M2-macrophage, MDMとの比較において感染後4日目 p値 0.001, <0.0001, 

<0.0001 <α = 0.05、感染後 11日目 p値 <0.0001, 0.0073, <0.0001 < α = 0.05)

が、他の iPS-macrophage と iPS-M2-macrophage、iPS-macrophage と MDM、

iPS-M2-macrophageとMDMの比較においても有意差を認めていた(各々感染後

4日目 p値 0.0002, <0.0001, <0.0001 <α = 0.05、感染後 11日目 p値 0.002, 

<0.0001, 0.0005 <α = 0.05)。  

 一方、iPS-DCについても iPS-macrophageとほぼ同様のプロトコールでHIV-1 

BaLの感染実験を行い、p24 ELISA assayを行った。positive controlとして T-

細胞株ながら、マクロファージ指向性である HIV-1 BaL を含む広範囲の HIV-1 

strainでの感染性がある PM-1 [82]を設定し、p24 の上昇を認めた。しかしなが

ら iPS-DCでは p24の上昇は検出されなかった(図 3-26. B.)。  
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4. 考察 

4-1. 本研究における成果 

 本研究では、iPS細胞からマクロファージへと分化誘導させる既報の系に対し、

造血前駆細胞を分化誘導するまでのステップで sac 法を用い、その後の骨髄球

系細胞への分化にはフィーダー細胞として C3H 10T1/2 を使用した上でサイト

カインの最適化を行い、HIV 実験を含む医学的研究に繰り返し十分量のマクロ

ファージを安定供給する系の確立を行った。更に HIV-1産生抑制を示す shRNA

を iPS 細胞に遺伝子導入し、その発現を維持したまま樹状細胞とマクロファー

ジへ分化させ得ることを示した。特に、マクロファージに関しては、実際に HIV-1 

BaLの感染実験を実施して、iPS細胞から分化させたマクロファージでも HIV-1

の感染が成立することを示した。その上で、HIV-1 産生抑制効果を持つ shRNA

を導入した iPS細胞である iPS-PromAから分化させた iPS-PromA-macrophage

において、HIV-1 産生を抑制する可能性があることを、p24 タンパク量、RT 活

性に加え、HIV gag mRNA発現量で示した。これらより、iPS細胞から分化させ

たマクロファージが HIV 実験にも利用できることを示すことができたと考える。 
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4-2. マクロファージを安定供給する系の確立 

4-2-1. iPS細胞から HIV-1感受性を持つ血球系譜の分化効率の最適化について 

 今回私は、iPS細胞からマクロファージへの分化誘導の系に関して、既報の方

法 [33]を一部改変し、この系の最適化を試みた。 

 まず当研究室で効率的な血球分化誘導の方法として開発された sac 法 [36]を

利用して分化誘導を行った。sacと呼ばれる袋状の構造物中で、濃縮された状態

で造血前駆細胞が効率的に分化してくる手法である。 

 OP9 をフィーダー細胞とする、hES 細胞から血球細胞への分化誘導の研究か

ら、 CD43 は CD45 より幼弱な段階で CD34 に次いで発現し、

CD34+CD43-KDR+CD31+の内皮系細胞から造血前駆細胞を区別するための良

いマーカーになるとされている [83]。本実験においても、C310T1/2上で 14日

間培養後、sac より回収された細胞には CD34+CD43+の造血前駆細胞が確認さ

れ、sac法により幼弱な造血前駆細胞が確かに分化誘導されていることが確認で

きた。 

 更に私はこのステップに引き続き、マクロファージ細胞への分化過程におい

てもマクロファージ分化に抑制的に働く既報の OP9を避け、フィーダー細胞と
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して C3H 10T1/2 を使用し最終的にマクロファージ及び樹状細胞が分化してく

ることを確認した。 

 OP9 は、脂肪へ分化する性質を持ち、脂肪細胞のモデルに使われることもあ

る細胞である。脂肪へ分化するプロトコールには細胞密度の高い状態で血清を

分化用のものに置換したり、インスリンとオレイン酸を培地に加えたり、3T3-L1

細胞(マウス線維芽細胞)でも報告されている [84]2 種類の培地を順に使用して

培養したりする方法があり、これらの方法により OP9は細胞質にトリグリセリ

ドを蓄え、脂肪細胞の形態に変形し、アディポネクチンやグルコーストランス

ポーター4(Glucose Transporter 4; GLUT4)など、脂肪細胞のマーカーを発現する

ことが知られている [85]。更に、OP9は細胞密度が高いコンフルエントな状態

であるだけでも脂肪滴が見られるようになり、脂肪細胞へ分化する [86]ため、

維持培養を含め細胞調整に関しては、OP9よりC3H 10T1/2の方が容易である。

このことからも OP9ではなく C3H 10T1/2を用いた系でマクロファージ分化が

できることには意義があると考えた。 

 更にフィーダー細胞自体を用いない系も考えられる。フィーダー細胞の調整

が不要である点や、xeno freeにすればその系を利用して分化誘導した細胞を臨
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床で応用することも可能な点は望ましいが、医学研究の中でも基礎的な研究を

行う場合には、コストの面で負担が大きくなる可能性がある。今回は、基礎実

験で繰り返し十分量のマクロファージを得る系を検討したことから、目的から

反すると考えた。 

 sac法及びC3H 10T1/2をフィーダー細胞とするこの手法で機能的なマクロフ

ァージが分化誘導されてくることを確認できたため、更にサイトカイン条件の

検討を行った。造血前駆細胞の維持や各種血球系細胞への分化誘導にはサイト

カインが重要な働きを担っている [87]ことから、造血前駆細胞への分化過程(分

化開始、7 日目から 14 日目まで)と、骨髄球系細胞への分化過程(造血前駆細胞

を回収してから 10日間)のサイトカインに関して、最適化を行った。 

 以前の報告で c-Mplの転写が、巨核球や血小板の他、CD34陽性細胞において

も検出されたことから、TPO が CD34 陽性細胞の増殖に関与していることが指

摘され [88]、更に granulocyte-macrophage(GM) コロニー形成実験において、

TPO が SCF 単独、 IL-3 単独、また SCF と IL-3 の組み合わせに対して加えて

使用することで、より多くのコロニーを形成するということ [89]や、SCF, TPO, 

Flt-3L の組み合わせが CD34+細胞のヒト造血前駆細胞の活性化に有効であると
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いうこと [90]が示されていたため、造血前駆細胞への分化過程に関して c-Mpl

リガンドである TPO の追加を検討した。特に Kobayashi [89]らの報告において

は、TPOは 0, 1, 10, 50, 100 ng/mlでコロニー数を検討しており、GMコロニー

においては SCF と TPOを使用した場合、TPO 1 ng/mlと比べ TPO 10 ng/mlで

有意に増加し、かつ 10 ng/ml以上に高い濃度で使用しても(50, 100 ng/ml で検

討)、10 ng/mlの場合と有意差がなかったことから、今回 TPOを 0, 2, 20 ng/ml

で検討した。 

 また 骨髄球系細胞への分化(造血前駆細胞を回収後、10 日間の分化過程)に

関しては、既報の論文 [33]で使用されていた GM-CSF, M-CSFに、更にサイト

カインを加えることを検討した。この骨髄球系細胞への分化の過程において顕

微鏡観察を行うと、一部フィーダー細胞に混じり造血活性があると考えられる

細胞がこの過程でも新たに分化してくる様子が見られた。このため造血前駆細

胞を維持する働きを持つ SCF を加えることや SCF が BFU-E, CFU-GM, 

CFU-GEMMのコロニー形成について併用で数を増加させる IL-3 [91]を加えるこ

ととした。SCFと IL-3に関して、Bernsteinらの報告では、CD34+lin-細胞を液

体培地で培養し colony-forming cells(CFC)の形成について SCFと IL-3を併用し
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た場合の titration 実験を行っている。その際、CFC の最大形成時の濃度として

SCF は 50から 100 ng/ml, IL-3は 10 から 100 ng/mlであった。これを参考に 50 

ng/ml SCF と 20 ng/ml IL-3を加えて表 2-1.の 4つの条件を設定した。 

 特に最終的に得られる骨髄球系細胞において HIV 実験において重要な

co-receptor である CCR5 の発現上昇が認められたことから、本実験では TPO、

SCF を各ステップに加えて分化誘導することとした。この系を使用して、以降

60mm ディッシュにコンフルエントな iPS 細胞を 6:1 で 100mm ディッシュの

10T1/2に播種し、その 100mm ディッシュあたり 2.0x105 ± 8.7x104細胞のマク

ロファージが繰り返し確保できる系が確立できた。 

 分化誘導に必要であった日数に関しても、iPS細胞が造血前駆細へ分化するま

で 14 日間、そこから単球相当の細胞へ分化するまでが 10 日間、最終のマクロ

ファージや樹状細胞へ分化するまでが約 5日間であり、従来の OP9との共培養

法で分化させている方法に比べ [33]少ない系となった。 

4-2-2. iPS-macrophageと MDMの類似性について 

 本研究では、今後医学研究に利用できる、MDMと同様の性質を持つマクロフ

ァージを、iPS細胞から繰り返し、十分量、分化誘導することを目的としていた。
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これにより高率に目的遺伝子を導入、発現させた状態のマクロファージを、MDM

より十分な細胞数を確保できる利点があると考えた。 

 MDM との比較において、iPS-macrophage は MDM と同様の貪食能、一般的

なマクロファージの表面マーカーの発現を示した。しかしながら RNA 

sequencing で発現差のあった遺伝子に関する GO 解析と、M1, M2 フェノタイ

プ解析においては両者で異なることが明らかとなった。 

 まず RNA sequencingにおいては iPS-macrophageにおいて、MDMより発現

が低くかつマクロファージの機能に関係する GO として、antigen processing 

and presentation, antigen processing and presentation of peptide or 

polysaccharide antigen via MHC classⅡなどがあげられる。これらは今回の実験

で検証した HIV-1 の感染自体には直接関係しないと考えられるが、今後

iPS-macrophageを用いて抗原提示の機能を利用する場合などに、詳細な検証が

必要となる。 

 更に iPS-macrophageをMDMと比較するためにマクロファージのフェノタイ

プ解析を行った。 

 マクロファージでは、M1, M2活性化は病原体に対する感受性や抗原提示につ
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いて変化させること [92] [93]が分かっている。in vitroの系で、M1, M2活性化を

受けた MDM について、M1 活性化 MDM では細胞表面の CD4 発現を低下させ

たり、CCR5 結合サイトカインの産生を抑制したりすることでウイルス複製の

初期の段階でウイルス産生の抑制を示すことや、M2活性化 MDMでは HIV-1ゲ

ノムが宿主細胞のゲノムに組み込まれた後での抑制が示唆されている [19]。ま

た抗原提示に必要なステップとなるファゴサイトーシスに関しても、MDMに与

えるサイトカイン刺激で調整されること [94] [95]が分かっている。そのため本

研究でも、作成した iPS-macrophage について M1, M2 刺激に対しての反応が

MDMと同様であるかを検証した。 

 今回私は単球(または単球相当の分化細胞)からGM-CSFとM-CSFを用いてマ

クロファージを誘導した。 

 iPS-macrophageに関して、M1 マクロファージ、M2 マクロファージに特徴

的な遺伝子群の発現や分子マーカーの発現を調べた(図 3-21.)が、特定の分化傾

向を認められずに、双方のマーカーを発現する細胞が確認された。このことは

MDMと同様の傾向であった。これらのマクロファージは IFNγR(M1), IL4R(M2), 

CHIT1(M2)が高発現し、やはり M1, M2 フェノタイプ特定の傾向を持つ細胞で
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はなかった。M1マクロファージを誘導するGM-CSFは、JAK2を通じてSTAT5、

signal-regulated kinase(ERK)と V-Akt murine thymoma ciral oncogene homolog 

1 (AKT)を活性化させ、NF-κBを核内へ移動させる [96]。GM-CSFの刺激で単球

やマクロファージは M-CSF, TNF をはじめとする様々なサイトカインを産生す

る。本研究では MDM を誘導する際に GM-CSF を使用した点と上述の報告を考

慮すると、現在の分化系において明確に M1マクロファージ、または M2マクロ

ファージに区別できる細胞へ分化させることは困難である事が考えられる。 

 そこで iPS-macrophageがM1, M2マクロファージの両方へ分化できるような

前駆段階の分化細胞である可能性を検討するために、M1, M2マクロファージへ

の分化を誘導し産生されるサイトカインや遺伝子発現について調べることとし

た。具体的には、M1, M2 マクロファージを活性化するための特異的な LPS+ 

IFN-γ刺激(M1), IL-4刺激(M2)を加えて誘導した iPS-macrophageを用いて発現

プロファイルを解析した。その結果、iPS-macrophage, iPS-shRNA-macrophage

では M1刺激を受けた細胞で M1サイトカインである IFN-γ、TNF-α、IL-12 の濃

度が上昇しており、これは MDMと同様の傾向であったが、TNF-αや IL-12 では

細胞間で最大 20倍の差が認められていた。これに関しては、今後データ数を増
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やして検討したいと考えている。 

 一方 20 ng/ml IL-4の M2刺激を受けた細胞では、MDMも含め全ての細胞で

IL-10の上昇を認めなかった。既報では iPS細胞から誘導したマクロファージに

M2刺激を行った際、IL-10の上昇が確認されている [97]が、我々の系では MDM

がM2分化能を示さなかった。 iPS-macrophageのフローサイトメーター解析

では、M2 マクロファージの表面マーカーである CD163, CD206の発現が MDM

同様に認められていることから M2分化能が全くないとは言えないため、刺激方

法が適切でなかったのだと考える。刺激方法に関しては、IL-4 だけでなく IL-4

に IL-10と TGF-βを加えたM2刺激でより IL-10産生能の高いM2マクロファー

ジが誘導される報告 [98]もあり、これらを参考に M2 誘導への刺激を最適化し

ていきたい。現在、タンパク質レベルでは IL-10 が検出されなかったが、RNA

レベルでのマクロファージ誘導能を確認するため、M1, M2刺激を加えた各細胞

の RNA sequencingも解析中である。 

 

4-3. HIV-BaLの感染実験と iPS-PromA-macrophageによる HIV-1産生抑制 

4-3-1. iPS-macrophage及び iPS-shRNA-macrophageのHIV-1感染実験の計画 
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 まず iPS-macrophageがHIV-1感染実験において使用され実績のあるMDMと

同等の感染を示すかどうかということを検証し、次に iPS-shRNA-macrophage

の HIV-1産生抑制を評価することとした。 

 HIV-1には、感染する細胞の種類から二つの系統が確認されていた。一つ目は

ヘルパーT 細胞への指向性を持つ T tropic virusであり、二つ目は単球、マクロ

ファージへの指向性を持つ M tropic virusである [99] [100]。 

 その後、これらは宿主細胞へ侵入する際に CD4と共に使用するサイトカイン

レセプター(co-receptor)によるものと分かり、T tropic virusは CXCR4 [101]を、

M tropic virus は CCR5 [102] [103]を使用する。今回我々は、M tropic virusであ

り、siRNA-PromAと NF-κB 結合領域の配列が相補的である HIV-1 BaL strainを

用いた。 

  感染後最大 11 日までの顕微鏡観察において、iPS-macrophage は MDM と

同様、細胞質の膨張などの形態変化は示さず死細胞も少なかった。この点も既

知のマクロファージは HIV-1 による細胞変性効果を示しにくく [104]、in vitro

での感染後、数日以内に死んでしまう CD4 T 細胞 [105]と異なりマクロファー

ジでは長期にわたり生存し続けるという特徴を再現していた。 
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4-3-2. iPS-macrophageの感染実験の結果 

 iPS-macrophageとMDMへの HIV-1の感染と感染後のウイルス産生に関して、

まず p24 ELISA assayを行った。その結果、MDMにおいては感染後 4日目から

21日目にかけて p24濃度が上昇していくという傾向が認められた。それに対し

て iPS-macrophage においては感染後 4 日目の時点から既に MDMと比べ約 10

倍の p24濃度を示しており、4日目から 21日目にかけてほぼ同程度の p24 濃度

(1x103～1x104 pg/ml)を示していた。p24 の上昇が検出されている点では、

iPS-PromA-macrophage でも HIV の感染が成立していることが示唆されたが、

MDMと同程度であるかはこれだけでは評価できなかった。 

 iPS-macrophage においても HIV の感染が成立しているかを検討するために

感染マクロファージ中の HIV DNA 量を定量した。その結果、iPS-macrophage

においても HIV DNAを検出したため、感染自体は成立しているのではないかと

考えた。 

 一方 iPS-PromA-macrophageは iPS-macrophageより有意にHIV gag DNAが

少ないという結果であった。しかしこのことは以下に述べる理由から、

iPS-PromA-macrophage において HIV の産生が少なくなった直接の理由ではな
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く、iPS-PromA-macrophageにおいても他のマクロファージと同程度の初期HIV

感染があったのではないかと推察している。 

 一般的に多くのウイルス cDNA は、宿主細胞のゲノムに挿入されていない状

態で存在していることが知られている [106] [107] [108] [109]。逆転写酵素によ

り産生された直鎖 cDNAは、自己組み込み、組み換えや宿主因子により環状 DNA

として宿主細胞に存在する [110]ため、今回行った qPCR においては、HIV-1 

cDNA、 integrated DNA、2LTR DNA及び 1LTR DNAを全て検出している。

そのためこの検出系では、完全に標準化された(細胞あたりの)integrated DNA量

だけを推測する事は難しい。より厳密に評価するために、インテグレーション

アッセイ [111]を行う予定である。 

 また感染後 24時間で感染細胞を回収し、HIV DNAを測定したが、24時間後

では初回に感染した HIV が宿主細胞のゲノムに挿入され、更にそこから新しい

ウイルスが産生されていると考えられる。そのためウイルス産生が進む

iPS-macrophage及び、iPS-M2-macrophageにおいて、これらHIV-1 cDNA、2LTR 

DNA、1LTR DNAの 3つの DNAの影響が高く出ていると解釈できる。 

  p24 ELISA assay に お い て 、 iPS-PromA-macrophage は MDM や
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iPS-macrophageに比べて全体としてウイルス産生量が低いことが示唆された。 

 p24は HIV-1のコアを構成するカプシドタンパク質であり、前駆体(Gap p55)

から HIV-1 のプロテアーゼによりスプライシングを受けて生成される。これは

ウイルスの増殖に必須のタンパク質 [112]であり、臨床でもその測定が HIV-1感

染初期から利用される。in vitroでの実験系でも感染の確認に利用できるが、宿

主細胞がウイルス毒性で細胞死した場合も p24 が培養液中に放出されかつ、

ELISA assayで検出されてしまうという問題点がある。今回、shRNA-PromAを

遺伝子導入した iPS から分化させた iPS-PromA-macrophage の集団内には、

shRNAの発現がない、または低い細胞が少ないながらも存在する。これらの細

胞に感染した HIV-1 の p24 が転写されて細胞死に伴い培養液中に放出されたこ

とにより、MDM や iPS-macrophage と比較した場合 p24 での評価が厳密には

iPS-PromA-macrophage の HIV 抵抗性を定量的に評価できないのではないかと

考えた。 

 この問題点を回避するために、次に RT-assayを行った。HIV-1の逆転写酵素

(RT)は、p66と p51のサブユニットからなるヘテロダイマーで最も安定し [113] 

[114]、酵素活性を持つ [115]。RT のヘテロダイマーは細胞外の培養液中では解
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離して失活するため、RT-assayで酵素活性を測定する場合 p24 ELISA assayよ

り正確に培養液中に産生された HIV-1 ウイルス量を反映する。  

 この RT-assay においても、iPS-macrophage は HIV への感染感受性を示し、

かつ iPS-PromA-macrophageは、MDMや iPS-macrophageに比べて 10~100倍

以上のウイルス産生の抑制効果が認められた。今回、感染後 4日目と 11日目に

関しては、iPS-PromA-macrophage は iPS-macrophage及び、MDMと比べウイ

ルス産生が有意に低下していた。7日目に関して統計学的有意差がでなかったこ

とに関しては、今後データ数を増やして検証する必要がある。一方、11 日目の

iPS-M2-macrphageと MDMでは iPS-M2-macrophageからのウイルス産生は低

下していたが、iPS-M2-macrophage と iPS-PromA-macrophageとの比較では産

生に差がなかったことや、iPS-macrophageと MDMからのウイルス産生は統計

学的有意差を認めなかったことから、iPS細胞から分化させたマクロファージで

ある iPS-M2-macrophageでもMDMよりウイルス産生が少なかったというので

はなく、遺伝子導入した shRNA-M2 自体の影響が考えられるため、その検討が

必要である。shRNA-M2 が低い親和性ながら NF-κB 結合領域に結合して、HIV

遺伝子の発現を抑制している可能性も残る。更に多くの数の塩基配列が異なる
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shRNAや、shRNA-PromAと同じ塩基からなり、配列だけが異なるような shRNA

を用いて同じ実験を行い shRNAのHIV抑制作用に関して配列特異性があるのか

どうかも検討している。 

 更に実験に用いた HIV-1 BaL strain を含む、R5ウイルスの感染に必要となる

CD4, CCR5 についても、iPS-PromA-macrophage において、iPS-macrophage

に比べ低いという事はなかった。従って、 siRNA-PromAによる HIV-1の産生

抑制は、CCR5や CD4の発現低下など、感染効率に影響を与える他の因子に由

来するものではないということが示された。 

4-3-3. iPS-PromA-macrophageによる HIV-1産生抑制のメカニズム 

 今回使用した siRNA-PromAがHIV-1遺伝子の転写抑制を行うメカニズムに関

しては、細胞株を用いた先行論文で ChIP assayや CHART assayの結果、PTGS

ではなく、TGS を介していると報告されている [116] [64]。具体的には ChIP 

assayにおいては、siRNA-PromAを導入した細胞株において特異的に、LTR領

域に Ago1, HDAC1, H3K9me2 などが結合していることが示されている。更に

HIV遺伝子の転写が活性化されている時にNuc-1の位置がより下流に近くなり、

転写開始部位(R)の下流 20 塩基部位での制限酵素による切断が可能となること
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を利用して CHART assay(図 4-1.)を行うと、siRNA-PromAを導入した細胞株で

は配列特異的に切断が抑制されることが示されている。今回 HIV-1 BaL の感染

実験で HIV-1 産生の抑制を示した iPS-PromA-macrophage に関しても、細胞株

と同様にヘテロクロマチン化による HIV 遺伝子転写の抑制が今回のマクロファ

ージにおいても背景にあると考えられた。 

 

4-4. shRNA-PromAによる off-target 効果についての検討 

 今回導入した shRNA は、HIV-1 の LTR に存在する NF-κB 結合領域に結合す

ることから NF-κB driven genes の発現変動の有無を確認することにした。 

 RNA sequencingによる NF-κB driven genesの発現比較において、発現に差

がある遺伝子は認められたが、2倍以下の差でありその差は shRNA-PromA にお

ける HIV-1 産生抑制効果(RT-assayなどでは Log10 スケールでの抑制を示して

いた)に比べて著しく小さく、shRNA の NF-κB driven genes発現への明らかな

影響はないと考えられた。 

 更には、shRNA-M2(PromAと 2塩基違い)との比較において、shRNA-PromA

の配列特異的な HIV-1 産生抑制から、今回の標的に対する siRNA の作用として
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最低でも 19塩基以上の相補鎖が必要でかつその配列が 2塩基の違いもないもの

である必要が示唆された。 

 

4-5. iPS-DCについて 

 iPSから分化を行った iPS-DCに関しては、表面マーカーで myeloid DC であ

ること、および貪食能や CSFE染色を用いた T 細胞のアロ刺激の結果から機能

的であることは確認できた。しかしながら HIV-1 BaL の感染実験に関しては、

p24 ELISA assayで p24の上昇を検出することができなかった。 

 一般的に、樹状細胞は C-type lectin receptor(CLR)(dendritic cell-specific 

ICAM-3 grabbing non-integrin; DC-SIGNなど)が高発現しているために、HIV-1

を細胞質内に取り込むことなく T 細胞に提示する経路があり、その分 CD4 や

CCR5 を通じて HIV-1 が膜融合して細胞内に感染する率が低いと考えられてい

る [117]。 

 生体内では主に粘膜内の未熟樹状細胞が HIV-1 に感染する。そのため、解析

対象として、分化の段階としては LPSや TNF-αで刺激する前の未熟樹状細胞に

相当する iPS-DCを誘導していた。しかし、培地中のサイトカインやエンドトキ
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シンなどの物質や物理刺激 [118]等により感染実験前に成熟化が進行すること

が多く、実際フローサイトメーターでの解析においても成熟化を示す CD80、

CD83や CD86などの発現を示す細胞集団が混在していた。 

 樹状細胞の成熟化により、例えば細胞表面の CCR5 が減少してしまうこと 

[119]で更に感染効率が下がると考えられる。今回の系では、分化開始から 33日

前後のフローサイトメーター解析において、感染が成立した iPS-macrophage

と比較し、iPS-DC での明らかな CCR5 発現低下は認められなかったが、HIV-1 

BaL の感染の際に更に成熟化が進むことで CCR5 の発現が低下し感染が成立し

なかった可能性はある。 

 今後は、分化誘導の過程や感染実験で使用する培地中でのフェノールレッド、

FBS、サイトカインや培養中の操作による物理的刺激についての再検討などが

必要と考えられる。 

 これらの検討により、HIV-1 がまず in vitro で感染するような iPS-DC が分化

できるようになれば、virological-synapseを介した、T 細胞への cell-to-cell 感染 

[120]のモデルなどに応用できる可能性がある。 
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5. 結言 

 本研究では、iPS細胞からマクロファージを分化誘導する既報の方法に対して、

sac法、フィーダー細胞の変更、サイトカイン条件の調整を行い、同一ドナー由

来の遺伝的背景が均一なマクロファージが繰り返し分化誘導できる系を確立し

た。更にこの系で分化誘導されたマクロファージが実際の実験に利用できるか

どうかを検証するために、HIV-1 の遺伝子転写を TGS のメカニズムを介して抑

制するような shRNAを導入した iPS 細胞から血球細胞の分化誘導を試みた。そ

の結果として iPS 細胞の段階で遺伝子導入した EGFP や shRNA が分化細胞に

おいても維持されていることを確認することができた。特にマクロファージに

おいては HIV-1 BaLの感染実験を行い、shRNAによる HIV-1の産生を抑制する

可能性があることを確認でき、今回の系が実際に機能し得ることを示した。 

 これまで HIV-1 の研究領域においても、分裂能の低いマクロファージは細胞

数の確保や遺伝子導入の面から primaryの細胞を実験に用いることが難しく、主

にMDMや細胞株を用いられることが多かった。しかしながら、今回のように iPS

細胞から MDM に近い性質を持つマクロファージを分化させることによりこれ

らの問題を克服することが可能となる。 
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 一方、今回分化誘導して得られた iPS-macrophageにおいては、MDMと同様

のフェノタイプを示すものの、M1、M2 刺激への反応性に関しては課題が残っ

た。また RNAsequencing では、iPS-macrophage で MDMと比べて、抗原提示

に関係する遺伝子の発現が低いことが示された。今後、M2刺激の方法を検討し

M2マクロファージへの分化誘導が可能かどうか検証することや、実際に抗原提

示能やそれに伴う T 細胞の活性化能についての評価を抗原特異的な iPS 細胞か

ら iPS-macrophageや iPS-DCを分化誘導させて検証することが必要だと考える。 

 また T 細胞と比較してマクロファージに特徴的な現象として、細胞質内にウ

イルスを濃縮することで長期にわたる感染に関与したり  [121]、virological 

synapseを介した、cell-to-cell infectionによる感染の拡大に関与したり [122]と

いう点がありこれらの点を、iPS-macrophageに関しても電子顕微鏡による観察

や、HIV-1 に感染した iPS-macrophage を未感染の T 細胞と共培養することで

再現できるかどうかを検討していけると考えている。 

  またマクロファージは host restriction factor としてシチジン脱アミノ化酵素

である APOBEC3G、ヌクレオチド三リン酸(Nucleotide Triphosphates(NTP))を

ヌクレオシドとリン酸に変換する酵素である SAMHD1や、APOBEC3G とウイ



77 

 

ルス粒子を繋留する tetherin [123] [124] [125]を持っていたり、核内膜に存在し

ウイルス DNAのインテグレーションに関与するとされる emerin [126]を持って

いたりという固有の特徴を有している。本研究で分化誘導した iPS-macrophage

においてもこれらの host restriction factor が存在し、機能するかどうかについて

検証したい。   

 HIV の複製過程を阻害する APOBEC3G は、HIV-1 では Viral infectivity 

factor(Vif)タンパクを産生し、この Vif タンパクが APOBEC3G に作用し、ユビ

キチン化をおこし APOBEC3G を分解することで対抗している [127]が、HIV-1

が感染すると、MDMにおいて APOBEC3G の発現が減少していることが示され

ている。iPS-macrophageでも APOBEC3G が発現しているかどうか、更に MDM

と同様に HIV-1 感染によりその発現が低下するのであれば、それが

iPS-PromA-macrophage において低下がみられなくなるのか、などを調べるこ

とで iPS-macrophageが host restriction factorの面でもMDMと同様に実験に使

用できるかが検討できる。 

 他にも、HIV-1感染において iPS-macrophageが MDMと同様に使用できる性

質を持つことが確認されれば、細胞数の確保や遺伝子導入などの面から
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iPS-macrophageを今後積極的に使用できることが示せるだろう。 

 今回 HIV-1 の感染が成立しなかった樹状細胞に関しても、成熟段階を詳細に

調べ、感染に感受性のある分化段階に最適化することで、HIV-1感染初期に見ら

れる樹状細胞から他の血球細胞へのウイルスの受け渡しなどについてもモデル

を作成することが可能となり、更なるメカニズム解析につながると考える。 

 また、今回の HIV-1の産生を抑制する shRNAを導入したマクロファージや他

の血球細胞が治療薬の開発や治療への応用の可能性も示すことができた。 

 現在は、抗 HIV 薬の効果や副作用を評価するために、一部単球系細胞株が使

用されている。しかしながら、例えば U937 細胞株を核酸逆転写阻害薬の一つ

である AZT(azidothymidine)の評価に用いた際、この細胞株では細胞内のリン酸

化レベルが低かったためか [128] [129]、HIV 感染抑制が見られなかったという

報告もあり [130] [131]、必ずしも細胞株での評価法は完全ではない。今後

iPS-macrophageが薬剤の評価にも応用できるかについても検討が必要である。 

 また in vivoの系で、PBMCに同様の shRNAを遺伝子導入し、NOJマウスに

移植する実験で血漿中の HIV-1の RNAが減少し、CD4+/CD8+ T 細胞の比が有

意に上昇したという [68]報告があり、shRNAを導入した細胞の治療への応用も
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期待できる。  

 CD34+の造血前駆細胞での感染は、進行した AIDS 患者において認められる

という報告 [132]があることから、宿主細胞の根絶という意味でも、また CCR5

変異型の骨髄を移植された患者の例 [133]に倣うという点でも、今回の shRNA

を導入した iPS 細胞から造血前駆細胞を分化させ、これを骨髄移植するという

方法が根治療法になる可能性もある。 

 本研究においては、無限増殖能を持つ iPS細胞からMDMに近い性質をもつマ

クロファージを分化誘導した。分化誘導したマクロファージは、これまで医学

研究において MDM や細胞株を用いる際に問題となっていた細胞数や遺伝的不

均一性を克服するための解決策となると考えられる。また今後 HIV 抵抗性を持

つ iPS 細胞から分化誘導した機能的な造血幹細胞を用いた細胞治療の開発や、

マクロファージをはじめとする成熟血液細胞を用いた研究成果が、HIV 患者に

新たな治療法を提供することが期待される。 
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