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研究成果の概要（和文）：マイクロアレイ解析により潜伏感染細胞における HIV-1 発現に関与

する宿主因子の網羅的検索を行った結果，Tumor necrosis factor (TNF)-α刺激による HIV-1 産生

誘導に伴い，15 個の宿主因子の遺伝子発現が有意に増加した。さらに，その遺伝子産物のうち

の一つである Galectin-3 が HIV-1 潜伏感染細胞における NF-κB 活性化を介した HIV-1 発現増強

に関与することを明らかにした。 
研究成果の概要（英文）：Microarray analysis revealed that 15 cellular factor genes were significantly 
upregulated along with HIV-1 expression in latently infected cells stimulated with TNF-α. Among the 
factors, Galectin-3 was found to promote HIV-1 expression through NF-κB activation in the cells. 
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１．研究開始当初の背景 
 現在の抗レトロウイルス療法（antiretroviral 
therapy，ART）は，血漿 HIV-1 量を長期間抑
制するが，潜伏感染細胞（HIV-1 リザーバー
細胞）には無効であるため，感染者体内から
HIV-1 を完全に排除することはできない。潜
伏感染細胞では，通常はインテグレートされ
た HIV-1 プロウイルス DNA の転写が抑制さ
れている状態にあるが，TNF-αなどのサイト
カイン，熱ショック，紫外線などの刺激によ
り HIV-1 転写が活性化される。潜伏感染細胞
は主にメモリーT リンパ球であり，それらは
寿命の長い細胞である。そのため，ART によ
り血漿 HIV-1 量が検出限界以下となっても，
ARTを中断すると潜伏感染細胞からHIV-1産
生が開始され，再び血漿 HIV-1 量が増加する。
従って，HIV-1 感染者は ART を生涯継続しな
ければならず，服薬率が悪ければ薬剤耐性
HIV-1 の発生，服薬率が良くとも長期使用に
よる薬剤毒性の発現など様々な問題を抱え
ることとなる。現在，ART により HIV-1 感染
者の長期生存が可能となったことから，

HIV-1 潜伏感染細胞に対する対策の必要性が
増加している。 
 最近，ヒストンヂアセチラーゼ阻害剤を用
いた，HIV-1 潜伏感染細胞を直接攻撃し一掃
する新規戦略，いわゆる「shock and kill」の
臨床応用の可能性も検討されてきている。そ
の戦略においては，ART と違い，転写に関与
する宿主因子をターゲットとしている。しか
し，HIV-1 潜伏感染細胞における HIV-1 発現
機構は，NF-κB を含めた様々な宿主因子が関
与することが知られているが，未だ完全に解
明されていない。 
 
２． 研究の目的 
 HIV-1 潜伏感染細胞をターゲットとした治

療法を確立するには，HIV-1 潜伏感染細胞に

おける HIV-1 発現機構を完全に解明する必要

がある。そこで本研究では，マイクロアレイ

解析を用いて，潜伏感染細胞における HIV-1
発現に関与する宿主因子の網羅的検索を行

った。 
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３．研究の方法 
（１）細胞 
 本研究においては，骨髄球系細胞株である
HL-60 細胞，HL-60 細胞を親株とする HIV-1
潜伏感染細胞株である OM-10.1 細胞，T 細胞
株である CEM 細胞，および CEM 細胞を親株
とする HIV-1 潜伏感染細胞株である ACH-2
細胞をアッセイに用いた。 
（２）マイクロアレイ解析 
 OM-10.1 細胞に，各濃度の TNF-αを所定の
時間作用させた。それらサンプルより抽出し
た RNA を用いて，アジレント社のマイクロ
アレイスキャナおよび Gene Spring 解析ソフ
トウェアを使用して解析を行った。 
（３）HIV-1 および Galectin-3 発現の測定 
 各細胞に，種々の濃度の TNF-αを所定の時
間作用させた。その後，各サンプルの生細胞
率を色素法で判定した。また，各サンプルの
培養上清を用いて enzyme-linked immuno-
sorbent assay（ELISA）法により HIV-1 p24 抗
原量を測定することにより，各サンプルにお
ける HIV-1 産生量を測定した。さらに，各サ
ンプルから抽出された RNA を用いて，リア
ルタイムRT-PCR法により，HIV-1，Galectin-3，
お よ び glyceraldehyde-3-phosphate dehydro-
genase（GAPDH）RNA の定量を行った。ま
た，各サンプルから抽出された lysate および
各抗体を用いて，Western Blot 法により，
Galectin-3 および β-tubulin の発現について解
析した。 
（４）Galectin-3 ノックダウンおよびその効
果の判定 
 エレクトロポレーション法により，各細胞
にコントロールあるいは Galectin-3 small 
interfering RNA（siRNA）を導入した。その後，
それらの細胞に図に示したとおり，各濃度の
TNF-α を各時間作用させた。Galectin-3 ノッ
クダウンの効率判定のため，各サンプルから
抽出された RNA および lysate を用いて，上述
のとおり，Galectin-3，GAPDH RNA の定量，
および，Galectin-3，β-tubulin それぞれの蛋白
発現について解析を行った。また，各サンプ
ルの生細胞率および HIV-1 産生量を，上述の
とおり測定した。さらに，各サンプルから核
蛋白質を抽出し，Western Blot 法により，
NF-κB および SP1 の発現について解析した。 
 
４．研究成果 
（１）潜伏感染細胞における HIV-1 発現に関
与する宿主因子の網羅的検索 
 未処理の細胞と比較して TNF-α 処理され
た OM-10.1 細胞では 15 個の宿主因子の遺伝
子発現が有意に増加していた。それらの中に
は，時間依存性に発現が増強するものや周期
的に発現が変動するものも含まれていた。 
（２）HIV-1 潜伏感染細胞における Galectin-3
の発現 

 マイクロアレイ解析の結果，これまで
HIV-1 潜伏感染との関連について報告がなか
った Galectin-3 の遺伝子発現が，OM-10.1 細
胞において TNF-α 刺激により時間依存性に
増強することを見いだした。Galectin-3 は
β-galactosideに特異的に結合する lectinファミ
リーの一つで，マクロファージや活性化 T 細
胞を含む様々な細胞に発現し，細胞増殖，分
化，アポトーシス，前炎症状態制御において
重要な役割を果たし，癌、炎症、心疾患、脳
卒中の病態に関与する。リアルタイム
RT-PCR 法により OM-10.1 細胞およびその非
感 染 細 胞で あ る HL-60 細 胞 に お け る
Galectin-3 RNAの定量を行った結果，OM-10.1
細胞では TNF-αの濃度依存性に Galectin-3 の
RNA 発現が増強したが，HL-60 細胞では
TNF-α刺激後も Galectin-3 RNA はほとんど発
現していなかった（図 1, a）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 T細胞系の潜伏感染細胞であるACH-2細胞
およびその非感染細胞である CEM 細胞を用
いて同様の実験を行ったところ，ACH-2 細胞
ではOM-10.1細胞以上にTNF-αの濃度依存性
にGalectin-3 RNAの発現が著しく増強したが，
CEM 細胞では Galectin-3 RNA の発現は低く
TNF-α刺激の影響も認められなかった（図 1. 
b）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 OM-10.1 細胞における Galectin-3 蛋白の発
現について Western Blot 法で解析した結果，
RNA 発現と同様に，TNF-α の濃度依存性に
Galectin-3 蛋白発現の増強が認められた（図
1. c）。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

これらの結果から，TNF-α 刺激により
HIV-1 潜伏感染細胞においては Galectin-3 発
現が誘導されるが，非感染細胞では誘導され
ないことが明らかになった。 
（３）Galectin-3 ノックダウン 
 HIV-1 潜伏感染細胞では TNF-α刺激により

HIV-1 産生が誘導される。そこで，潜伏感染

細胞における TNF-α 刺激により誘導された

Galectin-3 発現の HIV-1 産生への影響を調べ

るため，OM-10.1 細胞において siRNA 法によ

る Galectin-3 ノックダウンを行った。そのノ

ックダウンの効率を調べるため，コントロー

ルあるいは Galectin siRNA を導入された細胞

において，Galectin-3 RNA および蛋白の発現

を，リアルタイム RT-PCR 法および Western 
Blot 法により解析した。その結果，Galectin 
siRNA を導入した細胞ではコントロール

siRNA を導入した細胞と比較して，RNA，蛋

白のどちらにおいても，Galectin-3 発現が約

80% 抑制されており，非常に効率良く

Galectin-3 発現がノックダウンされているこ

とがわかった（図 2. a，b）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（４）潜伏感染細胞における HIV-1 発現に対

する Galectin-3 ノックダウンの影響 
 siRNA 導入により Galectin-3 発現がノック

ダウンされている OM-10.1 細胞を用いて，

HIV-1 発現に対する Galectin-3 ノックダウン

の影響について解析を行った。その結果，

Galectin siRNA を導入した細胞ではコントロ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ール siRNA を導入した細胞と比較して，

TNF-α 処理，未処理のいずれにおいても，

HIV-1 RNA 発現，HIV-1 産生量のどちらも，

Galectin-3 ノックダウンにより著しく減少す

ることが明らかとなった（図 3. a，b）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 これらの結果から，Galectin-3 は HIV-1 潜

伏感染細胞における HIV-1 発現に関与してい

ると考えられた。 
（５）HIV-1 潜伏感染細胞における NF-κB 活

性化に対する Galectin-3 ノックダウンの影響 
 HIV-1 潜伏感染細胞において，NF-κB は

HIV-1 遺伝子の強力な転写活性化因子である

ことが知られている。NF-κB は通常，細胞質

において IκBα と結合して存在しているが，

TNF-α などの刺激により IκBα が変性すると



核内に移行し，HIV-1 遺伝子のプロモーター

領域に結合して HIV-1 遺伝子の転写を活性化

させる。Galectin-3 ノックダウンによって

OM-10.1 細胞の HIV-1 発現が著しく減少した

ことから，NF-κB 活性化に対する Galectin-3
ノックダウンの影響について解析を行った。

siRNA 導入により Galectin-3 発現がノックダ

ウンされたOM-10.1細胞から核蛋白質を抽出

して，Western Blot 法により各サンプルの核

蛋白質における NF-κB について解析した。そ

の結果，OM-10.1 細胞において TNF-α刺激に

より誘導された NF-κB の核内移行は

Galectin-3 ノックダウンにより著しく阻害さ

れることが明らかとなった（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 以上の結果から，Galectin-3 は HIV-1 潜伏

感染細胞において，NF-κB 活性化を介して

HIV-1 発現を促進していると考えられた。 
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