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研究成果の概要（和文）：本研究では、（１）MELKのHIVプロウイルス転写制御（抑制）メカニズムについて詳
細な解析を行うこと、（２）独自に樹立したHIV-1潜伏感染単球系モデル細胞株を用いて機能遺伝子発現抑制細
胞ライブラリーを樹立し、プロウイルス再活性化細胞を分離同定すること、の２項目に焦点を当てて研究をおこ
なった。その結果、（１）については、HIV-1持続感染環境下においてMELKが転写抑制メカニズムに寄与してい
ることを明らかにし、MELK機能阻害剤のプロウイルス活性可能も見出すことが出来、（２）においては、
MAPK-RPKが新規潜伏感染制御宿主因子であることを同定した。

研究成果の概要（英文）：Currently, the establishment of HIV-1 persistent infection is still a major 
barrier to complete viral eradication, which has remained elusive because latently infected 
reservoirs can evade host antiviral immune responses as well as combination antiretroviral therapy. 
There is therefore still an unmet need to develop new anti-HIV compounds which efficiently 
reactivate latent HIV-1 provirus. In this study, we found that host cell kinase MELK represses HIV-1
 transcription in persistent-infected cells. Furthermore, we employed a genome-wide RNAi screen in 
newly established latently infected model monocyte-linage cell clone, THP-1 NanoLuc , capable of 
expressing NanoLuc (Nluc) protein in the nef region of HIV-1 provirus and found that Nluc activity 
in MAP kinase-related protein kinase (MAPK-RPK)-depleted clone was markedly enhanced, suggesting 
that MAPK-RPK is required for maintaining HIV-1 latency.

研究分野：ウイルス学

キーワード： HIV潜伏感染　エイズ　プロウイルス　転写制御　HIV Tat

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
HIV-1治癒にはリザーバー細胞の効果的な排除が必須である。現時点において個体内におけるリザーバー細胞集
団の排除に有効な方法を示せていないことから、新規LRAsの開発および新たなリザーバー細胞排除法の基盤確立
が早急に求められている。本研究で同定された宿主因子：MAPK-RPKは、（１）宿主由来の転写因子による転写活
性制御に影響を及ぼしていないこと、（２）様々な潜伏感染モデル細胞に共通して転写抑制活性を有すること、
（３）HIV-1 Tatタンパク質によるHIV-1転写促進メカニズムの特異的制御活性を有すること、を明らかにしたこ
とから、本研究はHIV治癒戦略の大きな進展に寄与することが考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

現在までに確立された HIV-1 生活環を標的とした薬剤併用化学療法によって、効果的な HIV-1

複製制御が可能であることが示されてきたが、この方法は HIV-1 感染増殖伝播環境下において

のみ有効であり、体内から HIV-1 潜伏感染細胞集団（リザーバー細胞集団）を排除する方法とし

ては必ずしも効果的ではないことが明らかとなっている。そのため持続感染ウイルス複製抑制

状態を維持するためには、現存の抗 HIV 剤の長期服用に頼らざるを得ないのが現状であり、HIV-

1 感染症の根治にはリザーバー細胞の効果的な排除が必須であると考えられる。 

現在までに幾つかの HIV 再活性化誘導剤（Latency-Reversing Agents: LRAs）の臨床試験が行

われてきたが、HIV プロウイルスからの転写活性を促進するだけでは個体レベルにおけるリザー

バー細胞集団の効果的な排除には至らなかった。このことから、再活性化したリザーバー細胞集

団を排除する新たなアプローチが早急に求められているが、HIV 感染細胞がリザーバー細胞へと

変貌を遂げる際に必要な HIV 潜伏感染制御メカニズムについては未だ理解が進んでいないこと

から、新規 LRAs の開発および新たなリザーバー細胞排除法の基盤確立が早急に求められている。 

 

 

２．研究の目的 

本研究は、ヒト免疫不全ウイルス（HIV-1）の潜伏感染メカニズムの理解を深め、そのリザーバ

ー細胞の新規排除方法の基盤確立に寄与するために、 

 

（１）MELK の HIV プロウイルス転写制御（抑制）メカニズムについて詳細な解析を行うこと、 

 

（２）独自に樹立した HIV-1 潜伏感染単球系モデル細胞株を用いて機能遺伝子発現抑制細胞ラ

イブラリーを樹立し、プロウイルス再活性化細胞を単離し、その細胞内において発現抑制されて

いる機能遺伝子（群）を HIV-1 再活性化抑制候補因子としてその機能評価を行うこと、 

 

の２項目に焦点を当てて研究遂行することが目的である。 

 

 

３．研究の方法 

（１）HIV-1 持続感染モデル細胞株：NLnEGFP-HEK293 細胞の樹立 

シュードタイプレポーターHIV-1ベクター: VSV-G/NLnGFPを用いて持続感染モデル細胞NLnGFP-

HEK293 を樹立した。具体的には、HEK293 細胞を 10-cm dish に 1.0 × 106  細胞ずつ用意し、

p24 量で 10 ng 相当の VSV-G/NLnGFP を感染させ、これを NLnGFP-HEK293 細胞集団とした。GFP 発

現を確認した後に、細胞集団を用いて限界希釈をおこない、GFP 持続発現クローンもしくはセミ

クローン細胞株を得た。 

 

（２）shRNA 安定発現細胞株の樹立 

NLnGFP-HEK293 細胞に、タンパク質合成阻害剤であるピューロマイシンに対する耐性遺伝子を発

現する shRNA 発現プラスミドを、レンチウイルスベクターを用いて導入した。導入 48 時間後、

4 µg/mLのピューロマイシン添加培地で２日間培養することにより、ピューロマイシン耐性細胞

すなわち shRNA 安定発現細胞株を樹立した。 

 



（３）HIV-1 潜伏感染単球系モデル細胞を用いた機能遺伝子発現抑制細胞ライブラリーの作製お

よび HIV-1 潜伏感染制御因子（群）の網羅的探索およびその機能解析 

HIV-1 感染症におけるリザーバー細胞の一種である単球／マクロファージ系細胞下部である

THP-1 細胞にハイエンドルシフェラーゼ（Nluc）発現プロウイルスを組み込んだ細胞クローン：

THP-1 Nluc 細胞に、15,000 種以上のヒト機能遺伝子を標的とした short hairpin RNA（shRNA）

を組み込むことで、機能遺伝子発現抑制 THP-1 Nluc 細胞ライブラリーを樹立した。その後 Nluc

レポーター活性が上昇した細胞をクローン化し、その細胞内で発現抑制されている機能遺伝子

を HIV-1 プロウイルス再活性化制御（抑制）候補因子とした。 

 

 

４．研究成果 

（１）NLnGFP-HEK293 細胞における MELK の HIV-1 感染後期過程に対する影響 

NLnGFP-HEK293 細胞を用いて、HIV-1 感

染後期過程に MELK が及ぼす影響を解析

した。具体的には、RNA 干渉を利用して

内在性 MELK 遺伝子発現を抑制するため

に、NLnGFP-HEK293 細胞に MELK 遺伝子

を標的とした short hairpin RNA (MELK 

shRNA) と、細胞内機能遺伝子を標的と

しない shRNA （Non-target shRNA） と

を用いて、MELK 遺伝子発現抑制 NLnGFP-

HEK293 細胞 (MELK-KD) と Non-Target 

細胞 (Non-T) を各々樹立した。はじめ

に、それらの細胞内における HIV-1 mRNA 

発現量について、加水分解プローブを用

いたリアルタイム RT-PCR (RT-qPCR) 法

にて解析をおこなった。HIV-1 mRNA は、

3種のスプライシング形態によって発現

することから、それらの発現定量につい

ては、3つのスプライシング形態を各々

特異的に検出するプライマー/プローブ

セットを使用した。また、HIV-1 転写に

必要な宿主転写因子 NF-κB、AP-1、およ

び SP-1 に依存しない転写機構を有する

18S rRNA を、内在性コントロールとし

て用いた。RT-qPCR 実験の結果を元に、Non-T 細胞に対する MELK-KD 細胞内の HIV-1 mRNA 発現

量比を解析した結果、MELK-KD 細胞では Non-T 細胞に比べ HIV-1 mRNA の発現量がスプライシン

グ形態非依存的に有意に増加した（図 1A-C）。また MELK-KD 細胞において HIV-1 キャプシドタン

パク質 （p24）発現量も明らかに増加することが認められた （図 1D-F） 。この結果より、MELK

は HIV-1 転写メカニズムを負に制御する機構に関与する可能性が示唆された。 

 

（２）HIV-1 潜伏感染制御因子：MAPK-RPK の同定 

図1.MELKがHIV-1 mRNAおよびウイルスタンパク
発現に及ぼす影響
(A) Un-spliced form (Pol) 、 (B) Singly-
spliced form (Env) 、 (C) Doubly-Spliced
form (Tat) のHIV-1 mRNA発現量比をNon-T細胞
とMELK-KD細胞とで解析した結果。18S rRNA量
で補正したNon-T細胞内のHIV-1 mRNA相対的発
現量を1とした結果を示している。2回の独立し
た樹立を行い、各樹立細胞に対し3回のRT-qPCR
実験をおこない、計６回の結果の平均を算出し
た。エラーバーは標準誤差を示す。(D, E)
NLnGFP-HEL293細胞内のMELKタンパク質量 (D)、
p24量 (E) をウエスタンブロットで解析した結
果。(F) 内在性コントロールとして用いた
Cyclophilin A (CypA) に対するp24量の相対的
バンド強度を算出した。

(A) (B) (C)



機能遺伝子発現抑制リザーバーモデル

THP-1 Nluc 細胞ライブラリーから Nluc

レポーター活性が上昇していた細胞を

クローン化し、その細胞内に組み込まれ

た shRNA 発現カセットの遺伝子配列解

析を行った結果、MAP キナーゼファミリ

ーの一つである MAPK-related protein 

kinase（MAPK-RPK）を標的とした shRNA

であることがわかった。そこでMAPK-RPK

が THP-1 Nluc 細胞内において、プロウ

イルスの転写活性化に寄与するかにつ

いて解析をおこなった。具体的には、内

在性の MAPK-RPK 配列を標的とした３種

類の shRNA と細胞内機能遺伝子を標的

としない shRNA（Non-targeting shRNA: 

Non-T）とを用いて、shRNA 安定発現 THP-

1 Nluc 細胞（shRNA #1-#3）を樹立し、

各細胞内の MAPK-RPK タンパク質発現量

についてウエスタンブロット法にて解

析を行った。その結果、MAPK-RPK タンパ

ク質発現量が異なる細胞が樹立出来た（図１、上段、shRNA #1-#3 までの比較）。また同時に各

細胞におけるプロウイルス活性化指標となる Nluc レポーター活性を解析した結果、MAPK-RPK タ

ンパク質発現量の低下に伴う形で Nluc レポーター活性が増加することがわかった（図１、下段、

shRNA #1-#3 までの比較）。これらの結果から、MAPK-RPK がプロウイルスの転写活性を負に制御

しているすなわち潜伏感染を維持する宿主側要因であることが示唆された。更なる解析の結果、

MAPK-RPK は、HIV-1 Tat タンパク質が有するプロウイルスの転写促進メカニズムに寄与するこ

とが明らかとなり、MAPK-RPK 機能阻害剤がプロウイルス特異的再活性化誘導剤として機能する

ことが分かった。本研究結果より、MAPK-RPK は、HIV リザーバー細胞の効果的な排除方法の基盤

確立に大きく寄与する可能性が示唆された。 
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