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研究成果の概要（和文）：HIVが感染標的とする免疫細胞は多様な代謝状態を示すことが知られているが、HIVが
活性化T細胞に感染すると糖代謝リプログラミングが起こり、十分に酸素がある条件においても解糖系でのエネ
ルギー産生が主体（好気的解糖）となる。そこで本研究では、解糖系酵素とHIV複製の関連、好気的解糖とHIV複
製の関連に関する研究を行った。その結果、HIV感染による細胞の好気的解糖は、高い感染性を有したHIVの産生
につながることを明らかとした。本研究は、エネルギー産生を担う酵素や経路そのものがHIV複製において重要
な役割を有することを明らかとしたものである。

研究成果の概要（英文）：When HIV infects activated T cells, glycolytic reprogramming occurs and 
energy production in the glycolytic system becomes dominant (aerobic glycolysis) even in the 
presence of sufficient oxygen. In this study, we focused on the relationship between glycolytic 
enzymes or aerobic glycolysis and HIV replication. We found that the aerobic glycolysis of 
HIV-infected cells leads to the production of highly infectious HIV. This study revealed that the 
enzymes and pathways responsible for energy production have an important role in HIV replication.

研究分野：ウイルス学

キーワード： HIV-1　宿主因子　糖代謝リプログラミング　解糖系

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
HIV根治療法は未だ確立されていない。この原因のひとつにHIVが標的とする単球やTリンパ球といった免疫細胞
における「エネルギー代謝の変化」に着目した知見が少ないことがあると考えられる。本研究では、ウイルス粒
子そのものにも着目し、HIV感染に伴って変化する糖代謝リプログラミングは質の高いウイルスの産生に寄与す
ることを確認した。本研究成果は、HIV複製機構を解き明かすためには免疫細胞の状態に着目する必要があるこ
とを示し、免疫細胞の代謝制御を行うことで新たな抗HIV治療戦略が構築できる可能性を示唆する。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 HIV 感染症／AIDS は未だ根治には至っておらず、アンメットメディカルニーズが高い疾患で
ある。根治を妨げている要因には、HIV の有する高度な変異性や HIV 潜伏感染の存在がある。こ
れまでに 30 種類を超える薬剤が開発され多剤併用療法（cART）が行われているが、現在の cART
では薬剤耐性ウイルスや潜伏感染ウイルスには奏効しない。したがって、薬剤耐性ウイルスや潜
伏感染ウイルスに効果を示す新たな治療戦略の構築が急務であり、これまでとは異なるアプロ
ーチによる HIV 複製機構の解明が求められている。 
 HIV が活性化 T細胞に感染すると糖代謝リプログラミングが起こる。糖代謝リプログラミング
とは、エネルギー産生経路がミトコンドリアでの酸化的リン酸化に依存した状態から解糖系に
依存した状態に変化することであり、HIV に感染した細胞は、十分に酸素がある条件においても
解糖系でのエネルギー産生が主体となる。つまり HIV 感染細胞は、好気的解糖をエネルギー産生
経路としている。これまでの HIV 研究の多くは、HIV 複製効率を検証しやすくするために、高力
価ウイルスを産生する細胞や高 HIV 感受性を示す細胞、つまり HIV が複製しやすい環境に馴化
された細胞を利用している。HIV 感染時には実際に糖代謝リプログラミングが起こることから、
HIV が複製しやすい環境とは糖代謝リプログラミングが完了した環境を意味する。したがってこ
れまでの HIV 研究では、糖代謝リプログラミングが完了した後の HIV 複製制御機構が解析され
ており、糖代謝リプログラミングが起こる過程や糖代謝リプログラミングそのものが HIV 複製
に与える影響は解析されていないと考えられる。 
 申請者は、解糖系酵素である Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase（GAPDH）、alpha-
enolase（ENO1）および pyruvate kinase type 2（PKM2）が HIV 複製の阻害に寄与することを明
らかとしている（Retrovirology 2012、Biochem Biophy Rep. 2016、Biochem. Biophys. Res. 
Commun. 2017、Biol. Pharm. Bull. 2018）。興味深いことにこれらのタンパク質は、解糖系以外
にも DNA修復やアポトーシスなど多岐に渡る機能を有することが知られている（このように「本
業の機能」以外に全く関連のない「副業（Moonlight）の機能」を持つタンパク質は Moonlight
タンパク質と呼ばれる）。したがって申請者が明らかにした GAPDH、ENO1 および PKM2による HIV
複製阻害は、これらのタンパク質の Moonlight の機能によるものである。重要なことに解糖系依
存的環境下では、Moonlightタンパク質は解糖系の機能が主要になり、他の Moonlight な機能は
現れない(Chang C.H. et al. Cell 2013)。したがって HIV 複製においては、糖代謝リプログラ
ミングの結果、GAPDH、ENO1 および PKM2は HIV 複製阻害能を発揮できないと考えられる。 
 HIV 治療戦略上の問題は薬剤耐性ウイルスの出現と潜伏感染である。HIV 薬剤耐性能の獲得は
HIV逆転写酵素に起因するところが大きいため、治療標的をウイルス性タンパク質からあえて宿
主性タンパク質にすることで HIV 薬剤耐性能を解決できる可能性が高い。潜伏感染については、
その成立機構の詳細は未だ不明であるが、転写因子 NF-κBやヒストン脱アセチル化酵素の関与
が想定され、宿主性タンパク質による転写制御が報告されている。これらのことに加え、タンパ
ク質の翻訳後修飾はそのタンパク質の特定の機能発現に重要である。ウイルス性タンパク質は
翻訳後修飾酵素としての機能を持たないため、翻訳後修飾による HIV 複製制御を考えるうえで
も宿主性タンパク質に着目する必要がある。 
上記のことより、糖代謝リプログラミングに応じた HIV 複製動態に着目することが新たな HIV
複製制御機構の解明に重要であり、薬剤耐性ウイルスや潜伏感染を克服するためには宿主性タ
ンパク質からのアプローチが必要であると考えられた。 
 
２．研究の目的 
未だ知見の少ない HIV 複製における糖代謝リプログラミングに目を向けることで、実際に HIV
感染時におこる生理的細胞環境変化に応じた新規 HIV 複製制御因子を明らかにでき、生理的細
胞環境変化を考慮した HIV 研究の基盤を構築を行うことで HIV 排除が可能な新規 HIV 根治療法
の確立が期待できる。そこで本研究では、HIV-1 にフォーカスを当て、HIV-1 感染時に生体内で
おこる糖代謝リプログラミングに応じたタンパク質プロファイルの変化を明らかにし、HIV-1 の
有する変異性や潜伏感染を克服する新規 HIV-1 複製制御因子を同定をめざし、解糖系酵素の HIV
複製における役割や好気的解糖が感染性 HIV-1粒子の質に与える影響を目的とした。また、HIV-
1 潜伏感染の打破のために有用と考えられているキック&キル戦略に着目し、糖代謝リプログラ
ミングが HIV 潜伏活性化に与える影響の検討を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、プロテオーム解析と分子生物学的実験を主に実施した。プロテオーム解析では、
2 次元電気泳動および MALDI-TOF MS を用いた。HIV 感染細胞としては CEM/LAV-1 細胞、HIV-1 感
染標的細胞としては TZM-bl 細胞、HIV 潜伏感染細胞としては J-Lat 細胞、U1 細胞、ACH2細胞を
用いた。糖代謝リプログラミングの影響を検討するために、細胞培養は通常の培地に加え、グル
コース欠損ガラクトース/ピルビン酸添加培地や 2-デオキシグルコース添加培地を用いた。ノッ
クダウン実験では、標的特異的 siRNA をエレクトロポレーションを用いて細胞に導入した。過剰
発現実験では、標的タンパク質発現ベクターをリポフェクション法を用いて細胞に導入した。



HIV-1 産生量の定量には p24 ELISA を用いた。HIV-1逆転写反応は、定量的 PCR 法および逆転写
酵素活性測定によって評価した。細胞内代謝状態は、Pyruvate dehydrogenase (PDH)の酵素活性
を指標に確認した。HIV-1 潜伏感染再活性化剤（Latency Reversing Agents, LRA）には、院下
ノール 3-アンゲラート（PEP005）を用いた。 
 
４．研究成果 
〇 解糖系酵素と HIV 複製について 
 本研究ではまず、解糖系酵素のうち GAPDH および ENO1 について、これらが HIV-1 複製に与え
る影響を検討した。HIV-1非感染細胞または HIV-1 感染細胞に存在する GAPDH および ENO1 をウ
ェスタンブロッティングによって検出したところ、GAPDH の発現量は HIV-1 感染によって変化し
ないが、ENO1 の発現量は HIV-1 感染によって低下することを明らかにした。申請者はこれまで
に、HIV-1 感染細胞内に存在する GAPDH や ENO1 は新たに産生される HIV-1粒子の中に取込まれ
HIV-1 複製を阻害することを示していたが、HIV-1 が新たに感染標的とする細胞（HIV-1 標的細
胞）内の GAPDH や ENO1 が HIV-1 複製に与える影響は検討できてなかった。そこで次に、GAPDH
または ENO1特異的 siRNA を用いて、HIV-1標的細胞内のこれらのタンパク質のノックダウンを
行い、感染実験を行った。その結果、HIV-1標的細胞内の GAPDHノックダウンは HIV-1 に対する
感染感受性に影響を与えないが、HIV-1標的細胞内の ENO1ノックダウン時は HIV-1 に対する感
染感受性を増大させることを明らかとした。また、HIV-1標的細胞内の ENO1 過剰発現時には HIV-
1 に対する感染感受性が低下した。そこで、ENO1 に着目しさらなる検討を進めた。 
まず HIV-1標的細胞内の ENO1 は感染初期過程のどの過程に関与するかを検討した。フローサ

イトメトリーを用いて、ENO1 ノックダウン細胞の膜上に存在する HIV-1 侵入レセプターの発現
量を検討したところ、CD4、CCR5および CXCR4の発現量に差は見られなかった。また ENO1 過剰
発現細胞を用いて同様の検討を行った結果においても、HIV-1侵入レセプターの発現量に差は見
られなかった。さらに HIV-1 に感染した TZM-bl 細胞から分離した細胞質 HIV-1 カプシドタンパ
ク質を測定したところ、細胞内の ENO1 の発現量にかかわらず，HIV-1 は標的細胞に侵入するこ
とことが明らかとなった。次に、HIV-1 標的細胞における ENO1 ノックダウンがウイルスの逆転
写過程に与える影響を検討した。申請者は ENO1 の取込み量が低下したウイルス（low-level-
ENO1-packaging virus）は、ウイルス逆転写効率が上昇することを確認している。そこで、同様
の結果が得られるか定量的 PCR 法によって確認したところ、意外なことに、HIV-1標的細胞にお
ける ENO1ノックダウンは逆転写効率に影響を与えなかった。さらに、逆転写反応によって生じ
る HIV-1 cDNA の核内移行量も ENO1 ノックダウン細胞とコントロール細胞の間に有意な差は見
られなかった。しかし、ウイルス cDNA の算出に一般的に用いられる Alu-gag PCR によって宿主
ゲノムに組込まれた HIVゲノム DNA を検出したところ、ENO1ノックダウンによって組込み効率
が増加し、HIV-1 感染の促進と相関することが明らかとなった。これらの結果より、HIV-1標的
細胞における ENO1 は、HIV-1粒子内に取込まれた ENO1 とは異なり、HIV-1ゲノムの組込み反応
を抑制することが明らかとなった。 
 ENO1 が HIV-1ゲノムの組込み反応を抑制するためには、核に局在化する必要がある。そこで、
HIV-1 感染と ENO1 の細胞内局在について検討した。まず、HIV-1標的細胞に内在する ENO1 を特
異的な抗体で染色し、蛍光顕微鏡で検出した。その結果、核内に微弱な ENO1特異的シグナルが
観察された。また、ENO1 を過剰発現させた HIV-1標的細胞では、明瞭に核内 ENO1 のシグナルが
得られた。次に、ENO1 の局在をより詳細に明らかにするために、細胞を分画し、ウエスタンブ
ロッティングにより ENO1 を検出した。その結果、ENO1 は細胞質画分だけでは無く、核画分にも
存在することが確認できた。さらに、ENO1 の過剰発現の程度を変化させ同様の検討を行ったと
ころ、ENO1 の発現レベルに応じて核画分に検出される ENO1 が増加した。次に、同様の検討を
CD4+T細胞株である CEM細胞を用いて行ったところ、期待通り核分画においてENO1を検出した。
そこで、HIV-1 の感染が ENO1 の核移行に影響を与えるかどうかを検討するために、TZM-bl 細胞
に HIV-1 を感染させた後に分画を行った。その結果、HIV-1 に感染していない細胞と感染した細
胞の核内画分に同じ量の ENO1 が検出され、ENO1 の核内局在化は HIV-1 感染の影響を受けないこ
とがわかった。これらの結果は、核内に存在する ENO1 の量が多いほど、HIV-1 の組込み過程が
阻害されることを示唆している。今後 HIV-1 感染細胞で ENO1 発現量が低下する原因と ENO1 に
よる組込み抑制効果について検討する予定である。 
〇 好気的解糖と HIV-1 複製について 
 本研究では次に、HIV-1 産生細胞内の好気的解糖が新たに産生されるウイルスに与える影響を
検討した。近年の研究において、CD4+T 細胞が HIV1-に感染すると、細胞内代謝が酸化的リン酸
化から好気的解糖へシフトし、ウイルスが効率的に産生されることが明らかにされている。しか
し、ウイルス構成成分の組成や質、さらにウイルスの感染価の維持における好気的解糖の重要性
についてはまだ十分に検討されていなかった。まず、我々の過去の知見である GAPDH や ENO1 に
よる HIV-1 複製抑制において代謝の変化が関与しているかを検討するために、HIV-1 産生細胞を
グルコースまたはガラクトース含有培地で培養した。なお、ガラクトースの解糖系代謝によるピ
ルビン酸の産生では正味の ATP が得られず、また、ピルビン酸デヒドロゲナーゼ（PDH）によっ
てピルビン酸がアセチル-CoA に変換されることもほとんどないため、細胞は ATP 産生をより酸
化的リン酸化に頼らざる得なくなる。実際、グルコース含有培地で細胞を培養すると、フェノー
ルレッド含有培地の色が乳酸依存的に黄色に変化したが、ガラクトース含有培地で細胞を培養



すると、培地の色は変化しなかった。さらに、PDH の活性を評価したところ、ガラクトース含有
培地で細胞を培養すると、PDH 活性が低下し、さらにピルビン酸デヒドロゲナーゼ複合体サブユ
ニットである E2/E3 結合タンパク質の発現レベルが著しく低下していることがわかり、ガラク
トース含有培地で細胞を培養すると、好気的解糖を阻害できることが確認できた。そこで、HIV-
1 を感染させた細胞が産生するウイルスの量を調べたところ、ガラクトース含有培地で培養した
細胞では、ウイルス産生量が減少していた。さらに、ガラクトース含有培地での培養による好気
的解糖の阻害と我々の先行知見である GAPDH、PKM2、ENO1 による HIV 複製阻害の関係を検証する
ために、ガラクトース含有培地で培養した細胞由来の娘ウイルスに取込まれた、GAPDH、ENO1、
PKM2のパッケージングレベルを確認した。その結果、HIV-1 産生細胞では、GAPDH、ENO1、PKM2
の発現レベルに大きな違いは見られなかったが、ウイルス粒子に取込まれたこれらの量はいず
れも上昇していた。したがって、GAPDH、ENO1、PKM2などの解糖系酵素による HIV-1 複製阻害作
用を打ち消すためには、グルコース依存性の好気的解糖が必要であると推測された。 
 次に、娘ウイルスに対する好気的解糖の影響を調べるために、通常通りグルコース含有培地で
培養した TZM-bl 細胞に、グルコースまたはガラクトース含有培地で培養した HIV-1 感染細胞か
ら産生された各ウイルスを感染させることで感染初期過程を検討した。その結果、ガラクトース
含有培地で培養したHIV-1感染細胞が産生するウイルスは、グルコース含有培地で培養したHIV-
1 感染細胞が産生するウイルスよりも感染価が低いことがわかった。これまでに、GAPDH、PKM2
または ENO1 を多く取込んだウイルスは，ウイルス侵入効率に影響を与えることなく感染力の低
下を示すことが報告している。しかし、ガラクトース含有培地で培養した細胞から産生されたウ
イルスは、ウイルス侵入効率が減少していた。この結果は、GAPDH、ENO1、PKM2による複製阻害
効果を防ぐだけでなく、娘ウイルスのウイルス侵入効率を維持するためにも、好気的な解糖が必
要であることを示している。さらに侵入過程以降についても詳しく知るために、まず HIV-1 の逆
転写過程について検討した。HIV-1逆転写反応は、初期逆転写と、後期逆転写の 2つの過程に大
別される。興味深いことに、ガラクトース含有培地で培養した細胞から産生されたウイルスは初
期逆転写のレベルが低下しており、その低下レベルは侵入効率の低下より大きいものであった。
したがって、好気的解糖はウイルス侵入効率の維持および逆転写効率の維持必要であると考え
られた。 
 次に、ガラクトース含有培地で培養した細胞から産生された HIV-1 が，ウイルスの侵入と逆転
写の両方に欠陥があるかどうかを検討した。HIV-1 の侵入には、ウイルス膜上のウイルス外皮糖
タンパク質が重要である。そこでウェスタンブロッティングによって、ウイルス膜上のウイルス
外皮糖タンパク質を検出した。その結果、ガラクトース含有培地で培養した細胞から産生された
ウイルスでは、ウイルス膜上のウイルス外皮糖タンパク質が減少することが明らかとなった。次
に逆転写について検討した。HIV-1 の逆転写過程はウイルス粒子内で開始されるため、粒子内逆
転写酵素活性がウイルス逆転写過程全体に与える影響が大きい。そこでまず、ウイルス粒子内の
逆転写酵素活性を評価した。その結果、ガラクトース含有培地で培養した細胞から産生されたウ
イルスは、粒子内逆転写酵素活性が低下することが明らかとなった。これらの結果より、HIV-1
産生細胞が好気的解糖に置かれることは、質の高い HIV-1 産生に寄与することが明らかとなっ
た。申請者は、さらに好気的解糖を阻害した HIV-1 産生細胞およびそこから産生されたウイルス
のプロテオーム解析を実施しており、好気的解糖を阻害することでタンパク質の等電点が変化
するタンパク質を同定している。現在、同定したタンパク質における糖代謝リプログラミングと
HIV-1 複製における関与の検討を進めている。 
〇 好気的解糖と HIV-1再活性化について 
 効率的に HIV-1 潜伏感染細胞を再活性化させる方法は、HIV-1 根治を目指す上で非常に重要で
ある。そこで申請者は、HIV-1 潜伏感染細胞の好気的解糖と LRA の作用について検討した。まず
HIV-1 潜伏感染細胞をガラクトース含有培地で培養した後、LRA を処理することで再活性化効率
を検討した。その結果、J-Lat 細胞、U1 細胞、ACH2 細胞のいずれにおいても、好気的解糖阻害
下では、LRA の効果が減弱した。次に、強力に好気的解糖を阻害するために、2-デオキシ-グル
コース（2-DG）を HIV-1 潜伏感染細胞に処理し、同様の検討を行った。その結果、期待どおりに、
2-DG は、細胞障害性を示さない範囲において潜伏感染細胞の再活性化を阻害した。現在プロテ
オーム解析を利用し、好気的解糖の阻害が LRA の効果を弱める原因の特定を試みている。HIV-1
潜伏感染細胞は、生体内において酸素濃度が低いリンパ節等に局在していると考えられている。
したがって、本研究によって得られた結果は、HIV-1 潜伏感染は低酸素組織に局在することで維
持されている可能性を示唆するものである。 
 
本研究では、HIV-1 複製と細胞内代謝状態に着目した。ウイルスは細胞に依存し増殖する。し

たがって、細胞がおかれる環境は効率的なウイルス複製に影響を与える要因の一つとなる。本研
究では、細胞内代謝が好気的解糖であることで、複数の解糖系酵素が有する HIV-1 複製阻害能が
抑制されること、質の高いウイルスの産生が達成されていることを明らかにした。さらに、HIV-
1 潜伏感染においては好気的解糖に依存しない細胞生存が必要である可能性を示した。今後、細
胞代謝に着目した HIV-1 に関する基礎研究が展開されることで、HIV-1 根治につながる基盤の構
築が期待できる。 
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