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研究要旨： 
HIV 感染慢性期において病態進行の早い高 HIV 量の感染者では CD4+T 細胞における
IL2 遺伝子が高度にメチル化されており、非特異刺激に対する IL2 低発現と関連して
いることを見いだした。CD4+T 細胞における IL2 遺伝子の DNA メチル化状態はサブ
セット間で大きく異なっており、最終分化段階にあり細胞老化のマーカーである
CD57 を発現する CD4+T 細胞は他のメモリーCD4+T 細胞に比して高度にメチル化され
ていること、高 HIV 量の感染者では CD57 陽性 CD4+T 細胞が高頻度に存在すること
から、HIV 感染では CD4+T 細胞の老化に伴うエピジェネティックな制御による IL2
遺伝子発現抑制が T 細胞機能不全の一因であることが示唆された。 

 
 

A. 研究目的 
 HIV 感染症において、エイズ発症のメカニズ
ムは未だ明らかとなっていない。HIV に感染し
てからエイズ発症までの期間は感染者によっ
て大きく異なり、未治療の感染者において感染
後 1 年でエイズを発症する場合もあれば、長期
未発症者と呼ばれる感染者では 20 年以上エイ
ズを発症しない場合もある。このような感染者
間では宿主側あるいはウイルス側になんらか
の相違があると考えられ、その相違を明らかに
することはエイズ発症のメカニズムを明らか
にするために重要な研究テーマである。 
 近年の研究により、HIV 慢性感染期では T 細
胞が持続的な活性化により疲弊することで機
能が低下していることが明らかとなってきた。
T 細胞の疲弊は HIV 特異的 T 細胞に限らず T 細
胞全体に起きているため、抗原特異的な刺激に
よる活性化のみならず免疫システム全体の持
続的活性化に起因するものと考えられる。しか
しながら慢性感染症の中でも HIV 感染症に特
有に見られるT細胞疲弊の背景にある分子メカ
ニズムは明らかになっていない。 
 血中 HIV 量はエイズ発症までの期間と相関の
見られる臨床指標の一つであり、HIV 感染症の免
疫病態を考える上で最も重要な指標である。エイ
ズ発症のメカニズムを明らかにするためには、血

中HIV量の異なる感染者におけるT細胞について、
詳細な解析を行うことが有効であると考えられ
る。昨年度は血中 HIV 量の高い感染者（高 HIV
群）と低い感染者（低 HIV 群）における免疫細胞
の機能的な違いの評価を行った。その結果、高
HIV 群では低 HIV 群に比べ刺激後短時間での
PBMC による IL2 遺伝子発現が低下しており、
CD4+T 細胞の IL2 遺伝子プロモーター／エンハン
サー領域の転写開始部位直近の CpG 部位（CpG1）
が高度にメチル化されていることを明らかにし
た。これら IL-2 発現量と CpG1 のメチル化状態は
負の相関が見られたことから、IL-2 の遺伝子発現
制御には CpG1 メチル化が重要であること、高
HIV 群では DNA メチル化により IL2 発現が抑制
されていることを明らかにした。 
 PBMC 中の CD4+T 細胞は多様なサブセットから
なる。IL2 遺伝子は Naïve T 細胞では高度にメチル
化されていることが知られており、試験管内での
TCR 刺激により脱メチル化されることが知られ
ているが、末梢血中の CD4+T 細胞における状態は
解析されていない。本年度は、末梢血中 CD4+T
細胞の IL2遺伝子プロモーター領域のCpG部位の
メチル化について詳細に解析を行い、高 HIV 群に
おける IL-2 遺伝子の高度メチル化に関連する要
因を明らかにすることを目的とした。 
 
 



 
 

B. 研究方法 
研究対象 
東京大学医科学研究所附属病院を受診するHIV
感染者を対象とした。未治療の慢性感染者で血
中 HIV 量が高い感染者（>25,000 copies/ml）、低
い感染者（<1,400 copies/ml）の末梢血単核球
(PBMC)を用いた。一部の解析には健常人の
PBMC を解析に用いた。  
 
定量 RT-PCR による mRNA 発現量の解析 
PBMC を PHA にて刺激し、2.5 時間培養後に
PBMC から RNA を抽出し逆転写反応を行い、
IL-2をコードする遺伝子のmRNA量を real-time 
PCR により定量した。 
 
CD4+T 細胞中のサブセットの分取 
CD4+T 細胞中の各分化段階での DNA のメチル
化を解析するため、健常人の PBMC を用いて、
抗CD3, CD4, CD8抗体と同時に分化段階のマー
カーである CD45RA, CCR7, CD27, CD28、ある
いは CD57 に対する抗体で多重染色を行い分画
し、セルソーターを用いて各細胞集団を分取し
た。 
 
ゲノム DNA のメチル化解析 
分画した細胞から DNA を抽出し、バイサルフ
ァイト処理した後、解析対象とした IL-2 の遺伝
子のプロモーター／エンハンサー領域を PCR
にて増幅後、シークエンス解析を行った。 
 
フローサイトメトリーによる CD4+T 細胞の性
状、機能解析 
PBMC を用いて、抗 CD3, CD4, CD8, CD45RA, 
CCR7, CD57 に対する抗体で多重染色を行い、
発現パターンの解析をフローサイトメトリー
により行った。また PMA/ionomycin にて非特異
刺激を加えた後、IL-2 産生を細胞内サイトカイ
ン染色にて解析した。 
 
（倫理面への配慮） 
臨床材料の提供を受ける場合には研究目的や
必要事項を文書を用いて説明し、書面でインフ
ォームドコンセントを得た。研究対象者への負
担は、臨床上必要な採血に加えての少量の血液
採取のみであり、倫理面への問題はないと判断
される。本研究内容は東京大学医科学研究所倫
理審査委員会により承認されている。 
 

C. 研究結果 
 各CD4+Tサブセットにおける IL2遺伝子のメ
チル化状態を明らかにするため、CD45RA, 
CCR7,CD27,CD28の発現パターンにより分画し、
CD45RA+CCR7+CD27+CD28+ (Naïv)、
CD45RA-CCR7+CD27+CD28+ （central memory 
(CM)）、CD45RA-CCR7-CD27+CD28+ （early 
effector memory (E-EM)）、
CD45RA-CCR7-CD27-CD28+ （intermediate 
effector memory (I-EM)）、
CD45RA-CCR7-CD27-CD28- （late-effector 
memory (L-EM)）の各分画について、IL2 遺伝子
のメチル化解析を行った。Naive 細胞における
CpG1 は高頻度にメチル化されているのに対し
て、CM, E-EM, I-EM 細胞における CpG1 は殆ど
脱メチル化されていた。一方で、最終分化細胞
である L-EM 細胞では再メチル化されており、
CM, E-EM, I-EM 細胞に比べて有意にメチル化
DNA の頻度が高かった。 
 また、細胞老化のマーカーである CD57 の発
現は IL-2 発現低下との関連が報告されている
ことから、CD57 の発現と IL-2 遺伝子メチル化
の関連性についても解析を行った。Naïve, CM, 
E-EM では CD57 の発現が認められなかったの
に対し、分化が進むほど CD57 の発現が上昇し、
L-EM 細胞で最大の発現が見られた。CD4+T 細
胞中のメモリー（CD45RA-）分画における CD57-

細胞、CD57+細胞での IL2 遺伝子のメチル化解
析を行ったところ、CD57-細胞に比べて CD57+

細胞で有意に高いメチル化状態を示した。
CD57+CD4+T 細胞は PMA/イオノマイシンを用
いた強いT細胞刺激を行っても IL-2の産生は認
められなかったことから、CD4+T 細胞において、
最終分化した L-EM 分画の CD57+細胞では IL2
遺伝子が再メチル化されることで IL-2 の 
発現が抑制されている可能性が示唆された。 
 CD4+T細胞におけるCD57の発現をHIV感染
者群間で比較したところ、CD57の発現は低HIV
群に比べて高 HIV 群で有意に高く、IL2 遺伝子
の CpG1 メチル化との間には正の相関が見られ
た。さらに、非特異刺激後の IL-2 産生量とは負
の相関を示した。これらの結果から、高 HIV 群
では IL2 遺伝子が高度にメチル化された
CD57+CD4+T 細胞が蓄積することで IL-2産生が
抑制されていることが示唆された。 
 
D. 考察 
 naïve CD4+T 細胞では IL2 遺伝子プロモータ



 
 

ー領域はほぼ完全にメチル化されており、メモ
リーへ分化すると脱メチル化されるが、最終分
化段階であり CD28-の L-EM 細胞で再メチル化
されていた。T 細胞の活性化には CD28 からの
補助刺激が必須であることが知られており、本
研究結果は CD28 からの補助刺激が IL2 遺伝子
メチル化の制御に関連している可能性を示唆
している。さらに、L-EM で高頻度に発現が見
られる CD57 を発現する細胞でも同様に高度メ
チル化が観察された。CD57+メモリーT 細胞で
は IL-2 産生が著しく低下していたことから、
HIV 慢性感染では、エピジェネティックな制御
により IL-2 産生能が低下した老化 CD4+T 細胞
が蓄積していることが明らかとなった。IL-2 は
T 細胞の増殖因子であるだけでなく、CD4+T 細
胞におけるサイトカイン産生、また CD8+T 細胞
の機能にも影響を及ぼすため、本研究で見られ
た CD4+T 細胞における IL-2 遺伝子の高度メチ
ル化が、高 HIV 群における T 細胞の様々な機能
不全の一因であることが示唆された。 
 
E. 結論 
病態進行の早い高 HIV 量の感染者で CD4+T 細
胞において IL2 遺伝子が高度にメチル化されて
いた。IL2 遺伝子は細胞老化に伴い再メチル化
されており、HIV 感染慢性期では老化した
CD4+T 細胞の蓄積により IL-2 発現が低下して
いると考えられる。 
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