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研究要旨：HIV-1(以下 HIV)感染者の予後は著しく改善されたが、悪性腫瘍の
発症率は依然高いことが臨床上の問題となっている。本研究では、特に血液
中に存在するゲノム不安定性誘導能を示すウイルス因子の同定と単クローン
抗体を用いた抗体療法の有用性を検証する。申請者らの先行研究で、約 40％
の患者血清中にレトロトランスポジション（RTP）誘導活性を認め、この活性
が Vpr に対する単クローン抗体でキャンセルされることを見いだした。今回、
Tat および Nef の RTP 誘導活性に関する検証結果をもとに、抗体療法の標的
分子について考察した。 
 

A. 研究目的 
 Antiretroviral therapy (ART 療法)が導入
され、HIV-1(以下 HIV)感染者の予後は著しく
改善されたが、悪性腫瘍の発症率は依然高く、
現在も死亡原因の約 30%を占めている。悪性腫
瘍の多くは B 細胞性悪性リンパ腫であり、非
ホジキンリンパ腫の HIV 感染者における発症
リスクは非感染者の10-100倍と試算されてい
る。リンパ腫の多くはウイルスが感染しない B
細胞由来であることや、免疫不全状態の既往
の無い患者でも悪性腫瘍が発症すること、さ
らに、HIV 非感染者では究めて稀なバーキット
リンパ腫も発症することなどから、HIV 関連悪
性腫瘍の発症には HIV 固有の分子が関与して
いる可能性が疑われる。しかし、その要因は
不明であり、発がん阻止に向けた戦略も全く
構築できていない。 
 申請者らは、DNA メチル化アレイ解析を行い、
その後の階層的クラスター解析から、HIV 関連
リンパ腫と非感染リンパ腫では DNA メチル化
パターンが異なることを見いだした。即ち、
HIV 関連リンパ腫と非 HIV リンパ腫は異なる
分子機序で発症している可能性を考えるに至
った。 
 HIV が産生するウイルス蛋白質のうち Tat、
Nef、Vpr はいずれも患者血液中に存在し、
細胞形質転換を誘導する可能性が示唆され
ている。申請者らは、特に Vpr 機能について、
以下の事項を明らかにしてきた。即ち、 
a.HIV 感染者の約 40%の血清中に Vpr が検出
され、その濃度は ng/mL であること. 
b.約 40%の患者血清中にレトロトランスポジ
ション（RTP）誘導活性が検出され、この活
性が抗 Vpr 単クローン抗体（8D1）でキャン

セルされること。さらに、 
c.培養系に Vpr 蛋白質を添加すると RTP 誘
導や DNA 損傷、さらには染色体異常といっ
た様々なゲノム不安定性が惹起された.ま
た、 
d.マクロファージの培養系に添加すると、
interleukin-6(IL-6)の産生を誘導するこ
とも認めている。 
 即ち、Vpr だけを例にとっても癌化誘発リ
スク因子として作用する可能性が示唆され
る。 
 以上を背景に本研究では、HIV から産生さ
れるウイルス蛋白質が細胞外から作用する
ことで、B細胞の細胞形質転換を誘導する可
能性を班員の総力を挙げて検証する。また石
坂は、そのようなトランスに作用するウイル
ス蛋白質に対する高親和性単クローン抗体
を研究期間内に作成する。そして、この抗体
を用いて血中濃度の把握するための ELISA
を確立するとともに、ウイルス蛋白質作用を
阻止するヒト化単クローンの臨床応用の可
能性を明らかにする。 
  
B．研究方法 
a.患者血中に存在する癌化誘導因子の把握
と活性評価：Tat、Nef および Vpr について、
RTP 誘導活性評価するとともに、HIV 感染者
血清中のRTP活性の有無と8D1による活性阻
害効果を検証した。 

b.ヒト化抗体の作成：Vpr に対する単クロー
ン抗体を作成し、血中 Vpr 濃度の把握するた
めの ELISA を確立する。また、Vpr 作用に対
して中和活性を示すクローンを獲得し、その
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臨床検体の使用に関しては、所内倫理委員
会に研究計画書を提出し、倫理性について充
分な吟味の上で承認を条件に実験を行なう。
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C．研究結果
a.患者血中に存在する癌化誘導因子の把握と

ORF1と 2のコーデイング領域に加えて、
発現ユニットが逆向きに挿入されている。

EGFP cDNA 中には、イントロンが挿入されて
おり、RNA として転写された後、スプライシ
ングによって除去される。
ロシンで２日間選択した後、細胞を剥離
ウイルス蛋白質を種々の濃度で添加する。
らに２日間培養した後、細胞からゲノム
を抽出し、EGFP
プライマーを用いて
の結果生じる約
量を測定することで、
る。サンプル中の
のシグナルを内部標準として使用すること
で、各検体中の

（倫理面への配慮）

臨床検体の使用に関しては、所内倫理委員
会に研究計画書を提出し、倫理性について充
分な吟味の上で承認を条件に実験を行なう。
臨床検体は、患者
同意を得た上で収集し、研究に使用する。
た、全ての動物実験
受け、実施にあたっては“
する実施機関における動物実験等の実施に
関する基本指針”および
る。また動物に無用な苦痛を与えないよう、
獣医師の指導の下、麻酔薬の投与・保安等に
留意するとともに、実験動物の状態を定期的
に観察し、必要に応じて適切な処置を講ずる。
遺伝子組み換え実験に関しては、“遺伝子組
換え生物等の使用等の規制による生物の多
様性確保に関する法律”を遵守し、機関の指
針に則って実施する

 

．研究結果 
患者血中に存在する癌化誘導因子の把握と

のコーデイング領域に加えて、
発現ユニットが逆向きに挿入されている。

中には、イントロンが挿入されて
として転写された後、スプライシ

ングによって除去される。
ンで２日間選択した後、細胞を剥離

ウイルス蛋白質を種々の濃度で添加する。
らに２日間培養した後、細胞からゲノム

EGFP 断片にデザインした２つの
プライマーを用いて定量的
の結果生じる約140塩基長の
量を測定することで、RTP
る。サンプル中の-アクチン量も測定し、そ
のシグナルを内部標準として使用すること
で、各検体中の L1 コピー数を比較する。

（倫理面への配慮） 

臨床検体の使用に関しては、所内倫理委員
会に研究計画書を提出し、倫理性について充
分な吟味の上で承認を条件に実験を行なう。
臨床検体は、患者に研究内容を充分説明し、
同意を得た上で収集し、研究に使用する。

動物実験について機関内の承認を
受け、実施にあたっては“
する実施機関における動物実験等の実施に
関する基本指針”および機関の指針を遵守す
る。また動物に無用な苦痛を与えないよう、
獣医師の指導の下、麻酔薬の投与・保安等に
留意するとともに、実験動物の状態を定期的
に観察し、必要に応じて適切な処置を講ずる。
遺伝子組み換え実験に関しては、“遺伝子組
換え生物等の使用等の規制による生物の多
様性確保に関する法律”を遵守し、機関の指
針に則って実施する。 

 
患者血中に存在する癌化誘導因子の把握と

のコーデイング領域に加えて、
発現ユニットが逆向きに挿入されている。

中には、イントロンが挿入されて
として転写された後、スプライシ

ングによって除去される。0.5g/mL
ンで２日間選択した後、細胞を剥離

ウイルス蛋白質を種々の濃度で添加する。
らに２日間培養した後、細胞からゲノム

断片にデザインした２つの
定量的 PCR を行う。
塩基長のPCRプロダクト

RTP 誘導能が評価でき
アクチン量も測定し、そ

のシグナルを内部標準として使用すること
コピー数を比較する。

臨床検体の使用に関しては、所内倫理委員
会に研究計画書を提出し、倫理性について充
分な吟味の上で承認を条件に実験を行なう。

に研究内容を充分説明し、
同意を得た上で収集し、研究に使用する。

について機関内の承認を
受け、実施にあたっては“厚生労働省の所管
する実施機関における動物実験等の実施に

機関の指針を遵守す
る。また動物に無用な苦痛を与えないよう、
獣医師の指導の下、麻酔薬の投与・保安等に
留意するとともに、実験動物の状態を定期的
に観察し、必要に応じて適切な処置を講ずる。
遺伝子組み換え実験に関しては、“遺伝子組
換え生物等の使用等の規制による生物の多
様性確保に関する法律”を遵守し、機関の指

患者血中に存在する癌化誘導因子の把握と

のコーデイング領域に加えて、EGFP
発現ユニットが逆向きに挿入されている。 

中には、イントロンが挿入されて
として転写された後、スプライシ

g/mL のピュ
ンで２日間選択した後、細胞を剥離し、

ウイルス蛋白質を種々の濃度で添加する。さ
らに２日間培養した後、細胞からゲノム DNA

断片にデザインした２つの
を行う。RTP
プロダクト

誘導能が評価でき
アクチン量も測定し、そ

のシグナルを内部標準として使用すること
コピー数を比較する。 

臨床検体の使用に関しては、所内倫理委員
会に研究計画書を提出し、倫理性について充
分な吟味の上で承認を条件に実験を行なう。

に研究内容を充分説明し、
同意を得た上で収集し、研究に使用する。ま

について機関内の承認を
厚生労働省の所管

する実施機関における動物実験等の実施に
機関の指針を遵守す

る。また動物に無用な苦痛を与えないよう、
獣医師の指導の下、麻酔薬の投与・保安等に
留意するとともに、実験動物の状態を定期的
に観察し、必要に応じて適切な処置を講ずる。
遺伝子組み換え実験に関しては、“遺伝子組
換え生物等の使用等の規制による生物の多
様性確保に関する法律”を遵守し、機関の指

患者血中に存在する癌化誘導因子の把握と

 



 

活性評価：Vpr に加えて、患者血中に存在する
とされるTatおよびNef蛋白質を用いてL1−RTP
誘導能を評価した。その結果、いずれの蛋白質
も RTP 誘導活性を示したが、Vpr の活性が最も
強い傾向を認めた。 
 一方、未治療患者血清 15 例について、
L1-RTP 誘導活性を調べたところ、6例が陽性
所見を示し、さらに、8D1 による阻害効果を
検証したところ、全例で阻害効果が認められ
た。8D1 作用後でも L1-RTP 誘導活性が残存す
る例も認められたが、その作用は、健常人で
検出される程度と同程度であった。 
b.ヒト化抗体の作成：Vpr ペプチドを２匹の
ニワトリに免疫した結果、一羽で明らかな抗
体価の上昇が認められた。この個体の脾臓か
ら cDNA ライブラリーを作成し、ファージデ
イスプレイライブラリーを作成した。得られ
たライブラリーのタイターは、108オーダーで
あった。 
 
D．考察 
a. 患者血中に存在するゲノム不安定性誘導
活性：患者活性中に存在するウイルス蛋白質
の生物学的活性を評価することはきわめて
重要であるが、ウイルス蛋白質の濃度が低い
事や、高感度な活性評価系が無いことから、
これまでその評価は全く行われてこなかっ
た。申請者は、低濃度の蛋白質でも示す活性
として L1-RT 誘導に着目して解析した。その
結果、15 例の未治療例の血清の内、6 例に
L1-RTP 誘導能を認め、その全例が Vpr に対す
る単クローン抗体の前処理によって活性の
低下を認めた。 
 2007 年、申請者らは 52 例の HIV-1 感染者
由来血清について、Vpr の検出を試みた。そ
の結果、20 例で Vpr が検出され、その濃度は
数百 pg/mL 程度であることが分かった。今回
の解析で、解析した 15 例中 6例において 8D1
で中和される L1-RTP 誘導活性が検出された
ことは、血中に存在する Vpr はほぼ全例が活
性を示す可能性を示唆する。 
 また、L1-RTP誘導能を認めた6例の検体は、
いずれも 8D1によって活性が著しく減弱した
ことから、Tat や Nef にも L1-RTP 誘導活性能
が認められるものの、患者血清中に存在する
L1-RTP誘導能の大半はVpr作用によるもので
あると考えられる。この事実は、本課題が目
標とするヒト型単クローン抗体による悪性

化阻止の第一標的として Vpr を設定するこ
との理論的根拠となる。 
 作成できたファージデイスプレイライブ
ラリーは108オーダーのpfu(plaque forming 
unit)を示した。これは、通常のほぼ 10 であ
り、優れたクローンが得られるものと期待さ
れる。 
 
E．結論 
 患者血中に検出される L1-RTP 誘導能の多
くが Vpr 作用によっている可能性が示唆さ
れた。この知見は、抗体療法を試みる際、Vpr
が主要な標的となる可能性を支持する。 
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