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研究要旨：エイズ悪性 B細胞腫は、HIV 感染が誘導する何らかの液
性因子が B 細胞に作用することで惹起されるエイズ関連リンパ腫
と考えられる。そこで本年度の研究ではまず in vitro における T
細胞からの癌化誘発因子について検証すべく、初代培養細胞実験系
を用いて、HIV-1 感染 T細胞から放出される宿主可溶性因子または
ウイルス蛋白がB細胞に及ぼす影響についてDNAメチル化レベルで
検証することを試みた 

 

A．研究目的 
エイズ関連悪性リンパ腫は非エイズ悪
性リンパ腫とは異なる疾病として考慮す
る必要性があり、エイズ悪性 B細胞腫に
おいては HIV 感染に直結した外的因子
がB細胞に作用することによって癌化が
惹起される可能性が考えられる。そこで
本研究においては、T 細胞からの癌化誘
発因子について臨床検体、培養細胞、な
らびに動物実験で明らかにする。更に同
定された液性因子作用を遮断する中和抗
体を作成し、臨床応用の可能性も明らか
にする。本年度は、in vitroで、末梢血リ
ンパ球由来 T 細胞に HIV-1 を感染させ、
そこから放出される可溶性の宿主因子ま
たはウイルス蛋白が、共培養の B細胞に
与える影響について検討した。 
 
B. 研究方法 
1. 初代培養細胞の調製 
健常人由来末梢血リンパ球から分離した
CD43陽性細胞（T細胞、 マクロファー
ジ他）を PHA/IL-2存在下で 72時間、刺
激培養して活性化 Tリンパ球を調製した。
CD43 陰性細胞（B 細胞）は無刺激で培
養した。 
2. 各種 HIV-1変異型ウイルスの調製 
一段階増殖 HIV-1の調製のために、HIV-1 
ADA株由来 R5-Env発現ベクターと、野
生型またはアクセサリー遺伝子（nef、vif、

vpr、または vpu）変異型で且つ env遺伝
子欠損型 HIV-1 プロウイルス DNA を
293T 細胞へコトランスフェクションし、
48 時間後に上清中のウイルス量を p24 
ELISAにより測定した。調製した各ウイ
ルスを等しい p24量で、LTR-β-gal遺伝子
が組み込まれている CD4/CCR5 発現
HeLa細胞（MAGIC5細胞）に感染させ、
48時間後に X-gal染色（MAGIアッセイ）
を行うことによりウイルスの感染力価を
定量した。 
3. 感染実験 
調製した活性化 Tリンパ球に、各ウイル
スをMOI (multiplicity of infection) 1で感
染させ、メンブレンチャンバーを介して
CD43陰性細胞（未熟 B細胞）と共培養
を行った。48 時間後に培地交換を行い、
更に 48時間培養した後にゲノムDNAを
抽出した。 
 
C．研究結果 
 感染に用いる野生型及びアクセサリー
遺伝子変異型ウイルスの量を感染力価で
合わせるために、各ウイルスの感染性を
MAGI アッセイにより定量した。その結
果、Nef 変異型ウイルス以外は全て野生
型と同じ感染性を示したが、Nef 変異型
のみ 8.5 倍低い感染性を示したため、他
のウイルスの 8.5 倍量の p24 量のウイル
スを用いた。一段階増殖ウイルスを用い



 

たため、感染後の Tリンパ球の生存率ま
たは形態への影響は認められなかった。 
 
D. 考察 
 Nef 変異ウイルスのみが他より多いウ
イルス量で感染に使用されている事の影
響を検証する必要がある。IL-2が B細胞
にメチル化レベルでの影響を与えるとの
報告があることから、HIV-1感染 T細胞
とB細胞を共培養する際に IL-2を除いた
が、それによるT細胞の増殖低下がHIV-1
の蛋白発現に与える可能性がある。また
今回の感染条件下で実際にどの程度の T
細胞で感染が成立しているかは現時点で
不明である。エイズ関連 B細胞腫におけ
る HIV-1感染の直接的または間接的な影
響を DNA メチル化レベルで検討した報
告はいまだかつてなく、HIV-１感染者に
おけるB細胞のメチル化パターンと病態
進行の関係を明らかにすることは臨床上
意義が大きいと考えられる。今後は、感
染力価のみならず p24量で標準化する感
染実験も試みる。感染 T細胞と B細胞の
混合時の IL-2 の有無の影響について検
証する。また本実験条件における HIV-1
の感染効率について調べるために p24間
接蛍光抗体法を行う。更に先頃 Nature
（505:509-514, 2014）で報告された、静
止期 T細胞への HIV-1の abortiveな感染
による pyroptosis ―炎症性 programmed 
cell deathでカスパーゼ１の活性化により
IL-1β産生が認められる― について、そ
れがB細胞に与える影響を検証するため、
未刺激の静止期 T細胞への感染実験も試
みる。 
 
E. 結論 

HIV-1 野生型またはアクセサリー変異
型ウイルスを、健常人末梢血リンパ球由
来の活性化 T細胞に等力価で感染させて、
未熟 B細胞と混合培養した。 
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