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総括研究報告書 
 

「エイズ関連悪性腫瘍誘発機序の理解と抗体療法の有効性評価」に関する研究 
 
    研究代表者 石坂幸人 国立国際医療研究センター 難治性疾患研究部 部長 
 
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。申請者らの先行研究によって、エイズ B 細胞性リンパ腫
が HIV 固有の分子機序で生じる可能性が示唆された。そこで本課題では、ウ
イルス感染に伴って誘導される DNA メチル化様式の解析を通して、B 細胞の
形質転換機序を明らかにし、エイズ悪性リンパ腫発症関連因子の同定を試み
る。解析の結果、ウイルス感染 T 細胞と共培養したナイーブ B 細胞の DNA メ
チル化様式が変化すること、また、HIV 感染者末梢血細胞のゲノム DNA のメ
チル化様式は、健常人とは異なる傾向を示した。ゲノム DNA の低メチル化は、
ゲノム不安定性の分子基盤となることが知られている。今後は、低メチル化
とがん化の関連性を明らかにするとともに、HIV 感染に伴う低メチル化誘導
機序の解明を試みる。 
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A. 研究目的 
 Antiretroviral therapy 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
でも死亡原因の約 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歴
の無い患者でも悪性腫瘍が発症すること、さ
らに、究めて稀なバーキットリンパ腫も発症
することから、HIV 関連悪性腫瘍の発症には
HIV 固有の要因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とそ
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 リンパ腫が異なる
分子機序で発症している可能性が示唆され
た。 
 HIVが産生するウイルス蛋白質のうちTat、
Nef、Vpr は患者血液中に存在し、細胞外か
ら作用して形質転換を誘導する事が知られ
ている。申請者らは、Vpr に着目し、その機
能解析を続けてきた。例えば、Vpr リコンビ
ナント蛋白質(rVpr)を 50-100 ng/mL の濃度
で、細胞の培養液に添加すると、レトロト
ランスポジション（RTP）や、ゲノム DNA 二
重鎖切断(DSB:DNA double-strand break)を
誘導する事から、HIV 感染細胞から産生され
るウイルス蛋白質による bystander 
effects の中でも、Vpr は特にゲノム不安定
性を誘導する最重要因子と考えられ、B細胞
の細胞形質転換においても主要な役割を担
っている可能性が考えられる。 
 以上を背景に、本課題では、B細胞のがん
化に関連する特性や、誘導因子を明らかに
する。そして、ゲノムの不安定性を惹起す
るウイルス蛋白質の血中濃度を把握するた
めのシステムを構築するとともに、ウイル
ス蛋白質作用を阻害できる中和抗体の作成
も試みる。 
 本研究によって、発がん予測や予防戦略
に資する情報が得られるとともに、さらな
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る病態理解が可能になる。また、研究成果を
積極的に発信することによって、HIV 関連悪
性腫瘍に関する情報を一般の臨床医に還元
することを通して、エイズ医療の均霑化にも
貢献できると思われる。 
 
B．研究方法 
a.ウイルス感染に伴うメチル化変化: 感染
実験に使用するウイルスとして、野生型ウイ
ルスを使用した。ヒト健常人の末梢血より未
分化 B細胞（CD43 陰性細胞=naïve B 細胞）と
それ以外の単核球細胞(主に T細胞)を分離し、
フィルターを介した二層培養を行なった。
HIV を T 細胞に感染させ、共培養を 4 日間行
なった後、細胞より回収抽出したゲノム DNA
を Bisulfite 処 理 後 、 whole genome 
amplification 法により増幅した。また、
Infinium HumanMethylation 450 BeadChip 
(Illumina, San Diego, California, USA)を
用いて、全ゲノムを対象とした DNA メチル化
解析を行った。メチル化プロファイルをメチ
ル化の程度に応じて 3グループに分類し、対
象群との比較解析を行った。 

b.臨床検体の解析：健常人ならびに HIV 感染
者の末梢血より、上述したように naïve B 細
胞とそれ以外の細胞を分離した。それぞれの
細胞からゲノム DNA を抽出し、メチル化解析
を行った。ヒト健常人 3 名(T 細胞は 1 名)よ
り得られた DNA メチル化様式の平均値と HIV
感染者個々の様式を比較し、20%以上メチル
化変化を示したターゲットを抽出した。 

c.ヒト化抗体の作成：抗原として、96 個のア
ミノ酸からなる Vprの全長ペプチドを使用し
た。ニワトリへ免疫した後、脾臓から Total 
RNA を調製した。採取した Total RNA より可
変領域（variable region：VH/VL）に相当す
る部分を cDNA として増幅し、VH と VL 遺伝子
断片を連結し再構成することで、scFv（scFv: 
single-chain variable fragment） 遺伝子
発現ライブラリーを作成した。このライブラ
リーscFV をファージデイスプレイライブラ
リ-として発現させ、抗原に親和性を示すク
ローンをパニングで選択した。即ち、rVpr を
グルタチン S トランスフェラーゼ(GST)との
融合蛋白質として大腸菌で発現させ、
GST-Vpr 蛋白質に吸着させ、回収した。ファ
ージDNAから抗原結合部位をコードするcDNA

クローンを回収し、マウス IgG の可変領域に
組み込むことで、マウス化抗 Vpr 抗体を作成
した。 

d.転座（Myc-IgH）の検出系（石坂）：HIV 陽
性患者に見られるバーキットリンパ腫では、
第 8 番目と第 14 番目の染色体転座による
Myc-IgH の形成が見られることが知られて
いる。そこで、染色体 8-14 転座を保有する
ことが知られている Ramos 細胞を用いて、
long distance PCR 法による Myc-IgH の高感
度検出系を確立した。陰性対照として、同じ
く悪性リンパ腫細胞株である Daudi 細胞を
用いた。この細胞は、染色体 8-14 転座を保
有しているが、Ramos 細胞とは異なる領域に
break-point を有している。即ち、Ramos 細
胞由来転座は検出できるが、Daudi 細胞では
増幅しない PCR プライマーセットで検出し
た。 
e. T 細胞からの癌化誘発因子の検証：一段
階増殖 HIV の調製のために、pseudotype ウ
イルスを用いた。即ち、HIV-1 ADA株由来CCR5
指向性エンベロープ（R5）発現ベクターまた
は NL4-3 株由来 CXCR4 指向性（X4）エンベロ
ープ発現ベクターと、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、ウイルスを作成した。
48 時間後に回収し、上清中のウイルス量を
p24 antigen capture ELISA（ABL 社）を測
定することで、ウイルス価を評価した。調製
したヒト血清培養またはFBS培養の静止期T
リンパ球（2 x 106個）に、各ウイルスをそ
れぞれ 60 ng の p24 量で感染させ、感染後
120 時間目に RIPA バッファーで細胞または
上清の溶解を行い、ウエスタンブロットを行
った。抗カスパーゼ１ウサギポリクローナル
抗体（サンタクルズ社）抗 IL-1βマウスモ
ノクローナル抗体（R&D 社）を用いた。 
f. DNA メチル化で変化した遺伝子を客観的／

効率的に抽出するための統計学的解析方法の

検討 a:全ゲノムＤＮＡメチル化測定データの
分布に基づく個体間差の検出、b:小サンプルで
の複数のバラツキの指標を用いた多群比較法

を用いた。 
g. Vpr 発現株 MIT-23 細胞：Tet 不含培地で培

養した MIT-23 細胞に 1-5 g/mL のドキシサイ
クリンを添加した。48 時間後に細胞を回収し、

検討対象タンパクの発現と DNA 損傷誘発性リ
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ン酸化をウエスタンブロット法にて p53、

p53(pS15)、CHK1(pS345)、p21 および Vpr を検

出した。 

（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っ
た。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た。また、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。ウイルス感染実験は、大臣確
認実験として行った。 

 

C．研究結果 
a. ウイルス感染実験 (徳永) 
 野生型ウイルス量を感染力価で合わせるた
め、各ウイルスの感染性をMAGIアッセイによ
り定量した。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。 
 
b. ウイルス感染に伴うメチル化変化(志村) 
 共培養した naïve B 細胞も、T 細胞と同様
に、DNA メチル化様式に変動を認めた。さら
に今回、naïve B 細胞にウイルスを添加した
場合でも、DNA メチル化様式に変動が誘導さ
れた。ウイルス添加によるメチル化頻度は共
培養した頻度と同程度ではあったが、ターゲ
ットの共通性は、hypermethylation では 40%、
hypomethylation では 20%であった。これら
から、naïve B 細胞のメチル化変動は、ウイ
ルス添加とは異なり、T 細胞のウイルス感染
によって生じる 2 次因子(サイトカイン、ウ
イルス蛋白質など)が関わっている可能性が
考えられた。 
 
c. HIV感染者由来検体でのメチル化様式とゲ
ノム不安定性 (志村) 
 健常人3例(n=9)から得られたhyper及び
hypomethylationのターゲット数を基準とし
て、HIV-1感染者2例(それぞれn=3)で検出さ
れた変動を調べた。興味深いことに、HIV感
染単核球細胞(主にT細胞)のみでなく、naïve 
B細胞でも、ゲノムDNAの低メチル化傾向を認
めた。さらに、HIV感染者由来検体でのゲノ

ム安定性試験(CGH)を行い、ゲノム領域のコ
ピー数について調べた。感染者２例のうち、
DNAメチル化変動の高い症例では特にゲノム
コピー数変動の可能性が示唆された。 
 
d.ヒト化抗体の作成(石坂) 
 新規単クローン抗体の作成：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
な抗体価の上昇を認めた。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。
得られた抗 Vpr 単クローン抗体(B44)と、合成
した Vpr ペプチドとの相互作用を分子間相互
作用を検出できる BOACORE を用いて検討した
結果、Vprに対して高いAffinity(KD:5.1x10-9)
を示す抗体を見出した。8D1、B44 の濃度を変
更することにより B44 濃度依存的に合成 Vpr
に対して特異的に反応することを検出するこ
とが可能になった。今後、より正確に血清中の
Vpr を把握するために別のキャプチャー抗体
での検討（抗 Vpr 抗体：C末 PoAb、217）及び、
最適化を検討する。 
 
e. Myc-IgH の検出系の条件検討(石坂) 
 全細胞数106個中にRamos細胞 100個の条
件から調整したゲノム 250ng を用いた PCR
において Myc-IgH を検出した。250ng は 10４

個の細胞数に相当するので、10000 個に 1個
の陽性細胞を検出できることが分かった。
Myc側やIgH側のブレイクポイントに関する
情報をもとに、今後、より高感度に転座を検
出できる条件を検討する。 
 
f. T 細胞からの癌化誘発因子の検証(徳永) 
 ヒト血清培養での静止期Tリンパ球のHIV-1
感染により、X4 ウイルスあるいは R5 ウイル
スの違いに依らず、陰性対象では全く認められ

ない約 36 kDaのカスパーゼ１前駆体が、全て
のドナー由来の細胞溶解液のサンプルで検出

された。一方で牛胎児血清存在下での HIV-1
感染においては、カスパーゼ１前駆体は全く検

出されなかった。 
 

g. 変化した DNA メチル化ターゲットを客観的

／効率的に抽出するための統計学的解析方法

の検討（田中） 

 個体間差の検出のための混合β分布の当
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てはめは、ノイズに非常に敏感であること、
計算時間がかかることなどから、実用性は低
い可能性が示された。今後実用性の高い別の
方法の開発が必要であることが示唆された。
候補領域の絞り込みには、検出したい差に基
づいた複数の手法の複合的評価基準を設け
ることが必要であることが示唆された。 

h. Vpr による p53 不活性化機構 (山下) 
 HIV ゲノムにコードされる Vpr 遺伝子の単独

発現による DNA 損傷誘発を検出した。即ち、ゲ

ノム損傷応答因子であるp53およびその上流の

ATR、p53の下流のCHK1のリン酸化が認められ、

いずれも活性化されていることが分かった。 

 
D．考察 
a. ウイルス感染に伴う B 細胞ゲノム DNA の
低メチル化傾向 
 試験管内での HIV 感染-共培養実験から、
naïve B 細胞のメチル化変動は、T 細胞のウ
イルス感染によって生じる 2次因子によって
いる可能性が示唆された。さらに、HIV 感染
者の naïve B 細胞においても、ゲノム DNA の
低メチル化傾向を認め、生体内でも感染によ
るメチル化変動が生じている可能性が考え
られた。一方、ゲノム DNA の低メチル化傾向
とゲノム不安定性の関連性は報告されてお
り、実際、臨床感染検体を用いたゲノム不安
定性の解析(CGH)において、ゲノム異常が生
じている可能性を示唆する所見が得られて
いる。今後、micro-satellite instability，
PCS、mFISH 等のゲノム不安定化の指標を取り
入れながら、低メチル化傾向とのゲノム異常
との関連性をより詳細に解析する。  
 また、低メチル化傾向を惹起する要因を明
らかにすることや、低メチル化傾向を示す遺
伝子群の中から、将来のがん化を予測できる
マーカー分子を同定することは、大変、重要
であると思われる。また、ウイルス感染に伴
う T細胞パイロトーシス誘導の結果生じるカ
スパーゼ１の関与も示唆された。次年度以後、
引き続き解析する。 
 
b. 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、ウイルス蛋白質量が微量である

事や、高感度な活性評価系が無かったことか
ら、これまでその活性を評価する試みは行わ
れていない。しかし、研究代表者は、Vpr が
患者血液検体の約 40%で検出されることや、
15 例中 6 例の検体で Vpr によると思われる
レトロトランスポジション誘導活性を示す
ことを報告してきた。一方、in vitro 実験
において、rVpr を培養細胞の培養液中に添
加すると、DSB が惹起される現象も再現性良
く見いだしている。以上の結果は、ゲノム不
安定性誘導分子として Vpr は無視できない
因子であり、血中 Vpr 蛋白質を検出するため
の ELISA 系や、Vpr 蛋白質機能を中和できる
抗体の作成は、次の展開を考える上でも、重
要な試みであると思われる。 
  
 
E．結論 
 HIV感染T細胞との共培養で、B細胞のDNA
メチル化変動がゲノムワイドに認められた。
B細胞に対してトランスに作用する因子がウ
イルス感染によって産生される可能性が示
唆される。今後、ターゲットを同定し、低メ
チル化傾向とゲノム不安定性との関連、メチ
ル化変動の原因、及び、分子機序を解明する
予定である。 
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