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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。本研究では 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る。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 細胞に及ぼす影響を T 細胞パイロトーシスという観点から検討することを試

みる。本年度は末梢血単核球由来の静止期 T 細胞を用いて実際にパイロトーシス

を再現できるか否かについて、異なるトロピズムを持つエンベロープを用いて感

染実験を行い、パイロトーシスの指標である細胞内カスパーゼ１と培養上清中の

インターロイキン１β の産生を検討した。 

 
 
A．研究目的 
 エイズ病態進行に伴う CD4 陽性 T 細胞の

急激な減少は、静止期 T 細胞への HIV-1 の

abortive な感染により休止した逆転写産物が、

カスパーゼ１を活性化して、それに続く炎症性

サイトカインであるインターロイキン１β
（IL-1β）が産生することによって起こる、パ

イロト－シス（炎症性 programmed cell death）
が原因であることが、昨年、Nature 誌上で報告

された（Nature, 505:509-514, 2014）。その実験

はリンパ節・扁桃腺由来のヒトリンパ球凝集培

養（HLAC）法によるものであったが、末梢血

リンパ球を用いた簡易法でパイロト－シスが

再現されるか否か、またウイルスのトロピズム

が影響するか否かを検討した。 
 
B. 研究方法 
1. 初代培養細胞の調製 
3 人の健常人由来末梢血リンパ球から CD14 陽

性細胞を、CD14 マイクロビーズ（ミルテニー

社）を用いた MACS カラムで単離した後、フ

ロースルーの陰性画分から CD4 陽性細胞（T
細胞）を Dynabeads CD4 Positive Isolation Kit（ラ

イフテクノロジー社）を用いて単離した。得ら

れたCD4陽性T細胞は PHA/IL-2による刺激は

行わずに、10%ヒト AB 型血清（シグマ社）ま

たはウシ胎児血清（FBS；シグマ社）存在下で

培養を行った。 
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 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、ヒト AB 型血

清または FBS 存在下で培養を行い、48 時間後

に上清中のウイルス量を p24 antigen capture 
ELISA（ABL 社）により測定した。 
3. 感染実験及びウエスタンブロット法 
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

溶解を行った。各サンプルを 12％の SDS ポリ

アクリルアミドゲルを用いて電気泳動を行っ

た。泳動後のゲルを PVDF メンブレンに転写後、

細胞溶解液には抗カスパーゼ１ウサギポリク

ローナル抗体（サンタクルズ社）を用いて、上
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清溶解液には抗 IL-1βマウスモノクローナル抗

体（R&D 社）を用いて一次抗体処理、次にペ

ルオキシダーゼ結合抗ウサギまたは抗マウス

抗体で二次抗体処理した。ECL（バイオラッド

社）により化学発光を行い、LAS3000（富士フ

ィルム社）を用いて、細胞内カスパーゼ１と上

清中 IL-1β の検出をそれぞれ試みた。 
 
C．研究結果 
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。IL-1β 前駆体のプロセシングにより

IL-1β産生を惹起する10 kDaの活性化型カスパ

ーゼ１は今回の条件では認められなかった。一

方で FBS 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。

また、ヒト血清培養あるいは FBS 培養に依ら

ず、X4 ウイルスと R5 ウイルスのどちらの感

染においても、上清中の IL-1β を検出すること

が出来なかった。 
 
D. 考察 
昨年の Nature 論文における HLAC 法は技術的

困難さ及び検体入手の困難さが伴うためか、現

時点で HIV-1 感染による T 細胞パイロトーシ

スを再現した報告は一報もない。今回我々はよ

り簡便な健常人末梢血単核球由来の静止期 T
細胞を用いた方法によって、HIV-1 感染特異的

かつウイルストロピズム非依存的にカスパー

ゼ１前駆体の発現が誘導されることを明らか

にした。しかしながら、活性化型カスパーゼ１

のバンドが細胞溶解液で検出されない事に矛

盾せず、上清中への IL-1β の産生がウエスタン

レベルで認められなかった。これについては、

もし微量の活性化型カスパーゼ１が細胞内に

存在する場合、蛋白レベルで検出限界以下の

IL-1β が上清中には存在する可能性が考えられ

る。そこで今後は、静止期 T 細胞への HIV-1
感染後に細胞からトータル RNA を抽出し、そ

れを用いて IL-1β を標的とした定量 RT-PCR を

試みる。尚、今回の実験において、FBS で培養

を行った場合には、カスパーゼ１前駆体の発現

すら認められなかったことから、以前から言わ

れている通り、FBS による培養は静止期 T 細

胞に何らかの刺激を与えてしまい、T 細胞が実

際には静止状態でなくなっている可能性が考

えられた。以上、今回の我々の実験条件におい

ては、パイロトーシスの指標となる活性化型カ

スパーゼ１を HIV-1 感染下で検出できなかっ

たが、その前駆体の発現は確認できたことから、

実験条件を改善して、活性化型及び IL-1β の検

出を試みる。尚、後者については定量 RT-PCR
による検出も行う。来年度は更に、本研究班の

主題であるエイズ悪性腫瘍誘発機序に、パイロ

トーシス関連の現象が関与するか否かについ

て、感染 T 細胞と B 細胞の混合培養後のメチ

ル化または発現プロファイルを解析していく

予定である。 
 
E. 結論 
健常人由来末梢血単核球由来の静止期 T 細

胞のヒト血清を用いた培養における HIV-1 感

染によって、パイロト－シスに関与するカスパ

ーゼ１前駆体の発現誘導が認められた。 
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