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研究成果の概要（和文）：HIV/AIDS感染症分野では、多くの基礎研究や臨床試験が行われ、優れた有効性を示す
抗レトロウイルス剤が開発されてきたが、未だ完治に至っていない。新たな研究の展開が求められている。本研
究では、これまでの研究で期待した結果が得られず、凍結保存していた感染者由来の細胞を用いて、新たなアッ
セイ系で再評価することで、新しいエフェクター細胞サブセットの探索を試みた。アッセイ系の構築には成功し
たが、全く新しい細胞サブセットの同定には至らなかった。

研究成果の概要（英文）：Although the antiretroviral therapy successfully prolongs lives of 
HIV-infected patients, the current therapy is insufficient to eradicate infected cells. Exploring 
new type of antiviral effector cells that specifically eradicate HIV-infected cells is warranted. In
 this study, we sought to establish novel assay systems for antiviral effector cells and proceed 
functional screening using previously frozen cells that had been analyzed for nonfunctioning when 
tested other purposes. Although we have succeeded in establishing some new assay systems, we could 
not find novel type of effector cells harboring strong antiviral effector functions. 

研究分野： viral immunology

キーワード： HIV/AIDS
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１．研究開始当初の背景 
 
HIV/AIDS 感染症分野では、多くの基礎研究
や臨床試験が行われて来たが、エイズワクチ
ンは未だ効果を発揮するに至っていない。抗
レトロウイルス薬剤は、優れた有効性を示し
て来たが、未だ治癒に向けての戦略を描けて
いない。抗レトロウイルス薬剤はサブサハラ
アフリカなどの HIV が激しく流行する地域
においても行き渡りつつあるが、それだけに
次の課題(Off Therapy)に向けた基礎的な研
究が強く求められている。これまで実施され
てきた研究の単なる延長ではなく、視点を変
えた挑戦的な研究が望まれている。今年にな
って、Env 抗体の抗原結合ドメインを T 細胞
に導入した改変T細胞によるウイルスリザー
バーの排除など野心的な論文が相次いで報
告されているが、現状の方法では極めて人工
的な系であるため、広く臨床応用が展開でき
るとは思えない。加えて、薬剤療法下に残存
する少数の HIV 感染細胞に対する免疫制御
は乏しい。例えば、ヒストンデアセチレース
阻害剤で再活性化したウイルス感染細胞に
対して、CTL 応答が乏しいという報告が相次
いだ。また、リザーバーウイルスには CTL
逃避変異が蓄積されており、通常の CTL で
は排除が困難と報告された(Nature 2015)。
一方、サル感染モデルの研究から、MHC ク
ラスⅠ以外の分子が CD8 T 細胞に対して抗
原提示し、ウイルス制御に有効であることが
報告された(Science 2013)。そこで、これま
で見過ごしていた細胞たちに注目して、HIV
感染細胞ターゲットとする新しいエフェク
ター細胞の探索を行い、薬剤療法下のリザー
バーウイルスの免疫制御を可能とする独自
の研究を展開したいと考えた。 

 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、これまで単に凍結保存していた
感染者由来の細胞を用いることで、①新しい
エフェクター細胞サブセットの探索、②HLA
クラスⅠ以外の分子が担う抗原提示の可能
性の検討、および、③HLA 分子による抗原
提示と免疫逃避の解析を進める。 

 
 
３．研究の方法 
 
（１）HIV 感染者由来Ｔ細胞の再培養 

RPMI1640 に 10 %FCS と、100unit/ml IL2 を
加えた培養液を用いた。必要に応じて、フィ
ーダー細胞を加えた。96ウェルUプレートで、
3 日間に一度培養液を半量ずつ交換しながら、

3 週間に渡って培養した。細胞の増殖が認め
られたウェルについては、他のプレートに移
して培養を継続することとした。 

 
（２）TCR バイオアッセイの立ち上げ 

再培養したプライマリー細胞がそのままエ
フェクター機能アッセイ系に持ち込めない
ときのために（細胞数が十分でないなど）、
高感度なTCRバイオアッセイ系の立ち上げを
行なった。具体的には、Jurkat 細胞に TCR 遺
伝子とコレセプター遺伝子（CD8やCD4など）、
NFAT 制御下でルシフェレースを発現するコ
ンストラクトをエレクトロポレーション法
で共発現させる系を試みた（下図）。 

 

 
 
 
（３）フローサイトメトリー法による解析 

通常の方法で、細胞表面および細胞内染色法
を用いて、エフェクターおよびターゲット
（HIV 感染細胞を含む）の解析を行った。感
染者由来細胞の再培養で、十分な増殖が認め
られた場合には、感染細胞あるいは不活化し
たウイルス粒子を抗原として、サイトカイン
産生やCD107a発現などの解析系を準備した。 

 
 
（４）人権の保護及び法令等の遵守への対応 

HIV 感染者の臨床情報と感染者の血液成分
（リンパ球）は、承認された研究計画のもと、
国立国際医療研究センター病院において、イ
ンフォームドコンセントを得た対象者から
のみ、採取した。熊本大学の研究者は、匿名
化された検体を受け取り、実験に用いた。熊
本大学の倫理委員会で承認を得ている。 

 
 
４．研究成果 
 
（１）HIV 感染者由来Ｔ細胞の再培養 

感染者の PBMC をペプチドで刺激して培養
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してきた細胞である。刺激に用いたペプチド
も HLA 遺伝子型も多岐に渡る。そのため、
本研究では、フィトヘマグルチニン（PHA）
を刺激剤として用いた。多くのケースでフィ
ーダー細胞を加えたが、場合によっては、フ
ィーダー細胞なしでの培養も試みることに
した。 

これまでの研究活動で感染者由来の細胞を
用いた実験の途中で、機能が明確でないため、
凍結して放置していた細胞バイアルから、約
100 バイアルを選び、細胞の再活性化と培養
を行った。その多くが、もともと生細胞数が
少なかったこと、凍結してから 5年以上経過
していたことなどから、培養が困難であるこ
とは想定していた。試みた結果は想定以上で、
増殖に成功した細胞は皆無であった。CTL ク
ローンとして樹立し、十分な細胞数で凍結し
ていた細胞について検討した結果は、期待し
たほどではないながらも細胞の増殖が認め
られたことから、凍結時の細胞数が大きく影
響したものと示唆された。 

最近、日本国内では特に、速やかに抗レトロ
ウイルス薬剤の投与を始めるため、治療前の
タイミングで感染者から十分な量の血液検
体の供与を受けることが困難となっている。
今後は、サブサハラアフリカ地域などを念頭
にコホート共同研究を進めることで、HIV 感
染免疫研究を続けるための検体収集を考え
て行きたい。 

 
（２）TCR バイオアッセイ 

感染者由来の細胞から cDNA ライブラリーを
調製し、抗原認識を担うレセプター（T 細胞
レセプターを想定）のクローニングを行ない、
抗原特異的なエフェクター機能のアッセイ
を計画した。そこで、TCR バイオアッセイ系
を立ち上げて、HIV 感染細胞に対する応答の
感受性と特異性を調べた。その結果、下図に
示すように、このアッセイ系は HIV-1 Nef に
よる HLA発現低下による抗原量の差を検出可
能なほど感度が良いことが分かった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（３）まとめ 

本研究では、挑戦的で萌芽期にある研究とし
て、これまでに凍結してきた感染者由来の細
胞の再解析を計画した。しかしながら、最も
大きなポイントであった細胞の再培養とい
う過程で期待した成果を出すことができな
かった。一方で、新しい TCR バイオアッセ
イ系の確立や、興味深い TCR の同定など、
さまざまな成果を得ることができた。今後は、
治療下の感染者の検体を用いて、リザーバー
細胞に対する免疫応答について詳細な解析
を進めていきたい。 
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