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研究成果の概要（和文）：本研究では、10種類のHIV-1増殖抑制に関与するT細胞について、in vitroにおける
HIV-1増殖抑制能を解析し、さらに日本人感染者に見られる変異エピトープの認識能を解析した。その結果、10
種類全てのT細胞クローンがin vitroで強いHIV-1増殖抑制能を有し、また日本人感染者に見られる80%以上の
HIV-1を認識できることが示された。以上の結果から、これら10種類のT細胞は、強いHIV-1増殖抑制能を有し、
日本人感染者に見られるHIV-1を幅広く認識できることが明らかとなった。したがって、これらのT細胞は、
HIV-1感染防止ならびにHIV-1根治に有用であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）： In recent T-cell AIDS vaccine trials, the vaccines did not prevent HIV-1 
infection, although HIV-1-specific T cells were induced in the vaccinated individuals, suggesting 
that the T cells have a weak ability to suppress HIV-1 replication and fail to recognize circulating
 HIV-1. We previously demonstrated that the T-cell responses to 10 epitopes were significantly 
associated with good clinical outcome. However, there is no direct evidence that these T cells have 
strong abilities to suppress HIV-1 replication and recognize circulating HIV-1. Here, we 
demonstrated that the T cells specific for the 10 epitopes had strong abilities to suppress HIV-1 
replication in vitro Moreover, the T cells cross-recognized most of the circulating HIV-1 in 
HIV-1-infected individuals. This study suggests the use of T cells specific for these 10 epitopes in
 clinical trials of T-cell vaccines as HIV-1 cure.

研究分野：感染免疫学

キーワード： 細胞傷害性T細胞　HLA　HIV-1

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
白人や黒人の感染者におけるHLA-B*27/-B*57拘束性T細胞によるHIV-1増殖抑制機構はすでに明らかとなっている
が、これらのHLAは日本人を含むアジアではほとんど見られないため、日本人感染者でのT細胞によるHIV-1増殖
抑制機構はまだ明らかとなっていない。したがって、日本人HIV-1感染者において、HIV-1増殖抑制に関与してい
るT細胞の機能解析を行うことは、日本人感染者でのT細胞によるHIV-1増殖抑制機構が明らかとなり、日本人だ
けでなくアジア人を対象としたHIV-1予防・治療ワクチンの開発に大いに役立つものと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
HIV-1 特異的細胞傷害性 T 細胞（CTL）は体内での HIV-1 増殖抑制において重要な役割を果た
している。我々はこれまでに、日本人感染者において HIV-1 増殖抑制能を有する CTL を同定する
ため、HIV-1 の Gag、Pol、Nef 領域を網羅した約 850 個のオーバーラップペプチドを作製し、401
人の無治療慢性日本人 HIV-1 感染者の CTL 反応の解析を行った（Murakoshi H, et al. J Virol 
2015）。その結果、11個のエピトープ特異的 CTL 反応が低い血漿中ウイルス量ならびに高い CD4T
細胞数と強く相関しており、HIV-1 増殖抑制に関与した 11 個のエピトープ特異的 CTL を見つけ
出すことに成功した。さらに、その内の 1つのエピトープでは CTL からの逃避変異が確認された
が、他の 10 エピトープ（HLA-B*52:01 拘束性：GagMI8/GagWV8/PolSI8、HLA-B67:01 拘束性：
GagTL9/GagNL11、HLA-A*02:06 拘束性：GagAA9/PolSV9、HLA-B*40:06 拘束性：PolLA9/IT10、HLA-
B*40:02 拘束性：PolGI8）ではそのような変異は確認されず、これら 10 エピトープはエイズワ
クチンの抗原として有用である可能性が示唆された。 
 
２．研究の目的 
本研究では、我々が同定した 10種類の HIV-1 増殖抑制に関与するエピトープ特異的 CTL の詳
細な機能解析を行い、これらの CTL による HIV-1 増殖抑制機構を明らかにすることを目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
（1）IFN-γ ELISPOT assay においてそれぞれのエピトープに特異的な CTL 反応が見られた感染
者の PBMC からエピトープ特異的 bulk CTL を誘導し、さらに限界希釈法によって CTL クローン
を樹立した。樹立したクローンを用い、エピトープペプチドを結合させた抗原提示細胞（721.221
細胞：それぞれの HLA 拘束分子を発現している）に対する IFN-γ 産生能を IFN-γ 細胞内染色
法で検出し、CTL による抗原認識能を評価した。また、HIV-1 サブタイプ Bのウイルス株である
NL-4-3 を用いて HIV-1 感染 721.221 細胞を作製し、それぞれの CTL クローンの HIV-1 感染細胞
に対する認識能を細胞内染色法で解析した。さらに、HIV-1 感染 CD4T 細胞を作製し、CTL クロー
ンと共培養させ、in vitro での CTL による HIV-1 増殖抑制能を評価した。 
 
（2）我々がこれまでに解析してきた 430 人の HIV-1 日本人感染者に見られるウイルスのシーク
エンスデータから、それぞれのエピトープ内で、HIV-1 感染者に広まっているウイルスの変異を
調査した。その結果に基づき、変異エピトープペプチドを作製し、ELISPOT assay によって日本
人感染者における変異エピトープペプチドへの反応を解析した。さらに、それぞれの CTL クロー
ンを用い、変異エピトープペプチドに対する CTL の認識能を細胞内染色法によって解析した。 
 
（3）比較的高い頻度で認められた変異については、変異ウイルスを作製し、変異ウイルス感染
721.221 細胞に対する CTL クローンの認識能を細胞内染色法によって解析した。 
 
４．研究成果 
（1）HIV-1 増殖のコントロールに関係する 10 種類のエピトープに特異的な CTL の機能解析をす
るため、それぞれのエピトープ特異的 CTL クローンを用い、段階希釈したエピトープペプチドを
結合させた 721.221 細胞に対する IFN-γ産生能を IFN-γ細胞内染色法で解析した。その結果、
いずれのエピトープ特異的CTLも 10nMのペプチド濃度において高い頻度のIFN-γ産生細胞が認
められ、これらの CTL の抗原認識能は高いことが示された。HIV-1 感染 721.221 細胞に対する 10
種類のエピトープ特異的CTLクローンのIFN-γ
産生能を IFN-γ細胞内染色法で解析した結果、
いずれのCTLも感染細胞に対して高いIFN-γ産
生能が認められ、これらの CTL が強く感染細胞
を認識していることが明らかとなった。また、
エピトープが感染細胞内でプロセシングされ、
細胞表面で抗原提示されることも明らかとなっ
た。さらに、HIV-1 感染 CD4T 細胞とエピトープ
特異的 CTL クローンを共培養し、in vitro での
CTL による HIV-1 増殖抑制能を解析した結果、
いずれの CTL も効率よく HIV-1 増殖を抑制して
いることが示され（図１）、これらの CTL は高い
HIV-1 増殖抑制能を有することが明らかとなっ
た。以上の結果、in vivo で HIV-1 増殖のコン
トロールに関与していた 10 種類のエピトープ
特異的 CTL は実際に高い HIV-1 増殖抑制能を持
っていることが検証された。 
 
（２）HIV-1 増殖抑制能を有する 10種類のエピトープ特異的細胞傷害性 T細胞（CTL）の変異ウ
イルスに対する反応を明らかにするため、エピトープ特異的反応を持つ HIV-1 感染者において、



感染者に見られる 32 個の変異エピトープへの
CTL 反応を ELISPOT assay 法によって解析した。
HLA-A*02:06拘束性GagAA9エピトープでは、AA9-
8A 変異エピトープに反応する人は 50%以下であ
ったのに対して、AA9-2S, -8S, -1P に反応する
人は 75%であることが示された（図２）。他の 9種
類のエピトープも含め 32 個の変異エピトープへ
の反応を評価した結果、10 個の変異ペプチドに
対しての反応は 0-25%の感染者でしか認められ
ず、これらはエピトープ特異的 CTL に認識されに
くいことが考えられた。一方、他の 22 個の変異
ペプチドのうち、5個の変異ペプチドに対しては
33.3-44.4%の感染者において CTL 反応が認めら
れ、残りの17個の変異ペプチドに対しては62.5-
100%の感染者で反応が認められた。この結果、こ
れら 22 個の変異エピトープは、wild-type 特異的 T 細胞に cross-recognition されるか、変異
エピトープ特異的 T細胞によって認識されることが推察された。 
（３）次に、エピトープ特異的 T細胞の変異エピトープ
に対する認識能を評価するため、エピトープ特異的 T細
胞クローンを用い、サイトカイン細胞内染色法によって
変異ペプチドに対する T 細胞反応を解析した。HLA-
B*40:06 拘束性 PolLA9 エピトープでは、PolLA9-5V7M, -
5V, -7I変異ペプチドはCTLによって認識されたが、LA9-
4Q は認識されなかった（図３）。他の 9 種類のエピトー
プも含め変異ペプチドへの反応を評価した結果、
ELISPOT アッセイ法において 33.3-100%の感染者で反応
が認められた 22 種類の変異エピトープについては、全
ての変異エピトープに対して T細胞クローンが反応する
ことが判明し、これら 22 個の変異エピトープはエピト
ープ特異的 T細胞によって cross-recognition されるこ
とが明らかとなった。 
 以上の結果から、HIV-1 増殖抑制能を有する 10種類の
エピトープ特異的 CTL は、HIV-1 感染者に広まっている HIV-1 を認識できることが示唆された。 
（４）あるエピトープ内のウイルス
変異は、HLA 分子とエピトープの結
合および T 細胞受容体（TCR）の認
識能には影響を与えてなくても、
HIV-1 感染細胞からの抗原提示に影
響することが知られている。そこで
我々は、強い HIV-1 増殖抑制に相関
する 10種類エピトープのうち、5種
類のエピトープ内で高頻度に見ら
れる7種類の変異をそれぞれ持つ変
異ウイルスを作製し、変異ウイルス
感染細胞に対する5種類のエピトー
プ特異的CTLの認識能をIFN-g細胞
内染色法で解析した。その結果、い
くつかのCTLは wild-typeウイルス
感染細胞に対する認識能よりも変
異ウイルス感染細胞に対する認識
能のほうが低かったものの、5 種類
すべてのCTLが変異ウイルス感染細
胞を十分に認識していた（図４）。以上の結果から、これらの変異が及ぼす感染細胞からの抗原
提示への影響はそれほど大きくないため、CTL が変異ウイルス感染細胞を十分に認識できると考
えられた。 
（５）10 種類のエピトープ特異的 CTL が日本人感染者に広まっている変異ウイルスをどの程度
認識できるか評価するため、ELISPOT アッセイ法の結果の中で 60%以上の感染者が認識していた
変異エピトープ、ならびに細胞内染色法の結果の中で CTL が 10 nM のペプチド濃度で wild-type
の認識に対して 30%以上認識できている変異エピトープから CTL が認識するウイルスの頻度を
解析した。その結果、10種類のエピトープ特異的 CTL は、日本人感染者に広まっている 84.1%か
ら 98.8%のウイルスを認識していた。以上の結果から、これらの CTL は感染者に広まっているウ
イルスを幅広く認識できることが明らかとなった。 
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