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研究成果の概要（和文）： 

HIV感染では多様な標的部位（エピトープ）に対する HIV特異的細胞傷害性 T細胞(CTL)
が誘導される。本研究では、HIVが１アミノ酸の変異を獲得することによって複数のエピ
トープの抗原性が変化し、既存のエピトープが消失し、新しいエピトープが出現する「エ
ピトープスイッチング」が起きることを見いだした。慢性感染症であるHIV感染において、
宿主免疫監視機構とウイルスの動態はこれまで考えられてきた以上に複雑な相互作用の結
果、決定されているものであることが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Strong and broad HIV-specific CTLs are induced against numerous targets (epitopes) during HIV 

infection. In this study, we demonstrates a mechanism, which generates de novo CTL epitope after one 

amino acid change that might result from the CTL pressure to the overlapping epitope. This novel 

“epitope switching” mechanism that occurs in host immunity might help the understanding of cellular 

immunity and CTL vaccine development. 
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１．研究開始当初の背景 

HIV感染におけるウイルス制御には宿主の細
胞傷害性 T リンパ球（CTL）による細胞性免
疫応答が重要であることが、臨床材料やサル
エイズモデルによる多くの知見により明ら
かとなってきた。しかしながら、海外で行わ
れた大規模な CTL 誘導型ワクチンの臨床試

験では全く効果が見られず、失敗に終わった。
このような背景のもと、HIV ワクチン開発に
おいて HIV に対する細胞性免疫応答に関し
て、分子レベルでの基礎的知見を蓄積するこ
との重要性が再認識されている。 

HIV感染では感染初期から経過を通して非常
に強い CTL誘導が観察されるが、HIV特異的
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CTL の頻度と血中 HIV 量の間には相関がな
く、個々の CTLの質が重要であることが明ら
かとなってきた。CTLの標的となる部位（エ
ピトープ）は HIVタンパク質全体に存在して
おり、数千種類のエピトープが報告されてい
る。中でも Gagと Nefタンパク質に多くのエ
ピトープが存在しており、数十のエピトープ
が重複している部位もある。CTLに認識され
るエピトープは 10 アミノ酸前後のペプチド
であり、１アミノ酸の変化がその抗原性に影
響を及ぼす。HIVは非常に変異を起こしやす
いウイルスであるため、CTLによる選択圧か
ら逃避したエスケープウイルスが容易に出
現する。このような状況では、あるエピトー
プに対する CTL 選択圧からの逃避の結果生
じたアミノ酸変異が、重複する他のエピトー
プの抗原性に影響を与える可能性がある。 

 

２．研究の目的 

長期の感染経過をたどり、多様な CTLが誘導
される慢性 HIV 感染症における、CTL の抗
HIV作用とウイルスの相互作用について明ら
か に す る。 本 研究 では 、 HLA-A*2402 

(HLA-A24)によって提示される重複する CTL

エピトープに注目し、HLA-A24 陽性 HIV 感
染者で特異的に出現するアミノ酸変異がそ
れぞれのエピトープに特異的な CTL の抗原
認識に与える影響について、検討を行った。 

 

３．研究の方法 

HLA-A24拘束性エピトープに対する HIV慢
性感染者での CTL応答：HLA-A24 陽性慢性
HIV 感染者の末梢血単核球(PBMC)を非特異
的に刺激し、試験管内で増殖させた細胞を用
いて、各エピトープ配列の合成ペプチドを抗
原として Interferon- ELISpot assay を行った。 

HIV 感染者のウイルス遺伝子解析：HIV 感染
者血漿からウイルス RNA を抽出し、
Nef126-10, Nef134-10を含む領域をRT-PCRに
て増幅し、シークエンスを行った。 

CTLクローンの樹立：HLA-A24陽性慢性HIV

感染者 PBMCを Nef126-10, Nef134-10 ペプチ
ドにて刺激後 IL-2 存在下で培養し、クローニ
ングを行った。 

野生型及び変異を有するエピトープと
HLA-A24との結合能、特異的 CTLクローン
とのアビディティーの評価： 

HLA-A24との結合能は T2-A24細胞を用いて
評価した(J Virol,2004,78:8437-45)。特異的
CTLクローンとのアビディティーは、段階希
釈したペプチドをパルスした HLA-A24 陽性
細胞と CTLクローンを共培養し、上清中の
IFN-産生量を測定することで算出した。 

野生型及び変異を有するエピトープのプロ
セッシング効率の評価 

Nef126-10, Nef134-10 を含む Nefタンパク質
の一部とルシフェラーゼとの融合タンパク

質を発現するプラスミドを構築し、HLA-A24

を発現する 293T 細胞に遺伝子導入を行い、
抗原提示細胞とした。遺伝子導入 24時間後
に Nef126-10及び Nef134-10特異的 CTLクロ
ーンと共培養し、上清中の IFN-産生を測定
することで抗原提示量を解析した。 

なお、臨床材料（HIV感染者の末梢血）は東
京大学医科学研究所附属病院を受診する
HIV-1 感染者で、本研究への参加に同意を得
られた方から提供していただいた。本研究内
容は東京大学医科学研究所の倫理審査委員
会により承認されている。 

 

４．研究成果 

【HLA-A24 拘束性エピトープに対する CTL

の反応性】 

47 名の HLA-A24 陽性慢性 HIV 感染者の
PBMC を用いて、報告されている 11 種類の
HLA-A24拘束性CTLエピトープ（Gag 6種類、
Pol 2 種類、Nef 3 種類）に対する CTL応答を
解析した。その結果、エピトープ間で反応性
が大きく異なっており、中でも Nef 由来の
Nef126-10, Nef134-10 に対してそれぞれ約
50%、80%の感染者で強い CTL応答が見られ、
この重複する２つのエピトープはイムノド
ミナントなエピトープであることが明らか
となった。 

【Nef126-10, Nef134-10 におけるアミノ酸変
化と CTL応答の関連性】 

Nef126-10, Nef134-10 について末梢血中の
HIV 遺伝子解析を行ったところ、75%を超え
る感染者で両エピトープが重複している 135

番目のアミノ酸(Nef135)が野生型のタイロシ
ン(Y)からフェニルアラニン(F)へ変異してい
た。(この結果は以前報告した結果と同様であ
り、先行研究では HLA-A24 陰性感染者では
出現頻度が低いことを明らかにしている(J 

Virol,2004,78:8437-45)。) Nef135 変異の出現と
Nef126-10, Nef134-10 特異的 CTL応答の関連
性を調べたところ、Nef134-10 特異的な CTL

応答はウイルスのアミノ酸配列に関わらず
反応が見られたが、Nef126-10 に対する CTL

応答は Nef135 が野生型である感染者では全
く検出されず、135F である感染者では全例で
CTL応答が検出された。この結果により 135F

変異がNef126-10特異的CTL応答の出現に強
く関与していることが示唆された。 

【Nef135におけるアミノ酸変化とNef126-10, 

Nef134-10 の抗原提示】 

抗原提示に影響を与える要因、１）HLAとの
結合能、２）特異的 CTLによる認識（アビデ
ィティー）、３）細胞内でのエピトープの切
り出し（プロセッシング）効率に関して、
Nef135 が Y（野生型）と F(変異型)の場合で
の Nef124-10, Nef134-10 について、検討を行
った。その結果、Nef134-10 はいずれの場合
でも HLA-A24 と強く結合し、特異的 CTLに



 

 

より認識されたが、細胞内で抗原を発現させ
た場合、Nef135F ではほとんど抗原提示され
ていなかった。一方、Nef126-10 においては、
Nef135Y の場合、HLA-A24 との結合能が著明
に低く、また特異的 CTLにほとんど認識され
ず、抗原提示もされていなかったのに対して、
Nef135F の場合、HLA-A24 との結合能、特異
的 CTLによる認識ともに高く、細胞内で抗原
発現させた場合でも特異的 CTL に非常に強
く認識されていた。すなわち、「Nef135 が野
生型の場合、Nef126-10 はエピトープとして
抗原提示されておらず Nef134-10 が抗原提示
される、一方 Nef135 が変異型の場合、
Nef134-10 はほとんど提示されず Nef126-10

が抗原提示される」ことが明らかとなった。
Nef135 のアミノ酸変化が、Nef134-10 の抗原
提示を消失させ、 Nef126-10 を新たにエピト
ープとして創出したことが強く示唆された。 

 

【HIV 感染者体内での Nef135F の出現と
Nef126-10, 134-10に対するCTL応答の経時的
解析】 

HIV 感染者で実際に Nef135 のアミノ酸変化
と Nef126-10, Nef134-10に対する CTL応答の
連動が見られるかを確認するため、血中 HIV

の Nef135 が感染の経過において Y から F に
変化した HIV感染者の Nef126-10, Nef134-10

特異的 CTL を経時的に解析した。その結果、
ウイルスが Nef135Yの時点では Nef134-10特
異的 CTL応答のみが検出されたが、Nef135F

に変異した後の時点では、Nef126-10 に対す
る強い CTL応答が検出され、Nef134-10 に対
する CTL応答は減弱していた。この結果によ
り、実際に HIV感染者において Nef126-10 特
異的 CTL選択圧により Nef135が Yから Fに
変異することで、Nef126-10 が新たにエピト
ープとして創出されたことが明らかとなっ
た。 

 

これまで、HIV感染における細胞性免疫応答
とウイルス間の相互作用に関して多くの研
究がなされ、HIV特異的 CTLの選択圧により
エスケープ変異が出現し、その結果 CTLの標
的となるエピトープが消失する事例は多く
報告されてきた。しかしながら、本研究では
異なる CTL 選択圧からのエスケープの結果
生じた１アミノ酸変異が、新たなエピトープ
を創出することを世界に先駆けて明らかに
した。HIV感染慢性期では多くの場合、長期
間安定したウイルス量が維持されており、そ
の間ウイルス、宿主免疫応答の間である程度
の平衡状態が保たれている。HIVに対する宿
主免疫監視機構とウイルス間の相互作用は
これまで考えられてきたような「ウイルス
の一方的な宿主免疫監視機構からの逃避」
だけではなく、双方向に作用することで比
較的長い静的動態を保っている可能性が考

えられる。 
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