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研究成果の概要（和文）：サルエイズモデルにおいて、サル免疫不全ウイルスが産生するリポペ

プチドを標的としたキラーT 細胞の免疫応答が誘導され、感染制御に働くことが示されつつあ

る。一方、ヒトにおけるリポペプチド特異的 T 細胞応答の存在や意義は不明であった。本研究

において、ヒト免疫不全ウイルス感染患者末梢血中には、リポペプチド特異的 T細胞が存在し、

感染防御因子のひとつであるインターフェロンガンマを産生することを初めて明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：A new pathway for host defense has recently been identified in the 
monkey model of AIDS, in which lipopeptide-specific cytotoxic T lymphocytes expand and 
combat against infection. However, it remains to be determined whether such T cell 
responses may exist in humans. In this study, we found for the first time that 
lipopeptide-specific T cells existed in the circulation of a fraction of human 
immunodeficiency virus-infected patients, capable of producing interferon-gamma, one of 
the major host-protective factors. 
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１．研究開始当初の背景 
(1)	
 蛋白質抗原と脂質抗原：二つの抗原レパ
ートリー	
 
	
 免疫系の標的となる抗原の主体は「蛋白質」
であると考えられてきた。これに対して、研
究代表者・杉田らの近年の研究成果から、第
二の抗原レパートリーとして、「脂質」を特
異的に認識する免疫システムの存在が明ら
かにされている。樹状細胞に発現したヒトグ
ループ１CD1 分子は、結核菌などの細菌やが
ん細胞が産生する脂質抗原を結合し、T 細胞
に抗原提示する。これによって活性化された
T 細胞群は、感染細胞やがん細胞を直接制御
するエフェクター細胞として生体防御の一
翼を担うことが、結核感染症や白血病をモデ

ルにした実験系を用いて実証されてきた。	
 
	
 
(2)	
 リポペプチド抗原：第三の抗原レパート
リー	
 
	
 一方、ウイルス感染防御の場合、以下の２
つの理由から、上記の既知の抗原認識のみで
は十分ではないと考えられる。まず、蛋白質
抗原認識には一定（多くの場合９アミノ酸残
基）のペプチド長を要し、その特異性の高さ
からアミノ酸変異による免疫エスケープが
容易である。また、ウイルスには固有の脂質
が存在しないため、脂質抗原提示が成立しな
い。	
 
	
 ヒト免疫不全ウイルスやサル免疫不全ウ
イルスが産生する Nef 蛋白質は、N 末端グリ
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シン残基に宿主由来のミリスチン酸（C14 直
鎖脂肪酸）が結合することにより、リポ蛋白
質としてその機能を発揮する。研究代表者・
杉田らは、ミリスチン酸付加 Nef ペプチドが
細胞傷害性 T細胞の特異的標的抗原となるこ
とを初めて示し、リポペプチドが新たな抗原
レパートリーを構築する可能性を提唱した
（図 1）。(Morita	
 D,	
 Igarashi	
 T,	
 Horiike	
 M,	
 
Mori	
 N,	
 Sugita	
 M.	
 J.	
 Immunol.	
 187(2):	
 
608-612,	
 2011)	
 

	
 
(3)	
 リポペプチドという新しい chemical	
 
class のワクチン開発の可能性	
 
	
 多くの微生物感染症において、蛋白質抗原
をベースにした特異ワクチンが開発され、感
染症の制御に多大な貢献をしてきた。しかし
一方で、病原体のエスケープ変異や MHC 分子
の多型性に起因する low-responder 集団の存
在が、グローバルなワクチン開発の障壁とな
っている感染症が残されていることも事実
である。	
 
	
 ミリスチン酸修飾は、その蛋白質の N末端
に短いモチーフ（N 末端ミリスチン酸付加シ
グナル）を必要とするため、ウイルスが、自
身の蛋白質の機能に影響を与えることなく、
この領域にアミノ酸変異を導入することは
困難である。実際、複数の研究成果から、ヒ
ト免疫不全ウイルス Nef 蛋白質の N 末端は、
最もアミノ酸変異が生じ難い領域のひとつ
であることが分かっている。さらに、ミリス
チン酸付加ペプチド特異的 T細胞応答の少な
くとも一部は、多型性のない分子に拘束され
る。従って、ウイルスが生み出す「リポペプ
チド」に対する免疫応答を賦活化するワクチ
ンは、エスケープ変異を許し難く、万人に有
効なワクチンとなることが期待される。	
 
 
２．研究の目的 
	
 ヒト免疫不全ウイルスの感染に対する蛋
白質ワクチンは未だ実用化に至っていない。
高頻度に生じるエスケープ変異がその主因
と考えられ、効果的なワクチンの開発には、
変異を許し難い T細胞エピトープの同定が急
務である。本研究グループは、サルエイズモ
デルにおいて、ミリスチン酸付加 Nef ペプチ
ド	
 (リポペプチド)	
 に対する、細胞傷害性 T

細胞応答の存在を明らかにした。ミリスチン
酸付加は高度に保存された領域で起こるこ
とから、リポペプチドは有効なエイズワクチ
ンとなる可能性がある。そこで、本研究では
ヒト免疫不全ウイルス感染ヒト検体を用い
て、この新しい T 細胞応答を詳細に解析し、
「リポペプチド」を標的とした新しいワクチ
ン戦略を構築することを目的とする。	
 
 
３．研究の方法 
(1)	
 リポペプチド抗原の合成	
 
	
 Fmoc 固相合成法により合成したヒト免疫
不全ウイルス	
 Nef 蛋白質由来 N末 5mer、6mer
の各ペプチドに活性化ミリスチン酸を作用
させ、N 末端アミノ酸に共有結合させること
によりミリスチン酸付加ペプチドを合成し、
さらにトリフルオロ酢酸にて固相担体より
切り出したのち、逆相カラムによって精製し
た。	
 
	
 
(2)	
 血液サンプル	
 
	
 京都大学医学部附属病院に通院あるいは
入院されているヒト免疫不全ウイルス感染
患者より少量の末梢血の提供を受けた。	
 
	
 実施に先立って「京都大学大学院医学研究
科・医学部・医学部附属病院	
 医の倫理委員
会」に研究計画を提出し、承認を得た。また
実施にあたっては、研究協力者に時間をかけ
て充分な説明を尽くした上で、委員会の所定
の様式に準拠したインフォームドコンセン
トを得た。	
 
	
 
(3)	
 エリスポット法	
 
	
 末梢血より常法にしたがって単核球を単
離し、種々の合成抗原の存在下あるいは非存
在下で 24 時間培養を行った。インターフェ
ロンガンマ産生細胞を、市販のエリスポット
キットを用いて検出した。一部の実験におい
ては、末梢血単球を顆粒球マクロファージコ
ロニー刺激因子とインターロイキン 4の存在
下で 3日間培養することにより得た単球由来
樹状細胞を抗原提示細胞として用いた。	
 
	
 
(4)	
 T 細胞株の樹立	
 
	
 末梢血単核球を抗原とともに培養し、さら
に数週ごとに末梢血単核球と抗原を加え、培
養を継続した。中途より T細胞増殖因子であ
るインターロイキン 2を添加し、抗原特異的
T 細胞を株化した。T 細胞の活性化は、培養
液中に放出されるインターフェロンガンマ
を ELISA 法で測定することにより評価した。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)	
 リポペプチド抗原の合成	
 
	
 これまでの解析からリポペプチド抗原提
示に適したアミノ酸長を 5ないし 6残基と推
定し、ヒト免疫不全ウイルス Nef 蛋白質の N

 



末端 5 残基、6 残基のペプチドにミリスチン
酸を付加したリポペプチド抗原を合成した。
この際、下表のように、ヒト免疫不全ウイル
スNef蛋白質のN末端7残基内	
 (MGGKWSK)	
 に
低頻度で見られる変異	
 (MGNKWSK、MGSKWSK)	
 
に着目し、これらの変異抗原についても合成
を行った。また、各抗原のコントロールとし
てミリスチン酸を付加しない、ペプチド抗原
の合成を行った。得られた各種抗原はマスス
ペクトロメトリーを用いてその分子種を確
認した。	
 
	
 

	
 
(2)	
 ヒト免疫不全ウイルス感染者末梢血に
おけるリポペプチド特異的 T細胞の検出	
 
	
 まず 8名のヒト免疫不全ウイルス感染者よ
り末梢血単核球を得、合成 Nef リポペプチド
存在下あるいは非存在下でインターフェロ
ンガンマエリスポット法を行った。その結果、
1名（#05）の末梢血において、ミリスチン酸
付加を受けた GGKWS 配列を持つリポペプチド
に対して応答しインターフェロンガンマを
産生する T細胞の存在を確認した。この T細
胞はフリーフォームのペプチドやミリスチ
ン酸には反応を示さなかったことから、両者
が共有結合したリポペプチドを特異的に認
識すると結論づけた。	
 
	
 一方、末梢血単核球全体を用いたこの方法
では、十分な抗原提示細胞の供給が出来てい
ない可能性を考え、感染者よりまず単球由来
樹状細胞を誘導し、これを抗原提示細胞とし
て使用したインターフェロンガンマエリス
ポット法に切り替えた。10 名の感染者より得
た末梢血リンパ球を応答細胞として用いた
ところ、1名（#15）において、ミリスチン酸
付加を受けた GSKWS 配列を持つリポペプチド
に対して反応しインターフェロンガンマを
産生する末梢血 T細胞の存在を確認した。上
記と同様に、フリーフォームのペプチドやミ
リスチン酸には反応を示さないことから、両
者が共有結合したリポペプチドを特異的に
認識すると結論づけた。一方この感染者にお
いて、GGKWS や GNKWS 配列を有するリポペプ
チドを特異的に認識する T細胞の存在は確認
されなかった。	
 
	
 このリポペプチド特異的末梢血 T細胞の表
面マーカーの解析や産生するサイトカイン

プロファイルの決定などは、ポピュレーショ
ンサイズが小さいことから解析を進めるこ
とはできなかった。そこで、抗原特異的 T細
胞株を樹立することによりさらなる解析を
展開した。	
 
	
 
(3)	
 リポペプチド特異的ヒト T細胞株の樹立
と解析	
 
	
 #05 由来の末梢血単核球を、ミリスチン酸
付加を受けた GGKWS 配列を持つリポペプチド
を用いて複数回抗原刺激を行った結果、この
リポペプチドに対して抗原特異性を示す CD8
アルファー鎖ベータ鎖陽性細胞傷害性 T細胞
株の樹立に成功した。	
 
	
 他方、#15 由来の末梢血リンパ球を自己由
来樹状細胞とリスチン酸付加を受けた GSKWS
配列を持つリポペプチドを用いて複数回刺
激を行った結果、T細胞株の樹立に成功した。
しかし細胞数が充分には得られず、さらなる
解析は行えなかった。	
 
	
 
(4)	
 まとめ	
 
	
 本研究の目的であったヒトにおける Nef リ
ポペプチドに対する T細胞応答の存在を明ら
かにすることができた。この T細胞ポピュレ
ーションには、防御性サイトカインであるイ
ンターフェロンを産生する CD8 陽性細胞傷害
性 T細胞が含まれることから、この新しい免
疫経路が感染防御に関与している可能性が
高い。したがって、リポペプチドワクチン開
発の端緒が開かれた。	
 
	
 Nef 蛋白質	
 N末端部分のアミノ酸配列は高
度に保存されている。野生型配列に加えて、
報告のある稀な変異配列を持つリポペプチ
ド特異的 T細胞応答の存在が確認できたこと
は、このリポペプチド応答がわずかなウイル
ス変異も許容しないことを示唆した。	
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MGGKWSK   ATG GGT GGC AAG TGG TCA AAA!
          Met Gly Gly Lys Trp Ser Lys!
!
MGSKWSK   --- --- A-- --- --- --- ---!
                  Ser!
!
MGNKWSK   --- --- AA- --- --- --- ---!
                  Asn�
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