
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６６９

若手研究(B)

2014～2013

予後の悪いHLAを持つHIV-1感染者のHIV-1増殖抑制機序の解明

Effect of CTL responses on control of HIV-1 infection in Japanese individuals 
carrying HLA-B*35:01

００５４３３９９研究者番号：

小柳　円（Koyanagi, Madoka）

日本獣医生命科学大学・公私立大学の部局等・助教

研究期間：

２５８７０５５２

平成 年 月 日現在２７   ６   ８

円     3,400,000

研究成果の概要（和文）：日本人に多いHLA-B*35:01は、他のHLAを持つ感染者に比較し、血中ウイルス量が高く、エイ
ズ病態進行に関連がある。本研究では、HIV感染制御に関与するB*35:01拘束性細胞傷害性T細胞（CTL）の機能解析を行
った。4種類のエピトープに対して、より多く反応を示す感染者ほど、ウイルス量が低く、いくつかのエピトープに対
する反応が重なることで、生体内ではウイルス増殖抑制の相乗効果が得られると考えられた。４つのエピトープ領域内
にはB*35:01陽性感染者で優位に蓄積していた２つのアミノ酸変異を認めたが、CTL反応には影響がなく、交差反応を示
し、ウイルス増殖に重要な役割を果たしていると考えられる。

研究成果の概要（英文）：HLA-B*35:01 allele associates with high viral load (VL) in Japanese chronically 
HIV-1 clade B-infected individuals. We investigated the effect of cytotoxic T cell (CTL) responses to 
HLA-B*35:01-restricted epitopes on the control of HIV-1 in these individuals. Each CTL response to 4 out 
of 16 HLA-B*35:01-restricted epitopes was significantly but weakly associated with lower VL. The 
magnitude and the breadth of those 4 epitopes were significantly associated with lower VL. These results 
indicate even if the each response showed insufficient control of HIV-1, the multiple CTL responses to 
HLA-B*35:01-restricted epitopes, synergistically affect on the control of HIV-1 in HLA-B*35:01+ Japanese 
individuals. We found 2 significant association of the presence of HLA-B*35:01 allele with mutants, 
however HLA-B*35:01-restricted epitopes specific CTLs show cross-reactive with mutants. Those 
cross-reactive and WT specific CTLs contribute to the control of WT and mutant HIV-1 replication.

研究分野：免疫学
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１．研究開始当初の背景 
 HLA-B*35:01 は日本人に多くみられ、日本
で感染が広まっているHIV-1サブタイプBに
感染した日本人 HLA-B*35:01 陽性 HIV-1 感
染者では、他のHLAを持つ感染者に比較し、
血中ウイルス量が高く、エイズの病態進行が
早いことが報告されている。これに対し、ア
フリカ人HLA-B*35:01陽性HIV-1サブタイプ
C 感染者の血中ウイルス量は他の HLA を持
つ感染者との差が見られない。我々はこれま
でに、HLA-B*35:01 陽性 HIV-1 感染者につ
いて、日本人とアフリカ人のコホートを比較
し、HIV-1 増殖抑制に重要な HIV-1 Gag 特
異的細胞傷害性 T 細胞(CTL)反応は日本人感
染者において、欠如していることを示した。  
２．研究の目的 
 この重要なHIV-1 Gag に対する CTL 反応

がみられないにもかかわらず、ウイルス量が

低く制御されている HLA-B*35:01 陽性日本

人HIV感染者も存在する。本研究は、このよ

うな感染者において、ウイルス感染制御に関

与する CTL を見出し、 それらのCTLの機能

を解析することにより、HIV-1感染制御メカニ

ズムを解明した。 

 
３．研究の方法 
(1) ウイルス増殖抑制に関与するCTLの選出 

 既知の16種類(Nef 3, Gag 4, Pol 5, Rev 1,Env 

3 種類)のエピトープペプチドをサブタイプB 

のアミノ酸配列をもとに作製し、これらの 

B*35:01 拘束性エピトープペプチドに対する 

ex vivo の反応を無治療 B*35:01 陽性サブタ

イプB 慢性感染者 63 人の PBMC を用いて 

IFN-Elispot assay により検出した。これらの

個々のエピトープ特異的 CTL 反応の有無と

血中ウイルス量との関係を Mann-Whitney 法

により明らかにする。また、CTL 反応の頻度

とウイルス量との関係をKruskal-Wallis 法に

て解析した。 

 (2) TCRの抗原認識能の解析 

研究成果(1)により、選出したエピトープに特

異的なCTLクローンを作成した。段階希釈を

したエピトープペプチドを結合させた

B*35:01陽性抗原提示細胞(C1R-B*35:01)に対

するB*35:01 拘束性エピトープ特異的 CTL

クローンの IFN-産生能を細胞内サイトカイ

ン染色により検出し、TCR 認識能を評価した。 

(3) CTL逃避変異の解析 

 B*35:01 陽性および陰性サブタイプB感染

者の血漿よりRNAを抽出し、HIV-1のアミノ

酸配列を確認し、B*35:01特異的な変異がエピ

トープ配列に蓄積されているかを解析した。 

 変異が見られたエピトープに関しては、変

異ペプチドに対するCTLの反応を検討した。 
 
４．研究成果 

(1) ウイルス増殖抑制に関与するCTLの選出 

 無治療 B*35:01 陽性サブタイプ B 慢性感

染者 63 人の末梢血より PBMC を調整した。

これらの PBMCを用いて B*35:01拘束性エ

ピトープペプチド 16種類（Nef 3, Gag 4, Pol 

5, Rev 1, Env 3種類）に対する ex vivoの反

応を IFN-gamma Elispot assayにより検出し、

これらの個々のエピトープ特異的 CTL 反応

の有無と血中ウイルス量との関係を解析し

たところ、Gag NY9, Pol VY10, Nef RY11 お

よび YY9エピトープに対する反応を示した感

染者は反応を示さなかった感染者に比較し

優位に低いウイルス量を示していた（p＜

0.05）。また、他のペプチドに対する反応は

血中ウイルス量との相関はみられなかった。 

さらに、これらの４エピトープに対する全ス

ポット数と血中ウイルス量の関係を解析し

た結果、全エリスポット数が多いほど血中ウ

イルス量は低い相関が得られた（r=-0.50, 

p=5.4x10-5）。また、４つのエピトープの内、

３から４つのエピトープに反応を示した感

染者は一つも反応を示していない感染者に

比較し優位に血中ウイルス量が低く、CTL 反

応の頻度が高いほど、ウイルス量が低いこと

が明らかになった（p=1.1x10-3）。このことか

ら個々の反応より、いくつかのエピトープに

対する反応が重なったことで、生体内ではウ

イルス増殖抑制の相乗効果が得られたと考

えられる。 

(2) TCRの抗原認識能の解析 



 作成した4つのエピトープ特異的（Gag NY9, 

Pol VY10, Nef RY11およびYY9）CTLクローン

のエピトープペプチドに対するIFN-産生能

を検討した結果、Pol VY10, Nef RY11および

YY9エピトープ特異的CTLはペプチドを強く

認識しており、高いIFN-産生を示していた。

しかしながら、Gag NY9に反応を示した感染者

が少なく、CTLクローンを作成することができ

なかった。 

(3) CTL逃避変異の解析 

 実験成果（１）でHIV増殖抑制に関与してい

ると考えられる4つのエピトープ（Gag NY9, 

Pol VY10, Nef RY11およびYY9）に関して、CTL

逃避変異の解析を行った。 CTL 逃避変異は、

強い CTL 反応によりエピトープ内外のアミ

ノ酸配列に変異を起こし、CTL によるエピト

ープの認識ができず、変異ウイルスが体内で

除去されることなく増殖し、体内の蓄積され

ることである。まず、B*35:01 陽性、陰性サ

ブタイプ B 感染者の血漿より HIV-1 のア

ミノ酸配列を確認し、B*35:01 特異的な変異

がエピトープ配列に蓄積されているかを解析

した。その結果、B*35:01陽性感染者に優位に

蓄積が見られた２つの変異を認めた（Pol 

VY10-6E, Nef RY11-11F）。そこで、これらの

エピトープ特異的CTLクローンを用いて、変

異ペプチドと野生型ペプチドに対するIFN-

産生を比較した。しかしながら、変異ペプチ

ドに対するCTL反応は野生型に対するものと

差がなく、交差反応を示していた。この結果

から、これらのエピトープは変異してもなお、

ウイルス増殖に重要な役割を果たしていると

考えられる。 

63 人の B*35:01 陽性感染者において、4つ

ウイルス増殖抑制に重要と考えられるエピ

トープの内、3 つから 4 つのエピトープに反

応を示した感染者はわずか 5%にとどまった。

そこで、エピトープ隣接配列（前後５アミノ

酸以内）における変異が CTL 反応に及ぼす影

響を明らかにするため、エピトープ外にアミ

ノ酸解析の範囲を広げ、検討を行った。しか

しながら、B*35:01 特異的な変異は見られな

かった。このことから、CTL 反応を示してい

ない感染者ではこれらの変異がありエピト

ープがプロセシングされず 抗原提示が起こ

らない可能性は低いと考えられる。 
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