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研究成果の概要（和文）：本研究はSIV感染ビルマ産アカゲザルエイズモデルを用いてMHC-I haplotype 90-120-Iaの拘
束するCTLエピトープとしてNef9-19、Nef89-97およびNef193-203を新たに同定した。同複製制御群における解析により
Nef9-19およびNef89-97のCTL逃避変異は早期に蓄積し当該領域に特異的なCTL応答の複製制御への有効性は低下するも
のの、Nef193-203に対する変異蓄積はより遅くNef193-203特異的CTL応答が感染後2年で多くの個体で認められたことか
ら、Nef193-203特異的CTL応答が複製制御群における複製制御維持に寄与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：CTL epitopes Nef9-19, Nef89-97 and Nef193-203 restricted by MHC-I haplotype 
90-120-Ia were newly identified by using SIV infected Burmese rhesus macaque AIDS model in this research. 
A group of macaques that control SIV replication for more than 2 years showed multiple nef mutations 
including those escaping from Nef9-19 and Nef89-97 epitope-specific CTL responses at 2 years post SIV 
challenge. However, almost no mutation was observed in Nef193-203 epitopes, suggesting that Nef193-203 
epitope-specific CTL responses may maintain efficacy of SIV suppression in this group. Moreover, 
Nef193-203 specific CTL responses were detected in almost all animals at 2 years post challenge. Thus, 
Nef193-203 specific CTL responses may contribute to sustained viremia control in SIV controllers.

研究分野： 感染病態学
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１．研究開始当初の背景 
HIV (ヒト免疫不全ウイルス) 感染者数は

今日でも増加傾向にあり、2011 年には世界で
およそ 3400 万人が HIV に感染しているとみ
られている。抗 HIV 薬剤による治療が行われ
るようになったことで、AIDS の発症の遅延と
死亡率の低下が先進諸国でみられるように
なったが、病態進行を抑えるためには抗 HIV
薬を服用し続ける必要があり、各国の社会保
障費用の大きな負担となっている。HIV 感染
症は持続感染症であり初期感染の鑑別が難
しく、急性期につづく数年にわたる無症状期
に感染者はHIVの伝播の機会を増やしてしま
う結果となる。現段階における予防エイズワ
クチンの効果の目標は、HIV の完全な感染防
御ではなく、HIV 感染時の血中ウイルス量を
減少させるととともに AIDS 発症までの期間
を延長し、集団中の HIV の伝播を抑制するこ
とである。アカゲザル/サル免疫不全ウイル
ス (SIV) 感染症によるサルエイズモデルは
ヒトのHIV感染症と近似性の高い病態を示し、
HIV 感染症の解析および予防法の検討のため
に有用である。本研究室で開発中の Gag 発現
CTL 誘導型予防エイズワクチンの接種により、
MHC-I ハプロタイプ 90-120-Ia 共有アカゲザ
ルの多くは SIV の複製を抑制する。しかしこ
れらの SIV 複製抑制個体には、感染後 2年以
上の長期にわたってSIV複製抑制を維持する
個体と、一時的に抑制するものの後に CTL 逃
避変異体が選択・増殖することで最終的に
AIDS を発症する個体が存在する (Kawada et 
al, J. Virol. 80:1949-58, 2006) 。同様に、
複製抑制者でのCTL逃避変異体による血中ウ
イルス量の再出現は、HIV 感染ヒトにおいて
も報告されている (Goulder et al, Nat. Med. 
3:212-7, 1997; Feeney et al, J. Virol. 
78:8927-30, 2004) 。同一の MHC-I の遺伝的
背景を有し、同一の CTL 誘導型予防エイズワ
クチンの接種を受けたSIV複製抑制個体間で
も病態進行に差異が存在することから、これ
らの個体の複製抑制の性状には何らかの違
いが存在すると考察されることに、申請者は
着目した。 
 
２．研究の目的 
SIV 複製が制御されている個体では血漿中

ウイルス RNA 量が検出限界以下となるため、
血漿からのウイルスゲノムのPCR増幅は困難
であり、CTL 逃避変異選択の有無を評価する
ことは困難である。所属研究室では過去の研
究で、少数個体において末梢血リンパ球から
のプロウイルスゲノムの検出を試み、CTL 逃
避変異の複製抑制個体内での蓄積を限定的
に示している (Kawada et al, J. Virol. 
80:1949-58, 2006) 。本研究では、所属研究
室がコホートとして保有する十分な頭数の
MHC-I ハプロタイプ 90-120-Ia 共有 SIV 複製
制御サル群を用い、末梢血リンパ球由来の
CD4 陽性 T 細胞からのより高感度なウイルス
ゲノムの増幅を行い、感染慢性期の Gag・Nef

の CTL逃避変異の蓄積とその出現の時相の解
析を試みる。さらに SIV 複製制御サル群を用
いて、MHC-I ハプロタイプ 90-120-Ia に拘束
される Gag・Nef の複数のエピトープ特異的
CTL 応答とそのパターンを含む、宿主 CTL 応
答の詳細な解析を行い、複製抑制個体の病態
進行の差異を規定する因子となる、宿主免疫
応答機構と持続感染ウイルスのCTL逃避変異
選択の関係の解明を目指した。 
本研究では宿主特異性および倫理的観点

から困難な HIV の in vivo での実験系のモデ
ル系として、ヒトにおける HIV 感染症との近
似性が極めて高いSIV感染アカゲザルエイズ
モデルを用いた。特に申請者の所属研究室は
CTL 誘導型予防エイズワクチンにより血中ウ
イルス量を検出限界未満まで抑制した MHC-I
ハプロタイプ 90-120-Ia共有アカゲザルのコ
ホートを十分な数保有していることから、本
研究に必要なツールを揃える事ができた。 
HIV または SIV 複製抑制個体と、ウイルス

複製を抑制しなかった個体のウイルス感染
に対する免疫学的な差異はこれまでに部分
的に検討されており、MHC-I ハプロタイプ
90-120-Ia と同様に遅い病態進行と関わる
Protective MHC-I アレルおよび HLAアレルで
ある、SIV 感染 Mamu-B*17 共有インド産アカ
ゲザルおよび HIV-1 感染 HLA-B*5701 共有ヒ
トを用いた研究では、複製抑制個体と非複製
抑制個体での明確な免疫学的な差異は見出
されなかった (Maness et al, J. Virol. 
82:5245-54, 2008; Mendoza et al, J. Virol. 
86:4014-8, 2012) 。SIV 感染 Mamu-B*08 共有
インド産アカゲザルを用いた最近の研究で
は、ドミナント CTL エピトープに対する逃避
変異体の急性期における選択の有無が、ウイ
ルス複製制御の成否に関わることが明らか
になっている (Mudd et al, J. Immunol. 
188:3364-70, 2012) ものの、これの原因と
なる詳細な免疫学的機構は不明瞭である。ま
た、HIV または SIV 複製抑制個体の病態進行
に関わる宿主の免疫学的な解析は殆ど行わ
れていなかった。特に複製抑制個体内に存在
するウイルスゲノム性状と、宿主免疫動態の
詳細および複製抑制維持 (病態進行) の関
連はこれまでに知られておらず、本研究の独
創的・新規的な点であった。 
宿主免疫機構のより詳細な解明が、HIV 感

染症の制圧には必須であり、本研究はその一
部を担うと考えられた。また本研究により得
られる知見は、ヒトでの臨床応用により集団
中のウイルス量の減少が期待されている CTL
誘導型予防エイズワクチンの開発への寄与
が期待されるとともに、将来行われるであろ
う治癒を目指した治療や、その効果の評価に
も寄与することが期待できる。 
 

３．研究の方法 
本研究は以下の3つに大別されて進行した。 

 
(1) MHC-I ハプロタイプ 90-120-Ia に拘束さ



れる Nef の CTL エピトープの決定 
 一般的に HIV または SIV 感染症において、
ウイルスの構造タンパク質であるGag特異的
CTL 応答はウイルス複製制御に大きく関わる
事が知られている (Kiepiela et al, Nat. 
Med. 13:46-53, 2007) 。MHC-I ハプロタイプ
90-120-Ia に拘束される Gag の CTL エピトー
プは既に同定されており、MHC-I ハプロタイ
プ 90-120-Ia 共有サルの SIV 複製抑制にも
Gag 特異的 CTL 応答が重要であることが報告
されている  (Kawada et al, J. Virol. 
80:1949-58, 2006; Kawada et al, J. Virol. 
82:10199-206, 2008) 。また一般的には複製
制御への寄与は小さいとされる、非構造タン
パク質である Nef特異的 CTLの複製制御への
寄与を SIV感染 Mamu-B*08共有インド産アカ
ゲザルで示した報告も存在する。 (Mudd et 
al, Nature 491:129-33, 2013) 。一方で、
MHC-I ハプロタイプ 90-120-Ia 共有サルにお
ける Nef特異的 CTL応答の SIV複製抑制への
マグニチュードは現在までに明らかではな
く、複製抑制維持への関与を考察する必要が
あった。本研究の初期段階においては、まず
MHC-I ハプロタイプ 90-120-Ia に拘束される
Nef の CTL エピトープの同定を行った。SIV
感染ワクチン非接種個体の感染慢性期の血
中ウイルス RNAから nef遺伝子の非同義置換
を解析した結果、MHC-I ハプロタイプ
90-120-Ia 特異的な Nef アミノ酸置換として
①P12Q、S13A ②D89E、I90M ③S201Y、Q202E 
の 3 箇所が、申請者の先行研究により得られ
ている (Nomura et al, J. Virol. 86:6481-90, 
2012) 。これらの Nef 非同義置換は CTL 逃避
変異であり、MHC-I 分子の認識するアンカー
ペプチドの近隣に位置する可能性が考えら
れた。このため 20mer の Nef オーバーラッピ
ングペプチドを用いて、大まかに CTL エピト
ープを絞り込んだのち、一般的に MHC-I では
8-10mer といわれる特異的ペプチドを作製し、
MHC-I ハプロタイプ 90-120-Ia 共有 SIV サル
の凍結保存された末梢血リンパ球を用い、
CTL エピトープの同定を行った。なお特異的
ペプチドの一部は 11mer であった。 
 
(2) 複製抑制個体における Gag・Nef のエピ
トープ特異的 CTL 応答の経時的な解析 
 上記のように、先行して MHC-I ハプロタイ
プ 90-120-Iaに拘束される Nef の CTL エピト
ープを決定したのちに、Nef エピトープ特異
的 CTL 応答を、感染急性期から慢性期の感染
後 2年程度にわたり経時的に解析した。本試
行には所属研究室がコホートとして保有す
る、MHC-I ハプロタイプ 90-120-Ia 共有 SIV
複製制御サル群の凍結保存末梢血リンパ球
を用いた。CTL 逃避変異が選択され、ドミナ
ントとなった場合、当該エピトープ特異的
CTL は有効性を失い応答は消退すると考えら
れる。一方CTL逃避変異体が出現してもMHC-I
分子との結合性が完全には失われず、CTL 側
の TCR再構成によりエピトープ特異的 CTLの

有効性が維持されることも考えられる。これ
らを踏まえて複製抑制個体における Nef と
Gag エピトープ特異的 CTL 応答の誘導パター
ンについて、それぞれが SIV 感染後に現出/
消退する時相の解析を行い、複製抑制個体内
に存在するプロウイルスゲノム性状および
複製抑制維持との関連について考察した。同
時に Nefの CTL 逃避変異エピトープペプチド
を作製し、MHC-I 分子との結合性または特異
的CTLによる認識効率の変化を解析した。CTL
による変異体の複製制御能を評価すること
は、MHC-I ハプロタイプ 90-120-Ia 共有サル
における Nef特異的 CTL応答の SIV複製抑制
への寄与を解明する一助となりうると考え
られた。 
 
(3) 複製制御個体におけるCTL逃避変異の選
択時期の解析 
 ウイルス複製抑制個体における、感染急性
期における CTL 逃避変異の選択の早さと、そ
の後の病態進行または複製抑制維持との関
連の解明も課題の一つである。血漿中のウイ
ルス RNA を用いた、CTL 逃避変異の選択の時
期について複製制御個体と非制御個体間で
比較して検討した研究は過去に存在するが 
(Mudd et al, J. Immunol. 188:3364-70, 
2012) 、ウイルス複製抑制個体の予後の転帰
と関連して調査した知見はこれまでに得ら
れておらず新規性があり、CTL 誘導型予防エ
イズワクチン開発とその評価のための有用
性が見込まれる。凍結保存末梢血リンパ球由
来の CD4陽性 T細胞中のプロウイルスゲノム
について nef 配列の解析を行い、Nef の CTL
エピトープ逃避変異の選択と蓄積を評価し
た。さらに gagプロウイルスゲノム配列の解
析による、Gag の CTL エピトープ逃避変異の
蓄積の進行時相との比較を行い、各 CTL エピ
トープ間での宿主CTL応答の誘導機序および
変異蓄積の差異の考察を行った。 
 
４．研究成果 
MHC-Iハプロタイプ 90-120-Iaの拘束する

SIV 特異的 CTL エピトープとして既に
Gag206-216、Gag241-249 および Gag373-380
が同定されている。Gag 本研究では新たに
MHC-I ハプロタイプ 90-120-Ia の拘束する
CTL エピトープとして Nef9-19、Nef89-97 お
よび Nef193-203 を同定し、特に Nef193-203
と Gag241-249 は同一の MHC-I アレルである
Mamu-A1*065:01 に、Nef89-97 と Gag206-216
は Mamu-A1*043:01 に拘束されることを見出
した。SIV 感染ウイルス複製非抑制個体の感
染慢性期において当該エピトープ領域に高
い頻度でみられるアミノ酸置換変異を持つ
ペプチドを用いてCTLの認識効率の解析を行
った結果、NefP12Q、NefP12S、NefI90R およ
び NefS201Y などの変異をもつペプチドの認
識効率が wild type のペプチドと比較して低
下している傾向があり、これらのアミノ酸置
換変異がCTL逃避変異であることが示唆され



た。 
SIV 感染後 2 年以上の長期にわたり複製制

御を維持した MHC-I haplotype 90-120-Ia共
有ビルマ産アカゲザル群コホートにおいて
感染後 2年の CD4陽性 T細胞中に含まれるプ
ロウイルスのNefエピトープ領域の塩基置換
を解析したところ、Gag の各エピトープと
Nef9-19およびNef89-97ではCTL逃避変異と
みられる塩基置換が認められた個体群おい
ても、Nef193-203 における塩基置換はほとん
どの個体で認められなかった。ドミナントエ
ピトープであり感染後2年以内の複製制御に
強く寄与するとみられるGag各エピトープ特
異的 CTL 応答と、Nef9-19 および Nef89-97 特
異的 CTL応答の複製制御への有効性は CTL逃
避変異選択により感染後2年までで低下する
ものの、Nef193-203 特異的 CTL 応答による複
製制御能が持続している可能性が示唆され
た。 
この群において Gagおよび Nefエピトープ

特異的 CTL 応答を経時的に解析したところ、
Gag の各エピトープ特異的 CTL 応答は感染後
2 年にかけて消退する傾向にあった。また
Nef9-19およびNef89-97特異的CTL応答にく
らべて Nef193-203 特異的 CTL 応答を示す個
体が多く、Nef193-203 特異的 CTL 応答が感染
後2年の複製制御維持に寄与することが示唆
された。 
本研究は SIV 複製制御サル群を用いて、宿

主の CTL 応答と、体内に存在するプロウイル
スゲノムのCTL逃避変異選択のパターンを新
規に描出し、エイズウイルス複製抑制維持に
関わる免疫学的機序の一端を明らかにした。 
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