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研究成果の概要（和文）：本研究では、HLA-B*35:01陽性感染者に見られるHIV-1コントロールと関連したHIV-1
特異的細胞傷害性T細胞（CTL）に着目し、この細胞の機能がどのような機序で損なわれているのか解析を行っ
た。その結果、HLA-B*35:01拘束性NefYF9エピトープに見られるHLA-A*24:02拘束性CTLによって選択されたY135F
変異の出現により、YF9特異的CTLのHIV-1増殖抑制能が減弱されることが判明した。これは、変異の出現によっ
て、wild-type特異的CTLが消失し、HIV-1増殖抑制能が弱い変異特異的CTLが誘導されることに起因していること
が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）： To clarify this mechanism, we identified HLA-B*35:01-restricted 
epitope-specific CD8+ T cells controlling HIV-1 in 63 HIV-1 clade B-infected Japanese individuals 
having HLA-B*35:01 and further analyzed the effect of mutations within the epitopes on the T cell 
responses. The T cell responses to GagNY9, PolVY10, NefRY11, or YF9 epitopes were significantly 
associated with low plasma viral load. A breadth of the T cell responses to these 4 epitopes was 
inversely correlated with it. The control of HIV-1 by YF9-specific T cells are impaired by NefY135F 
mutation associated with HLA-A*24:02. The ex vivo longitudinal analysis of the YF9-specific T cells 
showed that the Y135F mutant-specific T cells and wild type-specific/cross-reactive T cells were 
elicited before and after an emergence of the mutant virus. However, the former T cells failed to 
control HIV-1 replication whereas the latter T cells contributed to the control of HIV-1. 

研究分野：感染免疫学
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１．研究開始当初の背景 
MHC class I分子は多様性に富んでおり、
エイズ発症に強く関与していることが知ら
れている。最近我々は、約 500人の日本人
無治療慢性 HIV-1感染者について、HLAと
血漿中ウイルス量（pVL）または CD4T 細
胞数の関係を調査した。その結果、日本人
HIV-1 感染者の約 15％もの割合を占める
HLA-B*35:01 陽性感染者は、他の HLA を
持つ感染者と比較して、有意に pVLが高く、
CD4T 細胞数が少ないことが明らかとなり、
HLA-B*35:01がエイズ発症進行と強く関係
していることが示された。しかしながら、
HLA-B*35:01陽性日本人感染者のエイズ発
症進行メカニズムはまだ明らかとなってい
ない。 
２．研究の目的 
本研究では、HLA-B*35:01陽性感染者に
見られる HIV-1 感染制御と関連した HIV-1
特異的細胞傷害性 T細胞（CTL）に着目し、
この細胞の機能がどのような機序で損なわ
れているのか解析を行った。 
３．研究の方法 
（１）HIV-1 感染者の検体 
国立国際医療研究センター、エイズ治療・
研 究 開 発 セ ン タ ー よ り 提 出 さ れ た
HLA-B*35:01 陽性の日本人無治療慢性 HIV-1
感染者の抹消血検体から PBMC を分離し、研
究に使用した。 
（倫理面の配慮） 
本研究は、提出されている末梢血検体につ
いて、ヘルシンキ宣言に基づいたインフォー
ムドコンセントを患者から取得し、末梢血の
提供を受けている。本研究内容は、熊本大学
と国立国際医療研究センターの倫理委員会
で承認を受けている。 
（２）HLA 関連ゲノム変異の解析 
 日本人慢性 HIV-1 感染者 430 人の
HLA-B*35:01 拘束性エピトープ部位における
ウイルスシークエンスの解析を行った。変異
の頻度とHLAの有無の関係について統計解析
を行い、HLA 関連ゲノム変異の同定を行った。 
（３）CTL の HIV-1 増殖抑制能の解析 
健常人の PBMC から分離した CD4T 細胞に
NL4-3 または Nef Y135F に変異させた NL4-3
を感染させ、HIV-1感染CD4T細胞を作製する。
作製した感染細胞を Nef YF9 特異的 CTL クロ
ーンと数日間共培養した後、培養液の上清を
回収し、HIV-1 のタンパク質である p24 を
ELISA 法にて検出することで、CTL による
HIV-1 増殖抑制能を評価する。それぞれのウ
イルスに対する増殖抑制能を比較し、変異に
よって CTLによる HIV-1 増殖抑制効果がどの
ように変化するかを明らかにする。 
（４）MHC テトラマーによる YF9 特異的、
cross-reactive、および YF9-1F 特異的 CTL
の検出 
 MHC テトラマーは、抗原ペプチド・MHC 複
合体を四量体化したもので、抗原特異的 T細
胞の解析に用いられる。HLA-B*35:01 および

HLA-A*24:02 を持つ日本人感染者において、
変異の出現前後におけるCTLの抗原特異性を
YF9テトラマーおよびYF9-1F変異テトラマー
の dual staining によって解析する。 
４．研究成果 
（１）HLA-B*35:01 拘束性エピトープにおけ
る変異の蓄積 
以前の研究で 4つのエピトープ（Gag NY9、
Pol VY10、Nef RY11、Nef YF9）特異的 CTL
が HIV-1のコントロールに重要な役割を果た
していることを示したが、これら 4つのエピ
トープ領域について、HLA-B*35:01 関連ゲノ
ム変異の有無について解析したところ、1 つ
のエピトープでHLA-B*35:01関連ゲノム変異
が認められた。しかし、その変異を持つ人と
持たない人の間で pVL に差は認められず、こ
の変異はエピトープ特異的CTL応答に影響し
ていないと考えられた。さらに今度は、4 つ
のエピトープ領域について、HLA-B*35:01 以
外の HLA 関連ゲノム変異を解析したところ、
3 つのエピトープで 4 つの HLA 関連ゲノム変
異が認められた。そのうち Nef YF9 エピトー
プ上の HLA-A*24:02 関連 Y135F 変異だけが日
本人感染者で蓄積していることが判明した
（図１）。 

図１ 日本人感染者における NefY135F 変異
の蓄積 
さらに、この変異を持つ人は持たない人よ
りも有意にpVLが高いことが認められ、Y135F
変異は Nef YF9 特異的 CTL による HIV-1 増殖
抑制を減弱していると考えられた（図２）。 

図２ 血漿中ウイルス量に及ぼすY135F変異
の影響 
（２）NefYF9 特異的 CTL の機能に及ぼす変異
の影響 
YF9 特異的 CTL クローンを作製し、Y135F
変異の CTL 機能への影響を解析した結果、



Y135F 変異は CTL による抗原ペプチドの認識
を減弱させることが判明した。さらに、Y135F
変異は in vitro での YF9 特異的 CTL のウイ
ルス増殖抑制能を有意に低下させることが
明らかとなり、HLA-B*35:01 陽性感染者にお
いて Y135F 変異ウイルスは YF9特異的 CTLに
よって排除されにくいと考えられた（図３）。 

図３ CTL の HIV-1 増殖抑制能に及ぼす変異
の影響 
（３）YF9 特異的 CTL および Y135F 変異の
longitudinal analysis 
さらに、YF9 特異的 CTL による HIV-1 コン
トロールの減弱されるメカニズムを解明す
るため、YF9 特異的 CTL と Y135F 変異につい
て longitudinal analysis を行った。その結
果、変異が出現する前は、wild-type 特異的
および cross-reactive CTL が誘導され、変
異が出現すると、wild-type 特異的 CTL が消 

図４ CTL の頻度と血漿中ウイルス量の関
係 

失し、Y135F 変異特異的 CTL が新たに誘導さ
れることが判明した。さらに、wild-type 特
異的、cross-reactive、または Y135F 変異特
異的CTLの頻度と血漿中ウイルス量の関係に
ついて解析した結果、wild-type 特異的 CTL
の頻度はウイルス量と有意な負の相関を示
したのに対し、変異特異的 CTL は相関を示さ
なかった（図４）。以上の結果、wild-type 特
異的 CTL は HIV-1 増殖を抑制できるが、変異
特異的 CTLは HIV-1 増殖を抑制できないと考
えられた。したがって、変異の出現後、Y135F
変異特異的 CTL が誘導されるが、この T細胞
の HIV-1 増殖抑制能が弱いため、血漿中ウイ
ルス量が上昇してしまうことが推察された。 
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