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研究成果の概要（和文）：我々は無治療慢性日本人HIV-1感染者を対象にして, HIV-1増殖抑制に寄与するHIV-1
特異的CD4T細胞を同定するため, オーバーラップペプチドを用いてCD4T細胞反応を解析した。その結果, Gag3, 
Gag4, Pol18カクテルに対するCD4T細胞反応が低い血中ウイルス量と相関していたが, 続く特異的CD4T細胞の樹
立はできなかった. 一方で, CD4T細胞反応が非常に強かったGag6カクテル中のGag17-45ペプチドを用いたとこ
ろ, HIV-1特異的CD4T細胞クローンの樹立に成功した. 本研究の成果はHIV-1感染制御ワクチンの開発に重要な知
見を与えるものと考えられる．

研究成果の概要（英文）：To clarify and identify of HIV-1-specific CD4+ T cells that contributed to 
suppression of HIV-1 replication, we analyzed the specific CD4+ T cell responses using Gag, Pol, Nef
 overlapping 17-mer peptides and its pools in 394 chronically HIV-1 clade B-infected Japanese 
individuals. We found that the T cell responders to the 3 peptide pools, Gag3, Gag4, and Pol18, had 
lower plasma viral load that the non-responders, and total magnitude of their responses were 
significantly correlated with lower plasma viral load. However, we could not establish Gag3, Gag4, 
and Pol18-specific CD4+ T cells form the responders. In contrast of them, we finally succeeded to 
establish the CD4+ T cell clones specific for a single 17mer peptide, Gag17-45, in Gag6 peptide pool
 from a Gag6-responder who showed high T cell response. These results gave the important knowledge 
and information for the development of HIV-1 vaccine.

研究分野： 感染免疫学
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１．研究開始当初の背景 
 HIV 感染拡大の阻止は急務であり, 早期診
断・治療促進に加え, 有効なワクチン開発が
求められている. HIV-1 感染者の体内では, 
感染後に HIV-1 特異的細胞傷害性 CD8 陽性 T
細胞（CTL）や中和抗体が誘導され, 感染細
胞の排除や標的細胞への侵入阻害によって
HIV-1 の増殖を抑制することが知られている. 
一方で, CD4 陽性ヘルパーT細胞（CD4T 細胞）
は, 抗原提示細胞表面上の HLA class II 分
子・エピトープ複合体を認識し, 様々なサイ
トカインを産生し, CTL やマクロファージの
機能発現の誘導, または B細胞を分化成熟さ
せ抗体産生を誘導させる役割を持っている. 
したがって, ワクチンによってHIV-1特異的
CD4T 細胞を誘導させることにより, HIV-1 特
異的 CTLや HIV-1 特異的中和抗体産生 B細胞
を活性化することができ, 感染制御・防御が
可能になるものと考えられる.  
 そこで我々はHIV-1感染者において網羅的
な HIV-1 特異的 CD4T 細胞反応の解析を行い, 
HIV-1 増殖抑制に関連する HIV-1 特異的 CD4T
細胞を検出し, 有効な標的エピトープの同
定やその機能を詳細に解析することで, 
HIV-1 特異的 CTL の活性化機序や B 細胞の抗
体誘導機序を明らかにし, その成果は HIV-1
特異的 CD4T 細胞誘導ワクチン開発における
標的抗原の最適化や, エイズの病態解析に
対して重要な知見を与えるものと期待され
る.  
 
２．研究の目的 
 本研究では, 無治療慢性HIV-1感染者にお
ける HIV-1 抗原特異的に反応する CD4T 細胞
の解析をおこない, HIV-1 増殖抑制に寄与す
る HIV-1 特異的 CD4T 細胞を探索し, 標的エ
ピトープを同定する. さらに, これら CD4T
細胞の詳細な機能解析をおこない, HIV-1 増
殖抑制に結びつく免疫機序を明らかにする
ことを目的としている.  
 
３．研究の方法 
（１）HIV-1 感染者検体 
 潟永博之医師（研究協力者：国立国際医療
研究センター所属）の協力のもと, 394 人の
日本人無治療慢性HIV-1感染者の血液検体の
採取ならびに臨床情報（血中ウイルス量およ
び CD4陽性 T細胞数）の収集を行った. また, 
得られた PBMC より MACS 法により CD4 陽性 T
細胞を分離し, 本研究に用いた.  
 
（２）CD4T 細胞反応と感染者血中ウイルス量
との相関解析 
 HIV-1 感染を制御することのできる可能性
の高い, 低い血中ウイルス量と相関する
CD4T細胞反応を同定するため, まず394人の
無治療慢性日本人 HIV-1 感染者について, 
HIV-1 Gag, Pol および Nef 遺伝子領域を網羅
し, 複数個の 17 mer HIV-1 オーバーラップ
ペプチドを含むペプチドカクテルを用い, 

IFN-γ ELISPOT 法による特異的 CD4T 細胞反
応の網羅的解析を行った. 続いて, 一定の
反応（Spots > 200 / 1 million CD4 cells）
を示した感染者と示さなかった感染者の血
中ウイルス量を比較解析した. また, ペプ
チドカクテルに対する T 細胞反応の強さ
（Spots / 1 million CD4 cells）と血中ウ
イルス量の相関解析を行った.  
 
（３）17mer オーバーラップペプチドの同定 
 ペプチドカクテル中のいずれの17merオー
バーラップペプチドが反応しているかを明
らかにするため, まず ELISPOT法により反応
が認められた感染者の PBMC から, MACS 法に
より CD4 陽性 T 細胞および CD19 陽性細胞を
分離した. 続いて, オーバーラップペプチ
ドカクテルを処理し, カクテルに反応する
CD4T 細胞を誘導した. さらに抗原提示細胞
（ 同 一 感 染 者 の PBMC よ り 樹 立 し た
EBV-transformed B 細胞株）およびカクテル
に含まれる個々のシングルオーバーラップ
ペプチドを用い, 細胞内サイトカイン
（IFN-γ）染色法によって反応を検出した.  
 
（４）最適長エピトープの決定 
 17merオーバーラップペプチド特異的CD4T
細胞およびオーバーラップペプチドを基に
新たに合成した短いペプチドを結合させた
抗原提示細胞を用い, 細胞内サイトカイン
（IFN-γ）染色法によって各々の IFN-γ 産
生能を比較し, HLA class II 分子との結合に
最適な長さのエピトープペプチドの決定を
試みた.  
 
（５）エピトープ特異的 CD4T 細胞クローン
の樹立 
 エピトープペプチドに反応を示した感染
者の PBMC から MACS 法によって分離した CD4
陽性T細胞を用いて, エピトープ特異的CD4T
細胞クローンを樹立した.  
 
４．研究成果 
（１）低い血中ウイルス量に関与する 17mer
オーバーラップペプチドカクテルの同定 
 394 人の無治療慢性日本人 HIV-1 感染者の
PBMC 検体から分離された CD4 陽性 T 細胞
（CD4T 細胞）に HIV-1 Gag, Pol, Nef 領域を
網羅する17merオーバーラップペプチドカク
テルを処理し, 特異的 CD4T 細胞反応の網羅
的解析を行った結果, Gag 領域：2種, Pol 領
域：2種, Nef 領域：1種のカクテルに対して
CD4T 細胞反応を示す感染者が, 反応を示さ
なかった感染者に比べ有意に低いウイルス
量を示していた. 続いて, CD4T細胞反応の強
さと感染者の血中ウイルス量の相関関係を
解析した結果, Gag 領域：4 種, Pol 領域：4
種, Nef 領域：1 種のカクテルに対する CD4T
細胞反応がウイルス量と有意に負の相関関
係を示した. これらのうち前者の解析結果
と一致したものは Gag3, Gag4, Pol18 カクテ



ルであり, 特に Gag4 カクテルに反応する感
染者検体が多かった（図 1, 2）. これらカク
テルにHIV-1感染を制御することのできる可
能性の高い CD4T 細胞に特異的なエピトープ
候補が含まれていると考えられた.  

図 1. Gag3, 4, Pol18 に対する CD4T 細胞反
応を示す感染者（+）および反応を示さなか
った感染者（-）における血中ウイルス量の
比較 

図 2. Gag3, 4, Pol18 に対する CD4T 細胞反
応の強さ（Total spots）と血中ウイルス量
の相関関係 
 
（２）Gag4 カクテル特異的 CD4T 細胞の樹立 
 続いて, Gag4カクテル中のいずれのシング
ル 17 mer オーバーラップペプチドが反応し
ているかどうかを明らかにするため, Gag4に
反応した感染者検体を用い, 個々のペプチ
ドを処理したところ, Gag17-27, Gag17-28 お
よび Gag17-30 のペプチドが標的エピトープ
を含むペプチドの候補として同定された. 
さらに, Gag4 カクテルおよび Gag17-27, 
Gag17-28, Gag17-30 を感染者の CD4T 細胞に
処理し, 特異的 CD4T細胞の樹立を試みたが, 
非常に反応性が低いことが明らかになった. 
これは慢性感染者では健常人に比べ CD4T 細
胞数も少なく, また HIV-1感染によりエピト
ープに対する応答能が減弱されてしまって
いるものと考えられた.  
 
（３）HIV-1 特異的 CD4T 細胞樹立 
 エピトープ特異的 CD4T 細胞樹立を目的と
して, IFN-γ ELISPOT 法に網羅的解析の際に
反応が強かったカクテルおよび検体の組み
合わせにより試みた. Gag3, Gag4, Pol18 カ
クテルに反応した検体における IFN-γ 
ELISPOT 法の結果は 200〜400 spots / 1 

million CD4 cells であり, 一方で Gag6 に反
応した感染者検体は網羅的解析の中で最も
反応の強い 2374 spots / 1 million CD4 cells
であった. Gag6 に反応した感染者検体の
PBMC より CD4T 細胞を分離し, Gag6 カクテル
を処理したところ, 特異的 CD4T 細胞株の樹
立に成功した. また, Gag6カクテル中のいず
れのシングル 17 mer オーバーラップペプチ
ドが反応しているかどうかを明らかにする
ため, 個々のペプチドを処理し, 細胞内サ
イトカイン（IFN-γ）染色法によって各々の
IFN-γ 産生能を調べたところ, Gag17-43, 
Gag17-44 および Gag17-45 のペプチドに対し
て応答することが明らかとなり, その中で
も Gag17-45 に対して最も強く応答した.  
 続いて, Gag17-45 に焦点をあて, Gag17-45
特異的 CD4T 細胞クローンの樹立を試みたと
ころ, 応答性の強いクローンを樹立するこ
とに成功した. また, IL-2, IL-4 の発現を確
認したところ, IFN-γ と同様に IL-2 の発現
も認められ, IL-4の発現もわずかに認められ
た（図 3）.  

図 3. Gag17-45 特異的 CD4T 細胞クローンに
おける種々のサイトカインの産生 
 
 続いて, 最適長エピトープを同定するた
めに 17mer の Gag17-45 ペプチドのアミノ酸
配列（WIILGLNKIVRMYSPTS）に基づき, より
短いペプチド（12〜16mer）を合成して, 
Gag17-45 特異的 CD4T 細胞クローンに処理し
たところ, N 末端のトリプトファン（W）がそ
の認識に不可欠であることが明らかとなっ
た（Table 1）. この結果により, HLA class 
II 分子は非常にフレキシブルにペプチドに
結合することができ、CD4T 細胞によって認識
されることが確認された.  
 
Table 1. 種々のペプチドに対する Gag17-45
特異的 CD4T 細胞クローンの IFN-γ産生 
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（４）今後の展望 
 これまでの結果により HIV-1 特異的 CD4陽
性 T細胞を同定・誘導することができたもの
の, HIV-1 特異的 CD8 陽性 T 細胞とは異なり
非常に困難であることが明らかになった. 
これまで我々のグループは HIV-1 特異的 CD8
陽性 T細胞の樹立をするための方法は確立し
ていたが, 今後 HIV-1 特異的 CD4陽性 T細胞
を樹立するために様々な工夫を試みる必要
があると考えられた. また, 本研究では網
羅的に解析する際に IFN-γ ELISPOT 法を用
いたが, 性質の異なる CD4 陽性 T 細胞（Th1
および Th2）を同定するために IL-2 や IL-4 
ELISPOT 法も同時に用いる必要があると考え
られる.  
 本研究により, HIV-1 特異的 CD4 陽性 T 細
胞を同定・誘導するための最適な抗原の探索
のための重要な知見が多く得られた. 今後, 
HIV-1 感染制御および防御に対するワクチン
を開発するために, 本研究により得られた
知見を元に, さらに多くのエピトープの同
定およびエピトープ特異的 CD4陽性 T細胞を
樹立し, それらの成果を蓄積していく必要
があると考えられる.  
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