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研究成果の概要（和文）：本研究ではHIV感染症の治癒を目指し、iPS細胞技術を応用した新規免疫細胞療法の開発を行
った。老化し、機能低下に陥っているHIV感染者の細胞傷害性T細胞(CTL)からiPS細胞を樹立(T-iPSC)、再分化させ得ら
れたT細胞は、高い増殖能と多種類のサイトカイン産生能を有しており、HIV感染細胞を効率よく傷害した。低ウイルス
量と関連する抗HIV効果の高いCTLのT-iPSC由来CTLを用いての新たな治療法の可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Toward achievement of the HIV eradication strategy, we developed a new T cell 
therapy using induced pluripotent stem (iPS) cell technology. T cells are irreversibly senescent, less 
survival, dysfunctional, and lose potential for HIV suppression in chronic HIV-1 infection. We 
successfully generated iPS cells from HIV-specific cytotoxic T lymphocytes (CTLs) in HIV-infected 
patients (T-iPSC), and redifferentiated the T-iPSC into T cells with the same antigen specificity. The 
T-iPSC-derived T cells had high proliferation capacity and produced multiple cytokines. HIV-infected 
cells were recognized and killed by the T-iPSC-derived HIV-specific T cells efficiently, suggesting 
rejuvenated T-iPSC-derived T cells could be a good effector in vivo. Our data show the possibility that 
immunotherapy using T-iPSC-derived HIV-specific T cells could be a new strategy for eradicating 
HIV-infected cells to achieve HIV cure.

研究分野： 感染免疫学
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１．研究開始当初の背景 
	 HIV感染症は抗HIV治療薬の進歩により、
多剤併用療法(HAART)を行うことでその予
後は劇的に改善された。しかしながら
HAART のみでは HIV は体内から完全に排
除されることはなく、感染者は生涯 HAART
を続けなければならない。若年層での感染が
主である HIV感染症において、長期 HAART
による薬物毒性、副作用、医療経済上の問題
は深刻である。このような状況で、治癒を目
指す治療法の確立が急務である。HIV感染症
において治癒を妨げる最大の原因がウイル
スリザーバーとなる潜伏感染細胞の存在で
ある。ウイルスタンパク質の発現を伴わない
HIV 潜伏感染細胞は宿主の免疫監視機構か
ら逃れることができるため、どのように潜伏
感染細胞を排除するかが、HIV研究の最も重
要な課題となっている。 
	 近年、治癒を目指した”shock & kill”と呼ば
れる治療戦略が提唱されるようになった(1)。
HAART により新規感染を抑制した状態で、
潜伏感染細胞を再活性化し、ウイルスタンパ
ク質を発現させ、細胞死を誘導、あるいは宿
主免疫により感染細胞を排除する、というも
のである。ウイルス感染細胞の排除にはウイ
ルス特異的細胞傷害性 T細胞(CTL)が有効な
エフェクターであるが、慢性感染期には T細
胞が持続的活性化状態により不可逆的な老
化、機能低下状態に陥っていることが知られ
ており、私達は HAARTを行っても T細胞機
能は十分に回復しないことも明らかにして
きた(2)。既存の免疫賦活化療法では、老化状
態にあり不可逆的に増殖能や機能が低下し
たT細胞の機能を回復することは不可能であ
り、再生医療技術によって HIV 感染におけ
るT細胞ダメージを回復する可能性が期待さ
れる。 
	 分担研究者らは、新規技術である人工多能
性幹細胞(iPS 細胞)技術を用いて、世界で初
めて抗原特異的ヒトT細胞から iPS細胞を樹
立し(T-iPSC)、さらに再分化させ抗原特異性
を維持したメモリーT 細胞を作成することに
成功した(3)。 
 
２．研究の目的 
	 本研究では、HIV感染症治癒に向けた新規
治療戦略として iPS細胞技術を用いて機能を
回復させた HIV特異的 CTLによる免疫細胞
療法の開発を目指し、基礎検討を行う。HIV
感染細胞を効果的に排除し得る CTL を確保
するために、以下について検討を行う。 
 
(1) T-iPSCに由来するHIV特異的 CTLの作
製と抗 HIV効果の検証 
独自の新規技術を応用し、体内で増殖、長期
維持が期待できる HIV特異的 CTLの作製し、
免疫学的解析を行い、さらに抗 HIV 効果の
評価を行う。 
 
 

(2) 抗原特異性（標的部位）の検討 
HIV 感染では抗原特異性によって CTL の抗
HIV 効果が大きく異なることが明らかとな
っている。これまでの報告で抗 HIV 効果の
高いことが明らかとなっている Gag タンパ
ク質について、日本人集団での抗 HIV効果の
高い標的部位の探索を行う。 
HIV 感染では CTL からのエスケープウイル
スが高頻度に出現することが知られている
(4)。また、Gagや Nefのような抗原性の高い
部位では複数の CTL に重複して認識される
場合がある。エスケープウイルスの出現と対
応する CTL 応答の相互作用について検討を
行う。 
 
３．研究の方法 
(1) T—iPSCに由来する HIV特異的 CTLの作	  
製と抗 HIV効果の検証 
HIV 感染者の末梢血単核球(PBMC)から HIV
特異的 CTLクローンを樹立し、センダイウイ
ルスベクターを用いて OCT3/4, SOX2, KLF4, 
c-MYC を導入して初期化を行い、T-iPSC を
樹立した。試験管内で血液前駆細胞、T 細胞
へと再分化させ、CD8単独陽性 T細胞を樹立
した。樹立した T-iPSC由来 T細胞について、
元の CTL クローンと並行して刺激培養を行
い、増殖能について比較を行った。フローサ
イトメトリーにより表面抗原の発現解析、サ
イトカイン産生能の検討を行った。また、HIV
感染細胞を標的細胞として、特異的な細胞傷
害活性について検討した。 
 
(2) 抗原特異性の検討 
① 日本人慢性 HIV感染者を対象とし、PBMC
を用いて HLA class I遺伝子型を決定した。ま
た、Gag タンパク質全体をカバーするオーバ
ーラッピングペプチド (OLP)を抗原として
Interferon γ ELISpot assayを行い、HIV感染者
PBMC中のGag特異的な T細胞の頻度を測定
し、臨床指標である血中ウイルス量(VL)との
関連について検討を行った。 
②Nef タンパク質由来の重複する 2 つの
HLA-A*24:02 拘束性 CTL エピトープ、
Nef126-10, Nef134-10について、私達は両エピ
トープに含まれる Nefの 136番目での Yから
F へのアミノ酸置換(Y136F)は HLA-A*24:02
関連変異であることを既に報告しているが
(4)、その出現と両エピトープに特異的な T細
胞応答の関与については明らかとなってい
ない。Nef126-10, Nef134-10について、ウイル
スゲノムと CTL 応答の解析を行った。
HLA-A*24:02 陽性の HIV 慢性感染者の末梢
血を用いて、血漿中ウイルスの nef 遺伝子の
シークエンス解析を行い、PBMC を用いて
Nef126-10, Nef13-10特異的な T細胞応答を調
べた。さらに、試験管内での抗原提示様態を
明らかにするため、両エピトープを含む Nef
の一部を発現系を構築し、CTLクローンによ
る抗原認識について検討を行った。 
 



本研究内容は研究実施機関の倫理審査員会
により承認されており、研究への参加同意の
得られた対象者から臨床試料の提供を受け
た。 
 
４．研究成果 
(1) T-iPSCに由来するHIV特異的CTLの作製
と抗 HIV効果の検証 
	 HIV 特異的 CTL クローン(HIV-CTL)より
T-iPSC を樹立し、再分化させた T 細胞
(T-iPSC-CTL)を、試験管内で刺激培養を行っ
たところ、由来する HIV-CTL と比して著名
な増殖が観察された。特異性を決定する TCR
の発現について、pHLA テトラマーを用いて
染色したところ、HIV-CTLとほぼ同程度の発
現が見られた。抗原刺激後に産生される
IFN-γ, IL-2, TNF-α, MIP1βについて細胞内染
色を行ったところ、すべてのサイトカインが
産生する能力を有していた。さらに、段階希
釈した抗原ペプチドを用いて T-iPSC-CTL の
抗原認識感度を解析したところ、HIV-CTLと
同等であった。さらに、HIV感染細胞を標的
として T-iPSC-CTL の細胞傷害活性について
検討したところ、T-iPSC-CTL は試験管内で
HIV感染細胞を傷害することが明らかとなっ
た。 
	 これらの結果より、私達の作製した
T-iPSC-CTLは、iPS細胞化することによって
高増殖能を獲得しつつ、HIV抗原を特異的に
認識し感染細胞を傷害し、抗原刺激に対して
多種類のサイトカインを産生可能な免疫学
的に機能的な T細胞であることが明らかとな
った。 
 
(2) 抗原特異性の検討 
	 Gag全体をカバーする 115種類のOLPを用
いてマトリックスを作成し、各 HIV感染者で
T細胞応答の見られた OLPを特定した。T細
胞の標的となっている OLP の種類が多い感
染者ほど VLが低かった。また、各 OLPにつ
いて T細胞応答の有無と VLの関連を解析し
たところ、p24 タンパク質前半の特定の領域
にT細胞応答を有するHIV感染者で有意にウ
イルス量が低かった。その領域のウイルスの
アミノ酸配列は高度に保存されていた。構造
的な制約が多く、変異許容性の低い p24の前
半領域を標的とする T細胞応答はウイルス抑
制に寄与していることが示唆された。 
	 一方、変異を起こしやすい Nefタンパク質
に重複して存在する Nef126-10, Nef134-10に
ついて、ウイルスの遺伝子解析と T細胞応答
の有無を調べた。ウイルスのアミノ酸配列が
野生型の感染者では Nef134-10に対する T細
胞応答が見られたが、Nef126-10については T
細胞応答が見られなかったのに対して、Nef
の 136 番目に Y から F へのアミノ酸置換
(Y136F)を有する感染者では、両エピトープに
特異的な T細胞応答が観察された。野生型と
Y136Fを有する両エピトープのHLA-A*24:02
との結合能を調べたところ、野生型の

Nef126-10は HLA-A*24:02に結合しなかった。
さらに、Nef126-10, Nef134-10特異的 CTLク
ローンを樹立し、野生型と Y136Fを持つ Nef
を発現する HLA-A*24:02 陽性細胞の認識能
について検討したところ、Nef126-10 特異的
CTLクローンはY136F-Nefを発現する細胞の
みを認識したのに対し、Nef134-10 特異的
CTLクローンは野生型Nefを発現する細胞を
効率よく認識したが、Y136F-Nef を発現する
細胞の認識が著しく低下していた。これらの
結果から、Y136F 変異は、Nef134-10 に対す
る T細胞応答からのエスケープ変異として出
現したこと、Nef126-10 に対する T 細胞応答
は Y136F 変異が出現したことによって新た
に創出されたことが示唆された。HIVと宿主
免疫応答間の相互作用においては、ウイルス
が一方的に宿主免疫応答から逃避するだけ
ではなく、エスケープ変異により新たな T細
胞応答が創出され得ることが明らかとなっ
た。 
 
	 本研究では、新規技術である iPS細胞技術
により、高増殖能を有する免疫学的に機能的
な再生 HIV特異的 T細胞の作成に成功した。
また、ウイルスと細胞性免疫応答間の相互作
用において双方向に影響を及ぼし合ってい
ることを明らかにした。今後、本研究で明ら
かにした抗原特異性に関する知見を応用し
効 果 的 な 抗 原 エ ピ ト ー プ に つ い て
T-iPSC-CTL を作成し、HIV 感染症治癒を目
指した免疫細胞療法の開発に向けて、潜伏感
染細胞モデル系や動物モデルでの効果検証
を行う予定である。 
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