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1．要旨

 【目的】細胞傷害性T細胞（CTL）はHIV－1感染細胞の除去に重要な役割を果たし

ていることが知られているが、HIV－1を完全に排除することはできず、感染者は後天性

免疫不全症候群（AIDS）を発症する。一方、 AIDSの病態進行とHLAの間には相関

があることが知られている。HLA－A26とHLA－B51はAIDS発症遅延と相関することが

報告されているHLAクラス1アレルであり、これらのHLAに提示されるエピトープを認

識するCTLによってHIV」1の増殖が抑制されると推測される。そこで、日本人にみら

れる3つのHLA－A26のうち、HIV」1特異的なCTLエピトープが報告されていない

幽霊＊2602、辺＊2603に提示されるエピトープの同定を行い、3っのHLA－A26アレ

ルに拘束されるエピトープに特異的なCTLの詳細な解析を行った。伽一B＊5101では、

3つのエピトープ（Gag327－9、 Po1283－8、 Po1743－9）特異的なCTLがHrV－1感染者で高

頻度に検出され、これらのエピトープ特異的CTLのAIDS発症遅延への関与が示唆

された。そこで、この3つのエピトープ特異的CT正がH伍一B＊5101を持つ長期未発

症者（LTNP）でHIV－1の増殖抑制に働いているのかを明らかにするために解析を行

った。AIDS発症遅延と相関するHLAに拘束されるCTLの解析によって、これらの

CTLが生体内でのウイルス増殖抑制にどのように働いているのかを明らかにすること

を目的とした。

【方法】リバースイムノジェネティクス法を用いて．肌4．遵＊2602、オ＊2603拘束性エビ。トー

プの同定を行い、同定したエピトープ特異的CD8＋T細胞が感染者で誘導される頻度

を調べた。また、3つの棚一B＊5101拘束性エピトープ（Gag327－9、Po1283－8、

Po1743－9）特異的CD8＋T細胞を、感染後20年以上を経過する血友病患者で解析し

た。まず、HNP、発症遅延者でこれらのCD8＋T細胞検出されるかをテトラマーを用い

て調べた。さらに、これらのエピトープの変異を調べ、変異に対する特異的CTLの認

識能を51Cr放出試験とHIV－1増殖抑制試験によって測定した。

【結果と考察】㎜．∠＊2602拘束性エピトープ（Gag 169－177）、 H乙孟4＊2603拘束性エピ

トープ（Gag169－177、 Env63－72）を同定した。 Gag169－177特異的CD8＋T細胞は

昭．浸＊2602を持つ感染者で誘導される頻度は低かったが、一方17H．浸＊2601、

辺＊2603を持つHrv－1感染者では高頻度に誘導された。2つのサブタイプで高頻度に

誘導されるこのエピトープ特異的CD8＋T細胞は感染者体内でHrv－1の増殖抑制に主

要な役割を果たしている可能性が考えられた。

 HrvL 1感染者で高頻度に誘導される．肌ん丑＊5101拘束性の3っのエピトープ特異

的CD8＋T細胞を解析したところ、 LrNPと1名の発症遅延者のウイルス量が低い時点

でのみPo1283－8特異的CD8＋T細胞が検出された。また、発症遅延者ではPo1283－8
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領域にCTLから逃避する変異があり、LTNPではCTLから認識される変異があった。

これらのことからPo1283－8特異的CTLが発症遅延に関与していることが示唆された。

【結論】Gag 169－177特異的CD8＋T細胞は．肌ん∠＊2601、。4＊2603においては高頻度

に誘導されるエビ。トープであると考えられた。1丑4B＊5101を持つHIV－1感染者におい

てはGag327－9特異的CD8＋T細胞や、 Po1743－9特異的CD8＋T細胞よりも、Pρ1283－8

特異的CD8＋T細胞が効果的に働いていると考えられ、 Po1283－8特異的CTLが認識

する変異はH乙沙B＊5101を持つLTNPにおける長期間のHrvL 1の抑制に関与してい

る可能性を示した。
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4. Ezage.-ee

HIV: Hunian Immunodeficiency Virus

CTL: Cytotoxic T Lymphocyte

CD: Cluster ofDiiiferentiation

HLA: Human Lymphocyte Antigen

AIDS: Acquired Immunodeficiency Syndrome

SIV: Simian Immunodeficiency Virus

PBMC: Peripheral Blood Mononuclear Cell

PCR: Polymerase chain reaction

mAb: monoclonal Antibody

FCS: Fetal Bovine Serum

IL-21-4: lnterlokin-2/-4

FITC: Fluorescein Isothiocyanate

PE: Phycoerythrin

IgG: Immunoglobulin G

MACS: Magnetic Activated-Cell Soning

NCS: Newborn Calf Serum

PBS: Phosphate Buffered Saline

FACS: Fluorescene Activated Cell Sorter

ELISA: Enzyme-linked ImmunoSorbent Assay

E/S or EIT: Effector/Stimulator or EffectorlTarget

IFN-y: Interferon-y

MFI: Mean Fluorescent Intensity

HAART: Highly Activated Anti-retroviral Therapy

LTNP: long term nomprogressor

MHC: major histocompatibility complex
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5．研究の背景と目的

5－1）はじめに

 HIV－1はヒトの体内でCD4＋T細胞やマクロファージを標的として感染し、増殖する。

このため獲得免疫の誘導に重要な役割を果たすCD4＋T細胞が徐々に減少し、感染

者はやがてAIDSを発症する。

 HIV－1感染症においても、急性期にHIV－1特異的免疫応答が誘導されることが知ら

れており（1，2）、これまでの研究によって、CTLが重要な役割を果たしていることが明ら

かになってきた（3，4）。しかしながら、いまだなぜ免疫はHIV－1の複製を制御できない

のかは完全には明らかでなく、HIV」1の複製を制御するためにはどのような免疫応答

を誘導すればよいのか、ということがワクチン開発においても大きな課題となっている。

5－2）HIV－1感染におけるCTLの役割

 一般的なウイルス感染において細胞傷害性T細胞（CTL）と中和抗体は、免疫応答

の中心的役割を果たしている。また、サイトメガロウイルス（CMV）やEpstain－barrウイ

ルス（EBV）感染に関する研究ではCTLが抗ウイルス免疫において重要な役割を果た

していることが報告されている（5－7）。

 ヒト免疫不全ウイルス1型（HIV」1）感染においてもHIV－1特異的CTLや中和抗体

が誘導されることが知られている（1，2）。

 HIV－1感染初期にはウイルス量の増加に伴いCD4＋T細胞の減少が見られる。その

後CTLが誘導されてHIV－1感染CD4＋T細胞は排除され、 CD4＋T細胞数は回復す

る。抗体は感染後、1～2ヶ月たってから検出されることが多い。このようにHrv：一1感染

においても免疫応答は起こっている、しかしながら、ヒトの免疫はHIV」1を完全に排除

することはできず、やがてCD4÷T細胞が減少し、感染者は後天性免疫不全症候群

（Ams）を発症する。

 一方で、HIV－1感染者には長期間にわたってAIDSを発症しない、長期未発立者

（LTNP）が存在することが知られている（8－9）。このようなLTNPではCTL活性が高く、

進行の早いヒトではCTL活性が低いという報告や高頻度にHrv：一1に暴露されながらも

HIV－1に感染していない仁トでHIW特異的CTL活性がみられたという報告もある

（11－17）。さらにサルとサル免疫不全ウィルス（SIV）を用いた動物モデルによる研究から

もCTLがHrv－1感染における免疫応答に重要な役割を果たしていることが示されてい

る（18，19）。
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5－3）ウイルス感染におけるHLAの役割

ウイルス感染細胞では細胞質内でウイルスタンパク質が合成され、細胞質内のプロテ

アソームで切断されて9～15アミノ酸残基からなるペプチドになる。このペプチドは抗

原処理関連トランスポーター（transporters associated with antigen processing：TAP）に

よって粗面小胞体（endoplasmic reticul㎜：ER）内に運ばれ、さらにアミノペプチダー

ゼによって8～9アミノ酸残基程度のペプチドになる。そしてER内でペプチドはHLA

クラス1の重鎖、β2マイクログロブリン（β2m）と結合し、安定したHLA一ペプチド複合体を

形成し、膜輸送によって細胞表面へ運ばれる。抗原特異的CTLはT細胞レセプター

（TCR）を介して感染細胞表面上のHLA一ペプチド複合体を認識する。提示されるペプ

チドはHLAクラス1の型によって異なっており、HLA分子とペプチドをつなぐ役割をし

ているアミノ酸をアンカーと呼んでいる。さらに、HLAクラス1は多様性の高い遺伝子で

あるため、肌Aハプロタイプによって異なった細胞性免疫を誘導する。このため、細胞

性免疫誘導型のワクチン開発のためにはそれぞれのHLAに提示されるペプチドであ

る、エピトープの同定が重要になる。

5－4）HIV感染症における病態進行とHLA遺伝子型

HIV感染症において、病態進行と関係するさまざまな遺伝学的要因が報告されている。

HIV－1が感染する際のコレセプターである、 CCR5の変異体CCR5△32は感染抵抗性

と発症遅延に関係する因子として有名である（20，21）。また、HLA遺伝子型もAIDSの

病態進行との相関が知られている。HI，Aクラス1は主にHLA－A、 B、 Cの3つのローカ

スで構成され、一人のヒトはこれを二つの染色体上にもつ、つまり最大6つのHLAクラ

ス1を持つことになる。この種類が多いほど提示できる抗原ペプチドの種類が多くなり、

より多様なCTLの反応を期待できる。両方の染色体上に同一のHLAを持つヒト

（Homo2写gote）も存在する。 Homo2写goteは二つの染色体上に異なるHLAを持つヒト

（Heterozygote）に比べて、 AIDSへの病態進行が早いことが報告されている（22，23）。

また、HLA－B27、一B57、一B51、一A26、一A 11は病態進行の遅延と、肌A－B35は病態の

早期進行との相関が報告されている（24－27）。実際にAIDS長期未発三者では発症遅

延と相関するアレルを持つ人が多く存在する（28）。これらはHLA分子を介するCTLに

よる免疫応答がHIV感染の制御において重要であること、 HIV特異的なCTLの有効

性は提示されるペプチドの種類や構造によって異なることを示している。

 さらに近年、大規模なHIV感染者コホートを対象にHLA遺伝子と病態進行の集団

遺伝学的解析とHIV 1特異的CTLの機i能解析が行われ、 HLAクラス1のA、 B、 Cの

うち肌A－Bに拘束性のCTLが最も病態進行の遅延と相関すると報告された（27）。
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5－5）HIV－1のCTLからの逃避

 HIWゲノムRNAは逆転写される際のエラーが多いため、HIWは非常に変異性

が高い。計算上はゲノム上のいずれかの塩基に変異を持つウイルスが毎日複製され

ていることになる。抗HIv薬存在下ではHr～qは変異を起こすことで、薬剤耐性を獲

得する事が知られている。CTL応答に対しても、HI～qはCTLエピトープ領域やその

近傍に変異を獲得し、CTLから逃避iすることが明らかになってきた（3，4，11，29，30）。エ

ピトープ領域の変異によるCTLからの逃避はいくつかの機序が考えられている（図1）。

Tc
魔＿＿

ペプチド・HLAクラス韮複含体

ゴルジ体

   ウイルス蛋白質

＼↑．誌＿、＿低下

アミノ＿豊⊥ 〆
                  一
ER

プロ 葡アソーム

③ペプチド生成過程への影響

図曝．変異獲得によるCTLからの逃避

HIV・1は、 CTLエピトープ領域およびその隣接領域に変異を獲得し、 CTLから逃避する。

①エピトープ内の変異によってHLAクラス1との結合能が低下。②エピトープ内の変異によって
T細胞レセプター（TCR）による旧識が低下。③エピトープ領域または隣接領域の変異によってプ

ロセッシングされる位置が変化しエピトープペプチドの生成が阻害される。

 第一に、エピトープ領域の変異によってHLA分子との結合力が低下し、感染細胞

表面への抗原提示量が減少する。第二に、エピトープ領域の変異がTCRとの相互作

用に影響を及ぼす。第三に、CTLエピトープの近傍の変異によるHrv」1のCTLから

の逃避がある。エピトープ領域の近傍に変異が起きると、プロテアーゼがタンパク質を

切断する位置が変化することがあり、これによってエピトープペプチドが生成されなく

なるという報告がある（30）。HIV感染者のHI～q遺伝子配列を調べると、同じHLA分
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子を持つ人でエピトープ、またその近傍に共通の変異が認められることが知られてい

る。これはCTLによる免疫選択圧のため、変異を持たないHIV－1はCTLによって排

除されることで、CTLから逃れる変異を持つHIV 1が選択され、増殖していることを示

している。

5－6）Hrv』1特異的cTLとAIDs病態進行

HLA－B27拘束性のGagエピトープKK I O（KRW【ILGLNK）はHLA－B27を持つ感染者

の多くで誘導され、CTL応答を示すことが知られている（31，32）。 HIV・1感染後、数年

間、血中のウイルス量が低く抑えられていた感染者ではこのエピトープ特異的CTLが

誘導されていた（31，32）。しかし、このエピトープ領域にCTLが認識できない変異が起

こるのとほぼ同時期に血中のウイルス量の増加が認められた（32）。また、H伍．B＊5701

拘束性エピトープISW9（ISPRTLNAW）ではN末から1アミノ酸外側の隣接領域の変

異はCTLからの逃避変異であり、患者のウイルス量と相関するという報告がある（30）。

こうしたことからも、変異の獲得によるHrv」1のCTLからの逃避が病態進行に関わって

いることが示唆されている。しかしながら、どのようなCTLエスケープ変異と病態の進

行が関連するのかについては明らかになっていない。

 またHIV」1の変異にかかわる要因としてH卑1の複製効率への影響がある。 HIV－1

の複製に重要な領域にCTLエピトープが存在した場合、逃避変異がHI～qの複製効

率を低下させ、HIV4の増殖抑制に働く可能性が考えられる。 SIVを用いた感染モデ

ルの研究からこのような現象が報告されている（33）。ヒトにおける研究ではHLA－B57拘

束性エピトープTwlo（TSTLQEQIAw）はN末から3番目のアミノ酸（P3）の変異は特異

的CTLからの逃避変異であり、この変異はウイルスの増殖に影響を与える（34，35）。こ

のため、肌A－B57を持たないヒトに感染した場合はこの変異は野生型の配列に戻るこ

とが報告されている（34）。このことから、ヒトにおいてもウイルスの複製に影響を与える

変異が病態進行に関連していることが推察される（36）。

 一方で、近年大規模なHIV－1感染者集団におけるCTLの反応性を調べた研究に

より、HLAの型によらず、 HIV－1のGagに特異的なCTL反応を示す集団ではGag特

異的なCTLの反応が無い集団と比較してウイルス量が有意に低いことが報告された

（37）。また、HLA－BO8を持つAIDS長期未発症者において、 HIV－1のNef由来のエピ

トープ特異的CTLを解析した研究では、特定のTCRを持つCTLは他のTCRを持つ

CTLと比べて、 CTLの増殖能が高く、変異エピトープも認識できることが報告されてい

る（38）。この結果から同一の抗原を認識するCTLであっても、TCRの違いによって抗

ウイルス活性に違いがあることが示された。

 当研究室のTomiyamaらはNefタンパクによるHLAクラス1抗原の発現低下が

HIV－1特異的CTLの抗ウイルス活性に与える影響を網羅的に解析することによって、
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その影響が抗原依存的であることを明らかにした（39）。

 これらのことから、抗ウイルス効果の優れたCTLが存在すること、さらに抗原によっ

て抗ウイルス効果の異なるCTLが誘導されていることが示唆されており、近年、

HIV－1の抑制おけるCTLの質が注目されている。

5－7）本研究の目的

本研究では、AIDS発症遅延と相関するHLAクラス1アレルであるHL，A－A26と

H乙孟B＊5101に注目し解析を行った。肌A－B27やHLA－B57については欧米で多く

の研究がなされている。しかし、日本人ではこれらのHLAクラス1アレルを持つヒトは非

常にまれである。このため、日本においてそれぞれ11．5％、8．3％の遺伝子頻度である

（40）、HLA－A26とHLA－B51に拘束されるcTLの解析は日本人のHlv－1感染者にお

ける病態進行と免疫応答を解析する上できわめて重要である。

 HLA－A26には25のサブタイプが同定されており、日本人においては、副．浸＊2601、

辺＊2602、．4＊2603の3つのサブタイプが主に見られる。当研究室のSatohらによって、

これまでにHM辺＊2601に提示されるエピトープが同定されているが（41）、．浸＊2602、

辺＊2603に提示されるエピトープについては報告がない。このため、まず．肌孟浸＊2602、

辺＊2603に提示されるエピトープの同定を行い、3っの肌A－A26のサブタイプに拘束

されるエピトープ特異的なCTLの解析を行った。

 発症遅延と相関するもう一つのアレルである、H伍一B＊5101についてはエピトープが

同定されている。さらに、3つのエピトープ（Gag327－9、 Po1283－8、 Po1743－9）特異的な

CTLがHIV－1感染者で高頻度に誘導される。これらのエピトープ特異的CTLのAIDS

発症遅延への関与が示唆された。そこで、この3つのエピトープ特異的CTLが

H乙オーB＊5101を持つ長期未発症者（LTNP）でHIV－1の増殖抑制に働いているのか

を明らかにするために解析を行った。AIDS発症遅延と相関するHLAに拘束される

CTLの解析によって、これらのCTLが生体内でのウイルス増殖抑制にどのように働い

ているのかを明らかにすることを目的とした。
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6．実験方法

6－1）本研究に使用した材料

a．細胞と培地

CIR細胞（HLA－A，B欠損ヒトB細胞株）およびRMA－S細胞（TAP欠損マウス細胞株）

は10％FCSを含むRPMI1640で培養した。 RMA－S－A＊2603、RMA－S－A＊2602、

RMA－S－B＊5101はRMA－S細胞にヒトβ2mとH耐辺＊2603、辺＊2602、一B＊5101をそれ

ぞれ発現させた細胞であり、以前に樹立された（42，43）。RMA－S．4＊2603は0．3mg／血l

hygromycine Bと10％ウシ胎仔血清（FCS）を含むRPMI 1640で、 RMA－S．4＊2602、

RMA－S－B＊5101は0．15mg／ml hygromycine Bと10％ウシ胎仔血清（FCS）を含む

RPMII640で培養した。 CIR－A＊2603、 CIR－A＊2602、 CIR－B＊5101はCIR細胞に

．三差4＊2603、．∠＊2602、rB＊5101をそれぞれ発現させた細胞であり、以前に樹立され

た（44，45）。CIR－A＊2602、一A＊2603は0．15mg／1nl neomycineと10％FCSを含む

RPMI1640で、 C I R－B＊5101は0．15mg／1nl hygromycine Bと10％ウシ胎仔血清（FCS）

を含むRPMI 1640で培養した。721．221－B＊5101細胞はHLA－class Iを発現していない

B細胞株である721．221細胞にヒトCD4遺伝子と1丑沙B＊5101遺伝子を導入して作

製したものであり（46）、0．15mg／ml hygromycine Bと10％ウシ胎仔血清（FCS）を含む

RPMI 1640で培養した。

b．ペプチド

合成ペプチドは、automated multiple synthesizerで作成された。作成したペプチドは

HPLCおよびmass spectrometryによる分析を行い、90％以上の精製度が確認されたも

ののみを本研究に使用した。

c．血液検体

本研究で用いた血液はすべて、熊本大学大学院医学薬学研究部等倫理委員会承

認の研究計画に則し、また国立国際医療センター倫理委員会、国立病院機構大阪

病院倫理委員会の承認を受け、インフォームドコンセントの得られた成人健常人お

よびHIV－1感染者から採取した。 Ficoll（Ficoll－Paque PLUS；GE Healthcare UK

Ltd， Buc㎞帥ams㎞e， England）比重遠心法によって末梢血単核球細胞（PBMCs）と

血漿に分離した。

d．抗体

 抗マウスIgG FITC標識抗体はCHEMICON（Ausrralia）より購入した。抗ヒトIFN一γ

FITC標識はBD Biosciences（San Jose， USA）より購入した。。抗ヒトCD8 PE標識、抗

ヒトCD8 FITC標識抗体Daco C蜘mation（De㎜ark）より購入した。抗HIV p24 FITC

標識抗体はBec㎞㎝Coulter（Fulle貢on， USA）より購入した。抗HLA class Iα3
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domein抗体TP25．99はアメリカRoswe11 Park Cancer InstituteのSoldano Ferrone

先生より分与して頂いた。

e．HIV－1特異的CTLクローン

2種類の皿オーB＊5101拘束性HIV l由来エピトープ（Po1743－9［LPPW㎜1］、

Po1283－8［TAFTIPSI］）（47）はmV－1感染者由来のPBMCsから樹立した。各エピトー

プペプチドでPBMCsを刺激後2週間培養し、バルクCTL，を作製した。 X線照射した

健常人由来のPBMCs（5xlO5／well）と特異的ペプチドをパルスしたCIR－B＊5101

（1x105／well）をバルクCTL（0．8／well）と共に96穴U底プレートに播種し、2週間培養し

た。培地には、10品目CSと200U／ml組換え型ヒトIL－2（味の素株式会社より分与）を含

んだRPMI4640（クローニング培地）を用いた。2週間後、増殖した細胞の抗原特異的

な細胞傷害活性を51Cr放出試験によって評価した。

f．HLAクラス1テトラマー

 以前に報告されている方法で作成した（48）。組みi換えHLAクラス1タンパク

（HLA－B5101）とβ2m発現プラスミドを導入した大腸菌で産生させた。 HLAクラス1のα

鎖は膜貫通細胞内末端を欠損させ、C末端にBirAのビオチン化部位を含む配列を

付加した。4種類の二一B＊5101拘束性HIV－1由来エピトープ（Po1743－9

［LPPW㎜1］、Po1283－8［㎜TIPSI］、Gag327－9［N齪DCKTI］、Rev71－11

［VP工QLPPLERL］）（47，49）とHLA－B5101分子を用いてリホールディングを行った。

形成されたHLAクラス1ペプチド複合体はsuperdex G75カラム（GE Healthcare

Bio－Sciences社）にてゲル濾過し精製した。精製したHLAクラス1ペプチド複合体は

BirA酵素（Avidity；Sigma－Aldrich社）にてビオチン標識を行い、その後再度

superdex G75カラムにて精製し、さらにMonoQカラム（GE Healthcare Bio－Sciences

社）にて精製した。精製したHLAクラス1ペプチド複合体（モノマー）を分子比4：1で

PE標識されたstreptavidin（Molecular Probes社）と反応させて4量体化しテトラマー

を得た。

g．HIV－1クローン

 pNL－432は、徳島大学足立教授より分与いただいた。 pNL－Po1283－8T、

pNL－Po1283－8V 、 pNL－Po1283－8L 、 pNL－Po1283－8R 、 pNL－Po1743－4151、

pNL－Po1743－51、 pNL－Po1743－11はpNL432のPol領域に変異を導入した変異体で

ある。

pNL－432への変異の導入には、 GeneTailorTM Site－Directed Mutagenesis System

（Invitrogen， Califbmia， USA）を使用した。まず、プラスミドDNAをDNAメチラーゼ

でメチル化した。メチル化プラスミドDNAをテンプレートにして、変異導入用プライマ
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一を用いてPCR（Polymerase chain reaction）を行い、変異を導入したプラスミドDNA

を増幅した。増幅したDNAを耽7BC＋大腸菌株DH5αTMTIRにトランスフォームし

た。耽rBCエンドヌクレアーゼはメチル化したテンプレートのみを消化するので、メチ

ル化されていない変異を導入したDNAは環状化されて残る。増殖したコロニーから

変異を導入したプラスミドDNAを抽出した。

6－2）リバースイムノジェネティクス法の概要

本研究におけるHrv』1特異的CD8＋T細胞エピトープの同定はリバースイムノジェネテ

ィクス法を用いた（41，47，49）。

【ステップ1】

目的とするHLAのペプチド結合モチーフを検索する。

HLAクラス1はアレルによって特有のペプチド結合モチーフがあることがわかっている。

．肌差護＊2602、．∠＊2603ではN末から2番目（Position 2：P2）にバリン（V副：V）、スレオニ

ン（Thr：T）、イソロイシン（Ile：1）、ロイシン（Leu：L）、また、 C末端にチロシン（恥：Y）、フェ

ニルアラニン（Phe：F）、メチオニン（Met：M）、ロイシンである（44）。さらに、ペプチドの1

残基目に酸性のアミノ酸、アスパラギン酸（Asp：D）、グルタミン酸（Glu：E）がC末端には

陽電荷のアミノ酸以外の広範囲のアミノ酸がアンカーとして働くことが報告されている

（42）。

【ステップ2】

HLAクラス1の結合ペプチドモチーフに該当するアンカーをもつアミノ酸配列をHIV－1

たんぱくのアミノ酸シークエンスデータから検索し、これらのペプチドを合成する。

【ステップ3】

HLA一ペプチド結合アッセイにより、HLAクラス1分子と合成ペプチドとの結合親和性を

解析し、結合能のあるペプチドを選別する。

【ステップ4】

結合したペプチドを用いて、目的とするHLAを持つHIV」1感染者由来のPBMCを’η

v∫加で刺激し培養する。PBMC中にペプチド特異的CD8＋Tが存在する場合には、

選択的に特異的CD8＋Tが増殖する。

【ステップ5】

血v’か。で培養、刺激したPBMCをペプチドパルスした細胞（目的のHLAを発現）で
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刺激し、CD8＋T細胞中のIFN一γ産生能を測定する。また、目的のペプチドが細胞内で

プロセッシングされ、細胞表面に提示されることを示すために、HIV」1タンパクを発現

する組みi換えワクシニアウイルスに感染した細胞で刺激し、CD8＋T細胞中のIFN一γ産

生能を測定する。両方の細胞に対しIFN一γ産生能が認められたときにCD8÷T細胞エ

ピトープとして同定した。

6－3）HLA一ペプチド結合アッセイ

HIV」1由来のペプチドとHLAとの結合能はすでに確立されているHLA stabilization

assayを用いて測定した（42）。各HLAを発現したRMA－S細胞を26℃で16時間培養

した後、10’3～1σ7Mのペプチドを加え26℃で1時間培養した。その後さらに37℃で3

時間培養した。これらの細胞はHLA class Iα3ドメイン特異的単クローン抗体

TP25．99（50）とFITC－c呵ugated sheep IgG㎝ti－mouse i㎜皿oglob皿血を用いて染色し

た。細胞の平均蛍光強度（MFI）をFACS Calibur（Becton Dickinson Mountain Vie罵

CA）を用いて測定した。ペプチドを添加せずに26℃で培養した細胞のMFIを100％、

同様に37℃で3時間培養した細胞のMFIを0％として、10－3Mの濃度でパルスしたと

きのMFIが25％以上のものを結合ペプチドとし決定した。また、50％のMFIを与える

ペプチド濃度をBL50として算出した。

HLA stabilization assayの原理は次の通りである。 RMA－S細胞は抗原提示に関連して

いる、TAPの機能を欠損しているため、内在性の抗原ペプチドの提示能が低いマウス

由来細胞株である。RMA－S細胞にHLA遺伝子を形質導入した細胞は、26℃で培養

するとペプチドを結合していない空のHLAを細胞表面に発現する。26℃で培養i後、

合成ペプチドを添加し、その後さらに37℃で培養するとペプチドと結合していない空

のHLAは細胞表面から消失する。その割合を肌Aとペプチドとの結合親和性に依存

する。したがって、37℃で培養した後に細胞表面のHLA分子をFACSで測定すること

で．HLAに対するペプチドの結合能が解析できる。

6－4）HIV」1感染者由来末梢血単核細胞の’ηv’吻刺激

Hrい1感染者の血液より分離した末梢血単核細胞（PBMC）は合成ペプチドを用いて

刺激し、’ηv’吻においてHIV」1特異的CD8＋T細胞の誘導を試みた。

PBMCを1σ6Mのペプチド、またはペプチドカクテルを添加したcul鰍e medi㎜（10％

FCSと200U／lnl組換え型ヒトIL－2を含む培地）と混合し96穴U底プレートに播種して

10～14日培養した。その後、刺激したのと同じペプチドに対する反応性をIFN一γの産

生能を測定することで、ペプチド特異的CD8＋T細胞であることを確認した。 IFN一γの産

生を確認できた細胞をバルクCD8＋T細胞とした。
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6－5）ワクシニアウイルス感染細胞

ワクシニアウイルス溶液（1x106PFU）にHLA発現CIR細胞（1x105）を懸濁し、14～16

時間37℃で培養した。反応後、培養液中のウイルス粒子を取り除くために細胞をR10

培地で3回洗浄し、実験に用いた。

6－6）IF：N一γ産生能の測定

HLAを発現させたCIR細胞に37℃で1時間10’6Mのペプチドをパルスした後、

10％NCSを含むRPMI－1640培地で2回洗浄した。ペプチドをパルスしたHLA発現

CIR細胞、またはHIV－1組み換えワクシニアウイルス感染HLA発現CIR細胞と’η

v’肋でペプチド刺激し、培養したHIV4感染者由来のPBMCはBrefbldin A（10μg／ml）

を加えたのち37℃で6時間共培養した。その後、抗CD8 PE標識抗体で染色し、4％

parafbmlaldehydeを含むPBSを用いて4℃で20分間固定し、さらに0．1％の界面活

性剤（saponin）と20％NCSを含んだPBS（Pe㎜eabilizing buf飴r）で細胞膜透過処理

を4℃で10分間行った。続いて抗EN一γFITC標識抗体を用いて、室温で20分染

色した。染色後、Pe㎜eabilizing buf蝕にて糸田胞を3回洗浄した。 CD8陽性細胞に

おけるIFN一γの産生能をFACS Calibur（BD Biosciences）を用いて測定した。

6－7）細胞傷害活性の測定

CTLの細胞傷害活性は、以下の標準的な51Cr放出試験によって解析した（39，51）。

HIV－1感i染細胞に対する細胞傷害活性を解析するときは、 p24陽性細胞の頻度が

40～50回忌達していることをフローサイトメトリーによって確認した細胞を標的細胞とし

て用いた。標的細胞（2x105）を3．7MBq Na251CrO4（Perkin Elmer， Massachusetts，

USA）を用いて37℃で1時間標識した。標識後、10％NCSを含むRPMI4640倍地

で3回洗浄した。標識した細胞をエピトープペプチド溶液またはPBSの入った96

穴U底プレートに播種（2x 103／well）し、37℃で1時間培養した。その後エフエクター細

胞としてHIV－1特異的CTL，クローンを播種（4x 103／well）し、4～6時間37℃で混合培

養した。培養終了後、細胞を遠心分離し、各ウェルから培養上清を回収してγ線カウン

ターにて放射線量を測定した。

標的細胞のみで培養したウェルの培養上清中の放射線量をspontaneousの51Cr放

出量（cpm spt）とした。また、2．5％T且ton X－100を添加して標的細胞を溶解したウェル

の培養上清中の放射線量をmaxim㎜の51Cr放出量（cpm max）とした。特異的細胞

傷害活性（speci飾lysis）は、エフェクター細胞を添加したウェルによる51Cr放出量

（cpm exp）を用いて下記のように算出した。 Speci且。 Iysisニ｛（cpm exp－cpm spt）／
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（cpm max－cpm spt）｝x100。

6－8）テトラマーを用いた細胞染色

HIV」1感染者から分離したPBMCを肌Aクラス1テトラマーにて37℃で30分間反応

させた。反応後、細胞を10％NCSを含むRPMI－1640培地で2回洗浄し、抗CD8抗

体にて4℃で30分間染色した。その後、FACS Calibur（BD Biosciences）を用いて測

定した。

6－9）HIV－1感染細胞

a．CD4＋T細胞の分離と培養

CD4＋T細胞は、 Ficoll比重遠心法によって分離したPBMCsからMACS（Magnetic

activated－cell sorting）法を用いて分離した。分離には、磁気ビーズ標識抗ヒトCD4

抗体（Miltenyi Biotec， Bergisch Gladbach， Ge㎜any）とAutoMAC S（Miltenyi Biotec）

使用した。分離後、CD4分子の発現をフローサイトメトリーで確認し、実験に用いた

（＞95％CD4＋細胞）。

b．ウイルスストックの作製

293T細胞をコラーゲンIVコート75cm2フラスコ（IWAK【）で90～95％コンフルエント

な状態まで培養する。プラスミドDNAとリポフェクトアミン2000（hlvitrogen，

Califbmia， USA）の混合溶液を培養液に添加し、10％FCSを含んだD－MEM

（Dulbecco’s Modi五ed Eagle Medi㎜）培地で培養した。48、72時間後に回収した培

養液からアリコートを作製し、実験に用いるまで一80℃で保存した。

c．HIV－1感染

 分離したCD4＋T細胞を、抗ヒトCD3抗体（OKT3）を固層化した6穴プレートに播種

し、200U／lnl IL－2と10ng加l IL－4（R＆D Systems， Minnesota， USA）を含むR10培地で

1週間培養した。活性化したCD4＋T細胞（2xlO6）を1ml RlO培地に懸濁し、ウイルス

ストック溶液（100～200ngp24タンパク）を加えた。ウイルスストック溶液に懸濁したあ

と、6～12時間37℃で培養した。反応後、培養液中のウイルス粒子を取り除くために細

胞をR10培地で3回洗浄し、実験に用いた。

6－10）CTLによるHIV－1増殖抑制能の測定

 HIV－1特異的CTLのウイルス増殖抑制能は、研究室で確立された方法を用いて
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測定した（38，50）。ウイルスストック溶液（100～200ng p24タンパク）にCD4＋T細胞を

懸濁し、6～12時間37℃で培養した。反応後、培養液中のウイルス粒子を取り除くた

めに細胞をR10培地で3回洗浄した。感染細胞（2x105／we11）をHIV－1特異的CTLク

ローンと共に96穴プレートに播種する。CD4＋T細胞は96穴U底プレートに播種し

た。培養には、クローニング培地を用いた。CTLとの混合培養から3、6、9、12日目に

培養上清を半量回収し、新しい培地を加えた。回収した培養上清中のp24タンパク量

をEHSA（enzyme－lhlked㎞nunosorbent assay；HIV－1 p24 ELISA kit， ZeptMetrix，

New Ybrk， USA）を用いて測定した。 HIV－1特異的CTLのウイルス増殖抑制能（％）

は、以下のように算出した。ウイルス増殖抑制能（％）ニ（1－CT■と混合培養したウィ

ルのp24濃度／CTLを加えていないウェルのp24濃度）x100。

6－11）HIV」1シークエンス

Hlv－1ゲノムDNAはHIv－1感染者由来PBMCからQIAamp DNA BIood M㎞kit

（QIAGEN）を用いて抽出した。ウイルスRNAは感染者由来の血漿からQIAamp M㎞

Elute vims spin Kit（QIAGEN）を用いて抽出した。ウイルスRNAからのcDNAの合成

はsuperscript IIIとrandom primer（hlvitrogen）を用いて行った。 HIV」1のreverse

transcriptase（RT）領域（Po1283－8を含む領域）とIntegrase領域（Po1743－9を含む領域）

とGag領域（Gag327－9を含む領域）は以下に示すプライマーセットを用いてnested PCR

法により増幅した。RT特異的プライマー5’一ccAAAAGTTAAGcAArGGcc－3’と

5’一CCCArCCAAAGGAArGGAGG－3’または5’一CCTTGCCCCfGCTTCTGTA玉3’

を1回目のPCRプライマーとして、5’一AGTTAGGAArACCACACCCC－3’と

5’一GTAAATCCCCACCTCAACAG－3’または5’一AArCCCCACCTCAACAGAAG－3’

を2回目のPCRプライマーとして使用した。またhltegrase特異的プライマー

5’一ArCTAGCTTTGCAGGArTCGGG－3’と5’一CCTTAACCGTAGTACTGGTG－3’また

は5’一CCTGArCTCTTACCTGTCC－3’を1回目のPCRプライマーとして、

5’一AAAGGTCTA．CCTGGCArGGG－3’または5’一TTGGAGAGCAArGGCTAGTG－3’と

5’一AGTcTAcTTGTccArGcArGGc－3’を2回目のPcRプライマーとして使用した。

またGag特異的プライマー5’一GGAACTACTAGTACCCTTCAGG－3’または

5’一GGATAGArTGCArCCAGTGC－3’と5’一GGATACAGTTCCTTGTCTκrCG－3’を1

回目のPCRプライマーとして、5’一GTAAGAArG㎜AGCCCTACC－3’と
5’一GGAGTTGTTGTCTCTTCCCC－3’または5’一GGAACTACTAGTACCCTTCAGG－3’

と5’一CCAACAGCCCTTTTTCCTAGG－3’を2回目のPCRプライマーとして使用した。

PCR産物を直接シークエンスするか、またはクローニングしてシークエンスした。クロー

ニングはTOPO TA cloning kit（Invitrogen）を用いて行い、その後シークエンスした。シ

ークエンスはBig dye te㎜hlator vl．1 cycle sequencing kit（Applied Biosystems）を用い
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て行い、ABI PRISM 310genetic analyzerを用いて解析した。
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7．実験結果

7－1）棚．∠＊2602および．∠＊2603に提示されるHIW特異的CD8＋T細胞エピトープ

の同定

a．．肌4．4＊2602および辺＊2603に対するHIV－1由来ペプチドの結合能

H伍．4＊2602、珈．∠＊2603結合ペプチドは2っのアンカーを持つことが報告されてい

る。報告されているアンカーはペプチドのN末から2番目（Position 2：P2）にバリン（Val：

V）、スレオニン（Thr：T）、イソロイシンσle：1）、ロイシン（Leu：L）、また、カルボキシ末端

（C末端）にチロシン（恥：Y）、フェニルアラニン（Phe：F）、メチオニン（Met：M）、ロイシン

である（44）。さらに、ペプチドの1残基目に酸性のアミノ酸、アスパラギン酸（Asp：D）、

グルタミン酸（Glu：E）がC末端には陽電荷のアミノ酸以外の広範囲のアミノ酸がアンカ

ーとして働くことが報告されている（42）。これらのことから、mV－1 SF2株のGag、 Pol、

Env、 NefのシークエンスからHM．4＊2602、。4＊2603のbinding motif（P1：Aspまたは

Glu、 P2：Val、 Thr、 Ile、 Phe、 C末端：陽電荷以外のアミノ酸）に一致する8～11残基の

ペプチド110個を選択し、合成した。

 TAP欠損細胞であるRMA－S－A＊2602またはRMA－S－A＊2603細胞を用いて

HLA－stabilization assayによってH耐辺＊2602または棚．4＊2603とのペプチドの結

合能を測定した。26℃で培養したRMA－S－A＊2603の蛍光強度の25％以上を示すペ

プチドを結合ペプチドとした。その結果32個のペプチドが丑L孟∠＊2602に、31個のペ

プチドが1丑孟∠＊2603に結合した。これら結合ペプチドの結合能をBL50によって表し

た（表1、2）。
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X 1. HLA.A *2602 }CreaLkthR7'ff-F

Sequence Position

EVFRPGGGDM

EVIPIwoiSAL

ELKKIIGQV

EVNIVTDSQY

EVVIRSDNF

ELNKRTQDF

EIKGEIKNCSF

DIVIYQYMDDL

DTTNQK[Il]L

EIVASCDKCQL

ETVPVKLKPGM

ETWEAWWMEYW

ETWEAWVVMEY

EICGHKAIGTV

EVVLGNVTENF

DLRSLCLFSY

DLWIYHTQGYF

EVIPLIEEA

ETPGIRYQY

EVYYDPSKDLV

EVYYDPSKDL

ETKLGKAGYV

EVHNVWATHAC

EVQLGIPHPA

ELYPLTSLRS

DLN'IMLNTV

DVKQLTEAV

ELYPLTSLRSL

DIQKLVGKL

DIAGTTSTL

ELRQHLLRW

DTKEALEKI

env 464473

gag 169-177

pol 872-880

pol 647656

env 272-280

pol 234-242

env 147-157

pol 332-342

pol 626-634

pol 750-760

pol 161-171

pol 551-561

pol 551-560

pol 121-131

env 82-92

env 758-767

nefl15-l25

pol 446454

pol 293-301

pol 471481

pol 471480

pol 604613

env 63-73

pol 244-253

gag 484493

gag 185-193

pol 519-527

gag 484494

po1 411419

gag 235-245

pol 359-367

gag 96-104

BL500vD*

3.9×lo-7

5.8xlo-7

9.8×lo6

12x1o-5

4.lxlo'5

1.0xlo4

1.6xlo4

1.9xlo"

2.7xlo4

3.5xlo4

4.2xlo4

6.2xlo4

>lxlo-3

>lxlo-3

>lxlo'3

>lxlo-3

>lxlo-3

>lxlo'3

>lxlo-3

>lxlo-3

>lxlo'3

>lxlo-3

>lxlo-3

>lxlo-3

>lxlo-3

>lxlo'3

>lxlo-3

>lxlo-3

>lxlo-3

>lxlo-3

>lxlo'3

>lxlo'3

X 2.HLA.A *2603 VcreaLft!<lr7'ff-F

Sequencs Position

EVHNVWATHA

EVIPIVFSAL

EVPLTI]EA

ELYPLTSLRSL

ETINEEAAEW

ETPGIRYQY

EVFRPG(}GDM

ELKKIIGQV

EVAQRAYRA

ELVSQIIIEQLI

EVNIVTDSQYA

EVHN-VWATHAC

DIVIYQYMDDL

ETKLGKAGYV

EVYYDPSKDL

EILGHRGWEA

EWIRSDNF

DIVIYQYM

EVNIVTDSQY

EVQLGIPHPA

ELRSLYNTV

ELYPLTSLRS

EICGHKAIGTV

EIKGEIKNCSF

ETWEAWWMEY

EILGHRGWEAL

EVYYDPSKDLV

EWLGNVTIiNF

ETVPVKLKPGM

DLLLIAARTV

ELVSQIIEQL

env 63-72

gag 169-177

pol "6454

gag 484494

gag 205-2 14

pol 293-301

env 464473

pol 872-880

env 830-838

pol 671681

pol 647-657

env 63-73

pol 332-342

pol 603-613

pol 471480

env 782-791

env 272-280

pol 332-339

pol 647-656

pol 244-253

gag 74-82

gag 484493

pol 121-131

env 147-157

pol 551-560

env 782-792

pol 471481

env 82-92

pol 161-171

env 786-795

pol 671-680

-22-

BL50(M)*

7.6xlo"7

2.1×lo6

1.4xlo6

1.3×1o-5

3.3×lo-5

5.9×lo-5

3.7×lo-5

1.1×1o4

5.5xlo4

6.3×lo4

6.6×lo4

104-lo-3

104-lo-3

104-lo-3

104-lo-3

lo4-lo-3

104-lo-3

104-lo-3

104-lo-3

104-lo-3

104-lo-3

104-lo-3

>lo-3

>lo-3

>lo-3

>lo-3

>lo-3

>lo-3

>lo-3

>lo-3

>lo-3



b．ペプチド特異的CD8＋T細胞の誘導

昭．4＊2602に結合した32個のペプチド、または棚．∠＊2603に結合した31個のペ

プチド、5～7個をまとめてペプチドカクテルとし（皿∠辺＊2602一カクテル1：Env464－473、

Gag169－177、 Po1647－656、 Po1872－880、 Po1551－560； カクテル2：Env272－280、

Pol l 21－131、 Env82－92、 Po1551－561、 Env758－767、 Po1234－242、 Nen 15－125；カ

クテル3：Po1446－454、Po1293－301、Po1471－481、Po1471－480、Po1604－613、Env 147－157、

Env 63－73； カクテル4：Po124牛253、 Gag484－493、 Gag185－193、 Po1626－634、

Po1519－527、 Gag484－494、 Po1411－419； カクテル5：Gag235－243、 Po1359－367、

Po1161－171、 Gag96－104、 Po1750－760、 Po1332－342；  H乙オ辺＊2603一カクテル1：

Gag169477、 Po1446－454、 Env63－72、 Gag484－494、 Gag205－214； カクテル2：

Po1293－301、 Env464－473、 Pol 121－131、 Env147－157、 Po1551－560、 Env63－73；カ

クテル3：Po1332－342、Po1872－880、Po1647－657、Env830－838、Po1603－613、Po1471－480；

カクテル4：Env782－792、 Env782－791、 Env272－280、 Po1471－481、 Env82－92、

Po1332－339、 Po1647－656； カクテル5：Pol 161－171、 Po1671－681、 Env786－795、

Po1244－253、 Po1671－680、 Gag74－82、 Gag484493）、これを用いて1丑オ．∠＊2602、また

は㎜辺＊2603を持つHIV－1感染者のPBMCを刺激し、 CD8＋T細胞を誘導した。

H四二．浸＊2602を持つ3名のHIV－1感染者（KO－003、 KI－030、 K【一〇82）のPBMCをペプ

チドカクテルで刺激後、培養した。ペプチドカクテルをパルスしたCIR－A＊2602で培養

したPBMCを刺激し、 IFN一γの産生を測定した（図2）。
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        う        り         くう         の

       2騰嚢騰．選。
             欝  総

論
欝

cocktail 3

coc㎞il 5

鷺．

黛

02

議論0

cocktail 4

 餐  07
 繋’

 婆

髪   0
纂

一鍵

図2丑L4．潜2602を持つHIV」1感染者
のPFMCにおける．ペプチドカクテル刺
激に対する皿N一γ産生外

出．浸＊2602を持つH痒1感染者
（KO－003）由来PBMCはペプチドカクテ

ルで刺激し、培養した。ペプチドカクテル

をパルスしたCIR－A＊2603細胞で
E：S＝1：4で刺激し、CD8＋T細胞中の
IFN一γ産生細胞を測定した。プロット内の

右上にCD8＋T細胞中のHN一γ陽性のパ
ーセントを表示した。

    lF悼y

その後、IFN一γの産生の認められたカクテルに含まれる各ペプチドをパルスした

CIR－A＊2602で刺激しIFN一γ産生能を測定することで、ペプチド特異的なCD8＋T細胞

の誘導を確認した。KO－003ではGag 169－177に対してCD8÷T細胞中9．2％IFN一γを

産生した（図3）。また、ペプチドをパルスしていないCIR－A＊2602に対してはIFN一γの

産生は確認できなかった。このことからGag 169－177に特異的なCD8＋T細胞がこの患
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者末梢血中に存在していることが明らかになった。しかし、KI－030とKI－082ではIFN一γ

の産生を確認できなかった。

KO・003
        Gag歪69脚177   Po1647－656
  w穐hout peptide （EVIP蘭FSAL） （EIV挫1VTDSQY》
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誘導
盟．浸＊2602を持つHI～q感染者（KO－003）

由来PBMCはペプチドカクテル1で刺激し、培
養した。カクテル1に含まれるペプチドをそれぞ

れパルスしたCIR－A＊2603細胞でE：Sニ1：4で

刺激し、CD8＋T細胞中のIFN一γ産生細胞を測

定した。プロット内の右上にCD8＋T細胞中の
IFN一γ陽性のパーセントを表示した。

また、班差4＊2603を持つ3名のHIV」1感染者（K【一〇〇1、KI－010、 KI－093、 K【一177）に

対しても同様の実験を行ったところ、KI－001ではGag169477に対してCD8＋T細胞中

37．6％、K【一〇10では21．3％、 K【一〇93では56．7％（図4）、 K【一177では2．5％がIFN一γを産

生した（表3）。さらにKI－001、K【一〇10、 K【一177ではEnv63－72に対してCD8＋T細胞中

それぞれ1．8％、2．8％、75．6％がIFN一γを産生した（図4、表3）。またペプチドをパルス

していないCIR－A＊2603に対してはIFN一γの産生は見られなかった。このことから

Gag169－177とEnv63－72に特異的なCD8＋T細胞がこれらの患者末梢血中に存在して

おり、これらのペプチドがエピトープである可能性が示唆された。

呂

o

Gag 169一壌77

楼釧
鱒6  15

1FN♂y

Env63。72

56．6％

が   劉

叢

1難．

「㌍    胸澗   伊    1静    卍

75．6％

図4棚引％03を持つHIV」1感染者のPBMCにおける
Hn乙1特異的CD8＋丁細胞の誘導
昭．4＊2603を持つHIV」1感染者（Kl－093とK【一177）由来

PBMCは棚認＊2603結合ペプチドカクテルで刺激し、培養し
た。各ペプチドをパルスしたCIR－A＊2603細胞でE：S＝1＝4で刺

激し、CD8＋T細胞中のIFN一γ産生細胞を測定した。 K【一〇93由来

の培養iしたPBMCをGag169－177をパルスしたClR．A＊2603細

胞で刺激した（左）。KI－177由来の培養したPBMCをEnv63－72

をパルスしたClR－A＊2603細胞で刺激した（右）。それぞれのプ

ロットの右側にCD8＋T細胞中のIFN一γ陽性のパーセントを表示
した。

表3．盟．4＊2603を持つHIV－1．感染者における特異的CD8＋T細胞の誘導

Sequencs Position
％of IFN一γ一producing cells㎞CD8＋Tcells

KI－001 KI－010   KI－093 KI－177

EV］【PMFSAL

EVHNVWATHA
Gag 169－177

Env 63－72

37．6

1．8

21．3

2．8

56．7

0．5

2．5

75．6
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c．CD8＋T細胞エピトープの同定

実際にこれらのペプチドが感染細胞内でプロッセシングされ、．沖州浸＊2602、または

丑L丁田＊2603に提示されるかどうかを調べるために実験を行った。HrvL 1のGagを発現

させた組換えワクシニアウイルスをCIR－A＊2602に、 HIV－1のGag、 Envそれぞれを発

現させた組i換えワクシニアウイルスをCIR－A＊2603に感染させた。この感染細胞によっ

て刺激し、ペプチドで刺激し培養してきたバルクCD8＋T細胞のIFN一γ産生能を測定し

た。その結果、組換えワクシニアウイルスを感染させたCIR－A＊2602に対して

Gag 169－177で刺激し培養した．肌∠．4＊2602を持つ感染者（KO－003）由来バルクCD8＋

T細胞はCD8＋T細胞中4．7％のIFN一γ産生細胞が確認できた。また、野生型ワクシニ

アウイルスを感染させたCIR－A＊2602と非感染のCIR－A＊2602ではIFN一γの産生細胞

は認められなかった（図5）。

  5

婁皿・

摯，

§自、

薯ε，

承 o

■Vaccinia－HIV－infec重ed C灌RA2602

國Va㏄hia－VVT－infeαed CIRA2602
ロUninfected CIRA2602
田Vaccinia－HIV－infec吐ed CIR

図5丑L4引目2602を持つ】田rV」1感染者由来
G劉g16g－177特異的CD8＋巨細胞によるHIVL1組み換え
ワクシニアウイルス感染細胞の認識

棚．4＊2602を持つHIV・1感染者（KO－003）由来
Gag169－177特異的CD8＋T細胞をHrV」l Gag組み換えワ

クシニアウイルス、野生型ワクシニアウイルス感染
C1良A＊2602細胞を用いてE：S＝1：4で刺激した。 CD8＋T

細胞中のIFN一γ陽性の頻度を示した。

 HLA－A費2602－restricted

 Gag169－177 spec縮。 bulk

HIV4のGagまたはEnvを発現した組換えワクシニアウイルスを感染させた

CIR－A＊2603に対してH伍．∠＊2603を持つHIW感染者から誘導した、 Gag169－177

特異的バルクCD8＋T細胞（KI－010由来）はCD8＋T細胞中7．7％、Env63－72特異的

バルクCD8＋T細胞（K【一177由来）はCD8＋T細胞中80．2％のIFN一γ産生細胞が確認

できた（図6）。また、野生型ワクシニアウイルスを感染させたCIR－A＊2603と非感染の

CIR－A＊2603ではIFN一γの産生細胞は認められなかった（図6）。このことから

Gag 169－177はH乙左4＊2602、辺＊2603に提示されるCD8＋T細胞エピトープであり、

Evn63－72は㎜辺＊2603に提示されるCD8＋T細胞エピトープであることがわかった。

Gag 169－177
   uninfected

  擁 α・耀

；肇＿、轟．

Env 63－72

呂・譲

讐
IFN一γ

vaccinia－VVT
、

位4％U

0．2％、1， ・

vaccinia－HIV－1

  臨  7．7％
・一

。霧

、逆戸匿 7▼響 ”子

α9％o鱗8α2％クシニアウイルス・野生型ワクシニアウイルス麟
塾1

飛罐
》   梶

図6棚ッ壁2603を持つH臥1感染者由来
G訊g169－177特異的およびEnv63－72特異的CD8＋T
細胞によるHIV」1組み換えワクシニアウイルス感染細

胞の認識闘．∠＊2603を持つHIV4感染者由来
Gag169－177特異的CD8＋T細胞（KI－093由来）と
Env63－72特異的CD8＋T細胞（KI－177由来）をHIW
Gag組み換えワクシニアウイルスまたはEnv組み換えワ

CIR－A＊2603細胞を用いてE：S＝1：4で刺激した。それ

ぞれのプロットの右側にCD8＋T細胞中のIFN一γ陽性細

胞のパーセントを示した。
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d．HLA。A26サブタイプをもつ慢性HIV－1感染者におけるエピトープ特異的CD8＋T

細胞の誘導頻度

 HLA－A26のサブタイプに提示されるエピトープ特異的CD8＋T細胞がHIV－1感染者

において誘導される頻度を明らかにするために、3つのHLA－A26サブタイプすべてで

提示されるエピトープであるGag169－177、 Hム4．浸＊2601拘束性エピトープである

Po1604－612（ETKLGKAGY）、 Po1647－656（EVNIVTDSQY）、 Env464－473（EVFRPGGG

DM）、皿∠．4＊2603拘束性エピトープであるEnv63－72を用いて、棚辺＊2601または、

辺＊2602、．4＊2603を持つHIV－1感染者由来のPBMCを刺激し培養後、 IFN一γの産生

能を調べた。

 この結果、棚．∠＊2601を持つHIV－1感染者ではGag l 69－177特異的CD8＋T細

胞は11人中8人、㎜．∠＊2603では8人中7人で誘導されたが、一方で棚．4＊2602

では6人中2人のみであった（図7）。

 使用した各HLA－A26サブタイプを持つHIV－1感染者のCD4＋T細胞の平均値と

標準偏差は㎜．4＊2601：458±257、棚辺＊2602：564±299、棚．4＊2603：314±

109であり、統計的に有意な差はなかった。
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図7HLA－A26を持つHnq
感染者におけるGag169－177特

異的CD8＋T細胞の誘導
HLA－A26を持つHIV・1感染者
由来PBMCをGag169－177で刺
激し、培養した。Gag169－177パ

ルスした肌A発現CIR細胞で
E：S＝1：4で刺激し、CD8＋T細胞

中のIFN一γ産生細胞を測定し
た。ペプチドをパルスしていない

HLA発現CIR細胞で刺激した
時のCD8＋T細胞中のIFN一γ陽

性細胞のパーセントを引いた値

をCD8＋T細胞中のIFN一γ産生
細胞として示している。

 これらのことからHM辺＊2601、．4＊2603を持つHIV－1感染者において、 Gag 169－177

はイムノドミナントなエピトープであり、適＊2602を持つHIVI感染者ではサブドミナント

なエピトープであることが示唆された。また、Gag169－177と班孟．4＊2602との結合能は、

棚引＊2601、辺＊2603との結合能と同程度であった（表4）。このことから、HM．∠＊2602

をもつHIV－1感染者において、 Gag l 69－177はサブドミナントなエピトープではあるが

．肌ん浸＊2602分子はGag 169－177を効果的に提示されていると考えられる。一方で、
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H乙孟∠＊2601拘束性エピトープであるPo1604－612に関してはH阻．4＊2602、．浸＊2603

には結合しなかった。Po1647－656、 Env464－473は1丑孟∠＊2602、辺＊2603と結合する

が特異的CD8＋T細胞は誘導されなかった（表4）。 H乙差4＊2603拘束性エピトープであ

るEnv63－72はH乙差浸＊2601と結合するが、特異的CD8＋Tは誘導されなかった（表4）。

表4．肌A－A26の3っのサブタイプ間でのエピトープペプチド結合能とペプチド特異的CD8手T細胞の誘導能の比較

B㎞ding a伍㎡ty（B正50）

compariso註ofbind童ng

   a田nity

Frequency＊

A＊2601  A＊2602   A＊2603

A＊26021

A＊2601

Aホ26021

A＊2603
A＊2601 A＊2602 A＊2603

Gag169－177

Env63－72

Po1604－612

Po1647め56

Env464－473

7．5×10■7

1．IxlO’4

6．5×10－5

6．3xlO－5

1．5x10｛

5．8xlO－7

no bind㎞9

nob㎞d㎞9

1．2xlO－5

4．Ox10η

2．lxlO遜

7．6×10－7

no binding

6．6×104

3．7×10－5

0．77

0．19

0．27

0．28

0．02

0．01

8！ll

Oll1

10／ll

llll

I111

2κ

Nr

NT

O15

015

718

318

Nr

O18

0／8

Nr：結合しないペプチドについては実験を行っていない

＊（ペプチド特異的CD8＋T細胞が誘導された人数）1（実験を行った人数）
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7－2）棚．B＊5101特異的CTLの解析

a．エピトープ特異的艶tramerを用いた1丑』一B＊5101拘束性Gag349－9、 Po1283－8、

Po1743－9特異的CD8＋T細胞の解析

 ．肌孟B＊5101拘束性のエピトープであるGag327－9、 Po1283－8、 Po1743－9特異的CTL

は二一B＊5101を持つHIV－1感染者で高頻度に誘導される（47，未発表のデーター）。

この3つのエピトープ特異的CTLが枷．B＊5101を持つ長期未発記者において重要

な働きを果たしているのかもしれないと考えた。

 そこで、感染から20年以上経過している、H乙孟B＊5101を持つ3名の長期未発症

者（K【一〇21、KI－051、KI－124）と4名の発症遅延者（KI－127、 K【一121、KI－032、 KI－007）

を用いて、この3っのエピトープ特異的CD8＋T細胞の解析を行った。7名の感染者の

HLAを表5に示した。

表5．長．未発症者及び発症遅延者における｝ILA・B栃101拘束性HIV－1特異的CD8＋丁細胞

     皿Pa擬ent
   Aa皿ele Ba皿ele  VI」σm】）

VL， CD4 n㎜ber and thei■average  Avera e number of B★5101・restncted CD8＋TceUs ln PBMCσ

CD4（ノ岬）   Period士1 Po1743  Po1283 Gag327  Rev71 PBMC tested

KI－021

KI－051

KI－124

KI・127

KI・121

KI・032

KI－007   33  31  44  51

       くさゆ       ら ロ   24022602 5101 6701
        （0ゴ2       （635）官3

       くら           コ ら 
2063101∠㎜5101・ i58） ・（765）

       くら          ユ    
llOl 20651011501・⑫5。）・（743）

蜘22・651…・＜4f100・2篇胃8

33・311・1輔351・1・37�P器00・2鶴8

・⑳233・351・152・1・亀T100・瀦9
      12，000・100，000  162・561
      ワ               ヒ        （33000）      （302）

111997齢6／2006    2013    1917 0

81199799／2005    3504    6577     787

7／1997．8／2001    3126    1745    1381

0

0

0

7／1997・7／2006    10579    441    23411     0

12／1996．5’2003    4853

1012002－1112005   9153

4／2000．3／2006     1084

0

0

0

0

0

0

0

6278   602

10（雌rent傾m6s・4

     45dif翫∋rent tiInes歯

811999

     49d雌｝rent t血es需

12／1999，8／2001

1012002，912005

612001，412002

★1

士2

需3

士4

       ウイルス量とCD4 T細胞の数を測定した
ウイルス量の中央値
  
CD4 T細胞数の平均値
図11を参照

   この7名の感染者は血友病患者であり、感染から20年以上経過しているが抗レトロ

  ウイルス療法を受けていない。長期未発症者は測定されているすべてのポイントのウイ

  ルス量が1000コヒ．一／1nl以下、発症遅延者は測定されているポイントのうち1回以上ウ

  イルス量1000コピー以上のポイントがある患者とした。患者のウイルス量、CD4＋T細

  胞数を図10Aに示した。

  まず11H－E＊5101拘束性の4つのエヒ．トープ（Po1283－8、 Po1743－9、 Gag327－9、

  Rev71－11）のHLA一ペプチド4量体（t磯amer）を作成し、これを用いて各感染者内にお

  ける、エピトープ特異的CD8＋T細胞の頻度を測定した。

   この結果、KI－021では1999年から2006年の測定したポイントでは、 Po1283－8と
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Po1743－9にそれぞれ特異的なCD8＋T細胞両方が検出できたが、Gag327－9と

Rev71－11に特異的なCD8＋T細胞はどちらも検出できなかった（図8B）。 K【一〇51にお

いても、1999年から2005年の測定したポイントでは、Po1283－8とPo1743－9にそれぞれ

特異的なCD8＋T細胞両方が検出できたが、 Gag327－9特異的なCD8＋T細胞は非常

に少なく、Rev71－11特異的なCD8＋T細胞は検出できなかった（図8C）。 K【一124では

1999年から2006年の測定したポイントでは、Po1283－8、 Po1743－9、 Gag327－9にそれぞ

れ特異的なCD8＋T細胞が検出できた（表5）。このことからGag327－9やRev71－11より

もPo1283－8、 Po1743－9特異的CD8＋T細胞が捌一B＊5101を持つ長期未発症者にお

けるウイルス増殖の抑制に関与している可能性が示唆された。

 また、4人の発症遅延者のうちの一人ぐK【一127は1998年の時点ではウイルス量は

低く保たれており、さらに、非常に少数ではあるがPo1283－8特異的CD8＋T細胞が検

出された（図8D）。しかし、その後Po1283－8特異的CD8＋T細胞は検出できなくなり、ウ

イルス量が増加した（図8D）。一方、測定したすべてのポイントでPo1743－9特異的

CD8＋T細胞は検出されている（図8D）。 KI－121、KI－032、 KI－007ではPo1743－9特異

的CD8＋T細胞は検出されたが、 Po1283－8特異的CD8＋T細胞は検出できなかった

（表5）。

 これらのことから、HM一β＊5101を持つHIV－1感染者において、 Po1743－9特異的

CD8＋T細胞よりも、 Po1283－8特異的CD8＋T細胞がHIV－1の増殖抑制に重要な働き

をしている可能性が示唆された。
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図8長期未発症者と発症遅延者
の臨床経過と朋．8＊5101拘束
性CD8＋T細胞の解析
A．3名の長期未発懸者と4名の
発症遅延者ウイルス量とCD4＋T
細胞数の経過。灰色の線はウイル

ス量の検出限界を示している。B、

C、D．長期未発症者と発症遅延
者における長期間にわたる4つの

㎜一B＊5101拘束性エピトープ特

異的CD8＋T細胞の解析。
K【一〇21（B）、KI－051（C）のPo1283－8

特異的CD8＋T細胞とPo1743－9特

異的CD8＋T細胞のテトラマーによ

る解析の代表的なデーターをそれ

ぞれ右側に示している。
KI－127（D）のPo1283－8特異的
CD8＋T細胞のテトラマーによる解

析データーを右側に示している。

CD8＋T細胞中のテトラマー陽性
細胞のパーセントをプロット中の右

上に示している。また、ウイルスの

シークエンスをグラフ中に示してい
る。



b．Gag327－9、 Po1283－8、 Po1743－9エピトープ領域におけるCTLからの逃避変異の解

析

CTLはHIV－1に対し強い免疫選択圧をかけていることが知られている（3，4，11，29，30）。

このことから、このGag327－9、 Po1283－8、 Po1743－9領域においてもCTLの免疫選択圧

によってCTLから逃避する変異が選択されている可能性がある。

これらのことから、長期未発二者、発症遅延者由来のHIV－1のシークエンスを行い、エ

ピトープ領域の変異を調べた。

また、変異がCTLによる認識に影響を与える変異かどうかを調べた。一一B＊5101と

各ペプチドの結合能と特異的CTLによってこれらの変異ペプチドをパルスした細胞が

認識されるかを調べた。さらに、これらの変異を持つHIV」1を作成し、特異的CTLによ

るウイルス感染細胞に対する細胞傷害活性、ウイルス増殖抑制能を調べた。

3名中2名の長期未発二者ではPo1283－8の8番目のアミノ酸がV（Po1283－8V）であり、

Po1743－9には変異は認められなかった。もう一人の長期未発話者ではPo1283－8、

Po1743－9、 Gag327－9に変異は認められなかった（表6）。

Po1283－8Vペプチドと班週一B＊5101との結合能はPo1283－8ペプチドとの結合能と同程

度であり、Po1283－8特異的CT正による細胞傷害活性も同程度であった（図9A、 C）。

さらに、Po1283－8特異的CTLは、 Po1283－8V変異をもつHIV－1（NL－Po1283－8V）感染

721．221－B＊5101細胞に対し、野生型株であるNL－432感染721．221－B＊5101細胞に対

すのと同程度の細胞傷害活性を示した（図9E）。また、 Po1283－8特異的CT■は効果的

にNL－Po1283－8Vの増殖を抑制した（図9F上）。しかしながら、NL－Po1283－8Vに対する

増殖抑制能はNL－432に対する増殖抑制能よりも有意に低かった（図9F上）。

 発症遅延者においても、Gag327－9には変異は認められなかった。また、 Po1283－8で

は8番目のアミノ酸がT（Po1283－8T）または、Po1283－8の8番目のアミノ酸が

R（Po1283－8R）という配列であった（表8）。また、 KI－127に関しては長期間の解析を行

った。1998年ではPo1283－8に変異は認められず、2000年、2003年ではPo1283－8Tに

変異していた（図8）（表8には2003年のデーターを示している）。
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表6．長期未発症者と発症遅延者におけるPo1283－8、 Po1743－9、 Gag327－9エピトープのシークエンス

sequence

Padent   Po1283－8    Clonal     Po1743－9     Clonal   Gag327－9   Cl㎝al   source

     TAFΨIPS工   丘equency   LPPV▽AKE工   丘equency  NANPDCKT工  倉equency

long－trem non▽progressor

KI－021      一一一一一一一V

KI－051     一一一一一一一一

K【424     一一一一一一一V

slow progress（π

KI－127      ｝『一一一一一T

KI－121     一一一一一一一T

KI－032     一一一一一一一T

KI－007     一一一一一一一R

11／11＊

16／16＊

14／14＊

13／13＊

16／16＊

13／13＊

15／16＊

1一一一一一一一一

一一一 P1一一一一

        4
10／12＊       M）＊

        4
15／15＊    ND＊

14／15＊    一一一一一一一一一

17／17＊

12／13＊

15／15＊

18／18＊

       2
    2005／1＊
       3
    2002／7＊
  1         3
16／16＊     2001／8＊

       314／14＊     2003／2＊

       313／13＊    1999／12＊

       314／15＊    2002／10＊

       314／15＊    2001／6＊

＊1
i検出された変異の数）／（シークエンスしたクローンの数）

＊2
vロウイルスDNAからシークエンスを行った

＊3

検�?ﾌウイルスRNAからシークエンスを行った
＊4
oCRによって領域を増幅できなかった

Po1283－8特異的CTLによる細胞傷害能はPo1283－8Tペプチドに対し、 Po1283－8ペプ

チドよりも10倍程度低下していた（図9C）。また、Po1283－8T変異を持つ

HIV－1（NL－Po1283－8T）感染721．221－B＊5101細胞に対しては細胞傷害活性を示さず、

NL－Po1283－8Tウイルスに対する増殖抑制能は低かった（図9E、 F）。

Po1283－8TペプチドはH伍rB＊5101との結合能がPo1283－8ペプチドよりも低かった（図

9A）。これらのことから、 Po1283－8T変異エピトープーHLA－B5101複合体の細胞表面へ

の発現が低いために、Po1283－8特異的CTLはPo1283－8T感染細胞を認識できないと

考えられる。

Po1283－8特異的CTLはPo1283－8Rペプチドをパルスした細胞に対し細胞傷害活性を

示さなかった、またこのペプチドは㎜一B＊5101と結合しなかった（図9A、 C）。さらに、

Po1283－8特異的CTLはPo1283－8R変異を持つHIW（NL－Po1283－8R）感染
721．221－B＊5101細胞に対して細胞傷害活性を示さず、NL－Po1283－8Rウイルス増殖抑

制能は低かった（図9E、 F上）。

 これらのことからPo1283－8TとPo1283－8Rという変異はPo1283－8特異的CTL 1から逃

避iする変異であることが明らかになった。

 2名の発症遅延者ではPo1743－9領域は1番目のアミノ酸が1（Po1743－11）、または4

番目と5番目のアミノ酸が1（Po1743－4151）という配列であった（表6）。 Po1743－9特異的

CTLは効果的にPo1743－11変異HIW（NLPo1743－11）の増殖を抑制した（図9F下）。

一方で、Po1743－4151変異HI～q（NL－Po1743－4151）に対する増殖抑制能は減少した（図
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9F下）。 Po1743－9特異的CTLのPo1743－4151ペプチドパルス細胞に対する細胞傷害活

性はPo1743－9ペプチドパルス細胞に対するよりも10倍程度低くいが、棚一β＊5101分

子に対する結合能は同程度であった（図9B、 D）。これらのことから、 Po1743－4151変異

はPo1743－9特異的CTLのT細胞レセプターによる認識に影響を与えることが示唆さ

れた。Po1743－4151変異は、発症遅延者の中でもウイルス量の高いKI－007において

Po1743－9特異的CTLによるHIV－1の増殖抑制に影響を与えているのかもしれない。
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図9肌4．B曹5101分子に対す
る変異ペプチドの結合能と特異

的CTLの変異エピトープ認識
能

A．肌A－B5101分子とPo1283－8

変異ペプチドの結合能を示し

た。記号はPo1283－8（◆）
Po1283－8V（■），一8L（来），一8T（×），

一8R（▲）を示している。B．

HLA－B5101分子とPo1743－9変
異ペプチドの結合能を示した。

記号はPo1743－9（▲）、 Po1743－11

（×）、51（来）、一4151（●）を示して

いる。C．0．1～1000nMの変異
ペプチドに対するPo箆83－8特異

的CTLの細胞傷害活性を示し
た。記号はAと同様。D．0．1～1000nMの変異ペプチドに対するPo1743－9特異的CTLの細胞傷害活性を示し
た。記号はBと同様。E．1000nMペプチドパルス721．221－B＊5101細胞（黒）、 NL－432（赤）、 NL－Po1283－8V（青）、

NL－Po1283－8T（緑）、 NL－Po1283－8L（灰色）、 NL－Po1283－8R（緑斜線）それぞれに感染させた721221－B＊5101細

胞、非感721221－B＊5101染細胞（白）に対するPo1283－8特異的CTLおよびコントロールとしてPo1743－9特異的

CTLの細胞傷害活性をE：T＝2：1で測定した。 F． Po1283－8特異的CTL（上段）とPo1743－9特異的CTL（下段）に

よる変異ウイルス増殖抑制能を示した。Po1283－8特異的CTLとPo1743－9特異的C皿．をそれぞれHIV・1感染
CD4＋T細胞とE：T＝1：1～0．001：1で共培養した、培養上清中のHIV・l p24（ng！ml）を測定した。また、 E：T＝1＝1で

共培養したときの、それぞれ3つのCTLの増殖抑制能の平均を示した。アスタリスク（＊）はNL－432と比較した際

に統計的に有意な差（p＜0．05）を示している。
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c．CTLの免疫選択圧による逃避変異の選択

HIVシークエンスデーターベース（Los Alamos National Laboratory）を検索したところ、

HIV」1クレードBとして登録されている配列のうちPo1283－8は74％、 Po1743－9は73％

がそれぞれPo1283－8：TAFTIPSI、 Po1743－9：LPPVV：KEIの配列であった（図11A、

E）。またPo1283－8の8番目のアミノ酸の変異とPo1743－9の1番目のアミノ酸の変異は

比較的多く認められた。そこで、H乙孟B＊5101を持つHrv」1感染者（Po1283－8に関して

は60名、Po1743－9に関しては41名）と．三岳B＊5101を持たないHrv4感染者

（Po1283－8に関しては217名、Po1743－9に関しては27名）の血漿またはPBMCより分

離したHrV」1遺伝子のPo1283－8とPo1743－9エピトープ領域の配列を調べた。

Po1283－8の8番目のアミノ酸（P8）の変異の頻度は盟．B＊5101陽性で97．2％、陰性

69．1％であり、これはデーターベースに登録されているこの領域の変異の頻度よりも高

かった。このことは、日本のHIV」1感染者の中でPo1283－8のP8の変異が蓄積されて

きていることを示している。さらに、Po1283－8のP8の変異の頻度は㎜rB＊5101陰性と

比較してH研一B＊5101陽性のHIW感染者の中で統計学的に有意に増加している

（図10B）。このことから、 Po1283－8のP8の変異はH耐一β＊5101拘束性CTLの免疫圧

によって選択されてきたことが示唆された。また、Po1283－8のP8はThr、 Leu、 Arg、 Val

の4つのアミノ酸への変異が比較的多く認められる。このうちThrへの変異は

HLオ．B＊5101陰性と比較して1丑オーB＊5101陽性のHrw 1感染者で統計学的に有意に

多い（図10C）。このことからPo1283－8のP8のThrへの変異はHM－B＊5101拘束性CTL

の免疫圧によって選択されたと考えられた。Po1283－8特異的CTLがLueへの変異’

（Po1283－8L）を持つウイルス（NL－Po1283－8L）感染細胞に対し細胞傷害活性を示さず、

変異ウイルスにたいする増殖抑制能が低いことから、逃避変異であることを明らかにし

た（図10E、 F上）。しかしながら、その頻度には，二三B＊5101陰性と．肌オ「8＊5101陽性

のHIV－1感染二間で統計学的に有意な差はなかった（図10C）。

Po1743－9の変異の頻度は。肌沙β＊5101を持つHIV－1感染者で61．0％、1丑4B＊5101

を持たないHIV4感染者で40．7％であり、これはデーターベースに登録されているこ

の領域の変異の頻度よりも高かった（図10E）。このことは、日本のHIV－1感染者の中で

Po1743－9領域に変異が蓄積されてきていることを示している。しかしながら、日本の

HIV」1感染者のPo1743－9の配列を1丑二一B＊5101陰性と陽性で比較したところ統計学

的に有意な差はなかった（図10F）。
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図10Po1283－8とPo量743－9エピトープにおける変異

A、D． HIV・1データーベース（Los Al㎜os Natio副Laboratory）に登録されているPo1283－8と

Po1743－9の変異を示した。 B、 C．60名の㎜一B＊5101陽性と217名の㎜．B＊5101陰性HIV－1感

染者由来HIV」1のPo1283－8エヒ。トープのシークエンスを調べ変異の頻度を示した。 E、 F．41名の

盟．B＊5101陽性と27名の昭一B＊5101陰性HIV－1感染者由来HI～qのPo1743－9エピトープのシ
ークエンスを調べ変異の頻度を示した。統計解析はカイニ乗検定を用いた。

d．Po1283－8特異的CD8＋T細胞の維持とPo1283－8変異特異的CD8＋T細胞の解析

，門門B＊5101を持つHIV－1感染者の中で実際に、 Po1283－8特異的CTLの免疫圧に

よって、HIV－1がPo1283－8からPo1283－8Tへと変異しているとすれば、 Po1283－8の配列

を持つHrv－1に感染した1丑沙B＊5101陽性感染者体内にはPo1283－8特異的メモリー

CD8＋T細胞が存在しており、さらにPo1283－8T特異的CD8＋T細胞は誘導されていな

いと予測される。

Po1283－8T配列を持つウイルスが検出された4人の伽一B＊5101陽性HIV－1感染血

友繍（3人の発症遅延細27、H－121、H－032と1名の㎜Tを受けている
患者KI－078）由来のPBMCをPo1283－8特異的テトラマーを用いて解析すると、

Po1283－8特異的テトラマー陽性CD8＋T細胞は検出できなかった（表5、 KI－078につい

てはデーターを示していない）。

 そこで、メモリーT細胞からPo1283－8課目的CD8＋T細胞を誘導するため、4名の感

染者由来のPBMCをPo1283－8ペプチドで刺激し、培養後、 Po1283－8特異的CD8＋T
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細胞が誘導されたかをIFN一γ産生能を測定することで確認した。培養したKI－127と

KI－078由来PBMCからはPo1283－8特異的CD8＋T細胞を検出することができた（図

11）。しかし、2006年4．月のKI－127由来PBMCではPo1283－8特異的CD8＋T細胞を

検出できず、このことはPo1283－8特異的メモリーT細胞の枯渇を示唆しているのかもし

れない。しかしながら、この2名の感染者では20年以上にわたって、Po1283－8特異的

メモリーCD8＋T細胞が維持されていたことが明らかになった。一方、 KI－121とKI－032

由来の培養したPBMCからはPo1283－8特異的CD8＋T細胞を検出できなかった（図

11）。また4名とも、Po1283－8Tで刺激した場合、 Po1283－8T特異的CD8＋T細胞は検出

できなかった（図11）。このことから、Po1283－8T変異はPo1283－8T特異的CD8＋T細胞

を誘導できないことが示された。これらのことは、Po1283－8TがPo1283－8に変異を持た

ないウイルスに感染した患者体内で選択された逃避変異であることを示唆している。

 同様にPo1283－8R変異を持つKI－007に関して調べたところ、 KI－007はPo1283－8

特異的CD8＋T細胞を持っているが、 Po1283－8R特異的CD8＋T細胞は持たないこと

が示された（図11）。このことは、Po1283－8R変異もまたPo1283－8R特異的CD8＋T細胞

を誘導することができない、Po1283－8特異的CTLから逃避する変異であることを示して

いる。
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図11Po1283－8特異的C1⊃8＋T細胞の誘導
4名の発症遅延者（lq－127、 KI－121、KI－032、 KI－007）と抗ウイルス療法を受けている感染者（KI－078）由来PBMCを

Po1283－8およびPo1283－8TまたはPo1283－8Rペプチドで刺激し、培養後、各ペプチドをパルスしたCIR－B串5101細

胞で刺激した。CD8＋T細胞中のIFN一γをフローサイトメトリーにて解析した。 CD8＋T細胞中のIFN哩陽性細胞のパー

セントをプロット中の右上に示した。
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8．考察

 本研究において、Amsの発症遅延と相関するHLAクラス1アレルであるHLA－A26

の2つサブタイプ、棚．4＊2602、A＊2603に提示されるエピトープを同定した。同定し

たエピトープのうち伽．浸＊2602と17H．∠＊2603両方に提示される
Gag 169－177（EVPMFSAL）はもう一つのサブタイプである、，肌オ．浸＊2601拘束性のエピ

トープとしても報告されている（41）。Gag 169－177特異的CD8＋T細胞は．三二認＊2601、

辺＊2603を持つHIV－1感染者で高頻度に誘導され、一方でH厘．∠＊2602を持つ感染

者では誘導される頻度が低かった。興味深いことに、Gag 169－177特異的CD8＋T細胞

が誘導された2人の珊．4＊2602を持つ感染者は長期未発症者と比較的ウイルス量

の低い感染者であった。

 一方で、Gag169－177は伽一Cw＊0102拘束性の8アミノ酸からなるエピトープ

（VIPMFSAL）を含んでいる。棚一Cw＊0102は多くの日本人が持つHLA－Cアレルであ

る。このことから窓辺＊2601や辺＊2603を持つヒトが同時に1三差C1〃＊0102を持つ可

能性があり、そうしたヒトにおいては両方のHLAに提示され、特異的CD8÷T細胞が誘

導される可能性が示唆される。また、Gag169－177はAIDSの発症遅延と強く相関する

HLA－B57のイムノドミナントなエピトープKF 11（KAFSPEVIPMF）と重複：している（52）。

これまでにHLA－B57のこのエピトープを解析した研究でこのエピトープ特異的CTLの

変異ウイルスに対する交差活性が高さとウイルス量の問には相関があるという報告もあ

り（53－55）、KF 11特異的CTLが病態進行に寄与している可能性が示唆されている。ま

た、HIV」1感染者を対象とした大規模な解析によって、 HIV－1のGagに特異的なCTL

反応を示す集団ではGag特異的なCTLの反応が無い集団と比較してウイルス量が有

意に低いことが報告されている（37）。このことから、Gag特異的CTLがウイルスの増殖

抑制に重要であることが示されている。

 さらに、当研究室において伽．浸＊2601拘束性Gag169－177特異的CTLのウイル

ス増殖抑制試験を行ったところ、盟．B＊5101拘束性の2っのエピトープ特異的CTL

と同様にGag 169－177特異的CTLはHLAクラス1抗原の肇現低下の影響をほとんど

受けず強いウイルス増殖抑制能を示した（当研究室の未発表のデーター）。これらのこ

とからGag l 69477特異的CTLは1丑孟浸＊2601、辺＊2603を持つHIV－1感染者にお

いて重要な役割を果たしている可能性が示唆された。しかしながら、Gag169－177特異

的CD8＋T細胞が実際に生体内においてHIV－1の複製を制御できるかは明確ではな

く、発症遅延とHLA－A26サブタイプ、 Gag 169477特異的CD8＋T細胞の関係を明ら

かにするためには今後、大規模な患者集団をもちいた解析が必要になると考えられ

た。

一方、AIDSの発症遅延と相関するもう一つのHLAクラス1アレルである、
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，肌∠一B＊5101に関しては、すでにPo1283－8、 Po1743－9、 Gag327－9特異的CD8＋T細胞

は1瑚．B＊5101を持つHIV－1感染者において高頻度に誘導される（47，当研究室の

未発表データー）エピトープがあることが分かっている。本研究では、捌．B＊5101を

持つエイズ長期未発症者と発症遅延者における、3っのエピトープ特異的CD8＋T細

胞についての解析を行った。

 これまでの研究で’ηv’加でPo1283－8とPo1743－9特異的CTLは強いウイルス増殖

抑制能を示すが、Gag327－9特異的CTLのウイルス増殖抑制能は弱いことが示されて

いる（39）。このことから’ηv’voでのウイルス増殖抑制にPo1283－8とPo1743－9特異的

CTLが関与している可能性が考えられた。

 本研究において、Po1283－8特異的CD8＋T細胞は棚「8＊5101を持つ長期未発二

者とウイルス量の低い発症遅延者で検出され、Po1743－9特異的CD8＋T細胞は7名の

長期未発二者と発症遅延者全員において検出された。また、HAARTを受けている

伽一β＊5101を持つHIV－1感染者においても、 Po1743－9特異的CD8＋T細胞は検出さ

れたが、Po1283－8特異的CD8＋T細胞は検出されなかった（データーは示していな

い）。

 これらのことから以下に示す、2っの可能性が示唆された。1）Po1283－8特異的CTL

とPo1743－9特異的CTL両方が感染者体内で働くことがHIV－1の増殖を抑制に重要で

ある可能性。2）Po1283－8特異的cTLが感染者体内で働くことがHrv：一1の増殖を抑制

に重要である可能性。しかしながら、我々のこれまでの解析ではPo1283－8特異的

CD8＋T細胞を持つが、 Po1743－9特異的CD8＋T細胞は持たない感染者は見つかって

おらず、Po1743－9の’ηv’voにおける機能は明らかでない。このことから、 Po1283－8特異

的CTLが’ηv’voにおけるHIV－1の増殖抑制に強く寄与している可能性が高いと考え

られた。

 3つのPo1283－8逃避変異のうちPo1283－8TはH乙沙β＊5101を持つHrv－1感染者で

統計学的に有意に多かった。また、長期間にわたるKI－127の解析で、 Hrv：一1感染の

比較的早い時期にPo1283－8の配列がPo1283－8Tへと変異していることを示した。この

ことからもPo1283－8Tが二一B＊5101拘束性Po1283－8特異的CTLの免疫選択圧によ

って選択された変異であることが示唆された。Po1283－8特異的CTLによって感染細胞

が認識されないことから、Po1283－8RとPo1283－8しもCTLからの逃避変異ではあるが、

この変異の頻度はHM－B＊5101を持つHIV－1感染者と持たないHIV－1感染者の間で

統計学的に有意な差はなかった。このことはこの2つの変異は，肌オーB＊5101特異的

CTLの免疫選択圧によって選択された変異ではない可能性がある。しかしながら

Po1283－8L変異はHIV」1シークエンスデーターベース（Los Al㎜os national hlstitute）

に登録されている配列の頻度と比較すると、日本人おいて高い頻度で認められた。一

方で、あるHLA持つヒトが多い集団内では逃避変異が蓄積されるという報告がある

（56）。このことから、Po1283－8L変異が日本人において蓄積されているため、
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棚一B＊5101を持つHIV－1感染者と昭一B＊5101を持たないHIV－1感染者で差が認

められないのかもしれない。Po1283－8T、一8L、一8R変異HIV－1をそれぞれ野生型の株

であるN■一432競合させて細胞に感染させると、Po1283－8T、一8L、一8R変異HIV－1は

NL－432と同様に増殖し、その割合は長期間の培養においてもほぼ1：1である（未発表

であり共同研究先より提供されたデーター）。この結果は逃避変異ウイルスの

H伍一B＊5101を持たない集団における蓄積を説明できる。つまり、Po1283－8T、一8L、

一8R変異ウイルスはウイルスの増殖に影響を与えない変異であるため、棚「8＊5101

拘束性CTLの免疫選択圧がない場合も元の配列に戻ることなく維持されていくと考え

られる。しかしながら、日本人において伽一B＊5101の遺伝子頻度は8．3％であり（40）、

これから予測される棚rB＊5101を持つヒトの頻度は16％程度とそれほど高くない。こ

のことからPo1283－8特異的CTLの免疫選択圧のみによってPo1283－8■変異が蓄積す

るとは考えにくく、この変異を選択するような他の肌A拘束性CTLの存在が予想され

る。

Po1283－8Vをもつウイルスは60名の昭一B＊5101を持つHIV」1感染者のうち5名（こ

のうち2名はLTNP）でのみ検出された。この変異は頻度が低いため20年以上前に

HIV－1に感染した、長期未発症の感染者がもともとPo1283－8Vを持つウイルスに感染し

た可能性は低いと考えられる。Po1283－8特異的CTLはNL－Po1283－8V感染細胞に対

し細胞傷害活性を持つが、一方で、NL－Po1283－8Vに対するウイルス増殖抑制能は

NL－432に対するよりも有意に低い。これまでの研究で、 HIv－1特異的cTLがHrv：一1

感染CD4＋T細胞を殺すことができないが、HIV』1増殖抑制試験においてはHIV－1に

対し部分的ではあるが増殖抑制工をもっことが示されており（39）、細胞傷害試験よりも

HIV－1増殖抑制試験の検出感度が良いと考えられる。また、本研究では細胞傷害試

験においてはHLAを高発現している細胞株を用いていることから、 Hrv：一1増殖抑制試

験の結果がより生体内での反応を反映していると考えられる。これらのことから、

Po1283－8特異的CTLはPo1283－8Vウイルスを完全に抑制することはできないと考えら

れる。Po1283－8特異的CTLによるウイルス抑制能の違いによって、 Po1283－8Vを持つ

HIV4は長期未発症者の中で時間をかけて選択されてくると予想される。

 Po1283－8V変異HIV－1を野生型の株であるNL，一432と競合させて細胞に感染させる

と、Po1283－8V変異ウイルスはNL－432よりも増殖が遅く、長期間培養すると、 NL－432

の割合が増加する（未発表であり共同研究先より提供されたデーター）。これらのことを

まとめて考えると、Po1283－8Vが出現することによって、長期未発二者においてウイル

ス量が低く保たれているのかもしれない。

 HIV－1シークエンスデーターベースに登録されているHIV－1の配列と比較すると、

Po1283－8の8番目のアミノ酸の変異は日本のHrv：一1感染者において蓄積されている。

そして、Po1283－8特異的CTLからの逃避変異を持つ感染者において変異エピトープ

特異的CTLは誘導されていない。このことは逃避i変異ウイルスが1丑孟B＊5101を持た
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ないヒトに感染した場合も野生型の配列に戻らないということを示唆している。

 これらのことは．肌んB＊5101を持つヒトが逃避変異ウイルスに感染する可能性が高く

なっていることを示している。最初から逃避変異ウイルスに感染した．肌んB＊5101を持

つヒトでは変異ウイルスの増殖制御が困難になることが示唆される。つまり、日本の

HIV－1感染者における逃避変異の蓄積によって過去に感染した．肌4－B＊5101を持つ

ヒトと比較して、最近の感染者では感染の急性期に免疫応答が低下することが予測さ

れる。このことから、日本で新規に感染したヒトにおいては、棚一B＊5101とAIDSの発

症遅延との相関は見られなくなっていく可能性が推測された。

本研究において、HLA－A26に提示されるイムノドミナントなエピトープを同定した。また

このエピトープ特異的CTLは生体内でウイルスの増殖抑制に重要である可能性を示

唆した。さらに、H乙4B＊5101を持つHIV－1感染者においてはGag327－9特異的

CD8＋T細胞や、 Po1743－9特異的CD8＋T細胞よりも、 Po1283－8特異的CD8＋T細胞

が効果的に働いていると考えられ、ウイルスの複製能が減少し、Po1283－8特異的CTL

が認識する変異は盟一．B＊5101を持つrTNPにおける長；期間のHIV」1の抑制に関与

している可能性を示した。これらの知見はAmsの発症遅延のメカニズムを理解する上

で重要であり、今後のワクチン開発に寄与するものと期待する。
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9．結語

 HIV－1感染者において、 Highly active antiretroviral therapy（HAART）カヨ行われるよ

うになり、感染者の予後は飛躍的に改善された。しかしながら、先進国では抗ウイルス

薬による副作用、長年薬を飲み続けることに対するストレスが問題になっており、一方、

抗ウイルス薬は高価であるため、発展途上国において治療は困難である。また、世界

的にも日本においてもHIV－1感染者は年々増加しており、これらの問題を克服するた

めにワクチンの開発が望まれている。これまで、H：IV 1ワクチンに関しては、生ワ

クチンや中和抗体誘導型のワクチンが試験されてきた。しかし、その安全性や

ヒトにおける有効性の問題によって、いまだ実用化には至っていない。現在、

細胞性免疫誘導型のワクチンを目指し、効果的なワクチン開発のためにベクタ

ーや動物モデルの研究が多く進められている。また、ワクチンのために誘導すべき

免疫機構の解明も重要な課題となっており、近年、効果的にHIV」1の増殖を抑制する

ことができるCTL、またそうしたCTLの標的となりうる抗原が研究されている。

 本研究によって1種類のH乙孟∠＊2602拘束性CTLエピトープ（Gag 169－177）、2種

類のH紐辺＊2603拘束性CTLエピトープ（Gag l 69－177、 Env63－72）を同定した。これら

のエピトープ、中でもHLA－A26の3つのサブタイプに提示されるGag 169－177は今後

のワクチン研究開発や病態解析に寄与することが期待される。また、長期未発二者と

発症遅延者における11H一三＊5101拘束性Po1283－8の解析によって、エピトープ領域

にウイルスの増殖に影響しない逃避変異と、CTLによって認識されるがウイルスの増

殖に影響を与える変異という2種類の変異を発見した。ウイルスの増殖に影響を与え

るがCTLによって認識される変異の出現によって、長期未発武者においてウイルスが

低く保たれていると考えられ、これが長期未発症のメカニズムの一因であることを示唆

した。

 今後の抗ウイルス活性の優れたCTLのより詳細な解析、ワクチンの研究開発や病

態進行に関連する要因の解明、さらにHIV－1の進化に関する研究に寄与すると考えら

れる。
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