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第 1 章 研究の背景と目的 

 

後天性免疫不全症候群 (AIDS)の原因となるヒト免疫不全ウイルス 1 型 

Human Immunodeficiency type 1（HIV-1）は、血液や粘膜からの感染後、急性

期および慢性期を経て AIDS を発症する。HIV-1 は 1983 年に発見されてから

30 年以上経過している(1)。HIV-1 の臨床像として様々な問題があり、その一つ

として HIV-1 感染者では様々な癌の発生のリスクが上昇するが、HPV（Human 

papillomavirus）感染と子宮頸がんのような他のウイルス感染による癌の発症

についてはよく知られている。特に婦人科領域において子宮頸がんでは前癌病

変のリスクは HIV-1 感染者において非感染者の 5 倍となり、ハイリスク型の

HPV-16 または 18 の感染が危険因子として挙げられている(2)。また抗 HIV-1 治

療により HPV の消失や CIN（cervical intraepithelial neoplasia, 子宮頸部上

皮内腫瘍）の退縮があると言われている(3)。さらに産科領域においては HIV-1

の母子感染が問題となる。その経路には主に経胎盤感染、産道感染、母乳感染な

どがあり、先進国での報告は激減しているものの、主に発展途上国では未だに年

間約 33 万人の HIV-1 母子感染が起きている(4)。また、HIV-1 母子感染による

早産、死産、低出生体重児のリスクの増加、胎児異常などの研究はこれまでに多

くなされている(5)。妊娠中の抗 HIV 薬投与による予防により妊婦の母子感染に
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おいて 95-98%の母子感染において効果が得られ、そのリスクが 5%以下に低減

される(6-10)などの報告があり、HIV-1 感染症は性感染症や母子感染症として産

婦人科領域でも様々な問題となっている。 

現在抗レトロウイルス療法（antiretroviral therapy, ART）により、HIV-1 の

増殖を抑制することが出来るようになり、HIV-1 感染者の生命予後は改善され

たが、HIV-1 を感染者の体内から完全に排除することは困難である。ART を開

始した HIV-1 感染者は実質生涯治療を継続する必要があることになるが、高い

内服率を守りながら長期間の内服を続けることは、患者の QOL の低下、経済的

負担、副作用など様々な問題を惹起する。 

HIV-1感染は高ウイルス量を呈する急性感染期、その後比較的安定したウイルス

量となる慢性感染期、そして免疫が破綻し高いウイルス量とともに 日和見感染

症を伴う AIDS 期という流れで経過する。これまでに様々な研究から慢性期の血

中ウイルス量と病気の進行には関連があり、血中ウイルス量の低い患者は進行

が遅くなることが分かっている(11-13)。HIV-1 感染では、感染直後から HIV-1

特異的 CD8 陽性 T 細胞が強力に誘導され、ウイルス量のコントロールに非常に

重要な役割を果たしていることが明らかとなっている(14-18)。試験管内で HIV-

1 感染者由来の HIV-1 特異的 CD8 陽性 T 細胞を HIV-1 感染細胞と共培養する

ことでウイルス産生が抑制され(18)、抗 CD8 モノクローナル抗体投与前はウイ
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ルスコントロールが良好であった SIV（サルエイズ）モデルにおいて、CD8 陽

性 T 細胞を抗体で 99.9％減少させるとウイルス量の上昇が確認され(19)、この

ような個体で CD8 陽性 T 細胞が回復するとウイルスが再度抑制されることも

わかっている(20)。 

HIV-1特異的 CD8 陽性 T 細胞は HIV-1 感染細胞を認識して細胞傷害性を発揮

する。HIV-1 の遺伝子として構造遺伝子である gag, pol, env および制御遺伝子

tat, rev, nef, vif, vpr, vpu がある（図１A）。HIV-1 感染ではこの 9 つすべての

ウイルスタンパク質由来の抗原に対して CD8 陽性 T 細胞が誘導されるが、その

中でも gag, pol, nef に多くの反応が見られる（図 1B）。また、これまでの研究

によりすべての HIV-1 特異的 CD8 陽性 T 細胞が抗ウイルス効果をもつのでは

なく、特定の HIV-1 特異的 CD8 陽性 T 細胞のみウイルス量のコントロールに

寄与することが分かった(21-23)。南アフリカで行われた研究では、Gag 特異的

CD8 陽性 T 細胞のみが血中ウイルス量の抑制に関与することが分かった(24)。 

HIV-1 感染細胞において、ウイルス由来の遺伝子から翻訳されるタンパク質は

プロテアソームによるプロセシングを受けペプチド断片として処理される。こ

のペプチド断片のうち一部が主要組織適合抗原（major histocompatibility 

complex, MHC）クラス I 分子と結合して複合体を形成する。このペプチドを

エピトープと呼ぶ。ヒトの  MHC class I 分子はヒト白血球抗原（human 
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leukocyte antigen, HLA）と呼ばれる。 

CD8 陽性 T 細胞 は T 細胞受容体（T cell receptor, TCR）を介してペプチド

を提示した HLA class Ⅰ分子を認識し、細胞傷害性を発揮する。CD8 陽性 T

細胞応答の抗原特異性は各個人がどの HLA classⅠ遺伝子型を持つか

で規定されているが、HLA classⅠ遺伝子型は人種により大きく異なっており

(図 2、25,26)、日本人においては Gag, Pol 特異的 CD8 陽性 T 細胞応答がウイ

ルス量のコントロールに有効であり、12 種類のエピトープが HIV-1 のウイルス

抑制に寄与するという報告があるが(27)、まだ研究は少ない。 

今回私は日本人の検体を用い、日本人慢性期 HIV-1 感染者における Gag 特異

的 CD8 陽性 T 細胞の反応と血中ウイルス量の関係、また Gag における血中ウ

イルス量のコントロールに関与する部位の特定について調べることを目的とし

た。 
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第 2 章 材料と方法 

対象患者 

2005 年 3 月から 2012 年 7 月までの間に、東京大学医科学研究所附属病院感

染免疫内科を受診し HIV-1 感染している日本人の患者で、慢性期、未治療の患

者 68 人を対象とした。68 人のうち男性 63 人、女性 5 人であった。 

本研究では、初診より半年以上経過している患者より採血し、その血漿および

末梢血単核細胞（peripheral blood mononuclear cells, PBMC）を使用した。サ

ンプル採取時の 血中ウイルス量の中央値は 14000 コピー/ml (40 ~ 320000 コ

ピー/ml）、CD4 陽性 T 細胞数の中央値は 385 個/μl （125 ~ 1290 個/μl）で

あった。血漿と PBMC を標準的な手技で分離し、使用直前まで血漿は-80℃、

PBMC は-196℃の液体窒素中にそれぞれ保存した。また、すべての患者は抗

HIV-1 治療薬の使用経験はなかった。本研究は、東京大学医科学研究所倫理審査

委員会によって承認され（承認番号 20-47-210521, 20-31-1120）、すべての患者

からインフォームド・コンセントが得られた。 

 

HLA class I 遺伝子型の決定 

QIAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN)を使用し、標準的な手技によってゲ

ノム DNA を PBMC から抽出した。WAKFlow HLA typing kit (Wakunaga)と
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Luminex Multi-Analyte Profiling system (Luminex Corporation)を使用して

HLA class I 遺伝子型の決定を行った。 

 

培地 

100 U/ml のペニシリンとストレプトマイシン、 10％の不活性化した牛胎児

血清を含む RPMI 1640（R10）(Wako)を使用した。 

 

ペプチド 

Gag領域において主に 15アミノ酸(12-17アミノ酸)からなるペプチドを 10ア

ミノ酸ずつオーバーラップさせながら、Gag タンパク質全長をカバーするよう

に合成されたオーバーラップペプチド(overlapping peptide: OLP、Sawady 

Technology CO.,Ltd.)全 115 種を使用した。OLP は DMSO（ジメチルスルホキ

シド）にて 5mg/ml に調整し、使用するまで-80℃で保存した。Matrix として各

OLP を 8μl ずつ加え、各 OLP の濃度が 200μg/ml となるように RPMI1640

を用いて 200μl にメスアップした。 

 

IFN-γ ELISpot assay 

PBMC は実験に使用する 6 時間前に R10 で解凍した。PVDF (polyvinyl-



 

9 

 

difluoride) 膜を使用した 96 ウェルプレート（MAIPS4510; Millipore） に抗ヒ

ト IFN-γ モノクローナル抗体 1-D1k（5 μg/ml、Mabtech, PBS で希釈）を

入れ、4 ℃で 一晩静置した。抗原として上記 OLP を R10 で 終濃度 1μg/ml に

なるように希釈し、50 μl ずつウェルに分注した。PBMC は 7.5~ 10×104 個

/50 μl になるよう R10 で調整し OLP が入ったウェルに加えた。陰性対照と

して OLP が入っていないウェルに PBMC と R10 を分注した。陰性対照は 3 ウ

ェル用意した。陽性対象は PHA を使用し 2μg/ml で使用した。 

プレートを 37 ℃、 5％ CO2 の条件下で 16 ~ 18 時間インキュベーション

し、0.01％ tween-20 を添加 した phosphate-buffered saline（PBST）で 6 回

洗浄した。次にビオチン化した 抗 IFN-γ モノクローナル抗体 7-B6-1（1 μ

g/ml、Mabtech）を加え、室温で 1 時間静置し、PBST で洗浄を行った。最後

に streptavidin-alkaline phosphatase conjugate（1000 倍希釈、Mabtech）を

加え、 室温で 1 時間静置後 PBST を用いて洗浄した。Alkaline phosphatase-

conjugated substrate（Bio-Rad）を使って 15 分間発色反応を行い、現れたス

ポットを KS ELISPOT compac（Carl Zeiss）で数えて、反応性 T 細胞数(spot-

forming units/106 PBMC, SFU/106PBMC）を算出した。50 SFU/106PBMC 以

上、陰性対照の平均 SFU/106PBMC の 3 倍以上、さらにネガティブコントロー

ルの平均 SFU/106PBMC +3×標準偏差以上のうち、最も高値をカットオフ値と
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し、それ以上の場合、反応性 T 細胞ありと判断した（28）。 

 

エピトープと HLA 拘束性情報の収集 

本研究では、エピトープとして Los Alamos HIV molecular immunology 

database の中で ”Best-defined CTL/CD8+ Epitope” として記載されている、

HLA 拘束性と長さが同定されているものを採用した。 

（ http://www.hiv.lanl.gov/content/immunology/tables/optimal_ctl_summary.

html） 

 

血漿からのウイルス RNA 抽出 

ウイルスRNAは血漿 140μlを用いてQIAamp viral RNA Mini kit（QIAGEN）

を使用して抽出した。抽出されたウイルス RNA は 80μl の 0.04%アジ化ナトリ

ウムを含む RNase フリー水に溶解し、RT-PCR で使用するまで-80℃で保存し

た。 

 

RT-PCR 

抽出された HIV RNA から相補鎖 DNA(c-DNA)を合成し HIV-1 gag 領域を増

幅した。逆転写酵素として SuperScript III Reverse Transcriptase、DNA ポリ

http://www.hiv.lanl.gov/content/immunology/tables/optimal_ctl_summary.html
http://www.hiv.lanl.gov/content/immunology/tables/optimal_ctl_summary.html
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メラーゼとして Platinum Taq DNA polymerase with High Fidelity を用いた

one-step Superscript III RTplatinum TaqHiFi system (Invitrogen)を使用して、

reverse transcription PCR (RT-PCR)を施行した。5μl のウイルス RNA、20μ

l の 2× reaction mix、200nM の forward と reverse の outer primer、0.8μl

の enzyme mix と、蒸留水でそれぞれ 40μl の反応混合物を作成した。RT-PCR

の primer は 、 標 準 的 な HIV-1 実 験 株 で あ る HXB2 

(http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/REVIEWS/HXB2.htm)の配列

に 準 じ て 作 成 し た 。 Forward primer と し て

AAATCTCTAGCAGTGGCGCCCGAACAG (HXB2: 623-649)、Reverse primer

として TAACCCTGCGGGATGTGGTATTCC (同 2849-2826)を使用した。50℃

30 分にて逆転写反応を行った後、94℃2 分後、94℃15 秒、56℃30 秒、68℃2 分

を 35 cycle にて PCR を行った。Second-round PCR は、Takara Ex Taq Hot 

Start Version (Takara Bio Inc)を用いて施行した。RT-PCR から得られた 2μl

の PCR 産物を使用して反応混合物を作成した。Second-round PCR の primer

のシークエンスは、Forward primer として GCGGCGACTGGTGAGTACGCC 

(同 734-754)、Reverse primerとしてTCCTTTAGTTGCCCCCCTATC (同 2314-

2294)を使用した。PCR の条件は、94℃2 分後、94℃30 秒、60℃30 秒、72℃2

分を 35 cycle し、最後に 68℃10 分とした。PCR で増幅した産物は、アガロー
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スゲル電気泳動にて確認し、増幅が確認できたものは Qiaquick PCR 

purification kit (QIAGEN)を使用して精製した。 

 

塩基配列決定 

ABI PRISM BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied 

Biosystems)を使用してシークエンス解析を行い、Applied Biosystems 3130xl 

genetic analyzer で解析を行い、塩基配列を得た。得られた塩基配列をアミノ酸

に翻訳した。Los Alamos National Laboratory （LANL）内のツール Consensus 

Maker 

(http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/CONSENSUS/consensus.html) を

利用して、consensus 配列を作成した。 

 

統計解析 

実験データは GraphPad Prism (GraphPad Software, La Jolla, CA)を用

いて統計解析を行った。反応部位数とウイルス量、CD4数の関連は2群間の比較

には Mann-Whitney U 検定、多群間比較にはKruskal-Wallis検定を用いて評価

した。 反応性T細胞数の総和とウイルス量及びCD4数の関連はSpearman’s 

correlation 解析を用いて評価した、各OLPの反応者の数とウイルス量の関連
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についてはMann-Whitney U 検定を用いて評価した。有意差はP<0.05とし

た。  
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第 3 章 結果 

本研究で用いた HIV-1 感染者の HLA class I 遺伝子型の解析 

本研究で対象とした 68 人の HIV-1 感染者の HLA classⅠ遺伝子型を決定し、

報告されている日本人の 4 桁レベルの HLA class I 遺伝子頻度と比較した(28) 

(図 3)。本実験で用いた患者では日本人全体と比較し大きく偏りがない集団であ

ることが明らかとなった。 

 

Gag 特異的 T 細胞応答標的部位の決定 

Gag 特異的 T 細胞応答の検出は IFN-γ ELISpot-assay にて行った。抗原と

してGag領域全体をカバーする全 115種類の 15アミノ酸からなる overlapping 

peptide(OLP)を使用した。限られた臨床材料を用いて Gag 特異的 T 細胞応答を

網羅的に解析するため、OLP を用いて図 4 の通り matrix を作成した。まず、

pool-A として Gag-1, 12,23,34,45,56,67,78,89,100,111 の 11 種のペプチドを混

注、一方 pool-l には 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11 の 11 種のペプチドを混注し、同様

に 22 種類の OLP-pool を作成し、それぞれの OLP pool に対する T 細胞反応の

有無を調べた。 

この Matrix を使った Gag 特異的 T 細胞の標的部位の決定法について、以下

に説明する。例えばある感染者で pool-F と pool-r に反応が見られた場合（図
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5A）、その両方の pool に含まれる Gag-72 に対する T 細胞応答であると決定す

ることができる(図 5B)。実際に Gag-72 を用いて ELISpot assay を行ったとこ

ろ、IFN-γ産生細胞が検出された（図 5C）。 

また、図 6A のように pool-B,C,I,J,K、pool-l,p,r,v に反応が見られた場合は、

反 応 の 見 ら れ た 全 て の pool の 交 差 す る OLP 、 Gag-

2,3,9,10,11,46,47,53,54,55,68,69,75,76,77,112,113 の 20 種類が、反応性 OLP

候補となる(図 6B)。さらに候補となった各 OLP を抗原として ELISpot assay

を行ったところ、図 6C のように、Gag-9,10,46,47,77,113 の 6 種類の OLP で

IFN-γ産生細胞が見られた。このように Matrix を用いて解析を行うことによ

り、全 115 種類の OLP に対する反応全てを検討するのに比べ、少量の臨床材料

で Gag に存在する T 細胞反応の反応部位を決定し、各感染者において、T 細胞

反応の反応部位数と、106 PBMC 中の Gag 特異的反応性 T 細胞数（IFN-γ産生

細胞数）を算出することが可能となった。隣り合う OLP で反応が見られる例が

多く存在していたが、OLP は 10 アミノ酸ずつオーバーラップしているため、

同一のエピトープに対する反応であると考え、1 つの標的部位としてカウント

し、以降の解析を行った。 

 

日本人 HIV-1 感染者における Gag 特異的 T 細胞反応 
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68 人の HIV-1 慢性感染者に対し、Matrix を用いて Gag 特異的 T 細胞応答

について解析を行った。その結果、各感染者において反応の見られた OLP の

種類（反応部位数）は中央値で 1 種類（range 0-5）であり、各 OLP に対する

IFN-γ産生細胞数（反応性 T 細胞数）は、中央値 770 SFC/106 PBMC 

(range0-6600 SFC/106 PBMC）であった。各 OLP に対して T 細胞反応の見ら

れた人数（反応者数）と、反応性 T 細胞数を図７に示す。Gag の中でも p24

領域に多く応答が見られることが分かった。 

 

Gag 特異的 T 細胞反応と血中ウイルス量(VL)、CD4 数の関連 

日本人 HIV-1 感染者における Gag 特異的 T 細胞応答のウイルス抑制への寄

与を調べるため、各感染者における反応部位数、反応性 T 細胞数と、HIV 感染

症の病態を表す指標である血中ウイルス量（VL）、CD4 数との関連を調べた。

その結果、反応部位数によって VL に有意差が見られ、反応部位数が多い感染

者ほどウイルス量が有意に低かった(図 8A)。一方、反応部位数と CD4 数とに

ついても同様の解析を行ったが、有意な違いは見られなかった(図 8B)。次に各

OLP に対する反応性 T 細胞数の総和と VL、CD4 数の関連を調べたところ、

いずれも関連は見られなかった(図 9)。これらの結果より、ウイルス量のコン
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トロールには Gag 特異的 T 細胞の反応部位の数が重要であることが示唆され

た。 

 

各 HIV-1 感染者における反応部位とエピトープ、HLA 拘束性の検討 

T 細胞の抗原認識は HLA 拘束性であり、HIV-1 については欧米、アフリカコ

ホートを中心とした研究により、多くの T 細胞エピトープが報告され、それら

の HLA 拘束性も明らかとなっている（Los Alamos HIV molecular immunology 

database 2014 

(http://www.hiv.lanl.gov/content/immunology/pdf/2014/immuno2014.pdf)）（図

１B）。しかしながら、人種間で HLA 分布は大きく異なるため、私は日本人集団

における各 OLP に対する T 細胞反応について、HLA class I 遺伝子型との関連

について検討した。各 HIV-1 感染者において T 細胞反応が見られた OLP につ

いて、HLA class I 遺伝子型との関連について調べた。３人以上で T 細胞反応が

見られた 10 ヶ所の OLP について、反応者の HLA class I 遺伝子型を調べた。

方法で述べた通り、隣り合う OLP について反応が見られた場合は同一のエピト

ープに対する反応である可能性が高いため、１領域として検討した。図 10 に反

応者の HLA class I 遺伝子型と、各 OLP のアミノ酸配列、database に報告のあ

るエピトープとその HLA 拘束性、それぞれの反応性 T 細胞数を示す。多くの場
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合、これまでに報告されたエピトープの HLA 拘束性と同一の遺伝子型、あるい

は血清型を共有する HLA class I 遺伝子型を有していたが、報告のあるエピト

ープを拘束する HLA class I 遺伝子型をいずれも有していない場合も見られ、

まだ明らかとなっていないエピトープが存在していることが示唆された。 

 

各 OLP に対する T 細胞反応とウイルス量(VL)、CD4 数の関連 

次に、各 OLP における反応者と非反応者でウイルス量に違いがあるかを検

討した（図 11）。3 人以上反応があった 10 か所について検討した結果、OLP-

38/39 において反応者で有意にウイルス量が低いことがわかった（反応者 VL

中央値 3.04 コピー/ml vs 非反応者 VL 中央値 4.30 コピー/ml, p value = 

0.0002）。同様に CD4 数についても検討を行ったところ、どのエピトープでも

差はなかった。本結果から、OLP38/39 に対する T 細胞反応がウイルス抑制効

果を有することが示唆された。 

 

日本人 HIV-1 感染者における gag 領域の遺伝子解析 

HIV-1 は非常に変異を起こしやすいウイルスであるため、T 細胞による選択

圧から逃れたエスケープウイルスが容易に出現することが知られている。そこ

で、私は、日本人において特徴的なウイルスの変異が見られるか検討するため、
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T細胞反応を解析したHIV-1感染者68名のHIV gag領域の遺伝子解析を行い、

アミノ酸配列を決定した。さらに、日本で流行している HIV-1 の特徴を捉える

ため、私が解析を行った 68 名のアミノ酸配列より gag 全体の consensus 配列

を作成し、”cons-JNP”とし、標準的な実験株である HXB2、database 上の

subtype B の consensus 配列（cons-B）と比較した（図 12）。cons B と cons-

JPN はほとんどのアミノ酸が一致していたが、５カ所でアミノ酸が異なってい

た。特に今回の研究で複数人反応の見られた 10 か所の OLP の中で 68 人中 7 人

に反応の見られた OLP-7/8 に属する 30 番目のアミノ酸のリシン(K)からアルギ

ニン(R)への置換は HLA*A:24 拘束性エピトープからのエスケープ変異であり

(56)、68 人中 8 人に反応の見られた OLP-50/51 に属する 219 番目のアミノ酸の

ヒスチジン(H)からグルタミン(Q)への置換は A*24:02、B*52:01、C*12:02 を持

つ患者に見られており、いずれも多人種に比べて日本人に多い HLA classⅠ遺

伝子型であることから、日本人集団において特徴的に見られる変異の可能性を

示唆している。 

次に 3人以上反応のあった各OLPについて全患者において各アミノ酸ごとに

cons-B と一致した割合を検討した(図 13)。いずれの部位も高度に保存されてい

たが、中でも OLP-38/39、OLP-46/47、OLP-68/69、OLP-78/79 はほぼ 100%保

存されており、変異許容性の低い場所であることが示唆された。続いて、T 細胞
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反応により生じた変異について検討するため、T 細胞反応が見られた感染者の

みに限定して OLP 全体が cons-B と一致した割合を示した(図 14)。OLP38/39、

46/47、100 において反応者の 80%以上で cons-B とアミノ酸配列が完全に一致

していた。特に、OLP38/39, 46/47 は多くの感染者で、強い T 細胞反応が見ら

れているにもかかわらず（図１０B, C）、アミノ酸配列が高度に保存されていた

ことから、これらの OLP 内に存在するエピトープに対する T 細胞反応からのエ

スケープ変異は非常に生じにくいことが示唆された。 
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第 4 章 考察 

今回私は 68 人の PBMC を用い、日本人 HIV-１感染者における Gag 特異的

T 細胞について解析した。今回の 68 人の HLA class I 遺伝子型はこれまで報告

のあった日本人と大きく異なっておらず、偏りのない集団であったと考える。

また、初診より半年間経過して無治療でみている患者群を対象としているが、

これは急性期症状が完全に消失しウイルス量が確実にセットポイントに達して

いる期間とした。現在の治療開始のガイドライン(http://www.haart-

support.jp/pdf/guideline2015.pdf)に基づき、検体を採取した時期と治療開始基

準を考慮したが、血中ウイルス量や CD4 陽性 T 細胞数においても特に良好

にコントロールされている群などの偏りはなかったと考える。 

Gag 全体をカバーする OLP を用いて日本人慢性期の HIV-1 感染者の Gag 特

異的 T 細胞応答を網羅的に解析した。Matrix を用いることで 10ml 程度の血液

由来の PBMC で解析可能であった。IFN-γ産生細胞は活性化 T リンパ球およ

び NK 細胞が産生するが、所属研究室の先行研究において、同じ Gag OLP を

用いて CD8 陽性 T 細胞を除去した PBMC で同様の検討を行ったところ、ほと

んど IFN-γ産生細胞が見られなかったため、今回見られた反応も CD8 陽性 T

細胞由来のものと考える。 

http://www.haart-support.jp/pdf/guideline2015.pdf
http://www.haart-support.jp/pdf/guideline2015.pdf
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Gag 特異的 T 細胞の反応部位数とウイルス量は関連しており、反応性 T 細

胞数は関連がなかった。過去の研究では反応性 T 細胞の数に関しては数が多い

方がウイルス量がコントロールされている、一方で関連がないとの報告もあ

り、議論の余地の残る結果となっているが(29-32)、本研究ではウイルス量のコ

ントロールには反応性 T 細胞の数ではなく反応部位数が重要であるという結果

が得られた。これはより多くの部位を T 細胞応答の標的とすることで、ある一

つのエピトープが変異してもその他のエピトープに対する応答でウイルス量が

抑制できるためではないかと考える。 

また、今回の 68 人の日本人集団においては Los Alamos HIV molecular 

immunology database において OLP 内に拘束性エピトープが報告されている

defined epitope の HLA 拘束性と同一の遺伝子型、あるいは血清型を共有する

HLA class I 遺伝子型を有していた。しかし、一部には報告のないものがあ

り、まだこれまでに判明していないエピトープが存在することを示している。 

私は、ウイルス側の遺伝子解析も行い、今回対象とした日本人 HIV-1 感染者

での consensus 配列を決定した。世界中の subtype B の配列をもとに作成され

た cons-B と比較して、5 か所異なるアミノ酸を明らかにした。5 か所のうち 3

か所は今回の研究で反応が見られず、2 か所には反応が見られた。そのうち

OLP-7/8 に属する 30 番目のアミノ酸は既報の A*24:02 拘束性エピトープの中
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にある

（http://www.hiv.lanl.gov/content/immunology/pdf/2014/immuno2014.pdf）。

A*24:02 は 6 割の日本人が持ち、リジン(K)からアルギニン(R)への置換へのエ

スケープ変異が見られる(33)。OLP-50/51 に属する 219 番目のアミノ酸のヒス

チジン(H)からグルタミン(Q)への置換に関しては、OLP-50/51 に反応のあった

感染者の HLA classⅠ遺伝子型を確認したところ 8 人中 4 人で A*24:02-

B*52:01-C*12:02 を共通して有する。A*24:02-B*52:01-C*12:02 は日本人で最

も多いハプロタイプであり、A*24:02, B*52:01, C*12:02 に加えて反応者で見

られる B*40, C*14 もアフリカ系アメリカ人、白人種に比べて日本人で頻度が

高い HLA classⅠ遺伝子型である。これらの HLA classⅠ遺伝子型のいずれか

に拘束性のエピトープがあり、そのエピトープに対する選択圧の結果、ヒスチ

ジン(H)ではなくグルタミン(Q)が選択されている可能性がある。日本人集団に

おいて Gag 特異的 T 細胞応答からのエスケープ変異が蓄積している可能性が

考えられ、感染者の遺伝的背景に HIV-1 が適応していると考えられる。HIV-1

進化の最も強い推進力は CD8 陽性 T 細胞からのエスケープ変異(34)である。

エスケープ変異しても変異ウイルスの複製能が十分に回復せず病原性が低下す

るとの報告もあるが(35,36)、エスケープ変異が流行することで CD8 陽性 T 細

胞反応から逃れ病原性が上昇するとの報告もある(37)。変異したウイルスの増
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殖能が野生型と比べ同等以上である場合は、同じ HLA classⅠ遺伝子型を持た

ない新たな宿主に感染した場合変異ウイルスが増殖する。変異したウイルスが

野生型と比べ増殖能が低い場合は、同じ HLA classⅠ遺伝子型を持たない宿主

に感染した時に特異的 CD8 陽性 T 細胞が誘導されず、わずかに存在する野生

型が増殖する。このように体内で CD8 陽性 T 細胞によって選択された変異ウ

イルスは感染を繰り返すことで集団内に蓄積されることが考えられる。日本人

のように遺伝的背景が狭い集団では病原性変化速度が早い可能性がある。 

今回の結果では OLP-38/39 特異的 CD8 陽性 T 細胞の反応者にのみ有意にウイ

ルス量の低下が見られた。OLP-38/39 はカプシドを構成する蛋白質 p24 に存在

する。ウイルス量の良好なコントロールに寄与していると考えられる HLA-

B*27 や HLA-B*57/5801 拘束性のエピトープに対する CD8 陽性 T 細胞も p24

に強い反応を示す。これらの CD8 陽性 T 細胞が標的とした部位はカプシドの複

合体構造形成や、感染細胞における HIV-1 の複製に必要と考えられているサイ

クロフィリン A との結合などウイルス複製に極めて重要である(36,38 図 15)。

OLP-38/39 も HIV-1 に対する CD8 陽性 T 細胞反応の中で、HIV-1 の複製上重

要な役割を担う部位を標的としており、非常に強い淘汰圧として働いている可

能性がある。これまでに日本人検体を用いた実験で Murakoshi らは 13 種類の

エピトープと血中ウイルス量の抑制が関連するとの報告をしている(27)が、この
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うち Gag EM11 は OLP-38/39 と一部一致しており、同部位が高度に保存されて

いることもわかっている。これらの結果からも同部位が日本人においてウイル

ス量のコントロールに寄与すると考えられる。 

また、それぞれの患者のシークエンスに基づいて OLP を合成して抗原とする

と、その瞬間に患者の中に存在するウイルスに対する反応性 T 細胞を定量する

ことができるが、それは多数の患者に対して行うのが困難であり、今回は

subtype B に基づいた配列を用いた。今後はエピトープと HLA 拘束性を決定し

て、optimal エピトープを明確にしてから再現すればさらに有意義なものとな

ると考える。 

さらに、本研究においては OLP-38/39 は変異性が低く淘汰圧として重要であ

ると考えたが、同様に変異率が低い OLP46/47 ではウイルス量は有意な減少が

認められなかった。今回はウイルス側の要因であるシークエンス解析を行った

が、CD8 陽性 T 細胞側の要因としてエピトープの発現量や発現するまでの時間

などを検討することにより、さらに OLP-38/39 がウイルス量のコントロールに

寄与する要因について明確にできると考える。 

今回私の研究では HIV-1 感染日本人集団における Gag 特異的 CD8 陽性 T 細胞

の解析を行い、ウイルス量のコントロールに関わる標的部位を特定した。HIV-1

は極めて高い変異性を利用して CD8 陽性 T 細胞から逃避するが、今回の研究で
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明らかとなった領域を選択しウイルス複製を制御することが可能になることも

考えられる。また、産婦人科領域において、母子感染予防における妊娠中の ART

は重要であるが、使用する抗レトロウイルス薬の数が増えるほど未熟児発生率

が上昇することが示されている(40)。HIV-1 ワクチンが開発されることでそれら

のリスクを回避でき、母子感染予防においても大きな意味を持つと考える。ウイ

ルス量コントロールが可能となる領域に対する CD8 陽性 T 細胞反応を誘導す

ることで、日本人における HIV-1 ワクチンの開発の一助となることを期待する。 
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A) 

 

B) 

 

 

図 1 HIV-1 のゲノム構造と各部位における CTL エピトープの数 

A) HIV-1 ゲノム構造 

B) これまでに報告された HIV-1 における CTL エピトープの数 

（HIV database 

http://www.hiv.lanl.gov/content/immunology/pdf/2014/immuno2014.pdf より

改変） 
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図 2 人種間における HLAclasⅠ遺伝子型の頻度 

頻度が 1%以上のもののみ記載。 

引用文献(25,26 より) 
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図 3 本研究で対象とした HIV-1 感染者と日本人 HLAclassⅠ遺伝子型の比較 

青が本研究で対象者、赤が日本組織適合性学会により明らかとなっている HLA 

class1 遺伝子型を示す。横軸がそれぞれの HLA class I 遺伝子型、縦軸は HLA

学会発表(29)における日本人における割合および本研究対象者における割合を

示す。 
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図 4 Gag-matrix の作成 

例えば pool-A として Gag-1,12,23,34,45,56,67,78,89,100,111 の 11 種のペプチ

ドを混注、一方 pool-lには 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11 の 11種のペプチドを混注し、

同様に 22 種類の OLP-pool を作成した 

  

pool-A pool-B pool-C pool-D pool-E pool-F pool-G pool-H pool-I pool-J pool-K

pool-l 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

pool-m 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

pool-n 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33

pool-o 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44

pool-p 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55

pool-q 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66

pool-r 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 77

pool-s 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88

pool-t 89 90 91 92 93 94 95 96 97 98 99

pool-u 100 101 102 103 104 105 106 107 108 109 110

pool-v 111 112 113 114 115
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A) 

 

B) 

 

C) 

 

図 5 Gag-matrix における単独の T 細胞標的部位の決定 

pool-A pool-B pool-C pool-D pool-E pool-F pool-G pool-H pool-I pool-J pool-K

pool-l 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

pool-m 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

pool-n 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33

pool-o 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44

pool-p 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55

pool-q 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66

pool-r 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 77

pool-s 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88

pool-t 89 90 91 92 93 94 95 96 97 98 99

pool-u 100 101 102 103 104 105 106 107 108 109 110

pool-v 111 112 113 114 115
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A) 

 

B)  

 

C)  

 

図 6  Gag-matrix における複数の T 細胞標的部位の決定 

 

pool-A pool-B pool-C pool-D pool-E pool-F pool-G pool-H pool-I pool-J pool-K

pool-l 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

pool-m 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

pool-n 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33

pool-o 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44

pool-p 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55

pool-q 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66

pool-r 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 77

pool-s 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88

pool-t 89 90 91 92 93 94 95 96 97 98 99

pool-u 100 101 102 103 104 105 106 107 108 109 110

pool-v 111 112 113 114 115
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図 7 日本人 HIV-1 感染者における Gag 特異的 T 細胞反応の解析 

A)各 OLP に対する反応者数…横軸に OLP 番号、縦軸に反応者数を示す。 

B)各 OLP に対する反応性 T 細胞数…横軸に OLP 番号、縦軸に反応性 T 細胞数の中央値(SFC/106PBMC)を示す。  
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図 8 反応のあった OLP の数とウイルス量(VL)、CD4 陽性 T 細胞の関連 

横軸に反応の合った OLP の数、縦軸にウイルス量（VL,log10）を示す。横線は

中央値、エラーバーは IQR を示す。(Kruskal-Wallis 検定) 
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図 9 Gag 特異的 T 細胞応答の頻度とウイルス量(VL)、CD4 数の関連 

各点は一人の HIV-1 感染者が示した SFU/106 PBMC とウイルス量(VL 

log10),CD4 数（個/μl）を意味する（Spearman’s  correlation analysis） 

 

  

R= -0.1802 

P=0.2055 

R= -0.0594 

P=0.7138 



 49 

 

図 10 各 OLP に反応のあった HIV-1 感染者における HLA classⅠ遺伝子型と

これまでに報告された HLA 遺伝子型の比較の検討 

左の太字は検体番号を示す。HIV molecular immunology database に報告さ

れているエピトープと HLA 拘束性を示す。報告のあった HLA classⅠ遺伝子

型を黄色、それと血清型が同じものは橙で示した。反応性 T 細胞数の単位は

SFC/106 PBMC である。 
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図 10 各 OLP に反応のあった HIV-1 感染者における HLA classⅠ遺伝子型と

これまでに報告された HLA 遺伝子型の比較の検討 
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図 10 各 OLP に反応のあった HIV-1 感染者における HLA classⅠ遺伝子型と

これまでに報告された HLA 遺伝子型の比較の検討 
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図 10 各 OLP に反応のあった HIV-1 感染者における HLA classⅠ遺伝子型と

これまでに報告された HLA 遺伝子型の比較の検討 
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図 10 各 OLP に反応のあった HIV-1 感染者における HLA classⅠ遺伝子型と

これまでに報告された HLA 遺伝子型の比較の検討 

 

  



 55 

 

図 11 各 OLP の反応者数と血中ウイルス量の関連 

横軸の+が反応者数、-が非反応者数を示す。縦軸は血中ウイルス量(VL log10)を

示す。横線は中央値、太い横線の示す範囲は四分位数範囲を示す。 
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図 12 日本人 HIV-1 感染者における gag 領域の遺伝子解析 

上段が HXB2,2 段目が cons B、3 段目が私のデータを用いた consensus（cons-

JPN）である。黄が HXB2 と異なる部位を示している。 
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図 13 各アミノ酸ごとの cons-B と一致した割合 

横軸に各 OLP のアミノ酸配列、縦軸に cons-B と一致した割合を示す 
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図 14  OLP 全体における cons-B と一致した割合 

オレンジが反応者数、青の棒グラフが cons-B と完全に一致した割合を示す 

左の縦軸は一致した割合(%)、右側の縦軸は反応者の人数(人)を示す。 

 

  



 59 

 

 

図 15  HLA-B*27 や HLA-B*57 拘束性のエピトープに対する CD8 陽性 T 細

胞応答の部位と OLP-38/39 の反応部位 

 

 


