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1. 序論 

 

	 ヒト免疫不全ウイルス（human immunodeficiency virus; HIV）はヒト CD4陽性細胞

を主標的として感染するレトロウイルスである。HIV感染者において、体内ウイルス

量は感染後 1-2ヶ月間の急性期にピークを示し、その後低下するものの一定量は維持

され、慢性持続感染が成立して、一般的には 5年間以上の経過を経てエイズ（acquired 

immunodeficiency syndrome; AIDS）発症に至る（図 1A）。2013年の国連エイズ合同計

画（Joint United Nations Program on HIV and AIDS; UNAIDS）によると、2012年末の時

点で世界の HIV感染者数は 3530万人、新規 HIV感染者数は年間 230万人、エイズに

よる死亡者数は年間 160万人と推定されている 1)。HIV感染者総数は増え続けており、

HIV感染拡大阻止のため、早期診断・早期治療に加え、ワクチン開発が急務とされて

いる一方、HIV感染からの治癒に結び付く治療法の開発も望まれている。 

	 現在、HIV感染者には、抗 HIV薬治療（antiretroviral therapy; ART）が行われてい

る。これは逆転写酵素阻害剤（reverse transcriptase inhibitor; RTI）やプロテアーゼ阻害

剤（protease inhibitor; PI）など HIVの複製過程を阻害する複数の薬剤を組み合わせる

ことによって HIV の複製を抑制するものであり、この投薬治療によって HIV の複製

を検出限界以下に抑制することが可能である（図 1B）2)。ARTに用いられる薬剤は、

阻害する HIVの複製過程によって大きく数種類に分類される。RTIは逆転写過程を阻

害する薬剤であり、作用機序の違いによってジドブジン（AZT）やテノホビル（TDF）
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などの核酸系逆転写酵素阻害剤（NRTI）と、ネビラピン（NVP）やエファビレンツ

（EFV）などの非核酸系逆転写酵素阻害剤（NNRTI）に分けられる。PI は HIV プロ

テアーゼによるウイルス Gag蛋白質のプロセシングを阻害する薬剤であり、代表的な

ものとしてロピナビル（LPV/r）やダルナビル（DRV）などがある。この他に、ラル

テグラビル（RAL）やドルテグラビル（DTG）など、宿主染色体へのウイルス DNA

の組み込みを阻害するインテグラーゼ阻害剤（integrase strand transfer inhibitor; INSTI）

や、HIV の標的細胞受容体への結合を阻害するマラビロク（MVC）などの侵入阻害

剤が近年導入され、薬剤の選択肢の幅が広がるとともに、感染者への負担がより少な

い薬剤治療が進展しつつある 3), 4)。 

	 このように種々の抗 HIV 薬が開発されつつあるが、これらの投与により感染者体

内からウイルスが完全に排除されるわけではなく、投薬を中止すると再び血中にウイ

ルスが認められるようになる 5)。このため、HIV感染者はエイズ発症を回避するため

に投薬治療を半永久的に継続する必要がある。このような長期にわたる投薬により、

副作用や薬剤耐性株出現に結び付くだけでなく、医療費高騰の問題も生じている。例

えば脂質代謝異常、糖代謝異常などは、それぞれ NNRTI および PI、あるいは NRTI

や PIの服用に関連すると考えられている副作用であり、近年では初期の抗 HIV薬に

比べてより副作用の少ない薬剤が開発されているとはいえ、長期毒性が未だ不明なも

のも多い 6), 7), 8)。さらに近年、長期投薬 HIV感染者において心血管障害や骨粗鬆症な

どの発生率が健常者に比べて高いことが報告されている 9), 10)。これらの中には抗 HIV
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薬の副作用によるものも含まれているとは考えられているが、投薬下における検出限

界以下のレベルでの HIV 複製に基づく上記のような非エイズ疾患の促進機序が示唆

されており、HIV感染者の予後への関与という視点に加え、さらなる医療費高騰にも

直結するという視点においても大きな問題となっている 11)。こうした種々の問題から、

投薬下の HIV 複製抑制をより安定なものとする治療法、さらには抗 HIV 薬継続を不

要とする治癒に結びつける治療法の開発が望まれている。 

	 抗HIV薬によるHIV感染症の治療について研究が進められる一方、宿主免疫応答、

特にウイルス感染後に誘導される獲得免疫応答の HIV 感染症への関与についても研

究がなされてきている。獲得免疫応答において、液性免疫の中心的エフェクターは抗

体であり、細胞性免疫の中心的エフェクターは細胞傷害性 T リンパ球（CD8 陽性 T

細胞）である。前者の抗体のうち、ウイルス粒子上の抗原に結合して感染を阻止する

抗体を中和抗体と呼ぶが、インフルエンザウイルスなど多くのウイルス感染症におい

て、中和抗体はウイルス複製抑制に重要な役割を担い、その誘導によってウイルス複

製の制御に至ることが知られている。しかし HIV 感染症においては、一般的に中和

抗体が産生されにくいことが報告されており、このことは、慢性持続感染成立の一因

となっている可能性がある 12), 13), 14), 15)。サルエイズモデルにおいて、ウイルス曝露前

の中和抗体受動免疫が感染成立阻止に結び付く結果が得られたことから、中和抗体誘

導は予防 HIVワクチン開発における重要戦略の一つである 16), 17), 18)。一方、感染成立

後の受動免疫実験では、近年、極めて中和能の高い抗体を用いた実験で効果が認めら
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れているものの、持続的なウイルス複製阻止には至っておらず、現状では中和抗体投

与のみによる治癒は困難と考えられている 19), 20), 21), 22)。 

	 一方、HIV感染症における細胞傷害性 CD8陽性 T細胞反応については、HIV感染

者の感染急性期の解析結果や、サルエイズモデルにおける CD8 陽性細胞枯渇実験の

結果から、ウイルス複製抑制に中心的な役割を担っていることが示されている 23), 24), 

25), 26), 27), 28)。しかし、一般の HIV感染症においては、CD8陽性 T細胞によってもウイ

ルス複製は充分には制御されず慢性持続感染が成立する。この強い CD8 陽性 T 細胞

による抑制圧のもと、その認識を逃れる逃避変異を有するウイルスの選択が頻繁に認

められ、感染慢性期には持続的な抗原刺激に基づく HIV特異的 CD8陽性 T細胞の消

耗が生じることも知られている 29), 30), 31), 32), 33), 34), 35), 36), 37)。抗 HIV薬治療下でも、HIV

特異的 CD8 陽性 T 細胞反応がウイルス複製抑制に寄与していることを示す結果が報

告されているが、治療に基づくウイルス複製制御により抗原量が減少するため、HIV

特異的 CD8陽性 T細胞反応レベルが低下することも知られている 38), 39), 40), 41)。した

がって、抗 HIV薬治療下において CD8陽性 T細胞反応を誘導・増強することは、よ

り安定なウイルス複製抑制をもたらすことが期待されるものの、そのような効果は未

だ確認はされていない 42), 43), 44)。 

	 所属研究室では、ヒト HIV 感染症を最もよく反映する動物モデルと考えられてい

るサル免疫不全ウイルス（simian immunodeficiency virus; SIV）感染サルエイズモデル

を用いた研究を行ってきた。このサルエイズモデルにおいてもヒト HIV 感染症と同
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様、慢性持続感染を呈し、ウイルス複製抑制に CD8 陽性 T 細胞反応が中心的役割を

担っていることが知られている 45), 46), 47), 48)。そこで本研究では、サルエイズモデルに

おいて、抗 HIV 薬治療下でウイルス特異的 CD8 陽性 T 細胞を誘導することを試み、

ウイルス特異的 CD8陽性 T細胞誘導効果について検討することとした。 

	 ウイルス感染細胞では、発現されたウイルス抗原由来の 8-11 merペプチド（エピト

ープ）が、主要組織適合遺伝子複合体（major histocompatibility complex; MHC）（ヒト

ではヒト白血球抗原[human leukocyte antigen; HLA]）クラス I分子と結合して細胞表面

に提示される。ウイルスエピトープ特異的 CD8陽性 T細胞は、そのエピトープ・MHC-I

複合体と T 細胞受容体との相互作用により感染細胞を特異的に認識する。MHC-I の

遺伝子型は多様であることが知られており、その遺伝子型の違いは、CD8陽性 T細胞

の標的の違いに基づくウイルス複製抑制能の違いに結びつく可能性が考えられてい

る。HIV・SIV感染症では、MHC-Iの遺伝子型が病態進行に大きく影響することが知

られており、その多くは CD8 陽性 T 細胞のウイルス複製抑制能の違いによるものと

考えられている。例えば、HLA-B*51:01や HLA-B*57:01を有する HIV感染者では、

病態進行が遅れることが知られており、これら HLA拘束性エピトープ特異的 CD8陽

性 T細胞の病態進行抑制への寄与が示されている 49), 50), 51), 52), 53), 54)。また、SIV感染サ

ルエイズモデルでは、アカゲサルのMamu-A*01やMamu-B*08などのMHC-I遺伝子

型が病態進行の遅延に関連することが明らかにされている 47), 55), 56), 57), 58)。一方、

HLA-B*18:01や HLA-B*35:02/35:03を有する HIV感染者は、これらを有していない感
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染者と比較して有意に高い血中ウイルス量ならびに早い病態進行を示すことが知ら

れている 59), 60), 61)。したがって、SIV感染サルエイズモデルにおける CD8陽性 T細胞

反応誘導効果の検討においても、MHC-I遺伝子型に留意した解析が必要である。所属

研究室では、MHC-I ハプロタイプを共有する複数のビルマ産アカゲサル群を用いた

SIV 感染エイズモデルを樹立していることから、本研究では、これらのうち MHC-I

ハプロタイプ 90-120-Ie（E）、89-075-Iw（W）あるいは 91-010-Is（S）を共有する群を

用いて検討した（表 1）。 

	 HIV・SIVのゲノムは、構造蛋白質である Gag、Polおよび Env、調節蛋白質である

Tatおよび Rev、アクセサリー蛋白質である Vif、Nefなどをそれぞれコードする遺伝

子を有している（図 1B）。これまでの研究から、Gag 抗原特異的 CD8 陽性 T 細胞反

応を示す群では反応を示さない群に比べて有意に血中ウイルス量が低いという報告

や、Gag エピトープを標的とする CD8 陽性 T 細胞が高いウイルス複製抑制能を持つ

という報告などがなされており、HIV・SIV 特異的 CD8 陽性 T 細胞の中でも Gag 抗

原を標的とする CD8 陽性 T 細胞は HIV・SIV 複製抑制への寄与が大きいことが示さ

れてきた 62), 63), 64), 65), 66)。また、Vif抗原を標的とする CD8陽性 T細胞の SIVの複製抑

制への寄与を示唆する報告もある 67)。 

	 これまでに所属研究室ではサルエイズモデルにおいて、SIV抗原発現センダイウイ

ルスベクターを用いた予防エイズワクチン開発を目指した研究を進めてきた。SIV感

染前のサルに対して予防ワクチンとして SIV 抗原発現センダイウイルスベクターを
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接種し、抗原特異的 CD8陽性 T細胞反応の誘導効果について解析した結果、高い CD8

陽性 T 細胞反応の誘導効果と、ベクター接種によって誘導された Gag あるいは Vif

特異的 CD8陽性 T細胞反応が SIV曝露後のウイルス複製抑制に寄与しうることを示

した 48), 66), 67)。しかし SIV曝露後のセンダイウイルスベクター接種による CD8陽性 T

細胞反応誘導効果については、予防ワクチン接種とは異なると考えられる。SIV感染

サルでは、既に SIV抗原特異的 CD8陽性 T細胞メモリーが誘導されており、また、

MHC-Iの遺伝子型によって抗原優位性が異なるため、SIV感染後 Gagや Vif抗原特異

的CD8陽性T細胞反応を優位に誘導するものがいる一方で、その他の抗原特異的CD8

陽性 T細胞反応を優位に誘導するものも存在する。このように、SIV抗原特異的 CD8

陽性 T 細胞のプライミングがなされている状況でのベクター接種がどのような免疫

を誘導することができるか、またベクター接種後の CD8 陽性細胞のウイルス複製抑

制能がどのように変化するかということは不明であった。そこで本研究では、抗 HIV

薬治療下において、Gagおよび Vifを標的抗原とする CD8陽性 T細胞反応の誘導効果

を検討した。サルエイズモデルにおいて抗 HIV薬治療下で SIV Gag発現・Vif発現セ

ンダイウイルスベクターの接種を行い、CD8陽性 T細胞反応の抗原優位性を変えうる

こと、CD8 陽性細胞の SIV 複製抑制能を増強しうること、そして SIV 複製抑制能が

Gag特異的 CD8陽性 T細胞頻度と相関を示すという結果を得た。これらの結果から、

投薬下のGag特異的 CD8陽性 T細胞誘導は CD8陽性細胞の SIV複製抑制能の増強に

寄与しうることが示された。  
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2. 材料と方法 

 

2-1. 動物実験 

	 全ての動物実験は、京都大学ウイルス研究所において、京都大学ウイルス研究所お

よび国立感染症研究所の動物実験委員会の承認のもと、京都大学ウイルス研究所三浦

智行准教授らにより実施された。血液採取、ウイルスチャレンジおよびワクチン・抗

体接種はケタミン麻酔下で行われた。 

	 MHC-I ハプロタイプ 90-120-Ie（E）、89-075-Iw（W）あるいは 91-010-Is（S）を共

有するビルマ産アカゲサル 12 頭（E 陽性サル 6 頭 [R-501、R-510、R-514、R-522、

R-529、R-532]、W陽性サル 4頭 [R-499、R-511、R-518、R-528]、S陽性サル 2頭 [R-512、

R-533]）を用いた（表 1・図 2A）。MHC-Iハプロタイプは、東京医科歯科大学難治疾

患研究所木村彰方教授らにより決定された 48), 69)。これら 12頭のサルに、1,000 TCID50

の SIVmac239を経静脈接種した。感染後 12週目より 32週目まで、図 2Bに示す 3種

類の抗 HIV薬（ジドブジン/ラミブジン [AZT/3TC]、テノホビル [TDF]、ロピナビル

/リトナビル [LPV/r]）を含む飼料を投与した。MHC-I ハプロタイプ E 陽性サル 3 頭

（R-514、R-529、R-532）、W陽性サル 2頭（R-518、R-528）、S陽性サル 1頭（R-533）

（治療ワクチン接種群）には、感染後 26週目に SIVmac239 Gagあるいは Vifを発現

するセンダイウイルスベクター（SeV-Gag・SeV-Vif）を治療ワクチンとして、それぞ

れ 6×109 CIU経鼻接種した。各 SeVベクターはディナベック株式会社より供与され
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たものである。感染後32週目には、治療ワクチン接種群の6頭に再びSeV-Gag・SeV-Vif

を経鼻接種し、その 2日後にワクチン接種を行っていない残りの 6頭（治療ワクチン

非接種群）を含めた全頭の抗 HIV 薬投与を中止した。治療ワクチン接種群の 6 頭お

よび非接種群のうちの 2頭（R-501、R-499）には、投薬中止の 2日前および 4日後に、

抗 SIVmac239 中和活性を示した感染サル慢性期の血漿より精製したポリクローナル

IgG 172mgを経静脈接種した。 

 

2-2. 抗 HIV薬含有飼料の作製 

	 抗 HIV 薬含有試料の作製にあたっては、先行研究および事前の実験を参考に各薬

剤の投与量・投与回数を決定した 70)。一日あたりの各薬剤の投与量は、NRTIの 2剤

（AZT/3TC、TDF）は日本人成人投与量の 1/4 量（コンビビル[GlaxoSmithKline]とし

て AZT 600 mg、3TC 300 mg、ビリアード[日本たばこ]として TDF 300 mg）、PIの 1

剤（LPV/r）は日本人成人投与量の 1/2量（カレトラ[Abott]として LPV 800 mg、RTV 200 

mg）とした。コンビビル、ビリアード、カレトラの各錠剤を粉砕し、同じく粉砕し

た固形飼料（LabDiet 5048 [PMI Nutrition International]）35 gと混合し、バナナを加え

て練って成型した（-30℃で凍結保存）。 

 

2-3. 末梢血単核球および血漿の分離 

	 SIVmac239感染前より経時的に採取された血液を用いた。遠心分離法にて血漿分画、
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buffy coat（緩衝層）、赤血球分画に分離し、上層の血漿分画を回収した。次いで buffy 

coatを回収し、Ficoll-Paque plus（GE Healthcare）を用いて密度勾配遠心法により末梢

血単核球（peripheral blood mononuclear cell; PBMC）を分離、回収した。 

 

2-4. 血漿中ウイルス量の定量 

	 血漿中ウイルス量は SIVmac239 gag領域特異的プライマーを用いたRT-PCRによる

end-point determinationにより定量した 71)。分離した血漿分画から、High Pure Viral RNA 

Kit（Roche Diagnostics）を用いてウイルス RNAを抽出し、5倍希釈による段階希釈を

行って、逆転写反応、nested PCR法により cDNA増幅のエンドポイントを決定した。

PCRには SIVmac239 gag領域に相補的なプライマーを用いた（逆転写反応および第一

段階 PCR: 5’-1318AGA AAC TCC GTC TTG TCA GG1337-3’ / 5’-1918TGA TAA TCT GCA 

TAG CCG C1900-3’、第二段階 PCR: 5’-1442GAT TAG CAG AAA GCC TGT TGG1462-3’ / 

5’-1852TGC AAC CTT CTG ACA GTG C1834-3’）。スタンダードを利用し、陽性率から

Reed-Muench法によって血漿中ウイルス RNAコピー数を算出した。なお、RNA検出

限界値は約 4×102 RNAコピー数/mlであった。 

 

2-5. SIV抗原特異的 CD8陽性 T細胞頻度の測定 

	 SIV抗原特異的 CD8陽性 T細胞頻度の解析には、分離した PBMC中の SIVペプチ

ド抗原刺激特異的に IFN-γを産生する CD8陽性 T細胞数を、フローサイトメトリーを
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用いて検出することで測定した 72)。各個体の PBMCに herpesvirus papioを感染させ、

不死化した自家 Bリンパ芽球細胞株（B lymphoblastoid cell line; B-LCL）を樹立し、抗

原刺激のための抗原提示細胞に用いた。SIVmac239 各抗原（Gag、Pol、Vif、Vpx、

Vpr、Env、Tat、Rev、Nef）のオーバーラッピングペプチドプールを用いて抗原ごと

に B-LCLを刺激した。各ペプチドは 15〜22アミノ酸残基からなる。ペプチドを抗原

ごと（Gag、Pol、Envは N末端側と C末端側の 2つに分割した）に混合してペプチド

プールを作製し、これを刺激に用いた。ネガティブコントロールには抗原刺激を行っ

ていない B-LCLを用いた。抗原刺激を行った B-LCLと PBMCを Golgi Stop（Becton 

Dickinson）および 20 U/ml インターロイキン-2（IL-2、Roche Diagnostics）存在下で、

37℃で 6時間共培養した。共培養終了後、fluorescein isothiocyanate（FITC）標識抗ヒ

ト CD4抗体（clone M-T477、Becton Dickinson）、allophycocyanin（APC）標識抗ヒト

CD3抗体（clone SP34-2、Becton Dickinson）、peridinin-chlorophyl protein（PerCP）標識

抗ヒト CD8 抗体（clone SK1、Becton Dickinson）により表面染色を行った。次いで

Cytofix-Cytoperm Kit（Becton Dickinson）を用いて細胞の固定および膜透過処理を行っ

た後、phycoerythrin（PE）標識抗ヒト IFN-γ抗体（clone 4S.B3、BioLegend）を用いて

細胞内サイトカイン染色（intracellular cytokine staining; ICS）を行った。FACS Canto II

フローサイトメーター（Becton Dickinson）により測定し、FlowJo software version 9.2

を用いて解析した。各ペプチド抗原特異的刺激後の IFN-γ産生CD8陽性細胞頻度から、

抗原刺激を行っていない B-LCL との共培養後の IFN-γ産生 CD8 陽性細胞頻度を差し
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引いて、各抗原特異的 CD8陽性細胞頻度を算出した。 

 

2-6. CD8陽性細胞の SIV複製抑制能の測定 

	 PBMC由来 CD8陽性細胞の SIV複製抑制能については、SIV感染サルの PBMC由

来 CD8陰性細胞との共培養を行い、培養上清中に含まれる SIV Gag CA（p27）量を

測定することにより解析した 73)。SIV感染後投薬前（感染後 10週目[および 12週目]）、

投薬下（感染後 27週目[および 28週目]）、投薬中止後（感染後 34週目[および 33週

目]）の PBMCを用いた。それぞれ原則として 10週目、27週目あるいは 34週目の PBMC 

のみを用い、細胞数が不足した場合には 12 週目、28 週目あるいは 33 週目の PBMC

を加えた。各 PBMCをMacsヒト CD8マイクロビーズ（Miltenyi Biotec）を用いて磁

気標識した後、セパレーターへ設置したMSカラム（Miltenyi Biotec）へ通した。カラ

ムを複数回洗浄した後セパレーターから外し、磁気標識されていた CD8 陽性細胞分

画を溶出した。また、セパレーター設置時の溶出液をさらに LDカラム（Miltenyi Biotec）

へ通し、磁気標識されていない CD8陰性細胞分画を溶出した。分離した CD8陰性細

胞分画は PHA-L、20 U/ml IL-2存在下で、CD8陽性細胞分画は 20 U/ml IL-2存在下で

それぞれ 2日間培養した。その後 CD8陽性細胞 5×104個と CD8陰性細胞 5×104〜2

×105個の共培養を IL-2 20 U/ml存在下で行った。共培養にあたっては CD8陰性細胞

から産生されるウイルス量が過剰、あるいは過少とならないように CD8 陽性細胞に

対する CD8陰性細胞の割合を変えることとし、各 CD8陰性細胞の由来する週におけ
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る血漿中ウイルス量を踏まえて、ウイルス量が 105コピー数/ml 以上のものは 5×104

個あるいは 1×105個の CD8陰性細胞を用い、ウイルス量が 105コピー数/ml未満のも

のは 2×105個の CD8陰性細胞を用いた。培養開始後 4、6、8日後の培養上清を回収

し、上清中のウイルス量を測定した。上清中のウイルス量の測定においては、まず逆

転写活性の測定を行って培養上清中のウイルス量のピークの時期を確認し、それから

SIV Gag CA（p27）量の測定を行った。前者については、放射性同位体 Thymidine 

5’-triphosphate（α-32P、PerkinElmer）を用いて上清中の SIVにα-32Pを逆転写反応過程

で取り込ませ、培養上清の放射活性をシンチレーションカウンターによって測定した

（RT assay）74)。後者の p27量の定量には、SIV p27 Antigen Capture Assay ELISA (ABL)

を用いた。CD8陽性細胞存在下の培養上清中 p27量（p27[E+]）および CD8陽性細胞

非存在下での培養上清中 p27量（p27[E-]）をもとに CD8陽性細胞の SIV複製抑制能

（reduction fold = p27[E-]/p27[E+]）を算出した。 

 

2-7. 血漿中および培養上清中 SIVゲノムの塩基配列の解析 

	 SIVゲノムの塩基配列は、血漿もしくは SIV複製抑制能測定時の細胞培養上清より

抽出したウイルス RNAをテンプレートとして nested RT-PCRにて cDNAを増幅後、

dye terminator法を用いて解析した。PCRに用いたプライマーは SIVmac239ゲノムの

抗原コード領域全長を 5つの領域に分けるよう設計されたものであり、gag領域およ

び vif領域の塩基配列の解析のため、それぞれ SIVmac239ゲノム（GenBank accession 
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number: M33262）の 1,231〜2,958番および 4,829〜7,000番の塩基配列を増幅するもの

を使用した。精製した PCR産物を BigDye Terminator v3.1（Applied Biosystems）を用

いて標識し、DNA シークエンサーABI3500 にて配列を解析した。シークエンスデー

タの波形を元に野生型と変異型の存在比を求め、変異型の存在比率が野生型の 1/2倍

以上のものと 2倍以上のものを各々示した。 

 

2-8. 統計解析 

	 統計解析には GraphPad Prism ver. 6.0dを用いた。ウイルス複製抑制能と CD8陽性 T

細胞頻度との相関など、相関解析には Spearman testを用いた。 
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3. 結果 

 

3-1. SIV感染後の血漿中ウイルス量の解析 

	 12頭のビルマ産アカゲサル（MHC-Iハプロタイプ E陽性サル 6頭、W陽性サル 4

頭、S陽性サル 2頭）に SIVmac239を経静脈接種し、接種後 12週目から 32週目まで

抗 HIV薬を投与した（図 2）。治療ワクチン接種群 6頭（E陽性サル 3頭、W陽性サ

ル 2頭、S陽性サル 1頭）には、感染後 26週目と 32週目に SIV Gag発現センダイウ

イルス（SeV-Gag）ベクターおよび Vif発現センダイウイルス（SeV-Vif）ベクターを

治療ワクチンとして経鼻接種した。 

	 SIV感染後の血漿中ウイルス量の推移を図 3に示す。全 12頭で、SIV慢性持続感染

が成立し、12週目の投薬開始以降はウイルス量の低下が確認された。治療ワクチン非

接種群の 1 頭（R-501）では、投薬下で血漿中ウイルス量は低下したものの検出下限

（400コピー/ml）を下回らなかった。32週目に投薬を中止した後、全 12頭でウイル

ス血症の再出現が認められた。非接種群の投薬中止後のウイルス量は投薬前と同等で

あったが、治療ワクチン接種群では 6頭中 2頭（R-529, R-518）の投薬中止後のウイ

ルス量が低値を示した。また、非接種群のうち中和抗体の受動免疫を行った 2 個体

（R-501、R-499）の投薬中止後のウイルス量は、他の非接種群と比較して特に違いは

認められなかった。 
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3-2. SIV各抗原特異的 CD8陽性 T細胞反応の解析 

	 投薬下の治療ワクチン接種による CD8 陽性 T 細胞反応誘導を調べる目的で、SIV

感染後投薬開始前（感染後 2・6週目、12週目）、投薬下（感染後 26週目）、ワクチン

接種後（感染後 27週目、32週目）、投薬中止後（感染後 34週目、38週目）の SIV各

抗原特的 CD8陽性 T細胞反応を、overlapping peptide poolを抗原刺激に用いた ICS法

により解析した。図 4には治療ワクチン非接種群における CD8陽性 T細胞反応を、

図 5 には治療ワクチン接種群における CD8 陽性 T 細胞反応をそれぞれ示す。SIV 感

染後投薬開始前には、非接種群・接種群のいずれにおいても、MHC-Iハプロタイプ E

陽性サルでは Nef特異的 CD8陽性 T細胞反応が優位に誘導され、MHC-Iハプロタイ

プWあるいは S陽性サルでは Gag・Vif特異的 CD8陽性 T細胞反応が優位に誘導さ

れていた。 

	 治療ワクチン非接種群では、投薬開始後CD8陽性 T細胞頻度は低下し（26-32週目）、

32週目の投薬中止後には再び CD8陽性 T細胞反応が認められた（34・38週目）。投

薬中止後の抗原優位性は投薬開始前と変わらず、E陽性サルでは Nef特異的 CD8陽性

T細胞反応、W/S陽性サルでは Gag/Vif特異的 CD8陽性 T細胞反応がそれぞれ優位に

誘導されていた。一方、治療ワクチン接種群では、感染後 26 週目においては非接種

群と同様に CD8 陽性 T 細胞反応の低下が確認されたが、1 度目の治療ワクチン

（SeV-Gag・SeV-Vif）接種後である感染後 27週目では、E陽性サルおよびW/S陽性

サルのいずれにおいても Gag/Vif 特異的 CD8 陽性 T 細胞反応の誘導が認められ、特
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にW/S陽性サルでは投薬開始前の反応に比べて高い反応が認められた。感染後 32週

目に 2 度目のワクチン接種を行ってから投薬を中止したところ、感染後 34 週目・38

週目のいずれにおいても、Gag/Vif以外の抗原特異的 CD8陽性 T細胞反応も認められ

たが、R-514を除くすべての個体で Gag/Vif特異的 CD8陽性 T細胞反応が引き続き優

位に誘導されていた。このことから、いずれの MHC-I ハプロタイプを有する群にお

いても、投薬下の治療ワクチン接種によって Gag/Vif 特異的 CD8 陽性 T 細胞反応を

優位に誘導しうることが示された。 

 

3-3. CD8陽性細胞の SIV複製抑制能の解析 

	 投薬下の治療ワクチン接種が各個体の CD8 陽性細胞の SIV 複製抑制能に及ぼす効

果を調べる目的で、in vitro viral suppression assay (VSA)を行って、投薬前・投薬下お

よび投薬中止後における CD8 陽性細胞のウイルス複製抑制能を調べた（図 6）。SIV

感染後 10週目、27週目、34週目の末梢血より分離した PBMCを、抗 CD8抗体磁気

ビーズを用いて CD8陽性細胞分画（エフェクター細胞[E]）と CD8陰性細胞分画（標

的細胞[T]）に分離した。SIV感染後、各個体内においては CD8陽性 T細胞反応を中

心とする免疫応答によって SIVゲノムに変異が生じていると考えられることから、野

生型 SIVではなく、投薬開始前の PBMC由来の CD8陰性細胞（標的細胞）培養によ

り産生される SIVあるいは投薬終了後の PBMC由来の CD8陰性細胞（標的細胞）培

養により産生される SIVの複製抑制能の検討を行うこととした（図 6A）。図 6Bには
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各標的細胞とエフェクター細胞の共培養の組み合わせを示す。投薬開始前の感染後 10

週目の標的細胞を SIVpre産生細胞、投薬中止後の感染後 34 週目の標的細胞を SIVpost

産生細胞とし、投薬前、投薬下（感染後 27 週目）および投薬中止後のそれぞれのエ

フェクター細胞（投薬前：Epre、投薬下：Eart、投薬中止後：Epost）と共培養を行った。 

	 図 7には、標的細胞を SIVpre産生細胞とした時の各個体の培養上清中 p27定量結果

（左）および各エフェクター細胞の SIV複製抑制能（右）を示す。まず、全頭におい

てエフェクター細胞非存在下での SIV産生を確認した。続いて各エフェクター細胞存

在下での p27 量（p27[E+]）を、エフェクター非存在下での p27 量（p27[E-]）と比較

し、各エフェクター細胞の SIVpre複製抑制能（reduction fold = p27[E-]/p27[E+]）を求

めて比較した。非接種群の投薬前CD8陽性細胞Epreと投薬中CD8陽性細胞EartのSIVpre

複製抑制能を比較したところ、いずれの個体でも Eartの SIVpre複製抑制能は Epre以下

であった。一方、治療ワクチン接種群の Epreと Eartの SIVpre複製抑制能を比較したと

ころ、6頭中 4頭（R-529, R-532, R-518, R-533）で Eartの SIVpre複製抑制能は Epreに比

べて上昇していた。このことから、投薬下の治療ワクチン接種によって CD8 陽性細

胞の SIVpre複製抑制能は増強されうることが示された。次に、投薬前 CD8 陽性細胞

Epreと投薬中止後 CD8陽性細胞 Epostの SIVpre複製抑制能を比較したところ、治療ワク

チン接種群と非接種群の大部分で、Epostは Epreより高い SIVpre複製抑制能を示した。

この結果は、投薬中止後ウイルス複製が再開されたことによる SIV 抗原特異的 CD8

陽性 T細胞反応増強を反映していると考えられた。 
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	 投薬中止後の SIV（SIVpost）産生細胞を標的細胞とした共培養の上清中 p27 量およ

び各エフェクター細胞の SIVpost複製抑制能を図 8に示す。まず、全頭においてエフェ

クター細胞非存在下での SIV 産生を確認した。続いて、投薬前 CD8 陽性細胞 Epreと

投薬中 CD8陽性細胞 Eartの SIVpost複製抑制能を比較したところ、非接種群では、SIVpre

複製抑制能と同様、Eartの SIVpost複製抑制能は Epreに比べて低下していた。一方、治

療ワクチン接種群では、Eartの SIVpost複製抑制能は Epreと比べて 6 頭中 4 頭（R-529, 

R-532, R-518, R-533）で上昇していた。このことから、投薬下の治療ワクチン接種に

よる CD8陽性細胞の SIVpost複製抑制能の増強効果が確認された。また、投薬前 CD8

陽性細胞Epreと投薬中止後CD8陽性細胞EpostのSIVpost複製抑制能を比較したところ、

SIVpre複製抑制能と同様、Epostの SIVpost複製抑制能は Epreに比べて上昇していた。 

 

3-4. CD8陽性細胞の SIV複製抑制能と抗原特異的 CD8陽性 T細胞頻度との相関解析 

	 治療ワクチン接種群に関して、VSAにより測定した CD8陽性細胞の SIV複製抑制

能と in vivoでの抗原特異的 CD8陽性 T細胞反応との関連を調べる目的で、感染後 27

週目の CD8陽性細胞 Eartあるいは感染後 34週目の CD8陽性細胞 Epostの SIV複製抑制

能と、感染後 27週目あるいは 34週目における Gag・Vif特異的 CD8陽性 T細胞反応

頻度との相関解析を行った。なお、非接種群については、投薬中の 27週目には Gag・

Vif特異的CD8陽性 T細胞反応がほとんど検出感度以下であり、解析を行わなかった。

投薬下治療ワクチン接種後の感染後 27週目の CD8陽性細胞（Eart）の SIVpre複製抑制
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能は、27週目の Gag特異的 CD8陽性 T細胞頻度と正の相関を示したが、Vif特異的

CD8 陽性 T 細胞頻度との相関は示さなかった（図 9）。一方、感染後 27 週目の CD8

陽性細胞（Eart）の SIVpost複製抑制能については、Gagおよび Vif特異的 CD8陽性 T

細胞頻度のいずれとも相関を示さなかった（図 9）。 

	 治療ワクチン接種群の投薬中止後の感染後 34週目における CD8陽性細胞（Epost）

の SIVpre複製抑制能については、34週目の Gagおよび Vif特異的 CD8陽性 T細胞頻

度のいずれとの間にも相関は認められなかった（図 10）。一方、34 週目の CD8 陽性

細胞（Epost）の SIVpost複製抑制能については、34週目の Vif特異的 CD8陽性 T細胞

頻度との相関は示さなかったものの、Gag 特異的 CD8 陽性 T 細胞頻度と正の相関を

示した（図 10）。 

	 以上のように、治療ワクチン接種群では、投薬下の治療ワクチン接種後の感染後 27

週目の CD8陽性細胞（Eart）の SIVpre複製抑制能と Gag特異的 CD8陽性 T細胞頻度と

の相関、ならびに投薬終了後の感染後 34週目の CD8陽性細胞（Epost）の SIVpost複製

抑制能と Gag特異的 CD8陽性 T細胞頻度との相関が認められた。これらの結果は、

治療ワクチン接種によるGag特異的 CD8陽性 T細胞の誘導が CD8陽性細胞の SIV複

製抑制能の増強に寄与することを示唆するものである。 

 

3-5. CD8陽性細胞の SIV複製抑制能と投薬中止後の血漿中ウイルス量との相関解析 

	 さらに、治療ワクチン接種群の感染後 27 週目あるいは 34 週目の CD8 陽性細胞の
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SIV 複製抑制能と、投薬中止後の感染後 36 週目の血漿中ウイルス量との関連を検討

した。投薬下治療ワクチン接種後の感染後 27週目 CD8陽性細胞（Eart）および投薬中

止後の感染後 34 週目 CD8 陽性細胞（Epost）の投薬前 SIVpreに対する複製抑制能につ

いては、血漿中ウイルス量との間に相関は認められなかった（図 11）。一方、これら

の CD8 陽性細胞の投薬中止後 SIVpostに対する複製抑制能について解析したところ、

Eart・Epostのいずれの SIVpost複製抑制能も、投薬中止後の感染後 36週目の血漿中ウイ

ルス量との間に逆相関を示した（図 11）。この結果は、治療ワクチン接種後の CD8陽

性細胞の SIV複製抑制への寄与を示唆している。 

 

3-6. 血漿中および VSA培養上清中に含まれる SIVゲノム塩基配列の解析 

	 SIV ゲノムにおける変異の選択はウイルス抗原特異的 CD8 陽性 T 細胞によるウイ

ルス複製抑制圧をある程度反映することから、各個体の投薬前あるいは投薬中止後の

血漿由来 SIVならびに VSAにおける SIVpre産生細胞あるいは SIVpost産生細胞と CD8

陽性細胞との共培養の上清由来 SIVのゲノム gag・vif cDNAの塩基配列をダイレクト

シークエンス法によって解析した（図 12）。なお、サル R-529の投薬中止後の標的細

胞（SIVpost産生細胞）と投薬下 CD8 陽性細胞（Eart）の共培養、およびサル R-518 の

投薬中止後の標的細胞（SIVpost産生細胞）と投薬下・投薬中止後 CD8陽性細胞（Eart・

Epost）の共培養では、SIV 複製がほぼ完全に阻止されていたと考えられ、共培養上清

からの SIVゲノム cDNA増幅ができなかった。図 13-1に非接種群のうちMHC-Iハプ
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ロタイプ E陽性サル（R-510、R-522、R-501）、図 13-2に非接種群のうちMHC-Iハプ

ロタイプ W/S陽性サル（R-511、R-499、R-512）、図 13-3に治療ワクチン接種群のう

ちMHC-Iハプロタイプ E陽性サル（R-514、R-529、R-532）、図 13-4に治療ワクチン

接種群のうちMHC-IハプロタイプW/S陽性サル（R-518、R-528、R-533）の解析結果

を示す。 

	 まず各個体の血漿由来 SIVゲノム cDNAについて、共有する MHC-Iハプロタイプ

ごとに比較した。MHC-Iハプロタイプ E陽性サルでは、gagに変異が確認されたもの

は、R-510と R-522の 2頭のみであり、他の E陽性サルの血漿中ウイルスゲノムには

アミノ酸置換を伴う変異は確認されなかった（図 13-1、図 13-3）。また、vifについて

は、R-510、R-522、R-514の 3頭でアミノ酸置換を伴う変異が確認された。これらの

結果は、Gag・Vif特異的 CD8陽性 T細胞反応が優位には誘導されない E陽性サルに

おいて、gag・vifには逃避変異の選択が生じにくいことを反映していると考えうる。

vifの変異のうち、175番目のアミノ酸置換を生ずる変異が R-510と R-514に共通して

認められたが、この他には複数の個体に共通して存在するアミノ酸置換は認められず、

MHC-Iハプロタイプ E由来MHC-I関連変異と推定されるものは認められなかった。 

	 MHC-IハプロタイプW/S陽性サルでは、gagの変異は 6頭中 R-518、R-528を除く

4頭、vifの変異は全頭で確認された（図 13-2、図 13-4）。特に、W陽性サルでは R-518

を除く 3頭で Vif 66番目のアミノ酸置換が認められ、S陽性サルでは R-512と R-533

の両方でGag 28番目のアミノ酸置換とVif 115番目のアミノ酸置換にいたる変異が選
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択されていた。これらは、それぞれMHC-IハプロタイプWあるいは S由来のMHC-I

関連変異である可能性が考えられる。 

	 サル R-533の CD8陽性細胞の SIV複製抑制能は、標的の違いによって大きく異な

っており、SIVpre に対しては高い複製抑制能を示したものの、SIVpost に対する複製抑

制能は大きく低下していた。（図 7B、図 8B）。このサルの VSA培養上清由来 SIV cDNA

の塩基配列解析では、Gag 28番目のアミノ酸置換を生ずる変異が、SIVpreでは投薬中

止後の CD8陽性細胞（Epost）共培養時にしか認められないのに対し、SIVpostにおいて

は CD8陽性細胞非存在下で既に存在していた。感染後 34週目には、血漿中ウイルス

ゲノムにこの変異は認められず、血漿中ウイルス量は 104コピー数/ml 程度であった

が、感染後 38 週目では、血漿中ウイルスゲノムにこの変異が選択されており、血漿

中ウイルス量は 106コピー数/ml 程度まで上昇していた（図 3）。前述のように、この

変異はもう一頭の MHC-I ハプロタイプ S 陽性サル R-512 でも選択されており、S 由

来MHC-I関連変異である可能性が考えられる。以上の結果より、サル R-533では Gag 

28番目アミノ酸をエピトープに含む抗原特異的 CD8陽性 T細胞が高い SIVpre複製抑

制能に寄与し、Gag 28 番目アミノ酸置換に結びつく変異が選択されていない感染後

34週目では血漿中ウイルス量が比較的低値に留まったものの、この変異が選択された

後、血漿中ウイルス量の上昇に至った可能性が考えられる。 
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4. 考察 

 

	 HIV 感染症において、抗 HIV 薬治療は血漿中のウイルスを検出限界以下に抑える

ことが可能である一方、ウイルスを完全に排除することはできず、検出できないレベ

ルでの HIV複製が持続していると考えられ、ART下の HIV複製制御をより安定化す

ることが求められている。HIV感染症において宿主免疫応答による複製抑制に中心的

役割を担っている CD8陽性 T細胞反応は、抗 HIV薬治療下ではウイルス抗原が減少

するために低下する。そこで本研究では、投薬下の治療ワクチン接種によって CD8

陽性 T細胞反応を誘導することでどのような効果が認められるかについて、サルエイ

ズモデルを用いて検討を行った。投薬下で治療ワクチン SIV Gag発現・Vif発現セン

ダイウイルス（SeV）ベクター接種を行い、投薬開始前の抗原優位性によらず Gag・

Vif 特異的 CD8 陽性 T 細胞反応を優位に誘導し、CD8 陽性 T 細胞反応の抗原優位性

を変えうることを明らかにした。また、投薬下の治療ワクチン接種によって CD8 陽

性細胞の SIV複製抑制能を増強しうることを示した。さらに CD8陽性細胞の SIV複

製抑制能が Gag特異的 CD8陽性 T細胞頻度と相関していることを明らかにし、これ

らの結果から、投薬治療下の Gag特異的 CD8陽性 T細胞誘導は、CD8陽性細胞の SIV

複製抑制能の増強に寄与しうるということを示した。 

	 所属研究室では SeV ベクターを用いた予防エイズワクチン開発の研究を進めてお

り、これまでに SIV感染前の SIV抗原発現 SeVベクター接種によって抗原特異的 CD8
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陽性 T細胞反応を誘導できることを明らかにしている。しかし、SIV感染成立後、投

薬下でウイルス複製が抑制されている状態における治療ワクチンとしての SeV ベク

ター接種効果については明らかとされていなかった。本研究では、SIVmac239感染後、

投薬開始前には、MHC-Iハプロタイプ E陽性サルは Nef特異的 CD8陽性 T細胞反応

の優位な誘導を示し、W/S陽性サルは Gag・Vif特異的 CD8陽性 T細胞反応の優位な

誘導を示した。投薬開始後には、これらの CD8陽性 T細胞反応はいずれも低下した。

治療ワクチン接種群では、投薬下の治療ワクチン接種後、Gag・Vif特異的 CD8陽性

T 細胞反応が誘導され、投薬下の SeV ベクター接種によって抗原特異的 CD8 陽性 T

細胞反応を優位に誘導できることが確認された。さらに感染後 32 週目で治療ワクチ

ン接種群に対して再びワクチンを接種するとともに投薬を中止したところ、非接種

群・治療ワクチン接種群のいずれにおいても SIV抗原特異的 CD8陽性 T細胞の誘導・

増強が確認された。非接種群では、投薬前と比べて CD8 陽性 T 細胞反応の抗原優位

性に変化は認められなかった。一方、治療ワクチン接種群では、E陽性サル・W/S陽

性サルのいずれでも Gag/Vif 特異的 CD8 陽性 T 細胞反応が引き続き優位に誘導され

ており、特に E 陽性サルについては投薬下の治療ワクチン接種によって CD8 陽性 T

細胞反応の抗原優位性を変えうることが明らかとなった。E陽性サルでは元々Gag/Vif

特異的 CD8 陽性 T 細胞反応の誘導が優位には認められていなかったことから、E 陽

性サルで治療ワクチン接種後に誘導された Gag/Vif 特異的 CD8 陽性 T 細胞反応は、

ナイーブ CD8 陽性 T 細胞からプライムされたものが主であると考えられる。一方、
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W/S 陽性サルでは投薬開始前より Gag/Vif 特異的 CD8 陽性 T 細胞反応が優位に誘導

されており、W/S 陽性サルで治療ワクチン接種後に誘導された Gag/Vif 特異的 CD8

陽性 T細胞反応はメモリーCD8陽性 T細胞からの誘導が主であると考えられる。HIV

感染症においてはすべての HIV抗原特異的 CD8陽性 T細胞反応がウイルス複製抑制

に寄与するわけではなく、CD8陽性 T細胞は標的とする抗原エピトープによってウイ

ルス複製抑制能が異なることから、特にワクチンによって抗原特異的 CD8 陽性 T 細

胞反応を誘導する場合には、どのような抗原特異的 CD8 陽性 T 細胞反応を誘導でき

るかということが重要となる。本研究で示されたように、投薬下の治療ワクチン接種

によって CD8 陽性 T 細胞反応の抗原優位性を変えうるということから、投薬下ある

いは投薬中止後のウイルス複製抑制に向け、ワクチン抗原の最適化によって MHC-I

遺伝子型にかかわらず、より有効な CD8 陽性 T 細胞反応を優位に誘導しうることが

期待される。 

	 各個体の血漿中ウイルス量を測定したところ、全ての個体で SIV感染の成立と投薬

開始後のウイルス量の低下を認めることができたが、12頭中 4頭では投薬下における

検出限界以下のウイルス量（400コピー数/ml）の維持には至らなかった。本研究で用

いた薬剤は HIVを標的とするものであることから、SIVに対して in vivoでどの程度

作用するかということは厳密には明らかとなっていない。また、薬剤を粉砕し、固形

飼料と混合したものを餌として投与したことから、薬剤血中濃度が一定に維持されて

いない可能性もある。 
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	 本研究では、投薬中止前の感染後 32 週に、治療ワクチン接種群の全 6 頭と、非接

種群のうちの 2 頭に対して抗 SIVmac239 ポリクローナル中和抗体の受動免疫を行っ

た。これは、治療ワクチン接種によって CD8 陽性 T 細胞反応の誘導と同時に活性化

されうる SIV特異的 CD4陽性 T細胞が SIV感染標的となりうることを考慮し、その

SIV 感染を防ぐことを主旨としたものである。投薬中止後は全 12 頭でウイルス血症

の再出現が確認されたが、非接種群では中和抗体の受動免疫を行った個体（R-501、

R-499）と他の 4 頭にウイルス量の差は認められず、投薬中止後のウイルス複製への

中和抗体受動免疫の影響は認められなかった。一方、治療ワクチン接種群のうち R-529

と R-518の 2頭は、投薬中止後のウイルス量が低値を維持していた。これら 2頭と他

の 4個体の差を明らかにすることで、より安定なウイルス複製抑制に繋がる可能性が

期待される。 

	 本研究ではさらに、投薬下の治療ワクチン接種によって誘導された CD8 陽性 T 細

胞がウイルス複製抑制に寄与しうる能力を有するかどうかを検討するため、VSAによ

って CD8陽性細胞の SIV複製抑制能の評価を行った。VSAの標的には投薬前後の末

梢血 PBMCより分離した CD8陰性細胞から産生される SIVを用いた。標的 CD8陰性

細胞の何%が SIVを産生するのかということや産生される SIVの増殖能（fitness）が、

CD8 陽性細胞非存在下の標的 CD8 陰性細胞のウイルス産生量の差に繋がると考えら

れるが、本研究ではこれらの個体内における影響に留意した CD8 陽性細胞の SIV 複

製抑制能の評価につながりうる。この VSAによって CD8陽性細胞の SIV複製抑制能
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の評価を行った結果、投薬下の CD8 陽性細胞の SIV 複製抑制能は、非接種群におい

ては投薬前の SIV複製抑制能に比べて低下するが、治療ワクチン接種群では 6頭中 4

頭で投薬前の SIV複製抑制能と比べて増強されていることが確認された。この結果は、

投薬下の治療ワクチン接種が CD8 陽性細胞のウイルス複製抑制能を増強しうること

を示している。 

	 治療ワクチン接種群では、投薬下の感染後 27週目 CD8陽性細胞の SIV複製抑制能

と投薬中止後の感染後 34週目 CD8陽性細胞の SIV複製抑制能は、それぞれ感染後 27

週目と 34 週目の Gag 特異的 CD8 陽性細胞頻度と相関していた。したがって、CD8

陽性細胞による SIV複製抑制には、Gag特異的 CD8陽性 T細胞反応が寄与している

と考えられた。 

	 Gag特異的 CD8陽性 T細胞反応と CD8陽性細胞の SIV複製抑制能の相関について

は、投薬下の Gag特異的 CD8陽性 T細胞反応と相関していたのは投薬前の SIVを標

的とした複製抑制能であり、投薬中止後の SIVを標的とした複製抑制能は相関を示さ

なかった。また、投薬中止後の Gag特異的 CD8陽性 T細胞反応と相関していたのは

投薬中止後の SIVを標的とした複製抑制能であり、同様に投薬前の SIVを標的とした

複製抑制能は Gag特異的 CD8陽性 T細胞反応頻度との間に相関を示さなかった。こ

れらのことからは、投薬前と投薬中止後で SIVゲノムに変異が入ったか、ワクチン接

種によって投薬下で誘導された CD8陽性 T細胞反応と、2度目のワクチン接種によっ

て投薬中止後に誘導された CD8 陽性 T 細胞反応が、エピトープレベルでの標的抗原
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等、何らかの点において異なっていた可能性が考えられる。治療ワクチン接種群の投

薬前感染後 12 週目と、投薬中止後感染後 33 週目から 35 週目にかけての血漿中 SIV

ゲノムを比較すると、投薬前と投薬中止後でゲノムに大きな変化はどの個体でも認め

られなかった。一方で、投薬前、あるいは投薬中止後の SIV（SIVpre/SIVpost）産生細

胞を標的としたVSA培養上清由来 SIVのゲノムを比較すると、一部の個体では、SIVpre

で認められる変異のうち、SIVpostでは認められなくなっている変異が存在した。同一

の CD8陽性細胞を用いておりながら、投薬前の SIVpreでは CD8陽性 T細胞反応によ

る複製抑制圧からの逃避が起きた一方で、投薬中止後の SIVpostでは CD8陽性 T細胞

反応による複製抑制圧からの逃避が起きなかった可能性を示唆していると考えられ

る。ART治療を行っている HIV感染者体内で、HIVが CD8陽性 T細胞反応の抑制圧

から逃避していることがこれまでに報告されていることを踏まえると、本研究では各

サル個体において投薬下で宿主免疫応答によるウイルスへの複製抑制圧がかかり、結

果としてゲノム解析において顕著に確認できる程度ではないものの投薬前後の SIV

が異なったために、各 CD8 陽性細胞の SIV 複製抑制の寄与がそれぞれ異なったと推

測される 38), 39)。 

	 投薬前の SIVに対する複製抑制能はウイルス量との間に相関を示さなかったが、投

薬中止後の SIVに対する複製抑制能は感染後 36週目の血漿中ウイルス量との間に逆

相関を示した。CD8陽性細胞の SIV複製抑制能に Gag特異的 CD8陽性 T細胞反応が

寄与していると考えられることから、投薬中止後のウイルス複製抑制には、治療ワク
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チン接種によって誘導された Gag特異的 CD8陽性 T細胞反応が寄与している可能性

が考えられる。 

	 MHC-IハプロタイプW陽性サルでは、Vif 66番目のアミノ酸置換を生じる変異が

W由来 MHC-I関連変異である可能性が高いが、この変異は R-518を除く 3個体では

投薬開始前に既に選択されていた。一方、投薬中止後に低ウイルス量を示した R-518

では、Vif 66番目のアミノ酸置換を生じる変異は選択されていなかった。また、MHC-I

ハプロタイプ S由来MHC-I関連変異の可能性があるVif 125番目のアミノ酸置換を生

じる変異は、R-512と R-533のいずれの個体でも投薬開始前に選択されていた。これ

らの変異選択は、Vifを標的とする CD8陽性 T細胞のウイルス複製抑制能へ影響を及

ぼしていると考えられる。特に R-518では Vif 66番目のアミノ酸置換を生じる変異が

選択されておらず、投薬中止後の経過が比較的良好であったことから、Vif 66番目ア

ミノ酸を含むエピトープを標的抗原とする Vif 特異的 CD8 陽性 T 細胞反応が誘導さ

れており、R-518 では変異型ウイルスの選択が進んでいなかったために、Gag特異的

CD8陽性 T細胞反応と同時に Vif特異的 CD8陽性 T細胞反応もウイルス複製抑制へ

寄与した可能性が考えられる。このことは変異が選択されていない状態で投薬治療を

開始し、ウイルス複製が抑制されている状態で有効な CD8 陽性 T 細胞反応を誘導す

ることで、よりよい制御に結びつく可能性があることを示唆している。実際、ヒト

HIV 感染症では、セットポイントは 104コピー数/ml 程度であることが多く、本研究

で用いたサルエイズモデルでのセットポイントに比べて 1 log程度低いことから、同
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時期に治療を開始した場合には、変異選択がより進んでいない可能性が考えられる。

したがって早期に抗 HIV薬治療を開始し、治療下で有効な抗原特異的 CD8陽性 T細

胞反応を誘導することは、治療下のウイルス複製抑制をより安定なものとすることに

寄与しうることが期待される。 

	 サルエイズモデルを用いた投薬治療下の治療ワクチン Gag発現・Vif発現 SeVベク

ター接種によって、投薬開始前の抗原優位性に関わらずワクチン抗原特異的な CD8

陽性 T細胞反応を誘導しうることが明らかとなり、特に治療ワクチン接種によって誘

導された Gag特異的 CD8陽性 T細胞反応がウイルス複製抑制に寄与しうることが本

研究から示唆された。投薬治療によって HIV 感染者の血漿中ウイルス量は検出限界

以下に抑制されているが、なおウイルス複製は持続していると考えられることから、

投薬下の治療ワクチン接種による HIV 特異的 CD8 陽性 T 細胞反応の誘導によって、

投薬下のウイルス複製をより安定に制御することが期待される。一方、本研究では、

治療ワクチン接種群においても投薬中止後にウイルス血症の再出現が認められたこ

とから、本研究の治療ワクチン接種による CD8 陽性 T 細胞反応誘導だけでは、投薬

中止後のウイルス複製抑制には不十分であると考えられる。HIV感染症の cureに向け

ては、CD8陽性 T細胞標的の最適化ならびに誘導効率の向上、さらには別の戦略との

併用が必要かもしれないと考えている。今後、特に本研究において投薬中止後の血漿

中ウイルス量が投薬前より低値を示した個体についてさらに解析を進め、ワクチン抗

原の最適化や接種時期・回数の検討等を重ねることで、抗原特異的 CD8 陽性 T 細胞
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反応誘導の最適化と、より安定な投薬下のウイルス複製制御法の構築や、投薬治療に

よらない治療法の開発へ結びつけることが期待される。 
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5. 総括 

 

	 HIV感染者における抗HIV薬治療下の CD8陽性 T細胞増強がHIV複製抑制に寄与

しうるかどうかを知る目的で、SIV感染サルエイズモデルにおいて、抗 HIV薬治療下

の治療ワクチン接種による抗原特異的 CD8 陽性 T 細胞反応誘導効果を解析した。そ

の結果、投薬下の Gag発現 SeVベクターおよび Vif発現 SeVベクター接種によって、

Gag・Vif特異的 CD8陽性 T細胞反応を優位に誘導・増強しうることを明らかにした。

また、この優位な Gag・Vif特異的 CD8陽性 T細胞反応は、投薬中止後も維持される

ことを確認した。一方、治療ワクチン接種によって CD8 陽性細胞の SIV 複製抑制能

を増強しうることが示された。治療ワクチン接種群では、CD8陽性細胞の SIV複製抑

制能は、Gag 特異的 CD8 陽性 T 細胞頻度と正の相関を示し、投薬中止後の血漿中ウ

イルス量と逆相関することが示されたことから、Gag 特異的 CD8 陽性 T 細胞誘導が

SIV複製抑制に寄与しうると考えられた。投薬開始前および投薬中止後のウイルスゲ

ノム cDNA の塩基配列解析からは、gag 変異が CD8 陽性細胞の SIV 複製抑制能低下

に結びつく可能性が示唆された。本研究結果は、抗 HIV薬治療下の Gag特異的 CD8

陽性 T 細胞反応の増強が HIV 複製抑制に寄与しうることを示すものである。今後、

抗原の最適化ならびに CD8陽性 T細胞反応誘導効率の向上により、抗 HIV薬治療下

の安定なウイルス複製制御法の構築に結び付くことが期待される。 
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7. 図表 

 

図 1.	 HIV感染後の血中ウイルス量の変化と HIV/SIVのウイルスゲノム（シェーマ） 

A. HIV 感染者の血漿中ウイルス量の推移を示す。未治療下では慢性持続感染を示す

(上)。抗 HIV薬治療により HIV複製は制御される(下)。 

B. HIVおよび SIVのウイルスゲノム構造を示す。 
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表 1.	 MHC-Iハプロタイプ E・W・Sを構成するMamu-A・Mamu-Bアレル 

	 	 	 (確認されたもの) 68) 

 
  

MHC$I&
�������

Mamu$A� Mamu$B�

90#010#Ie&(E)� A1*066:01� B*005:02,&B*040:01:01�

89#075#Iw&(W)� A1*022:03,&A4*01:02:02� B*001:01:02,&B*007:02,&B*017:03�

91#010#Is&(S)� A1*003:08� B*023:01�
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図 2.	 治療ワクチン実験のプロトコル 

A. 動物実験のプロトコル。 

*：治療ワクチン接種群 6頭と非接種群のうち 2頭に対して、抗 SIVmac239ポリク

ローナル IgGの受動免疫を行った。 

B. 抗 HIV薬治療プロトコル。 
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図 3.	 SIV感染後の血漿中ウイルス量の変化 

A. 治療ワクチン非接種群。 

B. 治療ワクチン接種群。 
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図 4.	 非接種群の抗原特異的 CD8陽性 T細胞反応 

N.A.: Not Assessed. 
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図 5.	 治療ワクチン接種群の抗原特異的 CD8陽性 T細胞反応 
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図 6.	 Viral suppression assay (VSA)の模式図 

A. VSAのプロトコル概要。 

B. 培養に用いた細胞の組み合わせ。 
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図 7.	 投薬前の標的（SIVpre）に対する各 CD8陽性細胞の複製抑制能 

A. 非接種群。 

B. 治療ワクチン接種群。 

左：VSA共培養時の上清中 p27量。 

右：SIVpre複製抑制能（reduction fold） 
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図 8.	 投薬中止後の標的（SIVpost）に対する各 CD8陽性細胞の複製抑制能 

A. 非接種群。 

B. 治療ワクチン接種群。 

左：VSA共培養時の上清中 p27量。 

右：SIVpost複製抑制能（reduction fold） 
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図 9.	 治療ワクチン接種群における投薬下治療ワクチン接種後（感染 27週目）の CD8

陽性細胞の SIV複製抑制能と 27週目の抗原特異的 CD8陽性 T細胞頻度との相関解析 

左図横軸：27週目 CD8陽性細胞の投薬前標的（SIVpre）に対する抑制能 

右図横軸：27週目 CD8陽性細胞の投薬中止後標的（SIVpost）に対する抑制能 

上図縦軸：27週目の Gag特異的 CD8陽性 T細胞頻度 

下図縦軸：27週目の Vif特異的 CD8陽性 T細胞頻度 
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図 10.	 治療ワクチン接種群における投薬中止後（感染 34 週目）の CD8 陽性細胞の

SIV複製抑制能と 34週目の抗原特異的 CD8陽性 T細胞頻度との相関解析 

左図横軸：34週目 CD8陽性細胞の投薬前標的（SIVpre）に対する抑制能 

右図横軸：34週目 CD8陽性細胞の投薬中止後標的（SIVpost）に対する抑制能 

上図縦軸：34週目の Gag特異的 CD8陽性 T細胞頻度 

下図縦軸：34週目の Vif特異的 CD8陽性 T細胞頻度 
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図 11.	 治療ワクチン接種群における 27週目あるいは 34週目の CD8陽性細胞の SIV

複製抑制能と 36週目の血漿中ウイルス量との相関解析 

A. 投薬下治療ワクチン接種後の感染 27週目 CD8陽性細胞（Eart）の SIV複製抑制能。 

B. 投薬中止後の感染 34週目 CD8陽性細胞（Epost）の SIV複製抑制能。 
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図 12.	 VSA培養上清および血漿中 SIVのゲノム解析 

A. ゲノム解析に用いたサンプルの採材週。 

B. VSAの培養上清に含まれる細胞。 
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図 13-1.	 SIV gag・vif変異（非接種群・MHC-Iハプロタイプ E陽性サル） 

VSA を duplicate で行ったものは一方を(2)として示す。変異体の存在比率が野生型の

1/2以上のもののアミノ酸置換を示し、2倍以上のものは濃い青で示す。 

*: 複数の変異が存在することを示す。 
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図 13-2.	 SIV gag・vif変異（非接種群・MHC-IハプロタイプW/S陽性サル） 
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図 13-3.	 SIV gag・vif変異（治療ワクチン接種群・E陽性サル） 
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図 13-4.	 SIV gag・vif変異（治療ワクチン接種群・W/S陽性サル） 
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