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背景 

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の一部が主要組織

適合抗原（MHC）クラス I 分子上に 8～11 アミノ酸からなるペプチド断片として発現される。こ

のペプチドをエピトープと呼ぶ。ヒトの MHC クラス I 分子はヒト白血球抗原（HLA）と呼ばれ、

それぞれ多型性のある HLA-A、HLA-B、そして HLA-C 分子として細胞表面に発現している。HIV-1

のエピトープは、HLA-A、HLA-B、あるいは HLA-C 分子上に結合した状態で発現する。以下こ

の複合体をペプチド－HLA 複合体（pHLA）と呼ぶ。細胞傷害性 T リンパ球（CTL）は T 細胞受

容体（TCR）を介して pHLA を認識し、細胞傷害性を発揮する。この CTL の細胞傷害性によりウ

イルスを産生する HIV-1 感染細胞を除去することが、血中ウイルス量のコントロールに深く関与

している。 

20 年を超える過去の研究から HIV-1 における多数の CTL エピトープが同定された。膨大な数

の HIV-1 エピトープが報告されているが HIV-1 感染者において必ずしも全てのエピトープに対す

る反応が見られるわけではない。その原因の一つとして多様性に富んだ変異の影響が考えられる。

HIV-1 は複製の過程でゲノム上に頻繁に変異を生ずるが、その一部が CTL からの細胞傷害性を直

接・間接的に回避する方向に選択されていく(Arien et al., 2007, Nat Rev Microbiol; Brumme et al., 
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2009, PLoS One)。そこで HIV-1 ゲノムに生じた変異がある特定のアミノ酸を置換することでその

周辺のエピトープ性質が大きく変化する可能性が考えられる。過去の研究報告のほとんどは CTL

エスケープ変異によるエピトープの消滅に関するものであった。だが慢性持続感染期において長

い期間活発な CTL 機能とウイルス量がつりあっていることからエピトープ機能の出現をも含め

た複雑なメカニズムが予想される。エピトープ特異的免疫応答とウイルス変異に対する詳しい研

究が必要とされている。 

 

 

材料と方法 

 本研究では、日本人の約 60%が発現する MHC クラスⅠ分子である HLA-A24 を発現する HIV-1

感染者 46 人を対象に HIV-1 の HLA-A24 拘束性 CTL エピトープに特異的な免疫応答を調べた。

各エピトープに対する特異的免疫応答はHIV-1感染者の PBMCを用いた IFN-γ ELISpot assayにて

測定した。また、ウイルスの塩基配列を調べるために HIV-1 感染者の血漿から HIV-1 genomic RNA

を抽出し、遺伝子解析を行った。エピトープペプチドの HLA に対する結合能は peptide-HLA 

binding assay を用いて調べた(Furutsuki et al., 2004, J Virol)。Nef126-10, Nef134-10 の抗原提示を解析

するために、両エピトープを含むポリペプチドを発現する抗原 plasmid と HLA-A24 を発現する

293T細胞、そしてNef126-10, Nef134-10特異的 CTLクローンを作製した。次にHLA-A24陽性 293T

細胞に抗原 plasmid を遺伝子導入して抗原提示細胞とし、エピトープ特異的 CTL クローンと共培

養後 ELISA にて上清中の IFN-γ量を測定した。各エピトープに対する functional avidity は段階希

釈したエピトープペプチドを用いて IFN-γ ELISpot assay を行うことで算出した。 

 

 

結果１ 

最初に、HIV immunology database に報告されている HLA-A24 拘束性 CTL エピトープ 11 種類

について解析を行った。IFN-γ ELISpot Assay の結果、Nef タンパク質由来のエピトープ Nef126-10、

Nef134-10 に対して 46 人の感染者中それぞれ 50.0%、80.4%で免疫応答がみられた。Nef126-10、

Nef134-10 に対する免疫応答と HIV-1 のエピトープ近傍のアミノ酸配列との関係を調べた結果、

Nef126-10 に対する反応性と Nef 配列内 135 番目アミノ酸の tyrosine (Y)から phenylalanine (F)への

変異(Y135F)の間に強い関連性がみられた。この関係を明らかにするために Peptide-HLA binding 

assay を行ったところ、Y135F により Nef126-10 と HLA-A24 との結合力が大きく向上した事が確

認された。続いて、ポリペプチドを細胞内から発現することにより、変異の有無でエピトープ特

異的 CTL クローンの pHLA 認識がどのように変わるかを確認した。Nef134-10 において、野生型

配列と変異型配列ポリペプチドを細胞内から発現させた時、CTL クローンによって野生型配列エ

ピトープが認識されたものの変異型配列エピトープは認識されなかった。一方で、Nef126-10 に

おいては、変異型配列は CTL クローンによって認識されたが、野生型配列は認識されなかった。

最後に、野生型塩基配列から変異型に変化が確認された一人の患者において、エピトープ特異的

135 
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免疫応答がどのように変化するかを経時的に調べることで、感染者体内でこの現象が起きている

かを確認した。その結果、野生型塩基配列の時に確認できなかった Nef126-10 特異的免疫応答が

Y135F の出現後に誘導されていることが確認できた。 

 

結果２ 

 今回の解析に用いた 46 人の患者の塩基配列情報において、Y135F が見られた 35 人のうち 25

人から、Nef配列内 133番目アミノ酸 isoleusine (I)から threonine (T)への変異(I133T)が観察された。

I133T と Y135F との強い関連性がみられたことから、Nef126-10/Nef134-10 への影響が考えられた

が、HLA への結合、CTL による認識では違いを示さなかった。よって I133T 出現のメカニズムを

明らかにするために次の実験を行った。まず、海外の急性感染者 cohort の経時的な塩基配列解析

データから Y135F と I133T が HLA-A24 陽性患者集団の中でどのような頻度で起こっているかを

調べた。Kaplan-Meier plot 結果から、I133T は Y135F と同等に比較的早期に現れる変異であるこ

とが分かった。続いて、I133T/Y135F変異型ウイルスを持つ患者集団において ex vivo IFN-γ ELISpot 

assay による Nef126-10(8I10F)と Nef126-10(8T10F)に対する免疫応答の強さとウイルス量との相関

を調べたところ、Nef126-10(8I10F)特異的免疫応答の強さとウイルス量との間で有意な逆相関の関

係が認められた。一方、Nef126-10(8T10F)特異的免疫応答はウイルス量と相関を示さなかった。

さらにNef126-10(8I10F)やNef126-10(8T10F)とHLA-A24複合体の結晶構造解析をすることでエピ

トープの構造の違いを調べた。結晶構造からは、8 番目の isoleucine 又は threonine は TCR の方向

を向いていて TCR との結合に影響を及ぼしている可能性が示唆された。また、Y135F 単独の変異

型アミノ酸配列を示す患者集団と I133T/Y135F 変異型配列を示す患者集団が Nef126-10(8I10F)と

Nef126-10(8T10F)に対してどのような応答を示すかについて ex vivo IFN-γ ELISpot assay により調

べたところ、Y135F 単独の患者集団では Nef126-10(8T10F)特異的な免疫応答が全く見られなかっ

たことから、I133T は Nef126-10 エピトープにおいて異なる CTL サブセットを誘導するエスケー

プ変異である可能性が示唆された。最後に両エピトープの機能性の違いを確認するために

I133T/Y135F変異型ウイルスを持つ患者集団においてNef126-10(8I10F)とNef126-10(8T10F)特異的

な CTL 集団の functional avidity を比較した結果、Nef126-10(8I10F)特異的 CTL 集団は

Nef126-10(8T10F)特異的 CTL 集団より有意に高い functional avidity を持っていることが明らかに

なった。 

 

 

考察と展望 

HLA-A24 陽性患者において、Nef134-10 特異的免疫応答により出現した Y135F によって、新た

なエピトープとして Nef126-10 が出現したことが証明された。Nef126-10 において、Y135F は

HLA-A24 との結合に重要な C 末端アンカーを変える変異であり、変異後 Nef126-10 の HLA-A24

への結合力を大きく向上させてエピトープ特異的 CTL を誘導した。Y135F によって誘導された

Nef126-10(8I10F)特異的 CTL はエピトープ特異的免疫応答の強さとウイルス量の間に逆相関の関

係を示していたことから、ウイルス抑制に寄与している可能性が考えられる。I133T は、エピト

ープペプチドと HLA 複合体の結晶構造解析結果から pHLA-TCR の結合を変化させる変異である

ことが示唆された。また、Y135F 単独の変異を持つ個人においては I133T 後の Nef126-10(8T10F)
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を認識する CTL が存在しないことから、Nef126-10(8T10F)特異的 CTL は Nef126-10(8I10F)とは違

う CTL サブセットであり、I133T 後に新しい TCR レパトリーを持つサブセットとして誘導され

たことが示唆された。HIV-1 は慢性持続感染期において絶えない免疫応答と HIV-1 の複製がバラ

ンスと取り、多くの患者において長い期間にわたり安定したウイルス量を呈する。従来の研究で

はHIV-1のエピトープ周辺アミノ酸変異によってCTLの選択圧からウイルスが逃れるメカニズム

だけが報告されてきた。しかし過去に報告されたサルエイズモデルの研究で CTL が働かなくなっ

た宿主においてはウイルスの複製能が飛躍的に上昇することが以前知られていることから(Jin et 

al., 1999, J Exp Med)、比較的安定に長期間にわたって HIV-1 の複製を抑えるメカニズムをエスケ

ープ変異だけでは説明できない。今回の研究は HIV-1 が宿主との間で変異を繰り返しているうち

に、本来存在しないエピトープが出現する事を発見しており、これによって誘導された CTL によ

ってウイルスが抑制されている可能性も示唆された。これはまさに HIV-1 の慢性持続感染期にお

いて宿主の中で起きている宿主とウイルスとの攻防の一部を映し出しており、別の HLA、違う

HIV-1 のゲノム上にも同じようなメカニズムでエピトープが出現、消滅を繰り返している可能性

が十分考えられる。これはまた、従来の HIV-1 の CTL 誘導ワクチン開発において免疫原としてコ

ンセンサスの配列だけを考えることの不十分さを認識できるきっかけとなるだろう。このような

HIV-1 エスケープ変異による抗原提示の違いが、誘導される免疫に及ぼす影響を考えることで、

今後 HIV-1 特異的 CTL 誘導ワクチン開発に寄与できることを期待する。 
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