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    学位論文内容の要旨

  HIV-1の感染からAIDS発症までの期間は、平均10年と言われている。この期間、

生体の免疫とHIV-1は闘っている。生体の免疫が勝っている期間は無症状ですごす

ことができることから、無症候期と呼ばれているが、この間は、細胞とウイルスは

共存状態、すなわちウイルスが持続感染した状態と考えられる。しかし、m v-1が

免疫担当細胞に感染することが原因となって生体の免疫力、特に細胞性免疫が徐々

に低下し、これと逆相関してウイルスは活性化し、AIDS発症へと進行する。従っ

て、生体の免疫カを支えるような治療法の開発と、その背景となるI-n v-1の持続感

染機構の解明は、現在AIDS研究において最も解決が求められている課題のーっで

あり、本研究の目 的でもある。本論文の要旨は、以下の5項目である。

l.in vitroで作製した遺伝子変異領域が明らかな各種HIV-1変異株を用いて、ヒト

  リンパ球隣ミイヒ細胞(Ml0)への感染を行ったところ、nef変異株は、野生型と同様、

  完全に細胞を破壊した。それに対し、vif丶vpr、及ぴvpu変異株は野生型なみの

  感染・複製速度を示すにもかかわらず、HIV-1抗原の発現後も生き残り、持続感

  染細胞の出現を許した。その際、持続感染細胞の出現頻度は、vif'vpu、vpr変

  異株の順に高かった。しかし、いずれの場合も一過性の細胞傷害を引き起こした

  後に持続感染細胞が出現した。また、得られた持続感染細胞の産生するウイルス

  の細胞傷害性は、ほぼ消失していた。従って、これらのアクセサリー遺伝子の変

  異箇所以外の、何れかの遺伝子領域に変異が生じ、その結果、ウイルスは持続感

  染できる性状に変化したと考えられた。

2．前述の生き残り細胞の性状を調べるため、vif及びvpu変異株の感染により得られ

  ：た持続感染細胞(Ml0んifー、Ml O/vpu―）から分離したクローン細胞を解析した。

  その結果、いずれのクローン細胞も染色体に1コピーの遺伝子（プロウイルス）を



  組み込んでいたが、HIV―1表現型は多様であった。すなわち、I型；産生ウイル

  スの感染性が全くないもの、II型；感染性はあっても複製速度の遅いもの、III型；

  野生型MV―1なみの複製速度を示すものに分かれた。このうち、感染性を示すII

  及びiii型でも、その細胞傷害活性は、元のvifvpu変異株の細胞傷害性に比べる

  と、大きく低下していた。しかし、このようなウイルスの細胞傷害性の変化の原

  因となる新たな遺伝子変異領域は、サザンブロット解析では明らかにできなかっ

  たことから、小規模の変異であることが示唆された。

3.HIV-1の遺伝子変異は、他のレトロウイルスと同様に、ウイルス遺伝子の逆転写

  過程での読み違えが主な原因と考えられる。そこで、ウイルス複製中に自然に起こ

  る遺伝子変異の頻度を高くするために、強毒HIV―1およびnef変異HIV―1．を

  Ml0細胞で継代培養を繰り返し、ウイルスの細胞傷害性の低下現象を調べた。そ

  の結果、野生型各継代株は、少くとも4代継代後から持続感染の成立が認められ、

  この細胞傷害性の程度は、感染・複製速度は同程度であるにもかかわらず継代が進

  むに従い低下する傾向が観察された。一方、nef変異HIV―1継代株では、50代

  継代したウイルスにおいても完全な細胞破壊が認められ、野生型HIVー1が継代

  とともに弱毒化するのとは対照的であった。

4.HIV-1粒子を免疫したBAL B/cマウスから得られた、Gag p24認識単クローン抗体

  （V107及びVl0)の認識領域を調べたところ、HIV-1の各分離株のみならず、

  HIVー2、サル免疫不全ウイルス(SIvaヨm、SIVーa。）のGagにおいても認識領

  域が保存されていた。実際。SIVヨg。とは血清学的にも交又性が認められた。一方、

  ネコ免疫不全ウイルス（FIV）にも同領域に対応する領域が存在し、実際、同じ

  BALB／cマウスへのFIV抗原免疫により、その対応領域を認識する単ク口―ン

  抗体（F17、F13及びF48）を分離することができた。この抗体は、V10及び

  V107と同様に、FIV感染細胞の表面に発現するGag抗原と反応した。このこと

  から、これらの抗体の認識領域はウイルス持続感染細胞の排除のための標的抗原の

  候補と考えられた。

5．前述のGagp24内の高保存性アミノ酸領域の免疫原性をBALB／cマウスを用いて

検討するために、同領域の関連合成ペプチド（Gag‐23mer）をフロイント型完全ア

  ジュバントとともに皮下免疫fした。対照として、強いキラーT細胞誘導能がある



ことが知られているエンベロープ蛋白質の関連合成ペプチド（Envー15mer）を免疫

した。その結果、Gag-23merペプチドは、免疫したマウスにMHCクラスI拘束性

のCD8陽性T細胞によるCTL反応を誘導した。また同ペプチドのへルパーT細胞誘

導能を調べた結果in vitro再刺激による抗原特異的な増殖能はGag-23mer免疫マウ

スの脾細胞で顕著であり、またモルモットにおいても遅延型過敏反応を誘導し得

ることが明らかになった。さらに、Gag- 23merペプチド免疫マウスでは、ウイル

ス由来の蛋白質であるGag p24に反応する抗体の産生も認められた。このように、

Gag p24内に同定されたアミノ酸領域は、高保存性領域で1あるにもかかわらず、

マウスにおけるキラーT細胞、ヘルパーT細胞エピトープを含み、液性、細胞性

免疫を誘導し得ること、また、モルモットに遅延型過敏反応を誘導し得ることが

明らになった。・このような免疫応答は、Fn v-i持続感染細胞を生体から排除する

うえで有効と考えられる。
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  後天性免疫不全症候群（AIDS）と呼ぱれる疾患が報告されてから12年、その原因ウイ

ルスとしてヒ卜免疫不全ウイルス1型（ HIV―1）が分缶されてから10年が経過した。これ

までにHIV－1に関する膨大な憎報が得られてきたが、HIV―1感染やAIDS発症を予防でき

るワクチンあるV、は特効薬はいまだ開発されていない。申請者は、現在HIV―1研究の中

でも緊急に要望されている2っの課題に関する基礎的研究を行い、次の結果を得た。

した各種HIV－1変異株によるヒトリンパ球株化細胞（Ml0）への感染を

    行ったところ、nef変呉株は、野生型と同様、完全に細胞を破壊したのに対し、

    vif、vpr.  vpu変異株は野生型なみの感染・複製速度を示すにもかかわらず持続感

    染した。しかし、いずれの場合も一過性に細胞傷害性を示した。一方、得られた持

    続感染細胞の産生するウイルスの細胞傷害性は、ほぼ消失していた。従って、複製

    の過程でこれらのアクセサリー遺伝子の変異に加え、何らかの遺伝子変異が誘導さ

    れ、そ の結 果、持 続感 染可能 なウ イルス に変 化する と考 えられ た。

2.持続感染細胞の性状を調べるため、vif. vpu変異株に持続感染した細胞から分離し

    たクローン細胞を解析した。その結果、いずれのクローン細胞も染台体に1コピー

    のウイルス遺伝子を組み込んでおり、また、 HIVー1表現型は多様であった。すなわ

    ち、I型；産生ウイルスの感染性が全くなぃもの、II型；感染性はあっても複製速



度 の 遅 い も の 、 III型 ； 野 生 型 HIV‐ 1な み の複 製速 度を 示す もの に分 かれ た。 こ のう

ち 、 感 染 性 を 示 す II及 び III型 で も 、 そ の 細 胞 傷 害 活 性 は 、 元 の vif、 vpu変 異株 の

    細 胞 傷 害 性 に 比 べ る と 、 大 き く 低 下 し て い た 。 し か し 、 こ の よ う な ウ イ ル ス の 細胞

    傷 害 性 の 変 化 の 原 因 と な る 新 た な 遺 伝 子 変 呉 領 域 は サ ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 で は 不 明で

    あり、小規模の変異であることが示峻された。

3． HIV一 1の 持 続 感 染 に 必 要 な 遺 伝 子 変 異 を 細 胞 で の 複 製中 に自 然に 起こ させ る目 的 で、

    強 毒 HIV－ 1を Ml0細 胞 で 継 代 培 養 を 繰 り 返 し た 。 そ の結 果、 アク セサ リ← 遺伝 子 変異

    株 感 染 時 に 見 ら れ た よ う な 持 続 感 染 細 胞 の 出 現 は 、 野 生 型 継 代 株 で は 4代 継 代 ウ イ

    ルス から 認め られ たが 、n― ・虹変異HIV－1継代採で誼、50代継代したウイルスにおいて

    も認められなかった。

4． GaEp24認 識 単 ク ロ ー ン 抗 体 （ V107） の 認 識 領 域 に っ い て 調 べ た と こ ろ 、 HIV‐ 1の 各

    分艫抹のみならず、H工Vー2、サル免疫不全ウイルス（SIV・。m、SIV．．。）においても高

    保 存 性 の 領 域 で あ っ た 。 一方 、． ネコ 免疫 不全 ウイ ルス tFIV）に も対 応す る領 域 が存

    在 し 、 そ の 領 域 を 認 蛍 す る 単 ク ロ ー ン 抗 体 は 、 Vl07の 場 合 と 同 様 に 、 FIV感 染 細 胞

    の 表 面 に 発 現 す る GaE抗 原 と 反 応 し た 。 こ の こ と か ら 、 こ れ ら の 抗 体 の 認 識 領 域 は

    ウ イ ル ス 持 続 感 染 細 胞 の 排 除 の た め の 標 的 抗 原 の 候 補 と 考 え ら れ た 。

5． 前 述 の V107の 認 識 領 域 の 免 疫 原 性 を BALB/cマ ウ ス を 用い て検 討し た。 同領 域（ Ga雪ー

    23mer） の関 連合 成ペ プチ ド をフ ロイ ン卜 型完 全ア ジュ バン トと とも に皮 下接 種し た。

    モ の 結 果 、 GaEー 23merベ プ チ ド 免 疫 マ ウ ス は 、 MHCク ラ ス I拘 束 性 の CD8鴎 性 T細 胞に

    よ る CTL反 応 を 誘 導 し た 。 ま た 同 ペ プ チ ド Iま へ ル パ ーT細胞 誘導 能も 認め られ た 。一

    方 、 モ ル モ ッ ト に お い て も 遅 延 型 過 敏 反 応 を 誘 導 し 得 た 。 さ ら に 、 同 ペ プ チ ド 免疫

    は 、 抗 体 産 生 能 も 有 し て い た 。 こ の よ う に 、 Ga菖 p24内 に 同 定 さ れ た ア ミ ノ 酸 領 域

    は 、 高 保 存 領 域 で あ る に も か か わ ら ず 、 マ ウ ス に お け る キ ラ ー T細 胞 お よ び へ ル

    パ 一 T細 胞 エ ピ ト ー プ を 含 み 、 液 性 、 細 胞 性 免 疫 を 誘 導 し 得 る こ と 、 ま た モ ル モ ッ

    ト に 遅 延 型 過 敏 反 応 を 誘 導 し 得 る こ と が 明 ら か に な っ た 。 こ の よ う な 免 疫 応 答 は、

    HIV一1持続感染細胞の生体からの排除に有効と考えら れる。

  審 査 貝 一 同 は 、 申 請 者 が 博 士 （ 理 学 ） の 学 位 を 得 る に 充 分 な 資 格 を 有 す る も の と 認

定 した。
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