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【研究目的】  
HIV 感染症は、現行の多剤併用療法(HAART)のみでは治癒を達成するのは困難であると考えられて

おり、感染者は生涯 HAART を継続しなければならない。治癒を妨げているのは長期生存可能な HIV
潜伏感染細胞である。本研究では、HIV 感染症の治癒を目指した新たな治療法として、HIV 感染者体

内からの HIV 潜伏感染細胞除去を目的とした HIV 特異的細胞傷害性 T 細胞(CTL)による細胞免疫療

法の開発に向けた基礎基盤の確立を目的とした。慢性期 HIV 感染者の免疫システムは「免疫老化」と

呼ばれる状態に陥っており、T 細胞の増殖能や機能が低下し、HIV 特異的 CTL による抗 HIV 効果も

減弱している。本研究では、人工多能性幹(iPS)細胞作製技術を用いて HIV 特異的 CTL を若返らせ、

抗 HIV 効果の高い HIV 特異的 T 細胞の作製を行った。昨年までにその作製に成功し、性状解析を行

った。本年度はさらに機能的側面について、HIV 感染細胞に対する抗 HIV 活性を検討した。 
【研究手法】 
HIV 感染者の末梢血単核球から HIV 特異的 CTL クローンを樹立し、センダイウイルスベクターを用い

て山中因子を導入して初期化を行い、iPS 細胞(T-iPS)を樹立した。さらに試験管内で血液前駆細胞、

CD8 陽性 T 細胞へと再分化させ得られた細胞(T-iPS-CTL)について、性状を明らかにするとともに、抗

原特異的応答や HIV 感染細胞の傷害活性について解析を行った。 
【研究成果】 
作製した T-iPS-CTL について、元となる HIV 感染者末梢血単核球から樹立した HIV 特異的 CTL クロ

ーンと同様の条件で刺激培養を行い、その増殖能と抗原認識能について検討した。T-iPS-CTL は

pHLA テトラマー陽性であり、抗原特異的に多種類のサイトカイン産生する能力を保持していた。また、

増殖能について比較したところ、元となる CTL クローンに比して高い増殖能を有しており、複数回の刺

激培養後でも高い増殖能を維持していた。抗原認識能についてより詳細に解析するために、段階希釈

した抗原ペプチドを用いて IFN-γ産生を ELISpot assay により検討したところ、元の CTL クローンと同程

度の感度を維持していることが明らかとなった。さらに、HIV 感染細胞に対する細胞傷害活性を明らか

にするため、フローサイトメトリーを用いた細胞傷害活性試験を構築し、HIV 感染により GFP を発現する

CD4 陽性 T 細胞株を用いて、T-iPS-CTL による HIV 感染細胞の傷害活性を確認した。その結果、

T-iPS-CTL は、短時間の共培養の間に効率良く HIV 感染細胞を傷害する能力を有していた。また、

HIV 非感染細胞、当該 HLA を発現していない HIV 感染細胞には細胞傷害活性を示さず、HIV 感染細

胞のみを特異的に認識し、傷害し得ることが明らかとなった。 
 連携研究者らが開発した抗原特異的 T 細胞からの iPS 細胞作製、T 細胞への再分化技術を用いて

作製された T-iPS-CTL が、高増殖能を有し、HIV 感染細胞を効果的に排除可能であることが明らかと

なった。本研究成果は HIV 感染症のみならず、T-iPS-CTL の他ウイルス感染症やガン等に対する免疫

細胞療法としての T-iPS-CTL の有用性を示唆するものである。 
 
本研究は、連携研究者である京都大学 iPS 細胞研究所 金子新博士との共同研究で行われた。 
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【目的】 

 HIV 感染症は、抗 HIV 治療薬の進歩により多剤併用療法(HAART)を行うことでその予後は劇的に改

善された。しかしながら、長期間 HAART を行っても治癒すること（体内から HIV を完全に排除すること）

はなく、感染者は生涯 HAART を続けなければならない。若年層での感染が主である HIV 感染症にお

いて、長期 HAART による薬物毒性、副作用、医療経済上の問題は深刻である。このような状況で、治

癒を目指す治療法の確立が急務である。 

 HIV 感染症において治癒を妨げる最大の原因がウイルスリザーバーとなる潜伏感染細胞の存在であ

る。ウイルスタンパク質の発現を伴わない HIV 潜伏感染細胞は宿主の免疫監視機構から完全に逃れる

ことができる上、HIV 感染休止期 CD4+T 細胞の半減期は数年とされており、長期 HAART 後でもウイル

スリザーバーとして残存する。「どのように潜伏感染細胞を排除するか」が現在の HIV 研究の最も重要

な課題である。 

 HIV 潜伏感染細胞根絶のための戦略として、潜伏感染細胞を再活性化することでウイルスタンパク質

産生を促し、HIV 特異的 CTL に感染細胞を認識・排除させる”Kick & Kill”戦略が考えられている（図）。

抗 HIV 治療薬の進歩により HIV 産生細胞をほぼ消滅させることが可能になり、また臨床で使用されてい

るヒストン脱アセチル化酵素阻害剤等により HIV 感染者体内の HIV 潜伏感染細胞再活性化が可能で

あることが示され、本治療戦略の実現可能性が高まってきた。 
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しかしながら、最も重要な「再活性化された HIV 感染細胞の排除」を担うエフェクターである HIV 特異的

CTL については、HIV 感染症では老化、疲弊により不可逆的な機能低下に陥っていることが知られてお

り、回復させる方法はない。本治療戦略実現化の最大の課題は、再活性化された HIV 感染細胞を効果

的に排除可能な、優良な HIV 特異的 CTL を供給することである。 

 連携研究者である金子新博士（京都大学 iPS 細胞研究所）らは、私が樹立した HIV 特異的 CTL クロ

ーンを人口多能性幹細胞（induced pluripotent stem cell, iPS 細胞）技術を用いて若返らせ(T-iPS 細

胞)、さらに抗原特異性を維持した T 細胞（T-iPS-CTL）に再分化させることに成功した(Nishimura N, et 

al. Cell Stem Cell, 2013)。本研究は、本技術をさらに発展させ、老化、疲弊した HIV 感染者の CTL を、

抗 HIV 効果の高い、長期生存可能な CTL に再生させ、その性状と機能を解析することを目的とする。

昨年度までに、T-iPS-CTL の性状解析と抗原特異性について検討し、また培養条件を改善すること

で、安定的に T-iPS-CTL を拡大/維持培養することが可能となった。本年度は、増殖能、抗原認識能、

細胞傷害活性等機能解析に重点を置き、抗 HIV 効果について検討を行った。 

 

【方法】 

日本人が高頻度に有する HLA-A*24:02 拘束性の HIV-1 Nef 由来の CTL エピトープに特異的な CTL

クローンから樹立した iPS 細胞(T-iPS)を、CD8 陽性 T 細胞へ再分化させ、T-iPS-CTL を作製した。元

の CTL クローンと同条件で刺激、拡大培養を行い、増殖能を比較した。機能解析として、以下の検討を

行った。 

1) IFN-γ ELISpot assay: 抗原認識の感度を明らかにするため、段階希釈したペプチドを抗原として用

い、stimulator となる HLA-A*24:02 を発現する CD4T 細胞株とともに 4 時間培養した後、ELISpot 

assay を行った。 

2) HIV 感染細胞傷害性試験： HIV-LTR 依存性に GFP を発現する CD4 陽性 T 細胞株, CEM-GXR 

(Brockman MA, et al. J Virol Methods 131:134- (2006))に、HLA-A*24:02 を遺伝子導入し標的細胞

とした(A24-GXR)。HIV NL4-3 株を感染させ 50%以上が GPF 陽性になった時点で、T-iPS-CTL と 4

時 間 共 培 養 を行 い、フローサイトメトリーにて GFP 陽 性 細 胞 数 を計 測 した。陰 性 対 照 として

HLA-A*24:02 を発現しない CEM-GXR に HIV を感染させ、同時に測定を行った。また、フローサイト

メーターでの解析時に T-iPS-CTL と標的細胞を明確に分画できるように、A24-GXR, CEM-GXR は

Cell tracker を用いて標識したのちに共培養を行った。フローサイトメーターでの解析では、標的細

胞のみを gating し、HIV 感染細胞(GFP+HLA-Ilow)の頻度を測定することで、細胞傷害活性を算出し

た。 

 

【結果】 

T-iPS-CTL と CTL クローンの増殖能を比較したところ、T-iPS-CTL は 2 週間の刺激培養で安定して

100 倍以上に増殖しており、CTL クローンと比較して倍以上の増殖が見られた。いずれもエピトープペプ

チドを提示する HLA:A*24:02 テトラマーの結合能は同程度であったことから、特異性を決定する TCR の

発現レベルは同様であることがわかった。段階希釈した抗原を用いて抗原認識の感度を比較したとこ

ろ、5nM 程度の抗原ペプチドを用いた場合でも IFN-γ産生細胞が見られ、元の CTL クローンとほぼ同程

度の感度を示した。 
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HIV 感染細胞排除能について明らかにするため、HIV 感染により GFP を発現する CD4 陽性 T 細胞株を

用いて、HIV 感染細胞傷害活性試験を行った。その結果、HIV 感染細胞が HLA-A*24:02 を発現してい

る場合にのみ、T-iPS-CTL を共培養したことによる HIV 感染細胞頻度(GFP+HLA-Ilow)の低下が見られ、

49%の感染細胞が傷害された（E:T=1:1）（下図）。 

 

【考察・今後の課題】 

iPS 細胞技術を用いて、慢性期 HIV 感染者由来 HIV 特異的 CTL から高増殖能を獲得し、かつ抗原特

異的に多様なサイトカイン産生可能な、HIV 感染細胞排除能を有した T 細胞の作製に成功した。上述し

た”Kick & Kill”戦略では、再活性化した潜伏感染細胞を標的とするため、現在潜伏感染細胞の認識能

について検討を進めている。 

本研究では、試験管内での検討を行い、有効性を示したが、臨床応用を目指す場合、動物モデルによる

in vivo での有効性の検証が必須である。また、iPS 細胞はその安全性について未だ保証されておらず、

その検証が慎重になされるべきであるが、大型動物モデルを用いた検証は未だなされていない。現在、

私たちはサルエイズモデルを用いて、TiPS-CTL の安全性・有効性の検証を行っている。 

近年、癌や免疫不全時のウイルス感染症に対して特異的 T 細胞を用いた免疫細胞療法の開発が進

み、一部の疾患についてはその有効性が報告されている。本研究成果は、iPS 細胞技術によって T 細胞

の質の改善が可能であることを示したものであり、HIV 感染症と同様、特異的 T 細胞の疲弊が問題とな

る癌に対する細胞療法への応用も期待される。 

末筆になりましたが、計３年間にわたるご支援をいただき、大変ありがとうございました。引き続き真摯に

研究を進め、本研究成果が新規治療法として臨床の現場に貢献できるよう、努力して参ります。 
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