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研究成果の概要（和文）：ATL発症における免疫チェックポイントシグナルの影響を解析するため、これまで
我々が抗HTLV-1免疫が誘導されることを確認しているHTLV-1感染ヒト化マウスの系に抗PD-1抗体を投与したとこ
ろ、非投与群では感染経過とともに数百倍に増加するCD4及びCD8 T細胞の増殖が抑制され、生存率も改善した。
異常増殖したCD8 T細胞を解析したところ、大部分にHTLV-1感染が確認されたことから、HTLV-1感染CD8 T細胞の
抗原非特異的な活性化に起因する免疫チェックポイントシグナルの影響で抗HTLV-1免疫が減弱し、これが抗PD-1
抗体の投与により回復した可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：To examine the role of PD-1/PD-L1 co-inhibitory signaling in ATL 
development, we analyzed the effect of anti-PD-1 antibody on the leukemic growth of T-cells in 
HTLV-1 infected humanized mouse, in which the human immune system against HTLV-1 infection is 
functionally established.
HTLV-1 infection of humanized mice induced hundreds fold increase of CD4 T-cells and most of 
infected mice died in 2 months, although the number of CD8 T-cells was similarly elevated in 
parallel with the overgrowth of CD4 T-cells. Administration of anti-PD-1 antibody substantially 
retarded the increase of CD4 T-cells as well as CD8+ T-cells in PBL and prolonged the survival of 
infected mice. Since most of CD8 T-cells in the infected mouse was found to be infected with HTLV-1,
 the co-inhibitory signals induced by the antigen non-specific activation of CD8 T-cells possibly 
suppress the anti-HTLV-1 immunity and the blocking of PD-1/PD-L1 pathway could have restored the 
immunity.

研究分野： ウイルス学

キーワード： HTLV-1　ヒト化マウス　白血病　PD-1　免疫チェックポイント　細胞障害性T細胞　CADM1

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒト免疫系が再構築されたヒト化マウスの系で、抗PD-1抗体の投与がHTLV-1感染細胞の腫瘍性増殖を抑制したこ
とから、ヒト化マウスが免疫チェックポイントシグナル制御を介したATL発症予防法の開発に有用な実験系を提
供することが示された。また、ヒト化マウス脾臓内において増殖したCD8T細胞の多くにHTLV-1の感染が観察さ
れ、抗HTLV-1宿主免疫への影響が示唆されたことから、HTLV-1感染初期のヒトにおけるCD8T細胞のHTLV-1感染、
およびその抗HTLV-1宿主免疫ヘの関与に注目することで、ATL発症の初期過程の理解に新たな方向性を与えるも
のと期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
(1)重症免疫不全NOG-SCIDマウス骨髄内への臍帯血由来造血幹細胞の移植により作製したヒト

化マウスに HTLV-1 を感染させることにより、感染数ヶ月で、肝・脾腫を伴う白血病様病態
の再現に成功した。 

(2) 同ヒト化マウスへの Tax ペプチドワクチン投与により、Tax テトラマー陽性 CD8+T 細
胞の発現および感染リンパ系組織への集積と平行して、HTLV-1 感染 T 細胞の腫瘍性増
殖の抑制が観察され、CTL を介した感染細胞制御機構が実証された。 

(3) ヒト化マウス脾臓内の HTLV-1 感染 T細胞を用いた cDNA マイクロアレイ解析では、Treg の
機能発現に関与する CTLA-4 や granzyme B 遺伝子の発現誘導が認められ、HTLV-1 感染細胞
自体の Treg 機能を介した宿主免疫の抑制が想像された。 

(4) 一部の ATL 患者細胞において、免疫チェックポイント分子 PD-L1 の過剰発現による抗腫瘍
免疫からの回避が報告されていることから、ATL 発症過程における様々なかたちの免疫抑制
機構の関与が強く示唆された。 

 
２．研究の目的 

｢がん微小環境｣における免疫チェックポイント分子を標的とした種々の試薬が、HTLV-1 感
染ヒト化マウスにおける感染細胞の腫瘍増殖を抑制し得るかどうかを個体レベルで検証し、さ
らにその機構をリンパ系組織レベル、および感染細胞あるいは宿主免疫細胞のレベルで明らか
にする。 

 
３．研究の方法 
(1)重症免疫不全 NOG-SCID マウス骨髄内への臍帯血由来造血幹細胞の移植により作製したヒ

ト化マウス腹腔内にγ線照射した HTLV-1 感染 Jurkat 細胞を注入する事で HTLV-1 を感染
させ、末梢血細胞における CD45、CD3、CD4、CD8、CD25、PD-1 の発現を感染 2.5〜3 週毎
にセルソーターを用いて経時的に測定した。 

(2)HEC293 細胞に発現させ精製した組換え IgG-4 抗 PD-1 抗体を、感染 2.5 週のヒト化マウス
に３日毎に３回、腹腔内投与(0.1mg/マウス)した。 

(3)HTLV-1 感染 6週のヒト化マウス脾臓内リンパ球を各種表面抗原
（CD45,CD3,CD4,CD7,CD8,CADM1）および細胞内抗原（Ki67,Foxp3,T-bet,Ganzyme B）に対
する抗体を用いて蛍光染色し、セルソーターを用いて感染ヒト化マウス脾臓内 Tリンパ球
の性状を解析した。 

(4) CD45、CD3、CD4、CD7、CD8、CADM1 を用いてセルソーターで分画・分取した Tリンパ球か
ら精製したゲノム DNA 用い、HTLV-1ｐX 領域の定量的 PCR を行うことで、プロウイルス量
（ウイルス感染率；PVL）を定量した。 

 
４．研究成果 
(1)HTLV-1 感染ヒト化マウスへの抗 PD-1 抗体の投与による感染 T細胞の腫瘍性増殖抑制 

ヒト化マウスに HTLV-1 を感染したところ、数週
間で CD45(+)ヒト血球細胞数が、感染前の数倍〜
数百倍に増加し、８週以内に全頭(４匹)死亡した。
増加した細胞の 65-75％は CD4(+)T 細胞であり、
約 20％が CD8(+)T 細胞であった(図 1a,b,c)。 
一方、感染 2.5 週で抗 PD-1 抗体を腹腔内投与し

たところ、感染細胞の腫瘍性増殖は 10 倍以下に抑
制され(図 1d,e,f)、全頭(４匹)、２ヶ月以上生存
した(図 2)。 
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図 1．HTLV-1 感染によるヒト化マウス T細胞の 
腫瘍性増殖(a,b,c)と抗 PD-1 抗体投与に 
よる増殖抑制(d,e,f) 
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図 2．HTLV-1 感染ヒト化マウスの生存率 



(2)HTLV-1 感染による PD-1 陽性 CD4(+)T 細胞の増加 
 感染ヒト化マウス末梢血 CD4(+)T 細胞における PD-1 の発現を
経時的に解析したところ、感染前は 10〜20％が PD-1 陽性であっ
たのに対し、感染 5 週では発現率が 30〜50％にまで上昇した(図
3a)。増加した CD4(+)T 細胞の大部分が HTLV-1 感染細胞であるこ
とから、感染細胞の約半数が PD-1 陽性であることが示された。 

一方、抗 PD-1 抗体を投与したヒト化マウスにおいては、投与
終了 2.5 週(感染 7.5 週)において、感染により 10 倍程度まで増
加した CD4(+)T 細胞において PD-1 の発現が全く観察されなかっ
た(図 3c)。この事実は、抗 PD-1 抗体内投与により増殖抑制され
た感染個体では PD-1 陰性の CD4(+)T 細胞のみが増殖したことを
示している。 

(3)HTLV-1感染によるCD8(+)T細胞の増殖と抗PD-1抗体投与による増
殖抑制 
HTLV-1 感染ヒト化マウス末梢血では CD8(+)T 細胞も、感染前の数

倍〜数百倍に増加した(図 1b,c)。また、CD8(+)T 細胞における PD-
1 の発現も、CD4(+)T 細胞と同様、感染 5週で発現率が 30〜50％に
まで増加し(図 3b)、抗 PD-1 抗体投与により、細胞数増加の抑制と
共に PD-1 の発現が失われた(図 3d)。 

(4) 抗 PD-1 抗体投与による CD8/CD4 比の減少 
ヒト化マウス末梢血の CD4(+)T 細胞および CD8(+)T 細胞の数は、

HTLV-1 感染によりともに数倍〜数百倍に増加し、CD8/CD4 比は、
感染 5 週において 0.26〜0.48(平均：0.36)を示したが、抗 PD-1
抗体投与により細胞数の増加を抑制すると、CD8/CD4 比は 0.14〜
0.37(平均：0.26)にまで減少し、抗 PD-1 抗体投与後の CD8(+)T 細
胞の方が、感染 T細胞の増殖を抑制する効率が高い可能性が示さ
れた(図 4)。 
また、抗 PD-1 抗体投与後、PD-1 陽性 T細胞が欠失したことから、

感染細胞における PD-1 の発現が、抗 HTLV-1 免疫の主たる標的であ
る HTLV-1 Tax 遺伝子の発現と関連している可能性も考えられた。 

(5)ヒト化マウスにおける感染 CD4(+)T 細胞の機能 
感染により高い増殖性を示した CD4(+)T 細胞および CD8(+)T 細胞

の機能を明らかにする為、感染 6週のヒト化マウス脾臓内 CD4(+)お
よび CD8(+)T 細胞の表面抗原および核内転写調節因子の発現を解析
した。 
これまでの多くの報告から、ATL 患者における CD4(+)T 細胞は転移

関連細胞表面抗原 CADM1 を特異的に発現していることが明らかとな
っていることから、HTLV-1 感染ヒト化マウスにおける脾臓由来
CADM1(+)CD4(+)T 細胞を分取し、HTLV-1 の感染率を調べたところ、
ほぼ 100％が HTLV-1 陽性である一方、CADM1(-)細胞の感染率は 10％
以下であった(図 5)。 
そこで、細胞増殖関連核内抗原 Ki67 の発現を見たところ、CADM1(+)CD4(+)T 細胞の 50％

が Ki67 陽性であり、細胞増殖が活発である事が確認された。次に、ヘルパーT 細胞の分化
と機能を決定する転写因子の発現を解析したところ、Treg の形質を決定する Foxp3 の発現
は観察されなかったのに対し、ほとんどの CADM1(+)CD4(+)T 細胞は Th1 ヘの分化を規定す
るT-betを発現していた。このことから、感染6週におけるヒト化マウス脾臓の感染CD4(+)T

細胞は、ほぼ全てTh1型であることが明らかとなった(図6)。
また、これらの細胞の一部は、細胞障害性を発揮する
Granzyme B を高発現していた。 

 (6)ヒト化マウスにおける CD8(+)T 細胞の HTLV-1 感染 
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図 3．HTLV-1 感染によるヒト化マウス T細胞に 
おける PD-1 の発現上昇(a,b,c)と抗 PD-1 
抗体投与による消失 
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HTLV-1 感染によりヒト化マウス末梢血 CD8(+)T 細胞も、感染前の数倍〜数百倍に増加し
たことから、感染 6週のヒト化マウス脾臓CD8(+)T細胞での CADM1の発現を調べたところ、
80％以上が CADM1 陽性であった。そこで、これらの細胞の HTLV-1 感染を測定すると、80％
が HTLV-1 陽性であった(図 5)。 
 また、細胞の増殖を示す Ki67、分化を決定する核内転写因子 T-bet、細胞障害性タンパ

ク質 Granzyme B のいずれも、HTLV-1 感染 CD4(+)T 細胞と同様に陽性であった(図 6)。従っ
て、感染 6 週のヒト化マウス脾臓内 CD8(+)T 細胞は、高率に HTLV-1 に感染し、その結果、
抗原刺激非依存的に増殖していることが示唆された。 
 
以上の実験結果から、HTLV-1 感染ヒト化マウス脾臓においては、感染 CD8(+)T 細胞が抗

原非特異的にポリクローナルに増殖することで、宿主免疫系全体に PD–1/PD–L1 をはじめと
する免疫チェックポイントシグナルが誘導され、その結果、HTLV-1 特異的な細胞障害性 T
細胞の活性が減弱した可能性が考えられた。一方、抗 PD-1 抗体投与により、免疫チェック
ポイントシグナルが抑制され、HTLV-1 特異的 CD8(+)T 細胞の活性が回復することで、感染
CD4(+)および CD8(+)T 細胞の排除が進行したと解釈された。 
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