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 研究成果の概要：成人 T 細胞白血病（ATL）の原因ウイルス（HTLV-1）に特異的な CTL の誘導を抗腫瘍免疫療法のモデルとして、効率的な HTLV-1 特異的 CTL の誘導法を in vivo 及び in 

vitro において解析した。Hepatitis B core（HBc）粒子に HLA-A*0201 が認識する HTLV-1 Tax エピトープを挿入した HTLV-1/HBc キメラ粒子を作製した後、HLA-A*0201 改変トランスジェニックマウスに本キメラ粒子を免疫し、その免疫原性を検討した。本粒子免疫群において HTLV-1特異的な IFN-γ反応がみられ、テトラマー法によりHTLV-1特異的CD8陽性細胞が確認できた。またマウス骨髄樹状細胞と本粒子を共培養した結果、CD86、HLA-A*02、MHC クラス 2、TLR4分子の発現が有意に増加した。これらの結果より、粒子のヘルパー活性によりアジュバント無しで樹状細胞の成熟化が促進し効率的 CTL 誘導能を有する可能性が示唆された。本研究により、免疫細胞療法による HTLV-1 特異的 CTL の誘導を目的とする ATL 発症予防・治療のための免疫療法の臨床応用への基盤が確立できた。 
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 １．研究開始当初の背景 

HTLV-1 は日本で発見された世界最初のヒトレトロウイルスであり成人 T 細胞白血病（ATL）の原因ウイルスである。そのキャリアは日本において約 120 万人で長期潜伏を経てキャリアの約 2%に ATL を発症させる。近
年、白血病の治療は化学療法や骨髄移植療法で飛躍的に進歩し、患者の生命予後が大きく改善されてきたが、ATL 患者のほとんどは治療抵抗性を示し、特に急性型とリンパ腫型はこれらの治療法を用いてもほとんどの患者が発病後 1 年以内に死亡し予後不良である。
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有効な治療法がない現状において、HTLV-1特異的細胞性免疫による感染細胞及び腫瘍細胞の排除に働く CTL の誘導を主眼に置いた ATL 発症の予防・治療法の確立が焦眉の急であると考えられる。 我々はHTLV-1抗原網羅的なHLAテトラマーアッセイを用い ATL 患者の HTLV-1 Tax 特異的 CTL の発現頻度、認識できるエピトープのレパートリー及びその機能がキャリアと比較し有意に減少していることを明らかにし、Tax 特異的 CTL が HTLV-1 感染細胞の腫瘍化を抑制する免疫エフェクターの主役であると共に、その減少が ATL 発症リスクである 可 能 性 を 証 明 し た (Kozako et al. J. 

Immunology, 2006)。HTLV-1 蛋白はウイルス抗原かつ癌抗原でもあり、感染症、癌免疫研究への応用が期待できる。HTLV-1 は分子疫学的知見が豊富で、腫瘍の多段階発がんを解析する上で格好のモデルであり、その治療法開発が C 型肝炎、HIV、SARS などの免疫療法に関する研究に有益な情報をもたらすと考えられる。 

 ２．研究の目的  癌や感染症に対する免疫を考える場合には、免疫抵抗力が著しく低下した癌患者体内で、いかにして細胞性免疫を高めるかを考えることが重要になる。ワクチンに関して、現在臨床試験中のペプチドワクチンは in vivoにおいて免疫原性に乏しくアジュバントが必要となる。一方、hepatitis B core（HBc）などのウイルス粒子は感染・複製することなく、アジュバンド無しで強力な抗体及び CTL 応答を惹起することから、安全性に優れたワクチンキャリアとして有用である。そこで我々は HBc 粒子に日本人の HTLV-1 感染者の 85%が保有する HLA-A*2402 が認識する Tax エピトープを挿入し、HTLV-1 Tax 特異的 CTL を誘導する HTLV-1/HBc キメラ粒子を作製し
ATL 発症予防のための、HTLV-1 Tax 特異的
CTL を誘導する HTLV-1/HBc キメラ粒子の作製を目的とする。 

 ３．研究の方法 

(1) HTLV-1/HBc キメラ粒子の作製：
HLA-A*0201 に拘束される HTLV-1 Tax のメジャーエピトープである Tax11-19配列に含まれるエピトープを含むキメラ粒子の作製を試みた。プロテオソームにおけるプロセッシングを考慮し、この 9つのアミノ酸エピトープにゆとりを持たせるために、前後 3つずつのアミノ酸を含む計 15 のアミノ酸（LFEEYTNIPISLLFN）を HBc の配列に挿入した。プラスミドベクター（pUC18HBc）を
Stu I で切断後、DNA との Ligation 反応を行った。JM109（TAKARA）を用いてクローニングを行い、HiSpeed Plasmid Midi Kit（キアゲ

ン）でプラスミド DNAを抽出し、HTLV-1/HBcプラスミドを得た。発現ベクターである
pPIC3.5（invitrogen）を用い、
pPIC3.5-HTLV-1/HBc プラスミドを得た。エレクトロポレーション法により Pichia pastoris  

Sac I によって線状化した pPIC3.5-T311/HBcで、KM71株を形質転換した。最小栄養培地で培養してヒスチジン非要求性の形質転換体を選別した。菌体にメタノールを加えキメラタンパク発現を誘導した。回収した菌体を超音波で破砕し、陰イオン交換クロマトグラフィー、ショ糖濃度勾配遠心、透析、無菌ろ過によりキメラタンパクを精製した。 

(2) HLA-A*0201 トランスジェニック（Tg）マウスにおける HTLV-1/HBc キメラ粒子によるHTLV-1特異的CTLの誘導：HLA-A*0201Tgマウスの尾根部に、投与抗原として 4 群①
HTLV-1/HBc キメラ粒子 20µg/dose、②Taxペプチドを 1µg/dose（キメラ粒子に含まれる
HTLV-1 の絶対量は 1/20 であるから）に固定してアジュバント無しで、③HBc 粒子
20µg/dose+ Taxペプチド 1µg/dose④PBS を皮内に免疫した。2週間後同様に追加免疫を行った。追加免疫終了 1週間後 Tg マウスから鼠径リンパ節及び脾臓を摘出した。ペプチド
10µM の最終濃度で 2時間共培養した 3x10e5の BM-DC（ペプチド群は 1.5x10e5、HBc＋ペプチド群は 6x10e5）を radiation（45Gy）した細胞を APC として、鼠径リンパ節 3x10e6 と
37℃で 6 日間培養し ELISPOT アッセイを行った。2週間おきにペプチド 10µM の刺激を加え 32 日間培養しテトラマーアッセイを行った。 

(3) HTLV-1/HBc キメラ粒子による HTLV-1特異的 CTL 誘導・活性能の解析 

(ア)ELISPOT アッセイ 

6日間 APCと共培養した鼠径リンパ節細胞をエフェクター細胞、BM-DC を 10µM のペプチド有無で 2時間共培養した細胞をターゲット細胞として 16時間培養後、産生された
IFN-γの検出を行った。 

(イ)テトラマーアッセイ ペプチド刺激し 32 日間培養した鼠径リンパ節及び脾臓細胞を mouse anti-CD8 IgG-FITC、
Tax11-19/HLA-A*0201 テトラマー-PE、7-AADで染色しフローサイトメーター（FCM）で、
HTLV-1 特異的 CD8+ T cell を解析した。 

(4) HTLV-1/HBc キメラ粒子と未熟樹状細胞の共培養： 

HLA-A*0201Tg マウス骨髄由来未熟樹状細胞とHTLV-1/HBcキメラ粒子を 2日間共培養し、
CD86、HLA-A*02、MHC クラス 2、TLR4 分子の発現を FCM で測定した。 

 ４．研究成果 

(1) HTLV-1/HBc キメラ粒子の作製：Pichia 

pastoris の発現システムを用いて HTLV-1/HBc



 

 

キメラタンパクを発現させた。ショ糖濃度勾配遠心を後抗 HBc抗体を用い HTLV-1/HBcキメラタンパク分画を確認した結果、HBc 粒子と同じ 42%スクロース分画に抗原があり、キメラタンパクは粒子を形成することが確認された（Figure 1A）。Western blotting の結果、キメラ粒子の分子量は HBc 粒子の分子量より 6kDA程高い約 28kDa であった（Figure 1B）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(2) HTLV-1/HBc キメラ粒子による HTLV-1特異的細胞性免疫誘導：HLA-A*0201Tg マウスに HTLV-1/HBc キメラ粒子群、HTLV-1ペプチド群、HBc 粒子とペプチドを混合した群、
PBS 群と 4つの抗原群を尾根部に免疫し、2週間後にブーストし、3週間後に脾臓と鼠径リンパ節を採取し、ペプチド刺激し HTLV-1特異的 CTL の誘導を試みた。ペプチド刺激後
6 日後、鼠径リンパ節細胞を用い HTLV-1 特異的 INF-γ反応を検証するためELISPOTアッセイを行った。HTLV-1/HBc キメラ粒子免疫群において、HTLV-1特異的な反応が見られ、エフェクター細胞依存的に INF-γ産生細胞の増加が見られた。一方他の 3 群においては有意な反応は確認できなかった（Figure 2A）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(3) HTLV-1/HBc キメラ粒子による HTLV-1特異的 CD8 陽性 T 細胞の誘導：鼠径リンパ節及び脾臓においてペプチド刺激後 32 日後にテトラマーアッセイを行い、HTLV-1 特異的 CD8 陽性細胞の検出を行った。HTLV-1 特異的 CD8 陽性細胞をフローサイトメトリーで抗 CD8 抗体及びテトラマー試薬で解析したところ、鼠径リンパ節及び脾臓においてキメラ粒子免疫群で HTLV-1 特異的 CD8 陽性細胞存在が確認され、本粒子によるアジュバント無しでの HTLV-1 特異的 CD8 陽性細胞の誘導効果が確認された（Figure 2B, C）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(4) HTLV-1/HBc キメラ粒子による樹状細胞の成熟化：HTLV-1/HBc キメラ粒子の樹状細胞の成熟化に対する影響を、Tg マウスの BMを用いて検討した。Tg マウスの骨髄細胞を
GM-CFS で 7 日間培養後非接着細胞を未成熟樹状細胞（iDC）とし、iDC とキメラ粒子、ペプチド、phytohemagglutinine（PHA）を 2日間培養し、キメラ粒子の DC 成熟能に対する影響を検討した。キメラ粒子により、DCの成熟マーカーである CD86、HLA-A02、
MHC-classII、TLR4 の発現が上昇していた結果（Figure 4）から、本キメラ粒子は TLR4シグナルを介し効率的な樹状細胞の成熟化を促進させたことが示唆された。 以上の結果より、本発現システムにより
HTLV-1 Tax/HBc キメラ粒子を得ることが出来た。このキメラ粒子は、アジュバント無しで、効率的に樹状細胞を成熟化させることにより、HTLV-1 特異的 CD8 陽性細胞を誘導する事が示された。このように、アジュバント無しで強力な細胞性免疫を誘導できることから本ワクチンは有用なワクチンキャリアで、エピトープを変えることで他の感染症にも応用できる可能性が示唆された。 
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