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研究成果の概要（和文）：新たな抗HTLV-1療法の開発の為にHBZ抗原を発現するrecombinant vaccine virus (rVV)を用
いて特異的CTLを誘導し、機能評価を行った。そのrVVを接種したマウスではHBZ特異的CTLの誘導が確認され、そのCTL
はHBZ発現細胞に対して細胞障害機能を有していた。それらの結果はRhesus macaqueにrVVを接種した際も観察された。
それらのHBZ特異的CTLはHBZ157-176ペプチドに反応した。HBZ157-176はin vitroでCD8T細胞からHBZ特異的CTLを誘導し
た。この研究でHBZがHTLV-1療法の標的になりうることを示した。

研究成果の概要（英文）：HTLV bZIP factor (HBZ) is consistently expressed in HTLV-1 infected cells and ATL 
cells. Therefore, HBZ is a potential therapeutic target for immunotherapy of HTLV-1 related diseases and 
adult T cell leukemia (ATL). In this study, we generated and characterized HBZ-specific CTLs using 
HBZ-expressing recombinant vaccine virus (rVV-HBZ). HBZ-specific CTLs were induced in rVV-HBZ immunized 
mice (C57BL/6) and produced effector cytokines (IFN-γ and TNF-α) by HBZ peptide stimulation. HBZ 
specific T cell response was also observed in rVV-HBZ-immunized Rhesus macaque. These HBZ-specific CTLs 
were produced effector cytokines by HBZ157-176 peptide stimulation. Furthermore we generated human HBZ 
specific CTLs from HLA-A2 and HLA-A24 positive healthy donor using HBZ157-176 peptide. The HBZ specific 
CTLs produce effector cytokines when stimulated with HBZ157-176 peptide-pulsed BLCL. This study suggests 
that HBZ specific CTLs could be useful for ATL treatment.

研究分野： ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 
	 HTLV-1（Human T cell leukemia virus 
type-1）感染者の約 5%は成人 T 細胞白血
病（ATL）を発症する。一方で HTLV-1は
慢性炎症性疾患（HAM やぶどう膜炎）に

も関与していることが知られている。その

中でも ATL は難治性の白血病であり、そ
の治療には化学療法や幹細胞移植が一般的

に行われてきた。しかし、それらの方法で

は根治が困難であるため、効果的な治療法

の開発が必要とされている。 
	 近年、新たな腫瘍の治療法として癌抗原

特異的T細胞を利用した免疫療法が注目さ
れている。これまで ATL の免疫療法では
HTLV-1のウイルスタンパクであるTaxに
対する特異的T細胞を利用したT細胞療法
が検討されてきた。その一方で多くの ATL
細胞は Tax 発現が消失していることが報
告されており、全ての ATL 患者に応用で
きる方法とは言い難かった。これまでに申

請者は HTLV-1 抗原を発現する遺伝子組
換えワクシニアウイルス(rVV)を作成して
解析を行ってきた。その rVV はマウスに
HTLV-1抗原特異的 T細胞応答を誘導でき
ることが分かっている。 
 
２．研究の目的 
本研究ではHTLV-1特異的細胞障害性T細
胞(CTL)を人為的に誘導できる方法を探索
し、新たな抗 HTLV-1治療法の開発に繋げ
ることである。また、これまで抗 HTLV-1
療法の標的タンパクとして用いられてきた

Taxではなく、HBZ（HTLV−1 bZIP factor）
を用いる。HBZは感染細胞で恒常的に発現
する唯一のウイルス蛋白である。また、

HBZ は Tax と同様に感染細胞へ細胞増殖
やアポトーシス耐性に関与することがわか

っている。それ故に HBZ特異的 CTLの誘
導法の開発やその機能解析は全 HTLV-1
感染者に有用な治療法へと繋がることが期

待される。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト HBZ 特異的 CTL の作成   
	 HBZ発現 rVVを接種したC57BL/6やア

カゲザルでは HBZ 特異的 T 細胞応答が出
現することを確認している。それらの HBZ
特 異 的 CD8T 細 胞 は HBZ109-128 と

HBZ157-176 ペプチドによって刺激した際に

強く IFN-γ/ TNF-αを産生した。次にそれ
らペプチドを用いて HBZ特異的ヒト CTL
を作成する。HLAアリルとしては HTLV-1
感染に防御的に働く HLA-A2と HLA-A24
を使用し、それらのアリルを持つ健常人か

ら CD8T細胞を回収する。ドナーCD14陽
性細胞は GM-CSFと IL-4で培養すること
で樹状細胞を誘導する。樹状細胞は HBZ
ペプチドをパルスし、ドナーCD8T細胞を
刺激することでHBZ特異的 CTLを作成す
る。 
 
(2) ヒト HBZ	 特異的 CTL の機能解
析  
	 上記で作成したHBZ特異的CTLはペプ
チドをパルスした細胞を用いることで特異

的な IFN-γ/TNF-α産生や Killing assayな
どでその機能を評価する。標的細胞はドナ

ー末梢血単核細胞に EBV を感染させるこ
とにより不死化 B細胞（B-LCL）を作成し
て用いる。また本実験では20mer ペプチド
を用いて刺激を行う。本来多くの CD8T細
胞は 8-12mer のペプチドを認識して細胞を
障害する。それ故に20mer ペプチドでの
epitope mapping を行う必要が生じる。ペ
プチドの epitope mapping を行うために
N-terminus/C-terminus deletion peptide
を作成して HBZ 特異的 CTL を刺激する。
epitope mapping は CTL か ら の

IFN-γ/TNF-α産生を測定することで決定
する。 

	 

(3) HBZ ペプチドワクチンへの応用  
	 それらのHBZペプチドがHBZ特異的ヒ
ト CTLを誘導できた場合、HBZペプチド
ワクチンへの応用を検討する。HBZペプチ
ドはアジュバントと混合後に C57BL/6 の
皮下へ摂取を行う。その後、特異的 T細胞
応答は IFN-γ/TNF-αなどのサイトカイン
産生を測定することで評価を行う。 
	 



４．研究成果	 

(1) HBZ157-176によるヒト HBZ 特異的
CTL 誘導	 
	 申請者はHLA-A2とHLA-A24アリルを
持つ健常人から末梢血単核細胞を回収した。

樹状細胞は GM-CSF と IL-4 を用いて
CD14 陽性細胞から誘導した。また、樹状
細胞は活性化のために OKT-432 で刺激し
た。一方で同じドナーから CD8T細胞を回
収し、HBZペプチド（HBZ109-128もしくは

HBZ157-176）をパルスした樹状細胞と共培

養を行った。HBZ157-176 で刺激を行った場

合、HBZ特異的 CTLは IFN-γ/TNF-αを産
生した(上図)。一方でマウスとアカゲザル
の HBZ 特異的 CTL を活性化させた

HBZ109-128ペプチドでは HBZ 特異的 CTL
を 誘 導 す る こ と が で き な か っ た 。

HBZ157-176 によって誘導された HBZ 特異
的 CTL は ペ プ チ ド 濃 度 依 存 的 に

IFN-γ/TNF-αを産生した（下図）。それら
の結果はHBZ157-176がHBZ特異的 CTL誘
導のための候補ペプチドであることを示し

ている。 

 
 
(2) HBZ157-176での epitope mapping	 
	 HBZ157-176 ペ プ チ ド 
(QELGIDGYTRQLEGEVESLE)のエピト
ープを決定するために１アミノ酸ずつ削っ

た N-terminus/C-terminus deletion 
HBZ157-176 	 peptide を作成して上記の
HBZ 特異的 T 細胞を刺激した。Deletion 
peptide はドナー由来 B-LCL にパルスし、
CTLを刺激した。機能評価は IFN-γ/TNF-α
産生細胞を測定することで行った。 
しかし、両端の１アミノ酸（Qと E）のど
ちらかを削るだけでもHBZ特異的 CTLか
らのサイトカイン産生は消失した。それら

の結果はHBZ157-176ペプチドで誘導された

HBZ特異的 CTLは HBZ157-176の全長を認

識している可能性を示しており、その詳細

は現在解析中である。 
	 

(3) HBZ157-176ペプチドの Immunization 
  ペプチドワクチンへの応用の可能性を調
べるために、HBZ157-176を C57BL/6への摂
取を行った。HBZ157-176と CpG(ODN1826)
はマウスの皮下へ３回摂取を行った。申請

者はマウス脾細胞での IFN-γを測定した。
HBZ157-176は HBZ 特異的 T 細胞応答を誘
導できたことから、HBZ157-176は ATLの T
細胞治療・免疫療法での有望なペプチドで

あることが考えられた。 
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