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研究成果の概要：ラットを用いたヒト T 細胞白血病ウイルス（HTLV−I）感染モデルにおいて、

抗 HTLV-I 免疫を細胞レベルで解析することを目的とし、F344 ラット特異的 MHC-I である

RT1-Al 拘束性エピトープを認識する T 細胞を活性化、および検出する系を確立した。本研究

の成果は、今後 HTLV-I 特異的免疫誘導や白血病に対する免疫治療、および感染個体における

ウイルス特異的 T 細胞の動態解析に有用であると考えられる。 
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１．研究開始当初の背景 
HTLV-Iのキャリアーは日本に約100万人いる

と推定されており、そのうちの数%が成人Ｔ

細胞白血病（ATL）を発症する。ATLは極めて

予後が不良な疾患であり、日本におけるキャ

リアー数を考えるとその発症予防法や新た

な治療法の開発は重要な課題である。ATLの

発症過程には、ウイルスがコードする転写活

性化因子Taxの発現と、それに対する免疫応

答が密接に関わっており、これらの制御が発

症予防・治療に重要である。また、生体内に

おけるウイルス感染細胞とそれに対する免

疫応答の関連を理解し，新規治療法開発に結

びつけるためには動物モデルが必要不可欠

である。HTLV-Iの動物モデルはこれまでにサ

ル、ウサギ、ラット等を用いて国内外の研究

機関で開発が行われているが，抗HTLV-I免疫

を解析できるモデルは限定されているのが

現状である。我々が開発したATL様疾患モデ

ルラット (Ohashi et. al. J. Virol. 73, 
6031-6040, 1999)は、生体内で抗HTLV-I腫瘍

免疫が解析できる点で独創的であり、遺伝子

治療・免疫療法の効果判定には極めて有効な

モデルである。実際に，このモデル系を用い



てHTLV-Iに対するDNAワクチン（Ohashi et. 
al.J Virol. 74, 9610-9616, 2000）、ペプ

チドワクチン（Hanabuchi et. al.,J Natl C
ancer Inst, 93, 1775-1783, 2001）、およ

びTaxを標的にしたsiRNA (Nomura et. al.,
 J. Virol.78, 3827-3839, 2004)の有効性

を示している。さらに我々は、よりヒトに近

いウイルス増殖を生体内で再現するために、

ラットにおけるHTLV-Iの効率的な増殖に必

須の因子であるヒトCRM1遺伝子導入ラット

の樹立に成功している。以上のように、ウイ

ルス感染細胞、あるいはウイルス自身の生体

内における増殖が再現できるモデル系が準

備できている状況において、ATLの発症機序

の理解と有効な治療法の開発をさらに進め

て行くためには、これらのモデル系における

HTLV-I特異的免疫細胞の動態・機能等の詳細

な解析を行い、ウイルス増殖との関連を明ら

かにすることが重要であると考えられる。 

 
２．研究の目的 
これまでに報告されている、Tax トランス
ジェニックマウス/ラットや SCID マウス
を用いた HTLV-I のモデル系は、HTLV-I
感染細胞の増殖やTax等のウイルス抗原の
機能解析に有用であったが、抗ウイルス/
腫瘍免疫の解析には適していなかった。そ
こで、抗 HTLV-I 免疫応答と HTLV-I 関連
疾患の病態との関連に関する研究は，主に
感染者の協力から得られる検体を用いて行
われているのが現状である。ここから得ら
れるデータは非常に重要なものであるが，
感染時期や発症時期等に関連して得られる
検体は非常に限定されてしまうことも事実
であり，宿主免疫応答とウイルス、あるい
は感染細胞の増殖との相互作用を深く理解
するためには必要な時期に採材できる動物
モデルが重要である。そこで本研究では、
ラットモデルにおける抗 HTLV-I 免疫を細胞
レベルで解析することを目的とし，MHC-I
単鎖三量体というこれまではラットにおけ
る解析で用いられていない手法を導入し、
HTLV-I特異的CD8陽性細胞の誘導システム，
および検出システムの確立を行う。次に確立
されたシステムを基に、HTLV-I 特異的細胞
傷害性 T 細胞の生体内動態、および機能的変
化を評価し，HTLV-I、および感染細胞の増殖
との関連を明らかにする。さらには得られた
材料、および情報を基に強力な抗 HTLV-I 免
疫が誘導可能なプロトコールを作製し，ラッ
トモデルにおいてその抗 HTLV-I 活性/抗腫
瘍活性を評価する。本研究で得られる知見は、
ATL のみならずその他のウイルス、あるいは
癌遺伝子を標的とした遺伝子治療・免疫療法
にも有益な情報になることが期待される。 
 

３．研究の方法 
(1) MHC-I 単鎖三量体発現ベクターの構築：
F344 ラット特異的 MHC-I である RT1-Al に提
示される HTLV-I 抗原エピトープを活性化す
る T細胞を検出するための MHC-I 単鎖三量体
発現ベクターを構築する。MHC-I 単鎖三量体
は細胞表面に発現させることにより、抗原性
の無い細胞を抗原提示細胞に変えることが
可能であるとともに、分泌型 MHC-I の C末端
に EGFP 遺伝子を繋げることでテトラマー法
と同様にエピトープ特異的 T細胞を検出でき
るという利点を持つ。具体的手順としては，
はじめに MHC-I/β２マイクログロブリン/エ
ピトープペプチドをコードする塩基配列を
１つの遺伝子として繋げ、MHC-I 単鎖三量体
を融合蛋白として発現させる。これら３つの
遺伝子を適当なリンカー配列を使って結合
し，T 細胞の活性化を指標に最適な MHC-I 単
鎖三量体を選択する。我々はこれまでの研究
で F344 系ラットから Tax180-188 特異的ラッ
ト CD8 陽性 T細胞株を複数樹立している。そ
のうちの一つ 401/C8 細胞を用いて、作製し
た Tax180-188 特異的 MHC-I 単鎖複合体発現
ベクターが実際に RT1-Al 拘束性 Tax180-188
エピトープを提示可能かどうかについて検
証する。具体的には，Tax180-188特異的 MHC-I
単鎖複合体発現ベクターを導入したヒト T細
胞株（MOLT4）をホルマリン固定した後に， 
4O1/C8 細胞と共培養し、その後の 4O1/C8 細
胞の増殖、あるいはインターフェロンγ産生
を指標に活性化能を有する発現ベクターを
選択する。活性化能が確認できたベクターに
関しては HTLV-I 感染ラット由来プライマリ
ーT 細胞に対する活性化についても同様の解
析を行い，in vitro での Tax180-188 特異的
CTL 誘導能を検証する。以上の活性が確認で
きたベクターに関しては， in vivo トランス
フェクション試薬を用いたナイーブラット
への投与を行い，生体内での CTL 誘導につい
ても解析を行う。 
 
(2)MHC-I単鎖三量体/EGFP融合蛋白発現ベク
ターの構築： F344 ラット特異的 MHC-I であ
る RT1-Al に提示される HTLV-I 抗原エピトー
プを認識する T 細胞を検出するための MHC-I
単鎖三量体／EGFP 融合蛋白発現ベクターを
構築する。(1)で作製した MHC-I 単鎖三量体
発現ベクターの C端に EGFP 遺伝子を連結し、
細胞表面に MHC-I 単鎖三量体/EGFP 融合蛋白
が発現可能なベクターを構築する。作製され
たベクターはヒト細胞に導入し、MHC-I 単鎖
三量体/EGFP 融合蛋白を安定して発現する細
胞を選択する。樹立した細胞は、Tax 特異的
CTL 細胞株と共培養した後に、CTL へ移行し
た融合蛋白の EGFP の発現を指標に CTL 検出
能を評価する。 
 



４．研究成果 
(1) エピトープペプチド-b2m-RT1.A

l 融合蛋
白発現ベクターの構築：HTLV-I の Tax 特異的
CTL の活性化システムを構築するために図１
A とに示すようなエピトープペプチド
-b2m-RT1.A

l 融合蛋白発現ベクターを構築し
た。RT1-Al、ラットβ２マイクログロブリン
遺伝子、および HTLV-I Tax のエピトープ配
列を結合して発現ベクターに導入した後に，
ヒト細胞株である 293T 細胞に発現させ、T細
胞の活性化を指標に発現蛋白の TCR認識を検
証した。その結果、Tax 発現 MHC-I 単鎖三量
体が Tax 特異的 CTL を刺激し IFN-g、および
TNF-a 産生を誘導することが確認され、構築
した MHC-I 単鎖三量体が TCR を認識可能であ
ることが示された（図１Cと D）。 

  

(2) エピトープペプチド-b2m-RT1.A
l 蛋白発

現細胞株の樹立。MHC-I 単鎖三量体発現ベク
ター中のリンカーの長さが T細胞の活性化に
与える影響を詳細に解析するためにリンカ
ーの長さの異なる MHC-I単鎖三量体が同レベ
ルに発現するヒト細胞株をヒト由来 T細胞株
である MOLT-4 を用いて構築した。図２Aに示
すように、Tax エピトープを提示する MHC-I
単鎖三量体でリンカーの短いものの発現が
96.7%、長いものの発現が 95.4%となり、その
蛍光強度に両者間で差がないことから、ほぼ
同量の MHC-I単鎖三量体を発現する細胞株が
樹立できた。樹立した細胞間での Tax 特異的
CTLの活性化能をTax180-188特異的CTL細胞
株との共培養で評価したところ、長いリンカ
ーを持つ MHC-I単鎖三量体の方がリンカーの
短いものよりも有意に高い IFN-g、および

TNF-a 産生を誘導することが示された（図２B
と C）。以上の結果から、本エピトープ特異的
T 細胞の活性化には長いリンカーを有する
MHC-I 単鎖三量体を用いる方が効率的である
と考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) MHC-I 単鎖三量体/EGFP 融合蛋白発現ベ
クターの構築。F344 ラット特異的 MHC-I であ
る RT1-Al に提示される HTLV-I 抗原エピトー
プを認識する T 細胞を検出するための MHC-I
単鎖三量体／EGFP 融合蛋白発現ベクターを
図３A に示すように構築した。本ベクターに
より発現される蛋白は MHC-I 単鎖三量体の C
端に EGFP 遺伝子が連結されるため、細胞表
面に MHC-I 単鎖三量体/EGFP 融合蛋白として
発現される。構築した MHC-I 単鎖三量体／
EGFP 融合蛋白発現ベクターをヒト細胞へ導
入し、Tax 特異的 CTL 細胞株と共培養したと
ころ、EGFP 融合蛋白の Tax 特異的 CTL 細胞株
への特異的な移行が、コントロールである
HIV-1 エンベロープのエピトープを発現する
MHC-I 単鎖三量体を用いた場合には検出でき
ず、Tax エピトープを発現する MHC-I 単鎖三
量体を用いた場合のみ確認されることが示
された。またTaxエピトープを提示するMHC-I
単鎖三量体/EGFP 融合蛋白は、Tax 特異性を
持たないラットの CD8 陽性 T 細胞株である
G14 細胞には移行しないことも確認された
（図３B）。以上のことから、 Tax エピトープ
を提示する MHC-I 単鎖三量体/EGFP 融合蛋白
を発現させた細胞を用いることで、Tax 特異
的 T 細胞を EGFP の蛍光を指標にして検出可
能であることが示された。 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

本研究により、これまで検出不可能であった
HTLV-I抗原エピトープ特異的CTLを感染モデ
ルラット内で検出し、その動態解析が可能に
なった。HTLV-1Tax 特異的 CTL の動態は ATL
の発症に深く関連すると考えられているこ
とから、本研究の成果はラットモデルを用い
た ATLの発症機序の解析に有用であると考え
られる。また、本研究で構築した MHC-I 単鎖
三量体は HTLV-I 特異的免疫活性化能を示し
たことから、ATL の発症予防・治療を目的と
した免疫療法の動物モデルを用いた実験的
検証への応用も可能であると期待される。 
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