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研究成果の概要（和文）：牛伝染性リンパ腫は、レトロウイルス科のウイルス(BLV: bovine leukemia virus)感
染によって起こる牛の伝染性疾患である。本研究の目的は、防御免疫に重要な役割を果たすDRB3遺伝子が、BLV
のプロウイルス量及び発症の抑制に関連している免疫学的機序を明らかにする事である。この抑制に強く関連性
するDRB3*009:02アリルの４量体を作製し、このアリルによって提示されるBLVのT細胞エピトープを同定し、BLV
抗原特異的ヘルパーT細胞を解析できた。牛を使った感染実験までは至らなかったが、BLV抗原特異的ヘルパーT
細胞がウイルス増殖制御に関与することを証明する今後の研究に繋げた。

研究成果の概要（英文）：Enzootic bovine leukosis is an infectious disease caused by infection of 
bovine leukemia virus (BLV) belonging to Retroviridae family. Purpose of this study is to understand
 immunological mechanisms in which DRB3 genes have been thought to play a critical role for a 
protective immunity and are associated with reduction of proviral load and resistance against 
disease progression. Among DRB3 genes, the DRB3*009:02 allele is so far most strongly associated 
with the protection and its tetramer was therefore generated. The epitope mapping method using this 
tetramer have identified several BLV-specific T cell epitopes and made possible to analyze 
BLV-specific helper T cells. Although experimental infection using cattle have not been achieved by 
the time, the tetramer generated in this study have greatly enhanced the future opportunity to 
clarify the mechanisms.

研究分野： 感染症免疫学

キーワード： 牛MHCクラスII　テトラマー　ヘルパーT細胞　CD4+T細胞　牛白血病　牛伝染性リンパ腫　プロウイルス
量　病態進行
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研究成果の学術的意義や社会的意義
牛伝染性リンパ腫ウイルス(BLV)による感染症は、ヒトT細胞白血病ウイルスI型(HTLV-1)による感染症と同様、
その病態進行の機序は解明されていない。興味深い事に、BLVに感染してもDRB3*009:02アリルを保有する牛は、
病態が進行しない。本研究では、このアリルの４量体（テトラマー）を作製し、これを利用してBLV特異的T細胞
エピトープを同定した。牛DRB3*009:02のテトラマーが利用可能になった事で、このアリルが関与する抗原特異
的防御免疫が解析できるようになった。特異的防御免疫の機序を明らかにすることは、類似する感染症の病態進
行機序の解明そして治療法開発へつながることが期待できる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
牛伝染性リンパ腫ウイルス(bovine leukemia virus: BLV)は、ヒト T リンパ球向性ウイルスと近
縁のレトロウイルスである。これらのレトロウイルス感染症における病態進行の機序はまだわ
かっておらず、未だ治療法もワクチンも無い。病態進行において共通するのは、感染個体間で病
態進行が異なることである。BLV 感染においては、この病態進行が MHC クラス IIDRB3 遺伝
子の多型（アリル型）性と極めて関連性が高い事がわかっている。特に DRB3*009:02 アリルを
保有する牛は、BLV に感染してもそのプロウイルス量が極めて低く、また病態進行も抑制され
ている。MHC クラス II は、獲得免疫における細胞性免疫の中心的役割を果たすことから、BLV
感染時に DRB3*009:02 アリルが強い防御免疫を付与しているという仮説が成り立つ。この防御
免疫機構を解明することは、重要なレトロウイルス感染症における治療法、ワクチン開発に繋が
る可能性がある。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、DRB3*009:02 分子による抗原提示によって誘導される抗原特異的 CD4+T 細
胞を解析し、BLV 感染牛の病態進行に対する抵抗性/感受性の免疫学的機序を解明する事であ
る。 
 
３．研究の方法 
抗原特異的 CD4+T 細胞は、MHC クラス II アリルのタイプによってその免疫学的特徴（プロ
ファイル）が異なってくるため、防御免疫の質に大きく影響する。従って、MHC クラス II アリ
ルと関連する抗原特異的 CD4+T 細胞を特定し、その特徴を解析する事で BLV 感染牛の病態進
行に対する抵抗性/感受性の免疫学的機序を解明する事が可能となる。しかしながら、牛におい
て抗原特異的 CD4+T 細胞を特定するのはこれまで困難であった。申請者らは独自で牛 MHC ク
ラス II４量体（テトラマー）を開発した。すなわち、このテトラマーを利用して BLV 抗原特異
的 CD4+T 細胞を特定し、そのプロファイルを解析する。 
 
(1)テトラマーの作製 
病態進行に対する抵抗性と関連する DRB3*009:02 アリルのテトラマー及び感受性に関連する
DRB3*015:01 アリル、DRB3*002:01 アリルのテトラマーの作製 
 
(2) DRB3*009:02 テトラマー、DRB3*015:01 テトラマー、DRB3*002:01 テトラマーを使った
BLV タンパク質上の CD4+T 細胞エピトープの同定：TGEM(tetramer-guided epitope 
mapping)法 
 
(3)BLV 感染実験によるテトラマーによる BLV タンパク質特異的 CD4+T 細胞の動態解析 
 
４．研究成果 
 
(1) 病態進行に抵抗性であるアリルは DRB3*009:02 のみである。感受性であるアリルのうち本
研究で DRB3*015:01 テトラマー、DRB3*002:01 テトラマーである。今回のテトラマー作製に
使用した、哺乳類細胞を使って発現する新しい発現ベクターの概略図を下に示す。DRB3 アリル
（-chain）の部分を変えることにより、異なるアリルを発現することができる。すなわち、こ
の部分に DRB3*009:02、DRB3*015:01、DRB3*002:01 を挿入した。MHC クラス II の鎖と鎖
を１つの発現ベクターに組み込んだことにより、ヘテロダイマーの発現効率をあげることがで
きた。 
 

 Mitoma et al., Immunology, 2021 
 
 
 
(2) DRB3*009:02 テトラマー、DRB3*015:01 テトラマー、DRB3*002:01 テトラマーを使った
BLV タンパク質上の CD4+T 細胞エピトープの同定法：TGEM (tetramer-guided epitope 

DRB3 アリル 



mapping)法を確立した。 
 
TGEM 法に必要な牛 IL-2 の作製 （哺乳類系細胞 HEK-293 細胞を使った発現 Mitoma et al., 
J. Vet. Med. Sci., 2020） 
  
同定した BLV の主要な構造タンパク質である env 及び gag タンパク質の CD4+T 細胞エピト
ープ数（アミノ酸配列は未発表のため未記載） 
 
CD4+T 細胞エピトープ 

拘束 DRB3 アリル DRB3*009:02 DRB3*015:01 DRB3*002:01 
BLV-CD4+T 細
胞エピトープ数 

env 2 1 3 (or 4) 
gag 3 (or 4) 1 3 (or 4) 

 
BLV 構造タンパク質の CD4+T 細胞エピトープを少なくとも 13 個同定した。また同定したそ
れぞれのエピトープを拘束する MHC クラス II の同定にも成功した。同定したエピトープのう
ち 3 個は、過去にも報告されているエピトープと一致するが、拘束 MHC クラス II アリルは同
定されていなかった。本研究において使った TGEM 法によって、そのアリルを明らかにする事
ができた。これらの結果から、TGEM 法がエピトープとその拘束 MHC クラス II アリルを同時
に同定できる優れたCD4+T 細胞エピトープマッピング法である事がわかった。本研究結果は、
まもなく論文投稿する予定である。 
 
(3) 本研究によって、新しく構築した哺乳類細胞系発現ベクターを使って作製した
DRB3*009:02 テトラマー、DRB3*015:01 テトラマー、DRB3*002:01 テトラマーは、BLV 特異
的 CD4+T 細胞の数的動態解析に有用なツールである事が証明できた。さらにテトラマー陽性
細胞の産生サイトカイン解析（プロファイル解析）を行なった結果、CD4 陽性細胞の 61%が IFN-
陽性であり、そのうち約 30%が(env ペプチドを載せた)DRB3*009:02 テトラマー陽性であっ
た。(下図：DRB3*009:02 を保有する BLV 感染牛の末梢血単核細胞から CD4+T 細胞を選択し
た後、env ペプチドを載せた DRB3*009:02 テトラマー及び IFN-をフローサイトメトリー解析
した)。これらの結果から、IFN-を産生する BLV タンパク質特異的 CD4+T 細胞が優位な免疫
環境である事が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
 
 
 
 
しかしながら、本研究の目的は、BLV 感染牛の病態進行に対する抵抗性/感受性の免疫学的機序
を解明する事である。すなわち、BLV の感染初期から慢性期に移行する時期の免疫学的状況を
連続的に解析する必要がある。これは、感染実験においてのみ可能である。テトラマーによる
BLV タンパク質特異的 CD4+T 細胞の連続的解析によって、DRB3*009:02 アリルを保有する牛
と、他の DRB3 アリルを保有する牛では、どのようなプロファイルを持つ CD4+T 細胞がどの
ように活性化されるのかを見る必要があった。その感染実験が予期しなかった事情により実施
できなくなった事は残念である。 
 結論として、本研究の実験手法は感染後の宿主免疫を解析するのに予想以上に有用である事
が確認できた。また得られた成果は未完成ではあるが、ある程度仮説が正しい事を示唆している。
今後、感染実験によるテトラマー解析を行い、BLV 感染症における MHC クラス II アリルの意
義を明らかにできる事が期待される。 
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