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研究成果の概要（和文）：慢性活動性 EB ウイルス感染症や EB ウイルス関連血球貪食症候群

などの小児の難治性感染症に対して新たな治療法の開発が求められている。我々は EB ウイル

ス特異的ヒト CD4, CD8 の樹立を行った。その EB ウイルス特異的ヒト CD4, CD8 細胞は自

己の LCL 株に対し細胞傷害活性を認め、自己の HLA によって提示された EB ウイルス由

来の抗原に反応していることを証明した。 
 
研究成果の概要（英文）： Development of new treatments for children with intractable 
infections such as chronic active EB virus infection and virus-associated hemophagocytic 
syndrome have been demanded. We establishmed EB virus specific human CD4, CD8 T 
lymphocyte. We confirmed the EB virus specific CD4,CD8 T lymphocyte have cytotoxicity 
for LCL cell line. 
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１．研究開始当初の背景 
慢性活動性 EB ウイルス感染症や EB ウ

イルス関連血球貪食症候群などの小児の難
治性感染症の予防・治療法の開発は成人のみ
ならず小児領域でも重要な課題の一つであ
る。難治性感染症に対しては治療法開発に向
けてさまざまアプローチがなされているが、
いまだ満足できるレベルまでには至ってお
らず、新たな概念に基づく治療法の開発が求
められている。 
免疫機構は、本来生体に備わっている重要

な防御機構であり、特に感染症やがんに対し

てはきわめて重要な生体防御システムであ
る。免疫療法の概念は古くから提唱されてい
たが、免疫系が認識しうる標的抗原の本態が
不明であったため、その治療効果には限界が
あった。しかしながら、がんに対しては 1990
年代になって、ヒト T 細胞が認識できるがん
関連抗原が同定されるに至って、分子基盤に
基づく細胞免疫療法の開発が可能となった。
このような背景のもと、現在国内外で多くの
がん免疫臨床試験が進行している。 
感染症や悪性腫瘍に対する免疫監視機構

はさまざまな免疫担当細胞の複雑な相互作
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用によって構築されているが、病原体感染細
胞やがん細胞を直接認識してそれらを殺傷
する細胞傷害性 T 細胞（CTL）が中心的役割
を担っていることは論を俟たない。つまり、
患者体内でいかに標的抗原特異的 CTL を効
率よく誘導できるかが、治療成功の鍵を握っ
ている。しかし残念ながら、これまで実施さ
れてきた臨床試験の多くは、CTL 誘導効率が
低く、その臨床効果は満足できるものではな
い。 

T 細胞は T 細胞レセプター（TCR）を介し
て、ウイルス感染細胞表面に発現しているウ
イルスまたはがん関連抗原由来ペプチドと
HLA との複合体を特異的に認識する。従っ
て、CTL 由来 TCR 遺伝子を T 細胞に遺伝子
導入することによって病原体特異性が獲得
できることが期待される。 

 
２．研究の目的 

EB ウイルス特異的ヒト CTL クローンの
樹立と TCR 遺伝子導入による抗原特異性
の獲得を行う。すでに樹立したウイルス
（HSV-1, EBV, HCMV, HHV-6）特異的 CTL 
クローンに加え、さらにウイルス特異性が高
い CTL クローンの樹立を試みる。 
また新たな免疫不全マウスの開発によっ

て、マウス体内でヒト細胞・組織を構築しう
ることが可能となりこの動物モデルを用い
て、新たな発想に基づく難知性ウイルス感染
症に対する免疫遺伝子治療の開発を目的と
した。 
 
 
３．研究の方法 
EB virus specific CD4,CD8 誘導を行った 
 
健常者から末梢血単核球を分離し、自己から
誘導した Auto-LCL を用いて Mix lymphcyto 
reaction(MLR)を行い、リンパ球を増殖させ
る。 
Mediumは 10%human serum/RPMI pc/sm 
96well plateで 1well あたり 
Stimulater 自己由来 LCL MMC 処理        
:2.5×104個/well  
Responder 分離した末梢血単核球（PBMC）  
:5.0×104個/well  
混合し培養する 
 
1週間後もう一度 Auto-LCLを用いて MLRを行
う。この時に培養液に IL-2 を加える。 
Mediumは 10%human serum/RPMI pc/sm、
IL-2:10IU/ml 
96well plateで 1well あたり 
Stimulater 自己由来 LCL MMC 処理         
:5.0×105個/well  
Responder MLRを受けた PBMC           
:5.0×105個/well 混合し培養する 

 
2 回目の MLR から 5 日後に 
MACS beads法により CD8陽性分画と CD４陽
性分画をそれぞれ分離する。 
 
CD8陽性リンパ球と CD4陽性リンパ球に対し
Auto-LCL を用いて MLR を行い増殖させる。 
3 回目刺激の 5日後に Auto-LCLに対して Cr 
release assayを行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
４．研究成果 
健常者の末梢血より単核球を分離し、あら

かじめ EB ウイルスを感染させて作成した自
己 Lymphblastoid cell line(LCL)とリンパ球
混合刺激（mix lymphocyte reaction:MLR)を
行い HLA-A24 拘束性に EB ウイルス遺伝子産
物に対し特異的な T細胞を誘導させた。誘導
された T細胞に対し MACSbeads法により、CD4
陽性 T細胞と CD8陽性 T細胞をそれぞれ分離
して、自己 LCLに対する細胞傷害活性の検討
を行った。 
 その結果、CD4 陽性 T 細胞、CD8 陽性 T 細
胞共に自己の LCL株に対し細胞傷害活性を認
め,自己の HLAによって提示された EBウイル
ス由来の抗原に反応していることが示唆さ
れた。(下図) 

これらの樹立された EB ウイルス蛋白特異
的 T細胞クローンから TCR遺伝子を単離、こ
の遺伝子を発現するレンチウイルスベクタ
ーが作成されれば、患者末梢血よりウイルス
特異的な T細胞を大量に誘導することができ、
慢性活動性 EB ウイルス感染症や EB ウイ



 

 

ルス関連血球貪食症候群などの小児の難治
性感染症に対して新たな治療法となる。 
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