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研究成果の概要（和文）：抗 HTLV-1 Tax CTLを特異的に認識する分子を作成した．本分子は
麻疹ウイルスの Fタンパク質と共発現させた細胞と Tax CTL間で細胞融合を引き起こす．本
分子と Fタンパク質を表面に持つベクターは Tax CTL特異的に遺伝子を導入する事が期待で
きる． 
 
研究成果の概要（英文）：We constructed the molecule that specifically recognizes anti 
HTLV-1 Tax CTL. The cells that express both this molecule and measles virus F protein 
are able to fuse with Tax CTL. The vector that possesses both this molecule and F protein 
on its surface may be expected to specifically introduce the genes into Tax CTL. 
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１．研究開始当初の背景 
 癌ウイルスである HTLV-1 や HCV など
は生涯潜伏感染し続けることで、細胞にダメ
ージを与え細胞のがん化を催す．ウイルスの
潜伏を許す主要な要因して、ウイルス特異的
な CD4+/CD8+ T 細胞が誘導されて存在して
いるにもかかわらず，消耗(exhausted)してお
り，感染細胞を攻撃する能力を失っているこ
とが分かってきた。（ちなみに，非病原性の
常在ウイルスであるサイトメガロウイルス
に対する T 細胞は消耗していない。）その機
構として、PD-1 や Tim3 等のネガティブシ
グナルを伝える受容体が T 細胞膜上に up 
regulateされており、消耗の主原因である事
が明らかにされた。さらに、消耗 T細胞は抑
制性サイトカインである IL-10を放出して免
疫系全体を抑制環境に置く。PD-1 は樹状細
胞や他の細胞上に発現している PD-L1 と作
用する事により T細胞の活性化を抑え、末梢

における免疫寛容に関わっている。 
 他方、消耗 T 細胞は PD-L1 と PD-1 間の
シグナルを遮断することによって復活し、感
染細胞を攻撃できるようになることも報告
された。顕著な例として，マウスの LCMV
慢性感染系において、抗 PD-L1 抗体を成体
に接種する事によって、T 細胞が活性化され
て、体内ウイルス量を激減させた。この結果
はT細胞の消耗がウイルスの潜伏を許す重要
な要因である事を示しており，PD－L１／PD
－１等のネガティブシグナルを遮断する事に
よって、機能的 T細胞を復活させ、癌ウイル
スを排除しうる事を示唆している。又，癌細
胞（特に悪性度の高い癌）表面に PD-L1 が
発現されていることが見いだされている。そ
して、抗 PD-L1/PD-1抗体による治療が坦癌
マウスモデルでも行われ，有効性が報告され
ている。  
 しかし、上記の抗体は非特異的に全ての T
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細胞に作用するために，自己免疫疾患を誘発
する。実際に，ネガティブシグナルを担う受
容体の１つCTLA-4に対する抗体を投与した
臨床試験では，がん患者に自己免疫疾患様症
状を誘起したために、中止された。そこで，
T細胞全体の活性化ではなく、ウイルス（癌）
特異的T細胞のみを活性化させることができ
るならば、副作用の少ない治療法になると考
えられる。 
 
２．研究の目的 
 癌ウイルスであるHTLV-1やHCVなどの
持続感染や、癌の存続を許す主原因である T
細胞の消耗(exhaust)から、ウイルス（癌）特
異的 T細胞のみを回復させ、活性化する方法
を提案する事が目的である。現在、消耗 T細
胞のネガティブシグナルを遮断する抗
PD-L1/PD-1 抗体が試されようとしているが，
全ての T細胞を活性化するために、自己免疫
疾患を誘発する副作用が懸念される。そこで，
特定のT細胞へのみ活性化遺伝子を導入する
ターゲッティング法を開発する。その方法の
有効性を HTLV-1をモデルとして検証する。 
 
３．研究の方法 
(1) 麻疹 H-SCT 融合蛋白と F 蛋白でコート
されたレンチ／レトロベクターの作成: 当研
究室ではラット ATL モデルの研究を行って
おり，抗 HTLV-1 Tax CTL line(4O1/C8)を
保有している．この CTL line を特異的に認
識する分子を H遺伝子に連結した。他方、細
胞質を欠損するF遺伝子の変異体を作成した。
次いで，通常のレンチ／レトロベクター作成
の要領で、改変 F 蛋白発現 plasmid と GFP
発現遺伝子とともに 293T／Cos7細胞にトラ
ンスフェクションし，本分子と Fでコートさ
れた GFP 発現レンチベクター粒子をった。
Tax CTL line 401/C8細胞とコントロールの
自己抗原認識ラット CD8 line G14 に 
Transduce することによって遺伝子導入の
特異性を検討した．又、VSV Gタンパク質で
コートしたレンチベクターと比較すること
によって導入効率を検討した。また、以下の
工夫をした。すなわち、ラットT細胞はHIV-1
の侵入阻害因子を有しており，その阻害は
cyclosporinA(CsA)で解除されることを私は
見いだしている．そこで、CsA 存在下での
transductionを検討した。  
(2) CTL lineとの細胞融合アッセイ：4O1/C8
を CFSE で蛍光標識し、F と本分子を
co-transfection した 293T/Cos7 上に重層し
て、一晩保温後、CFSE蛍光の 293T/Cos7へ
の拡散を蛍光顕微鏡下で観察した．  
 
４．研究成果 
 まずHTLV-1 のTaxを認識するCTLを特
異的に認識するための分子を作製し，本分子

が特異的に Tax 認識 CTL を刺激して IFN-γ
を産生させることを先ず確認した。本分子を
表面に持つレトロ／レンチウイルスベクタ
ーを作製し、遺伝子を導入するためには CTL
と特異的に結合するだけでは不十分で、ベク
ターと CTL 間の膜融合を引き起こすことが
必要である。そこで、麻疹ウイルスの Hとの
融合分子を作製した。そして、改変 Fタンパ
ク質と共発現させることにより、表面に本分
子とFタンパク質を持つレンチ／レトロベク
ターを作成し、4O1/C8への GFPの導入を試
みた．しかし、CSAの添加等種々の試みにも
関わらず、結果は negativeであった．その原
因を調べたところ、融合タンパク質は合成さ
れ、細胞内に安定して存在するにも関わらず、
通常の培養条件では細胞表面への輸送効率
が低く、野生型 Hタンパク質の 1/100しか表
面膜に存在しないことが分った。そこで、輸
送効率を上げるために以下の試みをした。➀
本分子と H タンパク質の間にスペーサーア
ミノ酸を挿入し、個々のドメインが正しい立
体構造を取りやすいようにした。➁不安定な
タンパク質の輸送効率を上げる方法として
知られている低い培養温度を試みた。➂F タ
ンパク質の細胞質部分を HIV-1 Gag と相互
作用できる配列に変えた。➃細胞表面への別
経路の輸送を司るGRASP55を共発現させた。
その結果、培養温度を 33Cに下げると約 50%
の分子が細胞表面に輸送される事が分った．
次いで、Tax認識 CTL line (4O1/C8)との細
胞融合能を測定するために、CFSEでラベル
した CTL lineを Fと本分子共発現細胞に重
層して CFSE の拡散を蛍光顕微鏡で観察す
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る方法を開発した．その結果、同分子は 33C
と 37C の両温度で T 細胞受容体を認識して
細胞融合引き起こす事が分った． 
 他に以下を試みた。①本分子を表面に持つ
リポソームを作製するために本分子大量発
現ワクシニアを作製した。②Tax 認識 CTL
は培養の難しい細胞で、常時良い状態で維持
できない。そこで、TCRαとβ遺伝子をクロー
ニングした。そして、同 TCR 発現細胞を作
製して標的細胞とする予定である。 
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