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研究成果の概要（和文）：HTLV-1 bZIP factor（HBZ）遺伝子の慢性炎症形成における意義を明らかにするため、抗HBZ
単クローン抗体を作製してHBZ蛋白質の高感度検出系を確立し、世界で初めてATL患者末梢血単核球中のHBZ蛋白質の定
量に成功した。一方、免疫不全マウスの脾臓内にHTLV-1非感染末梢血単核球とマイトマイシン処理したHTLV-1感染細胞
株を混合して接種する感染ヒト化マウスモデル系を作製し、HTLV-1中和抗Env gp46単クローン抗体およびHTLV-1関連脊
髄症（HAM）患者から精製したIgGが、いずれもマウス体内においてヒトT細胞へのHTLV-1感染を完全に抑制することを
示した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have developed novel monoclonal antibodies (mAbs) against HBZ, 
and established novel ELISA system that allow the quantitative analysis of HBZ protein. Using this newly 
developed ELISA, we successfully detect and quantified the HBZ protein in HTLV-1 infected T cell lines as 
well as ATL cells from patients. Meanwhile, we have established a simple humanized mouse model of HTLV-1 
infection for evaluating prophylactic and therapeutic interventions. Using this model, we found that 
neutralizing mAbs specific to HTLV-1 Env gp46 as well as human IgG isolated from HAM patients completely 
blocked the HTLV-1 infection in vivo, indicating that the neutralizing function of the antibody is 
essential for preventing the in vivo transmission of HTLV-1.

研究分野：神経ウイルス学、神経免疫学
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１．研究開始当初の背景 
ヒト T 細胞白血病ウイルス（Human T cell 
leukemia virus type 1: HTLV-1）は、世界
ではじめて発見されたヒトレトロウイルス
で あ り 、 HTLV-1 関 連 脊 髄 症 （ HTLV-1 
associated myelopathy/tropical spastic 
paraparesis: HAM）および成人 T細胞白血病
（Adult T cell leukemia: ATL）の原因ウイ
ルスである。HTLV-1 の発見以来約 30 年以上
にわたり、HTLV-1 がコードする転写制御因子
Tax が発癌や炎症誘導に重要な疾患原因遺伝
子であると考えられてきたが、Tax は半数以
上の HTLV-1 感染者の CD4 陽性 T 細胞で発現
が抑制されており、Tax のみで HTLV-1 関連疾
患の多様な病態を説明することは困難であ
った。近年、HTLV-1 プロウイルスのマイナス
鎖にコードされる転写制御因子 HBZを CD4 陽
性 T細胞に選択的に強発現するトランスジェ
ニックマウスにおいて、T 細胞の皮膚・肺へ
の浸潤とサイトカイン産生異常が起こるこ
とが報告され、HBZ は HTLV-1 感染による慢性
炎症形成の原因遺伝子と考えられている。し
かしながら、in vivo における HBZ 蛋白質の
発現が極めて微量であることから、臨床検体
を用いた解析は困難であり、ヒトの慢性炎症
病態との関連は明らかでなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、① HTLV-1 関連疾患の発症
病態との密接な関連が報告されたにもかか
わらず、in vivoにおける発現量が低いこと、
優れた抗体がないことから臨床研究が進展
していないウイルス因子であるHBZの鋭敏な
検出・定量系を開発し、HTLV-1 関連疾患の病
態解明に資すること、および ②これまでに
報告がなかった HTLV-1 の感染病態とヒト免
疫応答を個体レベルで解析するヒト化マウ
ス実験系を構築した上で、HTLV-1 感染細胞に
対する免疫応答を人為的に制御する方法を
探索し、将来の HAM および ATL に対する発症
予防・免疫治療の臨床応用に向けた方法論の
基盤を確立することである。 
 
３．研究の方法 
(1) HBZ 蛋白の鋭敏な検出・定量系の開発 
HBZ 蛋白質のアミノ酸配列を Blast 検索にか
けて、ヒト蛋白質と相同性を示す配列領域を
避けて 3 種類の候補ペプチド（#1：LRRGPPG 
EKAPPRGETHRD, #2 ： KAKQHSARKEKMQELGIDG, 
#3：KEDLMGEVNYWQGRLEAMW）を選択した。一
方、コムギ無細胞発現系により組換え HBZ 蛋
白質を作製した。これらを抗原として
C57BL/6 マウスおよび WKAH ラットを免疫し、
ハイブリドーマ法により抗HBZ単クローン抗
体を作製した。得られた単クローン抗体の特
異性は、蛍光免疫染色、ウエスタンブロット、
フローサイトメトリーで確認した。特異性が
確認された抗体の中から最もバックグラウ
ンドが低く、かつ感度が高い抗体の組み合わ
せを選択し、HTLV-1 感染細胞中の HBZ 蛋白質

を検出・定量するサンドイッチ ELISA を構築
した。この新規サンドイッチELISAを用いて、
HTLV-1 感染・非感染ヒト T細胞株および ATL、 
HAM 患者の末梢血単核球（peripheral blood 
mononuclear cell：PBMC）抽出液中の HBZ 蛋
白質の検出・定量を行った。 
 
(2) HTLV-1 感染モデルマウスの作製と抗
HTLV-1 中和抗体による感染抑制効果の検討 
HTLV-1 非感染健常者から分離した PBMC とマ
イトマイシン処理した HTLV-1 感染 T 細胞株
（ILT-M1）を 1×106個ずつ混合して高度免疫
不全マウス（NOD/SCID/γCnull：NOG）の脾
臓内に移植した。移植 2週間後にマウスから
脾臓細胞を回収し、磁気ビーズを用いてヒト
CD4およびCD8陽性T細胞を分離した。HTLV-1
感染の有無は、 Tax、HBZ mRNA の発現、HTLV-1
プロウイルス量の Real Time PCR による検
出・定量により評価した。非感染 PBMC と
HTLV-1 感染細胞株の接種前後に、自家製
HTLV-1 中和抗 Env gp46 単クローン抗体
（LAT27）、HAM患者血漿から分離精製したIgG、
抗 OX40 単クローン抗体を投与して、in vivo
における HTLV-1 感染抑制効果を検討した。 
 
４．研究成果 
(1) HBZ 蛋白の鋭敏な検出・定量系の開発 
A: 抗 HBZ 単クローン抗体の作製 
3種類の HBZペプチド(図 1A)およびコムギ無
細胞発現系により作製した組換えHBZ蛋白質
を用いて、ハイブリドーマ法により合計 14
クローンの抗HBZ単クローン抗体を作製した。
単クローン抗体のHBZ蛋白質に対する特異性
は、蛍光免疫染色(図 1B)、フローサイトメト
リー(図 1C)、ウエスタンブロット(図 1D)に
より確認した。 

図 1 A: HBZ ペプチド配列 B-D: HBZ 発現ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞ又は空

ﾍﾞｸﾀｰを293T細胞に導入(HBZ #7-1は組換えHBZで作製）。 



B:HTLV-1 感染細胞内 HBZ 蛋白質の検出・定量 
抗 HBZ 単クローン抗体のうち、HBZ に対する
結合能が最も高い抗体を捕獲抗体として、
HTLV-1感染細胞内のHBZ蛋白質を定量するサ
ンドイッチ ELISA を構築した。このサンドイ
ッ チ ELISA は 、 HBZ 強 制 発 現 細 胞 
(293T-HA-HBZ)や各種 HTLV-1 感染細胞株
(C5MJ、HUT102、MT-1、MT-2 など)に発現する
HBZ蛋白質のみならず、ATL患者PBMC中のHBZ
蛋白質も再現性よく定量的に検出可能であ
った（図 2: ATL63）。一方、HAM 患者 PBMC 中
の HBZ蛋白質は測定系の感度以下で検出でき
なかった（図 2: KMS-H6）。今後、さらなる改
良が必要である。 

図 2 新規サンドイッチ ELISA による HTLV-1 感染細胞内 

HBZ 蛋白質の定量 
 
(2) HTLV-1 感染モデルマウスの作製と抗
HTLV-1 中和抗体による感染抑制効果の検討 
NOG マウスの脾臓から分離したヒト CD4、CD8
陽性細胞の双方から HTLV-1 プロウイルス、
tax および HBZ mRNA が検出され、マウス体内
でヒト T 細胞に HTLV-1 感染が成立すること
を確認した。HTLV-1 中和抗 Env gp46 単クロ
ーン抗体である LAT27 と HAM 患者血漿から分
離精製した IgG（HAM-IgG）は、いずれもマウ
ス体内においてヒト T 細胞への HTLV-1 感染
を完全に抑制した（図 3）。一方、HTLV-1 Tax
によって感染細胞特異的に発現誘導され、
HAM 患者脊髄の病変局所浸潤細胞に強発現す
る分子である OX40 に対する単クローン抗体
には、感染細胞を減少させる傾向が認められ
たものの有意ではなく（p=0.102）、感染阻止
効果も認められなかった。 

 
図 3 HTLV-1 中和抗体による in vivo での感染抑制 

考察 
HTLV-1 のマイナス鎖にコードされる HBZ は、
HTLV-1 感染症における発がん（ATL）・慢性炎
症形成（HAM）双方の原因遺伝子であり、HAM
の治療法・発症予防法開発の有効な標的と考
えられる。本研究により、HBZ 蛋白質を特異
的に検出可能な複数の新規抗HBZ単クローン
抗体を取得して、HBZ 蛋白の鋭敏な検出・定
量系が構築できた。特に、サンドイッチ ELISA
により、世界で初めて ATL 患者 PBMC 中の HBZ
蛋白質の定量に成功した。今のところ HAM 患
者 PBMC 中の HBZ 蛋白質の検出には成功して
いないが、今後改良を重ね感度を上げること
で、HAM 患者および無症候性キャリアーPBMC
中の HBZ蛋白質を検出可能な系を確立したい。
さらに、今後引き続き HAM の臨床病態と HBZ 
mRNA、蛋白質発現動態との関連を詳細に解析
することで、HAM の慢性持続性炎症形成メカ
ニズムに対するHBZ蛋白質の病因的意義を解
明したい。一方、HTLV-1 感染モデルマウスを
用いて抗 HTLV-1 中和単クローン抗体および
HAM 患者血漿中 IgG の受動免疫による感染防
御効果が示されたことは、これらが HTLV-1
の母子感染および水平感染を防止する有効
な抗体医薬候補であり、将来臨床応用できる
可能性を示している。今後もこのモデルマウ
スを用いて、HTLV-1 抗原で感作した免疫細胞
（成熟樹状細胞、CTL 等）による感染防御の
可否や、HTLV-1 を標的とした各種ワクチン、
HAM に対する薬剤の効果についても検討し、
有効な HTLV-1 感染防御法、HAM 発症予防・治
療法を探索したい。 
 
結論 
HBZ 蛋白質を定量するサンドイッチ ELISA を
作製し、世界で初めて ATL 患者 PBMC 中の HBZ
蛋白質の定量に成功した。また、HTLV-1 中和
抗 Env gp46 単クローン抗体および HTLV-1 感
染者から精製した IgG が、いずれもマウス体
内においてヒト T 細胞への HTLV-1 感染を完
全に抑制することを示した。本研究により、
HAM の病態を反映する新規バイオマーカーや、
新規治療薬の開発に資するシーズを同定す
るための研究基盤が構築できた。 
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