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研究要旨 
 成人 T細胞白血病（adult T-cell leukemia: ATL）は、ヒト T細胞白血病ウイルス 1型（human T-cell 
leukemia virus type 1: HTLV-1）の感染により引き起こされる末梢性 Tリンパ球の腫瘍である。Tax
発現は ATL症例では、しばしば障害されているが、全ての症例で HTLV-1 bZIP factor（HBZ）は
発現しており、免疫療法の標的となることが期待できる。HBZを発現するワクチニアウイルスを
作製し、その免疫原性を解析した。免疫により細胞傷害性 T リンパ球の誘導が可能であり、その
細胞傷害性 Tリンパ球は HBZ発現細胞の抑制、担がんマウスの生存延長をもたらした。 

 
 
Ａ. 研究目的 

ATL症例では、Taxの発現は、しばしば障害
されているのに対して HBZ は全ての症例で発
現が認められる。Tax は抗原性が高く、細胞傷
害性 Tリンパ球（CTL）の標的となるのに対し
て HBZ の免疫原性は低いために発現しても細
胞傷害性 Tリンパ球の標的となりにくいことが
予想される。しかし、HBZの恒常的な発現から、
HBZ に対する免疫応答を誘導できれば治療の
有力な手段になることが予想される。この HBZ
に対する細胞傷害性 Tリンパ球の誘導、抗腫瘍
効果に関して検討を加えた。 
 
Ｂ. 研究方法 
１）Tax、HBZ発現ワクチニアウイルスの作製：
抗原遺伝子として HTLV-1 Taxと HBZの変異体
を使用した。Tax は TL130/131AS 変異 (Tax 
M22)・S258A変異（Tax S258A）を挿入した。
一方で HBZは LL27/28AA変異(HBZ LL/AA)を
挿入した。野生型ワクシニアウイルス株

LC16m8 はニワトリ胚線維芽細胞(CEF)に感染
させた。LC16m8 感染 CEF は neon transfection 
system (Invitrogen)によって pBMSF-7cプラスミ
ドを導入することによって相同組換えを起こ

させた。それによって抗原遺伝子は LC16m8株
のヘマグルチニン領域に組み込まれる。作製し

た組換えウイルスは RK13 細胞株により増やし
た。組換えウイルスでの挿入遺伝子発現は抗

Tax 抗体（MI73）と HBZ 抗体（HBZ ペプチド
免疫ウサギ血清）を使い、ウェスタンブロット

で確認した。 

２）実験動物へのワクチン接種 
作製したウイルスは二又針を使い、実験動物の

皮膚に 107 PFUで接種させた。マウス（C56BL/6）
での追加免疫は 3-4 週間に 1回接種し、計６サ
イクル行った。H４、ワクチン接種動物での抗
原特異的反応の検出 
３）抗原特異的反応の解析：マウスでは脾細

胞を使用した。マウス脾細胞とサル PBMC は
CD4 or CD8 magnetic beads（BD）を使用する事
で T細胞を除去し、ELISPOT assay (Mabtech)に
使用した。CTLアッセイとサイトカイン産生誘
導の為に CD4 除去マウス脾細胞は 1uM ペプチ
ドで前刺激を行った。サイトカイン産生はペプ

チドをパルスした bone marrow-derived DCで刺
激する事で誘導した。CTLの細胞障害性を解析
する為に Ly5.1 C57BL/6 マウス脾細胞は 1uM 
pooled peptideで 1週間刺激し、effector細胞と
して使用した。Ly5.2 EL4細胞株は FCS(-) RPMI
中で 1uM peptide を 37℃ 1hr パルスし、target
細胞として使用した。Target に対する細胞障害
性は flowcytometryを使い、AnnexinV (BD)の発
現を測定する事で下記公式によって決定した。

（(E:Tx:1-E:T0:1)/(100-E:T0:1)）×100＝細胞障害
性（％） 

 
（倫理面への配慮） 
本研究におけるプロウイルス解析は京都大

学倫理委員会の承認（承認番号 G-311、844）を
基に遂行している。動物実験に関しては、動物

愛護法に基づいた京都大学動物委員会の承認

を得て遂行している（承認番号：D13-02）。 
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Ｃ. 研究結果 

１） HBZ, Taxに対する CTL誘導 
作製した組換えウイルスは C57BL/6に 6回接種
した。脾細胞での IFN-g産生は 20merオーバー
ラップペプチド刺激によって ELSIPOT で測定
した。rVV-Taxの両方で Tax特異的 CD4と CD8 
T 細胞の誘導を確認した。一方で rVV-HBZ 
LL/AAも同様にワクチン接種マウスに特異的 T
細胞を誘導可能であた。これまで生体内に Tax
特異的 T細胞を誘導する方法は多数報告されて
きた。しかし、HBZ特異的 T細胞の誘導する方
法の報告は無く、今回示した組換えウイルスを

用いた方法は HBZ 特異的 T 細胞誘導の出来る
唯一の方法である。 

２）CTLの細胞傷害性確認 
ワクチンによって誘導された CTL の細胞障害
性を解析する為に CTL killing アッセイを行っ
た。rVV-Tax M22をワクチン接種マウスの脾細
胞は Tax-PA and-PBで前刺激した。その Tax特
異的 bulk CTL は Tax ペプチドをパルスした
EL4 細胞に対して障害した。その障害性は
Tax-PAと Tax-PB EL4の両方で確認された。一
方で rVV-HBZ LL/AA から生じた HBZ 特異的
bulk CTL は HBZ-PB をパルスした EL4 に対し
てのみ細胞障害性を示した。一方で HBZ-PA 
EL4 に対しては killing 活性を示さなかった。
rVV-Tax M22 での結果と異なり rVV-HBZ 
LL/AAが誘導した CTLは主に HBZアミノ酸配
列の後半部（HBZ91-206）を認識して細胞を障害

する可能性が示された。一方で rVV 誘導 Tax
特異的 CTLは Tax-PA と-PB の両方に対して細
胞障害性を示した事から、その認識配列には偏

りが観察されなかった。これは Taxの非常に免
疫原性が高い理由の 1つと考えられる。 
３）HBZトランスジェニックマウスから樹立し
た T細胞株に対する CTLの効果 
C57BL/6 を HBZ 発現ワクチニアウイルス接種
により免疫した。その後、HBZトランスジェニ
ックマウスから樹立した T細胞株（Ht48）を接
種した。Ht48は HBZを発現しており、C57BL/6
に生着可能な細胞株である。HBZ免疫マウスで
は、生存期間の延長が認められ、HBZに対する
免疫反応が抗腫瘍効果を発揮したことが示唆

された。 
 
Ｄ. 考察 
これまで感染細胞数（プロウイルス量）を規

定する因子として HBZ に対する細胞傷害性 T
リンパ球が報告されてきたが、その細胞数の少

なさから解析が進んでいなかった。今回、我々

は HBZ発現ワクチニアウイルスを使って、HBZ
に対する CTLを誘導して、その細胞傷害活性を
明らかにした。重要なことに HBZ によって免
疫を誘導したマウスは、HBZ発現 Tリンパ腫を
接種後、その生存期間延長が認められた。この

ことは HBZ に対する免疫の抗腫瘍活性が確認
できたことを示している。HBZは免疫原性が低
く、CTL誘導の効率がポイントであるが、ワク
チニアウイルスのように効率良く免疫誘導で

きると抗 ATL効果が期待できるものと考える。 
 
Ｅ. 結論 

Taxに加えてHBZも免疫治療の標的となるこ
とが示された。Taxと異なり HBZは全ての症例
で発現しており、その免疫誘導は ATL に対す
る免疫療法の対象を拡げるだけでなく Taxと組
み合わせることによる相乗効果も期待できる。 
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