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研究要旨：一般に感染症に対するワクチンや新薬の開発研究事業においては、種々の候補をスク

リーニング評価する in vitro 細胞培養系と小型の動物を用いる in vivo モデルが必要である。そこ

で、本研究の 1 年目と 2 年目において、HTLV-I 感染防御活性を確実にしかも高感度で評価でき

る in vitro 実験系と HTLV-I 感受性のラットやヒト化したマウスを用いた in vivo の動物感染実験

系を確立した。そして本研究目標を実現するために、ワクチンの標的とすべき HTLV-I 抗原は

HTLV-I のエンベロープ gp46 であるという結論に到達し、それを動物実験レベルで検証した。能

動ワクチンの作出研究は現在も進行中であるが、受動免疫ワクチン候補として、HTLV-I 特異的

中和活性と ADCC 活性を同時に有するラット由来単クロン抗体 LAT-27 のヒト化を試み、HTLV-I
感染防御能を有する hu-LAT-27 の開発に成功した。 本抗体医薬の HTLV-I 感染拡大への応用が

期待される。（概要図を次ページに示した。）
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3 年間の成果概要を示す図年間の成果概要を示す図年間の成果概要を示す図  



A. 研究目的と背景 
 本研究は、我が国における HTLV-I 感染拡大

を阻止するための政策に寄与するため、“ワク

チンや抗体医薬等による HTLV-I 感染防御法の

開発基盤”を確立することを目的とする。 
 現在、我が国の HTLV-I 感染者数は未だ 
１００万人を超え、特に大都市部では感染者の

増加が問題視されている。主に母乳を介する母

子感染の他にも水平感染感染に対する対策が

早急に必要である。しかし、HTLV-I 感染拡大を

阻止するワクチンや医薬は未だに開発されて

いない。このような背景において、本研究班員

らがこれまで蓄積してきた HTLV-I 感染防御に

関するノウハウと他の研究領域の専門家の経

験と知恵を生かし、“HTLV-I 感染拡大阻止の実

現”のため HTLV-I 感染防御ワクチン、抗体医

薬等の開発基盤を確立する基礎研究を行うこ

とで目的を達成しようとしている。HTLV-I の感

染拡大阻止を実現するワクチンや抗体医薬等

の開発基盤を確立する本研究の成果は、現在日

本が進める HTLV-I 感染症対策に大きく貢献す

ることと期待される。 
 
B. 研究方法 
 班員全員がそれぞれの研究機関において、試

験管内および実験動物を用いて HTLV-I 感染実

験やワクチンによる免疫誘導実験を行った。全

ての研究は各研究機関のバイオハザード委員

会、動物実験委員会、遺伝子組換え生物等使用

実験安全委員会、臨床試験倫理委員会等の承認

を得て行った。ヒトの細胞材料入手は提供者の

同意を得て、その人の利益ならびに人権保護に

つとめるようサンプルとデータの取り扱いに

十分配慮した。 
 
C. 3 年間の研究結果 
 まず、本研究目標を実現するために、ワクチ

ンの標的とすべきHTLV-I抗原はHTLV-Iのエン

ベロープ gp46 であるという結論に到達しそれ

を動物実験レベルで検証した。能動ワクチンの

作出研究は現在も進行中であるが、受動免疫ワ

クチン候補として、HTLV-I 特異的中和活性と

ADCC活性を同時に有するラット由来単クロン

抗体 LAT-27 のヒト化を試み、HTLV-I 感染防御

能を有する hu-LAT-27 の開発に成功した。 

 以下に具体的な成果を挙げる。 
 
（１-a）研究代表者（田中）：総括 
2 年目の評価において以下のようなコメントを

頂戴し、< >内に示すようにそれに対応した。 
(a) gp46 抗原がワクチン候補として最適であ

ることを見出した点は評価できる。3 年目

は研究員が一致団結してその評価に当た

ってほしい。＜ご指導に沿えるように班員

全体で計画を遂行しました＞ 
(b) モノクローン抗体の研究は有用である。＜

抗体を利用したアッセイ系の精度保持に

努め、抗体に特有な生物活性の活用に努め

ました＞ 
(c) HTLV-I でのワクチン研究には、本研究の進

展が期待される。＜ご期待に沿えるように

研究のペースを落とさぬよう努力しまし

た＞ 
(d) 計画に沿って順調に研究は進展している

と考えます。＜計画通り順調に進展してい

る中にも新たな発見があるように努力し

ました＞ 
(e) HTLV-I の細胞実験系と動物実験系を組合

せ、独創的な研究であり、治療抗体やワク

チン開発をめざし、研究を早急に進めてほ

しい。＜前臨床試験として私たちの系が一

般にも普及するように、実験系がより正確

で簡便になるように工夫をしております

＞ 
(f) gp46 抗体をペプチドへ。＜候補となるペプ

チド抗原の作出とスクリーニングを行っ

ております＞ 
 

（１-b）田中の分担：ワクチン等の評価系の開

発、抗体医薬の研究開発 
(a) 単クロン抗体を用いて種々の HTLV-I 抗原

の定性、定量法を確立した。 
(b) in vitro で HTLV-I の中和抗体価を評価する

方法として、高感度の合胞体形成阻止試験

と細胞不死化阻止試験を確立した。 
(c) このようなアッセイ方法を駆使して、

HTLV-I エンベロープ gp46 に対する中和単

クロン抗体(LAT-27)と HTLV-I 感染患者由来

IgG は、HTLV-I の新規感染を防御するのみ

にとどまらず、すでに HTLV-I 感染した細胞



のウイルス産生および増殖を主に ADCC 機

序を介して監視することを見いだした。 
(d) 既知の HTLV-I 中和抗体誘導 gp46 ペプチド

(アミノ酸 180-204 番,P180-204)と、HTLV-I
感染に重要な役割をしていると報告されて

いる receptor binding domain 領域の gp46 ペ

プチド P197-216 と gp21 ペプチド P400-429
の免疫原性を比較し、中和抗体が誘導でき

る gp46 ペプチドは P180-204 のみであるこ

とを検証した。 
(e) 最後に強調したいことは、LAT-27 のヒト型

化を企業との共同研究において進め、新規

に人型抗体 hu-LAT-27 の作出に成功したこ

とである。この抗体は、オリジナル抗体と

同等の HTLV-I 中和活性を保持し、より高い

ADCC 活性を示した。 
 

（２）研究分担者(長谷川)：ラットの HTLV-I
経口・経腸・血液・母子感染系の確立とワクチ

ン評価への応用 
(a) HTLV-I 感染が成立するラットを用いて、

種々の HTLV-I 感染ルートの研究を進め、腹

腔接種感染はもとより、経口感染、および

経直腸感染を再現する実験系を開発した。

また、ラットにおける母子感染を再現する

系も開発した。 
(b) LAT-27 抗体を受動免疫することにより、腹

腔内接種による HTLV-I 新規感染を効率良

く防御できることを示した。 
 
（３）研究分担者(齊藤、高橋、藤猪)：ヒト化

マウスでの HTLV-I 感染系とヒト免疫誘導系の

開発 
(a) 超免疫不全マウス（NOD/SCID/γCnull：

NOG）の脾臓内にヒト末梢血単核球（PBMC）
とマイトマイシンC処理したHTLV-I感染T
細胞株（ILT-M1）を同時移植し、2 週間後

にはマウス体内でヒト T 細胞に HTLV-I 感
染が成立することを確認した。 

(b) この系で、自家製抗 HTLV-I 中和モノクロー

ナル抗体 LAT-27 は、マウス体内においてヒ

トT細胞へのHTLV-I感染を完全に抑制した。

さらに、HTLV-I 感染患者由来 IgG も同様に

感染防御活性を示すことを確認した。 
(c) この系において、移植する PBMC の数を 10

倍多くすると HTLV-I 感染効率が低下する

ことがわかり、HTLV-I の感染に自然免疫機

構が防御的に関与することを見いだした。 
(d) 3 年目の重要成果として、この動物実験系に

おいて人型化した hu-LAT-27 による受動免

疫が、HTLV-I 感染を完全に防御することを

証明した。 
 
（４）研究分担者(伊藤)：ヒト化用マウス系統

の開発と供給 
(a) 超 免疫不全 マウス NOD/SCID/ γ Cnull 

(NOG)マウスの計画生産を行い提供した。 
(b) これら免疫不全マウスをプラットフォーム

にして IL-2 を導入した NOG マウスの作製

を試み、血清中に hIL-2 を分泌する免疫不全

マウスを得ることができた。 
(c) ヒト末梢血単核球を移入すると、NOG マウ

スと比較して、強い GVHD で死亡すること

が明らかとなった。これは、移入した T 細

胞が hIL-2 により活性化することによると

考えられ、このマウスへの HTLV-I 感染への

高い感受性が示唆された。 
(d) そこで、臍帯血由来の CD34 陽性血液幹細

胞を移植することによりヒト T 細胞が増殖

する NOG マウスの系を開発した。 
(e) さらに、抗体依存性細胞障害性を見る系と

して、ヒトの GM-CSF と IL-3 を恒常的に分

泌する hGM-CSF/IL-3-NOG マウスを作製し、

CD34 陽性血液幹細胞を移植すると単球と

NK 細胞が増殖する系を確立した。 
 
（５）研究分担者(上里)：HTLV-I 産生株の樹 
(a) 皮膚科の ATL 患者の血液細胞の培養により、

新規の HTLV-I 産生培養株を樹立した。 
(b) 病態と治療による HTLV-I 中和抗体の動向

を検討するため、琉大病院の ATL 患者の血

清サンプルを蓄積し、実際に中和抗体の定

量、および抗体の ADCC 誘導性を比較検討

した。 
 
（６）研究分担者(樋口)：細胞内 HTLV-I 感染抵

抗性因子の研究と応用 
(a) HTLV-I Tax の結合蛋白として Ubiquitin 

Specific Protease 10 (USP10) を同定した。 
(b) Tax は USP10 に結合することにより、スト



レス顆粒形成を阻害することを解明した。 
(c) Tax は細胞内活性酸素種(ROS)を上昇させる

が、USP10 との結合のない Tax 変異体では

ROS 産生が低下した。したがって Tax は

USP10との結合によりROSを上昇させるこ

とを見いだした。 
(d) HTLV-I感染細胞では亜砒酸によるストレス

顆粒形成がみられず、亜砒酸によるアポト

ーシスが亢進した。これは Tax によるスト

レス顆粒形成阻害がROS産生制御不全を招

き、ROS 産生を増大させることによって引

き起こされることを発見した。 
(e) Tax 発現のない ATL 細胞株、あるいはバー

キットリンパ腫や骨髄性白血病細胞株にお

いても、亜砒酸によるストレス顆粒形成能

とアポトーシス誘導は逆相関を示した。し

たがって白血病細胞におけるストレス顆粒

形成不全は、亜砒酸に対する感受性を規定

するマーカーとなり得ることを証明した。 
 
（７）研究分担者(松崎・新川)：小動物での

HTLV-I ワクチン検証と HTLV-I 粘膜ワクチンの

開発 
(a) 三部構成免疫賦活複合体（TIPS）は、①抗

原、②コイルドコイルコア、③標的リガン

ドの三部から構成される。今回、HTLV-I 感
染に対する防御エピトープ（gp46pep180-204）
を搭載した TIPS を設計するため、5 量体コ

イルドコイル構造形成タンパク質（COMP）
と標的リガンド（B 細胞レセプター（Ig）と

結合するプロテイン A 由来の Z ドメイン）

を融合タンパク質として大腸菌で発現させ

た 。 そ し て 、 こ の 融 合 分 子

（TIPS/gp46pep180-204）が大腸菌から 5 量

体として分泌発現することが確認され、Z
の抗体結合機能があることも確認した 

(b) さらに、この融合分子を BALB/c および

C57BL/6 マウスへアラムアジュバントを添

加して皮下接種したが、ペプチド特異的抗

体応答は確認できなかった。しかし、以前

の報告どおり、OVA/gp46pep180-204（化学

融合分子）の皮下接種では、エピトープ特

異的な抗体応答が誘導された。これまで、

比較的分子量の大きな抗原（20 kDa 程度）

を用いた場合、TIPS の効果が確認されてい

ることから、HTLV-I gp46pep180-204 内には

T ヘルパー細胞エピトープが不十分ではな

いかと推察し、キャリアタンパク質を TIPS
からジフテリア毒素変異体（CRM197）に変

更した。CRM197 との化学融合には、HTLV-I 
gp46pep180-204 の N および C 末にステイン

（Cys）とヒンジ領域（CGGGGS）を挿入し

た人工合成ペプチド（CGPSQLPPTAPPLL 
PHSNLDHILEPSIGCGGGGSC ）を用い、

CRM197 とクロスリンカー（EMCS）を介し

て融合させた。その後、限界濾過によって

キャリアタンパク質と結合しなかったフリ

ーのペプチドを除去し、化学融合分子

CRM197/gp46pep180-204 を得た。 
(c) この CRM197/gp46pep180-204 を BALB/c お

よび C57BL/6 マウスへアラムアジュバント

を添加して、皮下接種した結果、抗原単独

投与群よりも有意に高いペプチド特異的抗

体 応 答 が 確 認 さ れ た 。 そ の 力 価 は

OVA/gp46pep180-204 と同等もしくはそれ以

上であった。 
(d) CRM197/gp46pep180-204 コンジュゲートワ

クチンで誘導した抗血清は、一部、HTLV-I
中和能があることも確認された。その効果

は OVA/gp46pep180-204 とほぼ同等であっ

た。以上のことから、既に肺炎球菌ワクチ

ンにも臨床応用されているジフテリア毒素

変異体（CRM197）を gp46pep180-204 のキ

ャリアタンパク質に用いることで、一定の

効果を発揮する HTLV-I ワクチン作成の可

能性が示唆された。現在、アラムアジュバ

ントを天然物由来の新規アジュバントへ変

更することで、CRM197/gp46pep180-204 コ

ンジュゲートワクチンの機能向上が可能か

検証中である。 
 
（８）研究分担者(前田)：HTLV-I のエンベロー

プタンパク質 gp46 の中和抗体誘導性立体構造

の解析 
(a) HTLV-Igp46 受容体 GLUT1 と gp46 が細胞内

で異なるコンパートメントに局在すること

により gp46のGLUT1との会合が回避され，

結果としてHTLV-I Envが膜融合能を有した

構造を保持した状態で感染細胞からウイル

ス粒子へ取り込まれている可能性を見いだ



した。 
 
D. 考察 
 上述のように 3 年間の研究で、HTLV-I 感染防

御を実現させるワクチンが標的とすべき抗原

は HTLV-I エンベロープ gp46 であることを検証

できた。安全で中和能の高い中和抗体を誘導で

きる能動ワクチン候補の作出については今後

も継続した研究が必要である。 
 本 研 究 で 新 規 に 開 発 し た ヒ ト 型 抗

HTLV-Igp46 中和/ADCC 抗体(hu-LAT-27 抗体)を
用いて動物を HTLV-I 感染から完全に防御でき

ることを検証できた。したがって、hu-LAT-27
を HTLV-I キャリア妊婦やハイリスクの未感染

者への受動ワクチン応用を想定した動物実験

や臨床試験を目指した研究が今後の新たな課

題となる。 
 
E. 結論 
 本研究の 1 年目と 2 年目において、HTLV-I
感染防御活性を確実にしかも高感度で評価で

きる in vitro 実験系と HTLV-I 感受性のラット

やヒト化したマウスを用いた in vivo の動物感

染実験系を確立した。そして本研究目標を実現

するために、ワクチンの標的とすべき HTLV-I
抗原は HTLV-I のエンベロープ gp46 であるとい

うことを動物実験レベルで検証した。能動ワク

チンの作出研究はさらなる検討が必要である

が、受動免疫ワクチン候補として、HTLV-I 特異

的中和活性と ADCC 活性を同時に有するラッ

ト由来単クロン抗体 LAT-27 のヒト化に成功し

た。本抗体については今後さらなる検証を計画

している。 
  
F. 健康危険情報  
 特記すべき情報なし 
 
G. 研究発表 
 各班員の報告を参照 
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研究要旨：3 年間の計画の 1 年目の研究では、HTLV-I 感染防御能あるいは HTLV-I 感染細胞増殖

抑制能を定量的に評価する in vitro の系として 3 つの方法を確立した。2 年目には、既存のラット

抗 HTLV-I gp46 中和単クロン抗体(LAT-27)と HTLV-I 感染者由来の血清 IgG が HTLV-I の新規感

染防御と同時に NK 細胞の共存下で HTLV-I 感染Ｔ細胞の増殖とウイルス産生を ADCC により抑

制することを見いだした。また、中和抗体誘導ペプチドワクチン候補として gp46 アミノ酸番号

180-204 の領域が優れていることを見いだした。3 年目には、HTLV-I 感染阻止のための受動ワク

チンの第一候補として、LAT-27 中和単クロン抗体をヒト型化することに成功し、その感染防御能

を検証できた。 

 
 
A. 研究目的 
感染症に対するワクチンや新薬を開発するに

は、抗体や薬剤の抗ウイルス効果を定量的に評

価する in vitro の系と小型動物を使った in vivo
の系が不可欠である。そこで、初年度の本研究

では、まず、自家単クロン抗体ライブラリーを

活用して HTLV-I 抗原測定系を確立すること、

その系を使って抗体の HTLV-I 感染抑制能を in 
vitro で具体的に評価する系を確立することを

目的とした。これらの系を使って 2 年目には

HTLV-I 中和単クロン抗体および HTLV-I 感染者

から分離した IgG 抗体の HTLV-I 感染抑制能と

感染細胞監視能の確認とメカニズムを明らか

にするとともに、中和抗体誘導ペプチドワクチ

ンのスクリーニングを行い、能動ワクチンと受

動ワクチン候補を選択することを目的とした。

最終年には、受動免疫候補となるラット中和単

クロン抗体のヒト型化、および能動ワクチンの

候補としてペプチド抗原のさらなる検討を進

めることを目的とした。 
 
B. 研究方法 
(1) 合胞体形成阻止試験 : HAM 患者由来

HTLV-I 感染 CD8+T 細胞株 ILT-M1 と非感染Ｔ

細胞株 Jurkat とを抗体存在下で 1 日間混合培養

し、形成される巨大合胞体の阻止を判定する系

を開発した。抗体の中和価は、合胞体完全阻止 
 

に必要な濃度とした。 
 
(2) 中和抗体と新鮮末梢血単核球(PBMC)によ

るHTLV-I感染細胞の増殖とウイルス産生阻止

試験: 試験管内でHTLV-Iで不死化した健常人由

来のＴ細胞株と新鮮末梢血単核球(PBMC)の混

合培養系に抗体を添加し、HTLV-I感染細胞の増

殖阻害をTax抗原陽性細胞の減少効果で、ウイ

ルス産生阻害効果は培養上清中のHTLV-I p24を
ELISAで定量することで検討した。 
 
(3) ADCC試験: 51Cr遊離細胞障害アッセイを行

った。HTLV-I感染細胞をラベルし、一定の抗体

の存在下、PBMCを加えて20時間培養し、培養

上清中に放出された51Crをγカウンターで測定

した。 
 
(4) ペプチドワクチン: キャリア蛋白に結合さ

せた種々のHTLV-Igp46合成ペプチドまたは

gp21合成ペプチド、およびキャリアフリーの

gp46合成ペプチドのMAPなどについてWKAラ

ットやB6マウスに免疫して中和抗体誘導能を

比較検討した。 
本研究は琉球大学のバイオハザード委員会、動

物実験委員会、遺伝子組換え生物等使用実験安

全委員会、臨床試験倫理委員会の承認を得て行

った。 
 



C. 研究結果 
(1) 合胞体形成阻止テストの確立：種々の

HTLV-I感染細胞株と非感染細胞株の組み合わ

せを検討し、HAM患者由来HTLV-I感染CD8+T
細胞株ILT-M1と非感染Ｔ細胞株Jurkatとを１日

間混合培養すると大きな合胞体が形成され、顕

微鏡観察で容易に判定できることを見いだし

た。この形成は既存のHTLV-I中和能を持つ単ク

ロン抗体LAT-27やHTLV-I感染者IgGで量依存

的に阻止された。由来する患者のIgGで中和価

は異なっていたが、中和価はgp46に対する抗体

価と比例した。この方法は最も簡便で短時間で

中和抗体価を測定できる系である。 
 
(2) 正常Ｔ細胞の不死化阻止テスト：正常人の

末梢血単核球をOKT3抗体とCD28抗体で24時
間活性化し、MMC処理で増殖能を失活させた

HTLV-I感染細胞とin vitroで混合培養すると2週
間程度で正常T細胞群からTax抗原陽性細胞の

出現、およびp24抗原産生が確認できた。この

不死化は、LAT-27やHTLV-I感染者IgGで完全に

阻害されることからHTLV-I特異的であること

が明らかとなった。 
 
(3) HTLV-I 感染者由来Ｔ細胞の HTLV-I 発現誘

導および不死化抑制テスト: HTLV-I 感染者(特
にHAM患者)由来の末梢血単核球を培養すると

24 時間以内に HTLV-I を産生するＴ細胞が出現

し、IL-2 を添加して培養すると不死化する例が

多い。具体的には、HAM 患者の PBMC を培養

すると 1 日目に Tax 陽性の細胞が数％〜20％程

度出現する。興味あることに、LAT-27 の添加は

Tax 陽性細胞の頻度を約 50%に低下させた(n=3)。
他の非中和抗体ではその効果がなかった。この

培養系に IL-2 を加え 2 週間培養すると IL-2 依

存性に不死化した Tax 陽性 HTLV-I 産生細胞株

が出現した。LAT-27 添加培養系では４週間培養

の時点でも Tax 陽性細胞は出現しなかった

(n=3)。同様な感染阻止は、中和活性を持つ HAM
患者由来の血清 IgG でも観察された。 
 
(4) 合胞体形成阻止を仲介する抗体の標的: 単
クロン抗体LAT-27と今回精製したHAM-IgGの

中和価を測定し、合胞体完全阻止に必要な濃度

はそれぞれ 5μg/mlおよび 50μg/mlであった。

この中和系にアフィニティ精製gp46を添加す

ると、LAT-27の中和活性は完全に阻害された。

HAM-IgGの中和も完全ではないにせよ優位に

阻害された。HAM-IgGにはgp46以外の抗原に対

する中和抗体、おそらくgp21に対する抗体も含

まれることが推定された。 
 
(5) 中和抗体と新鮮末梢血単核球による

HTLV-I感染細胞株の増殖とウイルス産生阻

止：試験管内で予めHTLV-Iで不死化した健常人

由来のＴ細胞株に対して抗体と新鮮末梢血単

核球(PBMC)が細胞増殖阻害あるいはウイルス

産生阻害効果を示すかを検討した。抗体のみで

何の抑制効果も見られなかったが、中和活性を

もつ抗体と自家PBMCを同時に作用させると有

意にTax陽性細胞が減少し、p24産生が抑制され

た。自家PBMCだけでも弱い抑制活性があった

が、抗体依存性抑制は明らかであった。さらに、

LAT-27抗体のFc領域を酵素消化したF(ab’) 2で
は、HTLV-I中和活性があるものの、このような

感染細胞に対する阻害活性は示さなかった。同

様な阻害活性は、HAM-IgG でも観察できた。

抗体と自家PBMC処理を3〜4日おきに3回繰り

返すと、HTLV-I感染細胞が検出されず、しかも

増殖する細胞も消失した。したがって、このよ

うな自家PBMCと中和抗体によるHTLV-I感染細

胞の増殖抑制は抗体の中和活性あるいは認識

エピトープ依存性、かつ抗体のFc依存性である

ことが明らかとなった。ADCCの可能性が高い。 
 
(6) ADCC: 上記の結果で推定されたように、自

家HTLV-I感染細胞の増殖抑制とウイルス産生

抑制がADCCによるかを直接証明するため、51Cr
遊離細胞障害アッセイを行った。つまり、

HTLV-I感染細胞株をラベルし、一定の抗体の存

在下、異なるPBMCとのE/T比において細胞障害

を観察した。通常の4時間の混合培養では、

LAT-27によるADCC活性は証明出来なかった

が、培養時間を24時間に延ばすと有意な細胞障

害性がE/T比90と30で観察された。このような

障害性は、LAT-27 F(ab’) 2では観察されなかっ

た。また、正常ヒトIgGはADCC活性を示さなか

ったが、HAM-IgGはLAT-27より高いADCC活性

を示した。一般的にADCCを担うエフェクター

細胞はPBMCにおいてはCD16+NK細胞である。



そこで本ADCCのエフェクター細胞を同定する

ため、抗体マグネット法でPBMC分画から特定

の細胞を除去したエフェクター細胞のADCCを
見たところ、CD16+細胞、またはNKマーカーで

あるCD56+細胞を除去した場合にのみADCCの

減弱が明らかであった。したがって、CD16+NK
細胞が本ADCCのエフェクターであることが明

らかにされた。 
 
(7) ペプチドワクチン: HTLV-Igp46 合成ペプチ

ドが中和抗体を誘導することはすでに明らか

となっている。そこで、どの領域のペプチドが

最も効率よく中和抗体を誘導できるかを検討

した。文献によると gp46 197-216 と gp21 
400-429 の領域は HTLV-I 感染に必須な領域で

あることが報告されている。そこでこのペプチ

ドを合成依頼し、OVA をキャリアにして B6 マ

ウスを免疫したところ、ペプチドに対する抗体

活性はあるものの、どれも中和活性を示さなか

った。さらにこれらのマウスの脾臓細胞から数

百個のハイブリドーマを作製し、中和抗体の産

生をみたが、どのハイブリドーマも中和活性を

持たなかった。コントロールとして用いた

OVA-gp46 180-204 は B6 マウスにおいて有意な

中和抗体を産生させた。 
 
(8) ペプチドワクチン(その２): HTLV-Igp46の
アミノ酸191-196を含む合成ペプチドはキャリ

アに結合させてFCAとエマルジョンでラット

やB6マウスに免疫すると中和抗体を誘導する

ことはすでに明らかとなっている。そこで、今

回は、キャリア蛋白に結合しないが、6分子の

側鎖からなるHTLV-Igp46のマックスペプチド

が中和抗体を誘導できるかをWKAラットで検

討した。得られた抗血清はペプチドに対する抗

体活性はあるものの中和活性を示さなかった。

さらにこれらのマウスの脾臓細胞から数百個

のハイブリドーマを作製し、中和抗体の産生を

みたが、どのハイブリドーマも中和活性を持た

なかった。同時にコントロールとして用いた

KLH結合gp46ペプチド180-204は高いタイター

の中和抗体を誘導した。 
 
(9) LAT-27のヒト型化: （株）免疫生物研究所

(IBL)との共同研究において、LAT-27の抗原結

合部位の遺伝子を単離し、ヒトIgG1バックボー

ンに組み込んでCHO細胞に発現させ、protein-G
で精製した。この抗体は、WBで抗ヒトIgGと反

応し、合胞体形成阻止テストでは、5 μg/mlで
完全にHTLV-Iを中和した。 
 
(10) ヒト化LAT-27中和抗体のHTLV-I感染細胞

の増殖とウイルス産生阻止: オリジナルのヒト

化LAT-27を添加してHTLV-I感染細胞を自家

PBMCと混合培養すると、培養3日目でTax陽性

細胞の頻度を約50%に低下させ、さらに新たな

PBMCを加えて3日培養するとTax陽性細胞が殆

ど消滅した。また、p24産生も検出限界以下に

抑制された。このような効果はオリジナルの

LAT-27抗体よりも高く、ADCCにおいてヒト化

LAT-27のヒトNK細胞との親和性が高いことが

示唆された。 
 
(11) ADCC: 上記の結果で推定されたように、

自家HTLV-I感染細胞の増殖抑制とウイルス産

生抑制がADCCによるかを直接証明するため、
51Cr遊離細胞障害アッセイを行った。HTLV-I感
染細胞をラベルし、一定の抗体の存在下、異な

るPBMCとのE/T比において細胞障害を観察し

た。培養20時間後には、有意でしかもオリジナ

ルLAT-27よりも高い活性のADCCが観察され

た。抗体マグネット法でPBMC分画から特定の

細胞を除去したエフェクター細胞のADCCを見

たところ、CD16+細胞、またはNKマーカーであ

るCD56+細胞を除去した場合にのみADCCの減

弱が明らかであった。したがって、CD16+NK細

胞が本ADCCのエフェクターであることが明ら

かにされた。 
 
D. 考察 
 本研究により、in vitro での HTLV-I 感染阻止

評価系が確立された。さらに HTLV-I 中和抗体

が体内での新規 HTLV-I 感染阻止のみでなく、

感染細胞の不死化を監視する生体防御エフェ

クターであることが強く示唆された。後者のメ

カニズムとして、NK 細胞をエフェクター細胞

とする ADCC により強く監視することが強く

示唆された。HAM-IgG が LAT-27 より高い

ADCC 活性を示すことは、抗体のヒト NK 細胞

の FcR への親和性の違い、さらには HTLV-I 感



染細胞の複数のエピトープに対する IgG 抗体群

が同時に細胞に結合することなどの理由が考

えられる。 
 中和抗体誘導ペプチド抗原の候補選択につ

いては、感染阻害能を示すことが報告されてい

る合成ペプチドでも、本研究の系では全く効果

がなかったり、さらに動物に免疫しても全く中

和抗体を誘導できないケースもあることがは

っきりした。今回、スクリーニングを行った意

義は大きい。つまり、能動ワクチンとしての中

和抗体誘導ペプチド抗原の選択については、過

去の報告をそのまま引用することなく、実際に

動物に免疫して中和抗体の誘導を確認する必

要がある。これまでの研究によって、普遍的に

中和抗体を誘導できたのは、gp46 アミノ酸

191-196 領域を含むペプチドでかつキャリア蛋

白に結合させた免疫原であったことから、今後

のこの領域を基本としたペプチドワクチンの

検討が急がれる。 
 受動免疫ワクチン候補としてヒト化 LAT-27
抗体を作製することに成功した。これはオリジ

ナルの LAT-27 のように新規 HTLV-I 感染を防

御するとともに、既に HTLV-I に感染したＴ細

胞の増殖とウイルス産生に対して NK 細胞をエ

フェクター細胞とする ADCC により強く監視

できること分かった。中和抗体価は LAT-27 と

同等であったが、より高い HTLV-I 感染細胞抑

制活性と ADCC 活性はヒト化 LAT-27 が ADCC
活性の高い IgG1 タイプに改変されたことが理

由と考えられる。ヒト化 LAT-27 の in vivo の中

和活性は共同研究者の藤猪らが本研究で証明

した。したがって、hu-LAT-27 を HTLV-I キャリ

ア妊婦やハイリスクの未感染者への受動ワク

チン応用を想定した動物実験や臨床試験を目

指した研究が今後の新たな課題となる。 
 
E. 結論 
 生体内において HTLV-I の中和エピトープを

認識する中和抗体が、HTLV-I の新規伝染を完全

に阻害すると同時に、HTLV-I 感染細胞の増殖と

ウイルス産生をも監視することが示唆された。

HTLV-I 感染および発症予防に対して CTL が重

要であると言われているが、中和抗体の果たす

生体防御的役割は極めて大きいと考えられる。

このような抗体を効率よく誘導する能動ワク

チン候補として HTLV-I gp46 ペプチド(アミノ

酸 191-196 を含む)、また受動ワクチン候補とし

てヒト型化 LAT-27 を提唱したい。 
 
F. 健康危険情報  
 特記すべき情報なし 
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H. 知的所有権の出願・登録状況 
 ヒト化 LAT-27 については IBL と共同で特許

の出願をしている。 
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研究要旨： 成人 T 細胞白血病（ATL）の原因ウイルスであるヒト T 細胞白血病ウイルス 1型（HTLV-I）
の感染者数は大都市部で増加傾向にあり問題視されている。HTLV-I の主要感染経路は感染母から

子供への垂直感染であることから、妊婦に対して HTLV-I 検査・感染告知が行われるようになった。

しかし、感染を阻止する有効なワクチンや抗体医薬は未だ開発されていない。本研究では、HTLV-I
感染ヒト T 細胞株 ILT-M1 細胞を感染源としたラットの HTLV-I 感染系（腹腔、経口、経直腸感染）

を確立し、試験管内で HTLV-I に対して中和活性を持つ抗 Env gp46 抗体（LAT-27）について、生体

内での HTLV-I 感染防御効果を評価した。その結果、LAT-27 は生体内でも感染防御効果を示すこと

がわかった。しかし、LAT-27 がその効果を発揮するためには、感染局所に LAT-27 を十分に分布さ

せる必要があると考えられた。ラットでは、LAT-27 のような IgG 型抗体は胎盤および初乳を介し

て母から子へ移行することが知られている。また、LAT-27 の体内動態を調べると、ラットの妊娠

期間（約 21 日）を超えて血液内に存在することがわかり、主要感染経路である母子感染に対する

LAT-27 の感染防御効果について、ラットの垂直感染系を用いて十分検討可能であると考えられた。 

 
 

A. 研究目的 
 HTLV-I 感染防御を目的とした新規ワクチ

ン・抗体医薬などの開発には、生体内における

感染防御効果の検証が必要不可欠である。本研

究は、新規ワクチン・抗体医薬候補の感染防御

効果について、実験動物（ラット）の HTLV-I
感染系を用いて評価することを目的とし、

HTLV-I感染ヒトT細胞株 ILT-M1細胞を感染源

とした HTLV-I 感染系を確立し、抗体医薬の候

補として着目しているHTLV-I Env gp46に対す

る中和抗体（LAT-27）の感染防御効果について

検討した。 
 
B. 研究方法 
本研究は、本学実験動物委員会の承認を得て

行われた。 
HTLV-I 感染ヒト T 細胞株（ILT-M1 細胞）を感

染源としたラットにおける感染系の確立 
ILT-M1 細胞（2x107個）を、生後 4 週を経過し

た免疫正常 F344 ヘテロラット（F344N-Jcl rnu/+）
に腹腔内、経口あるいは経直腸投与し、投与後

2 ヶ月で、各ラットの末梢血単核球（PBMC）、
脾臓 T 細胞（Spl-T）および腸間膜リンパ節

（ MLN ） 中 の HTLV-I プ ロ ウ イ ル ス を

HTLV-IpX 領域を標的とした PCR 法により確

認した。 
経口/経直腸感染系におけるLAT-27の感染防御

効果 
5 週齢の F344 ヘテロラットに対して、HTLV-I
感染前（-24h および-5h）に、LAT-27 を 1mg
ずつ腹腔内投与後、ILT-M1 細胞（2x107個）を

経口あるいは経直腸投与した。ILT-M1 細胞投

与 8 週後に、各ラットの PBMC、Spl-T 中の

HTLV-I 感染量（PVL）を HTLV-IpX 領域を標

的とした real-time PCR 法により定量した。 
腹腔感染系における LAT-27 の感染防御効果 
5 週齢の F344 ヘテロラットに対して、HTLV-I
感染 24 時間前に、LAT-27（1mg）を腹腔内投

与した後、感染 5 時間前（A）あるいは 5 時間

後（B）に再度 LAT-27（1mg）を腹腔内投与し

た。HTLV-I 感染は、ILT-M1 細胞（2x107 個）

を腹腔内投与することにより行った。感染 8
週後に、各ラットの Spl-T 中の PVL を定量し

た。 
LAT-27 による抗体依存性細胞傷害（ADCC）効

果 



LAT-27 存在下で、Env gp46 を発現する HTLV-I
感染ラット不死化細胞（FPM1-V1AX）を target
細胞、 ヌードラット（F344N-Jcl rnu/rnu）由来

NK 細胞を effector 細胞とした細胞傷害試験を

行った。 
LAT-27 腹腔内投与後の血液内動態 
LAT-27（10mg）を成体 F344 ヘテロラットに腹

腔内投与後、血清中 LAT-27 濃度の経時変化を

ELISA により測定した。 
 
C. 研究結果 
ILT-M1 細胞を感染源としたラットの HTLV-I
感染系 
ILT-M1 細胞を腹腔内、経口、経直腸投与した

ラットのいずれにおいても、PBMC、Spl-T で

HTLV-I プロウイルスが検出され、感染が成立

していることがわかった。 
経口/経直腸感染系における ILT-27 の感染防御

効果 
LAT-27 あるいはコントロール抗体（Ctrl-Ab）
を予め受動免疫（感染-24h および-5h）したラ

ットに、HTLV-Iを経口/経直腸感染（粘膜感染）

させた。感染 8週後に、各ラットの PBMC、Spl-T
中の PVL を測定したところ、どちらの感染系

においても PBMC、Spl-T 中の PVL について、

LAT-27免疫群およびCtrl-Ab免疫群の間に差は

認められなかった。 
腹腔感染系における LAT-27 の感染防御効果 
LAT-27 あるいはコントロール抗体（Ctrl-Ab）
を A の方法（1mg, -24h, -5h）で受動免疫し、

HTLV-I を腹腔感染させたラットでは、各ラッ

トの Spl-T 中の PVL を測定したところ、LAT-27
免疫群の約 83%で検出感度以下となり、Ctrl-Ab
免疫群と比べ有意に低くかった。一方、B の方

法（1mg, -24h, +5h）で受動免疫した場合、

LAT-27 免疫群の PVL は、Ctrl-Ab 免疫群と比べ

有意に低かったが、約 83%に HTLV-I プロウイ

ルスが検出された。さらに、LAT-27 免疫群の

PVL は、A と B では有意に A で低かった。 
LAT-27 による ADCC 効果 LAT-27 あるいは

Ctrl-Ab 存在下で、Env gp46 を発現する HTLV-I
感染 FPM1-V1AX細胞をNK細胞と共培養した

ところ、Ctrl-Ab では NK 細胞による細胞傷害

は認められなかったが、LAT-27 では E/T ratio
依存的に細胞傷害が認められた。 

LAT-27 腹腔内投与後の血液内動態 
LAT-27（10mg）を腹腔内投与後、LAT-27 の血

液内動態を調べたところ、少なくとも投与後

22 日間（ラットの妊娠期間：約 21 日）は血中

に持続することがわかった。 
 
D. 考察 
 HTLV-I は主として感染母体の母乳を介して、

乳幼児期に感染することから、消化管、特に腸

管粘膜から感染すると考えられる。本研究では、

新規ワクチン・抗体医薬等による HTLV-I 感染

防御効果を生体内で評価する系として、

HTLV-I感染ヒトT細胞株 ILT-M1細胞の腹腔内、

経口および経直腸投与によるラットの HTLV-I
感染系を作製した。これにより、ワクチンや抗

体医薬に応じて、感染経路を変えて評価できる

とともに、その感染防御効果について感染経路

による違いを検討する良いツールになりうる

と考えられる。  
 これら感染系を用いて、抗体医薬の候補とし

て着目している抗 Env gp46 中和抗体（LAT-27）
の感染防御効果について検討したところ、腹腔

感染系では LAT-27（1mg）を感染-24h および-5h
（A）に投与したラットのほとんどで感染を抑

えることができたことから、生体内で LAT-27
は感染防御効果を有すると考えられた。また、

LAT-27（1mg）を感染-24h および+5h（B）に

受動免疫したラットでは感染量を低くしたが、

（A）に比べ感染防御効果は低かった。この結

果から、感染-24h に投与した LAT-27 の一部は

血中に拡散してしまい、感染部位に十分量の

LAT-27 が存在しなかったために感染防御効果

が低下したものと考えられた。しかし、LAT-27
は消化管粘膜（経口/経直腸）感染を防御でき

なかった。これは、LAT-27 が IgG 型の抗体で

あるため、消化管管腔側への分布が困難である

ことが理由として考えられる。また、LAT-27
の ADCC 誘導活性が in vitro で認められた。し

かし、経口/経直腸感染系において、LAT-27 受

動免疫による PVL の低下が見られなかったこ

とから、ラットの HTLV-I 感染系において、

LAT-27 を介した ADCC は感染細胞の除去にそ

れほど大きく貢献していないと考えられる。 
 HTLV-I は主として感染母から母乳を介して、

乳幼児に垂直感染する。したがって、ヒトでの



新規感染を防御するには、妊婦あるいは新生児、

またはその両方への受動免疫が必要となる。成

体ラットへの LAT-27（10mg）の腹腔内投与に

より、少なくとも 22 日間（ラットの妊娠期間：

約 21 日）血中で LAT-27 を検出することができ

たこと、また LAT-27 のような IgG 型抗体は、

低濃度ではあるがラット胎盤を通過可能であ

り、初乳中には高濃度に含まれていることが知

られている。これらのことを考慮すると、妊

娠・周産期ラットに投与された LAT-27 は子供

へ十分に移行すると推察でき、LAT-27 の垂直

感染防御効果についてラットの HTLV-I 垂直感

染系を用いて検討可能であると考えられる。 
 
E. 結論 
 ラット HTLV-I 感染系による新規感染防御ワ

クチン・抗体医薬等の生体内評価系を用いるこ

とにより、抗体医薬の候補として想定している

抗 HTLV-I Env gp46 中和抗体（LAT-27）には、

生体内で HTLV-I 感染を防御する効果があり、

この感染防御効果を最大限に得るためには、感

染時のウイルス曝露部位に LAT-27 が分布して

いることが重要であることを示した。また、

HTLV-I の主要感染経路である母子感染での

LAT-27 の感染防御効果について、ラットの垂

直感染系を用いて十分検討可能であると考え

られ、その評価が今後の課題となる。 
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抗 HTLV-Igp46 中和抗体による新規 HTLV-I 感染予防・治療法開発と 

HTLV-I bZIP factor (HBZ)タンパク検出系の確立による新規診断技術の開発の試み 
 

藤猪英樹 琉球大学大学院医学研究科 准教授 
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研究要旨：(Ⅰ)HTLV-I 感染症の予防と HTLV-I 関連疾患に対する新規治療法開発のため、高度免疫

不全マウス（NOD/SCID/γC null：NOG）の脾臓内にヒト末梢血単核球とマイトマイシン処理した

HTLV-I 感染 T 細胞株を直接同時移植する HTLV-I 感染マウスモデル系を開発した。移植 2 週間後に

マウスの脾臓から分離したヒト CD4、CD8 陽性 T 細胞双方から HTLV-I 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-I 感染が成立することを確認した。 
(Ⅱ) 上記 HTLV-I 感染マウスモデルを用い、自家製 HTLV-I 中和抗 HTLV-I gp46 抗体（LAT-27：gp46
のアミノ酸 191-196 を認識）または HTLV-I 感染者から精製した IgG による HTLV-I 感染抑制効果を

検討した。NOG マウスの脾臓内にヒト末梢血単核球と HTLV-I 感染細胞株の接種前後に LAT-27 ま

たは HTLV-I 感染者から精製した IgG を投与することで、マウス体内におけるヒト T 細胞への

HTLV-I 感染は完全に抑制された。 
(Ⅲ) LAT-27 をヒトに接種後に誘導されるヒト抗ラット抗体出現を回避する目的で作成したヒト化

LAT27 抗体が、HTLV-I 感染ヒト化マウスモデルにおいて感染抑制効果が得られることを明らかに

し、さらに妊娠ラットを用いてヒト化 LAT27 抗体が母子間で受動免疫が成立することを明らかに

した。 
(Ⅳ) 新たな診断手法の確立を目的として HTLV-I 由来 HBZ タンパクの解析に有用なモノクローナ

ル抗体の作製を試みた。その結果、今回新たに１クローンが得られ、間接蛍光抗体法やフローサイ

トメーター法、ウェスタン・ブロット法で HBZ タンパクを検出することができた。 

 
 
A. 研究目的 
 (Ⅰ)HTLV-I は世界ではじめてヒトの疾患と

の関連が見いだされたレトロウイルスであり、

HTLV-I 関連脊髄症（HAM）および成人 T 細胞

白血病（ATL）の原因ウイルスである。我が国

には、先進国で最多の約 108 万人もの HTLV-I
感染者が存在しており、ATL は死亡者数が年間

1000 人を超え、HAM 患者では約 40%が経過中

に歩行不能となり生活の質が著しく障害され

る。しかしながら、HTLV-I の発見から 30 余年

を経た今日においてもなお、HTLV-I 関連疾患

の有効な治療法はもとより、母子感染および水

平感染を防止するワクチンすら開発されてい

ない。本研究では、in vitro において細胞間の

HTLV-I 感染を阻害することが知られている抗

HTLV-I 中和モノクローナル抗体（LAT-27）ま

たは HTLV-I 感染者血漿中の IgG が持つ HTLV-I
感染阻害効果が、in vivo においてヒト T 細胞に

対しても認められるかどうかを検討するため、

マウスの脾臓内に直接ヒト細胞を移植するヒ

ト化法を用いて新規 HTLV-I 感染マウスモデル

を開発した。このモデルを用い、LAT-27 およ

びヒト化 LAT-27 の感染抑制効果を検討した

(Ⅱ)。さらに妊娠ラットを用いてヒト化 LAT27
抗体が母子間で受動免疫が成立するかを検討

した(Ⅲ)。 
 (Ⅳ) HTLV-I プロウイルスのマイナス鎖にコ

ードされる HTLV-I bZIP factor (HBZ)遺伝子は、

mRNA レベルとタンパクレベルの両方で感染

病態に様々な影響を与えることが報告されて



いるが、未だ不明な点が多い。その理由の１つ

に、タンパク解析の際に重要なモノクローナル

抗体がこれまでなかったことが挙げられる。そ

こで本研究では、HBZ タンパクに対するモノク

ローナル抗体を作製した。 
 
B. 研究方法 
 (Ⅰ) 高度免疫不全マウス

（NOD/SCID/γCnull：NOG）の脾臓内にヒト末

梢血単核球（PBMC）2×106個とマイトマイシン

処理した HTLV-I 感染 T 細胞株（ILT-M1）1×106

個を同時移植し、移植 2 週間後にマウスから脾

臓細胞を回収して、ヒト CD4, CD8 T 細胞を抗

体結合磁気ビーズにより分離した。分離したヒ

ト CD4, CD8 T 細胞から Total RNA およびゲノ

ム DNA を回収した。Total RNA から cDNA を
合成し、HTLV-I tax、HBZ mRNA の発現を Real 
Time RT-PCR 法で解析し、 ゲノム DNA 中の

HTLV-I プロウイルス量を、TaqMan プローブを

用いた Real Time PCR 法により測定した。さら

に HTLV-I Tax タンパクの発現をフローサイト

メーター法で解析した。非感染 PBMCとHTLV-I
感染細胞株の接種前後に、自家製抗 HTLV-I 中
和モノクローナル抗体（LAT27）または HTLV-I
感染者血漿から分離精製した IgG を投与して、

感染抑制効果を検討した。 
 (Ⅱ)上記のモデルを用い、ヒト化 LAT-27 抗

体 1mg を移植の 2 時間前、あるいは 1 日後に尾

静脈から投与した。移植 2 週間後にマウスから

脾臓を摘出し脾臓細胞を回収した。細胞の一部

から抗体結合磁気ビーズを用いて CD4 陽性 T
細胞を分離し、Total RNAを回収し real time PCR
により HTLV-I Tax の発現を測定した。さらに

脾細胞の一部は IL-2 添加 RPMI 培地で 24 時間

培養後フローサイトメーターにて細胞内の

HTLV-I Tax タンパクの発現を解析した。 
 (Ⅲ)母子間におけるヒト化 LAT-27 抗体の受

動免疫を検討する目的で、妊娠 FD ラットに

25mgのヒト化LAT-27抗体を出産予定日の 7日
前と 2 日前の 2 回腹腔内投与し、2 日目の新生

仔ラットと親マウスから採血し、血中の抗体濃

度と中和活性を測定した。 
 (Ⅳ)コムギ胚芽無細胞タンパク発現系により

作製した組換え HBZ タンパクを C57BL/6 マウ

スに 3 回免疫し、脾細胞とミエローマ細胞

(SP2/0)を融合させたハイブリドーマを HAT 培

地で選択培養した。培養上清を使って ELISA 法

にて 1 次スクリーニングを行い、 陽性のコロ

ニーについては、HBZ を強制発現させた 293T
細胞株(293T/HBZ(SI))を用いて間接蛍光抗体

(IF)法で 2 次スクリーニングを行った。 
 
（倫理面への配慮） 
 本研究は琉球大学のバイオハザード委員会、

動物実験委員会、遺伝子組換生物等使用実験安

全委員会、 臨床試験倫理委員会の承認を得て

行った。 
 
C. 研究結果 
 (Ⅰ) NOG マウスの脾臓から分離したヒト

CD4、CD8 陽性 T 細胞双方から HTLV-I 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-I 感染が成立す

ることを確認した。細胞あたりの HBZ mRNA
発現量は ATL 患者の平均より低く、HAM 患者

や無症候性キャリアーと同程度であった。一方、

tax mRNA 発現量は HTLV-I 感染者の PBMC 同

様極めて低かった。HTLV-I 感染者の PBMC と

同様に、マウスから回収したヒト PBMC に Tax
タンパクの発現は認められなかったが、短時間

培養すると CD4 陽性 CCR4 陽性 T 細胞分画に

選択的に発現誘導された。LAT27 および HTLV-I
感染者血漿から分離精製した IgG 分画は、いず

れもマウス体内においてヒト T 細胞への

HTLV-I 感染を完全に抑制した。 
（Ⅱ）NOG マウスの脾臓から分離したヒト CD4
陽性 T 細胞中に HTLV-I Tax の mRNA が検出さ

れるがヒト化 LAT-27 抗体を予め投与すること

によって、その発現は完全に阻害された。また、

フローサイトメトリー解析から、HTLV-I 感染細

胞中に出現する HTLV-I Tax タンパクの発現も

ヒト化 LAT-27 抗体を予め投与することによっ

て、その発現が完全に阻止された。しかしなが

ら、感染後にヒト化 LAT-27 抗体を投与しても

Tax 発現の効果は認められなかった。 
（Ⅲ）妊娠ラットの親にヒト化 LAT-27 抗体を

投与すると、新生仔ラットに抗体が十分な濃度

で移行すること確かめられた。さらに移行抗体

は十分な中和活性能を維持していることも確

認された。これらのことから、ヒト化 LAT-27



抗体は体内において HTLV-I 感染細胞株からヒ

ト T 細胞への HTLV-I 感染を阻止する事を明ら

かにしたことに加え、妊娠母体に投与すること

で新生仔への受動免疫が成立することが明ら

かとなった。 
 (Ⅳ) スクリーニングの結果、今回新たに１ク

ローン (clone B6-15; マウス IgG2a,κ)が得られ

た。この B6-15 抗体は、IF 法では、293T/HBZ(SI)
細胞の核内に存在する、HBZ タンパクに特異的

に反応したが、HTLV-I 陽性細胞株の SLB1 や

MT-2 では検出できなかった。同様に、FCM 法

では、293T/HBZ(SI)細胞で陽性だったが、SLB1
や MT-2 では検出できなかった。また、ウェス

タン・ブロット法では、293T/HBZ(SI)細胞で

37kDa に、SLB1 細胞では 33kDa にメインバン

ドを検出することができた。さらに、以前当研

究室で得られた別のクローン (clone 4B12; ラ
ット IgG2b,κ)とは HBZ タンパク上の異なるエ

ピトープを認識することがわかった。  
 
D. 考察 
 (Ⅰ—Ⅲ) HTLV-I 感染ヒト化マウスモデルを簡

便に作製し、抗 HTLV-I 中和モノクローナル抗

体の HTLV-I 感染抑制効果を示した。今後はこ

のマウスモデルを用いて、非中和性抗 gp46 モ

ノクローナル抗体や HTLV-I 抗原で感作した免

疫細胞（成熟 DC、CTL 等）で感染防御が可能

か否か、HTLV-I を標的とした各種ワクチン、薬

剤の効果についても検討し、最も効率の良い

HTLV-I 感染防御法を探索したい。ヒト化

LAT-27 抗体は、in vivo での完全な感染予防効

果は得られたが、感染細胞の抗体依存性細胞傷

害活性（ADCC）による排除を誘導することが

出来なかった。その原因として以下の２点が考

えられる。 
1) HTLV-I 感染細胞上で、抗体が認識する

HTLV-I 抗原の発現が減弱している 
2) 抗体が結合した標的細胞の細胞傷害を担う

ナチュラルキラー(NK)細胞の数および機能

が減弱している。 
今後ヒト化LAT-27の効果をより高めるために、

ウイルス感染細胞のウイルス抗原の発現上昇

を誘導する方法を探索し、さらに、生体内の

NK 活性を上昇させる方法の探索を試みる。 
 

 (Ⅳ) IF 法と FCM 法では HTLV-I 感染細胞の

SLB1 と MT-2 で HBZ タンパクを検出すること

はできなかったが、WB 法では SLB1 の HBZ タ

ンパクを検出することができた。我々の研究で

は、各種の HTLV-I 感染細胞中の HBZ mRNA 発

現量には差があり、SLB1 は比較的 mRNA 発現

量が高かった。そのため、IF 法や FCM 法と比

べて感度が高い WB 法では、SLB1 細胞株の

HBZ タンパクを検出できたと考えられるため、

今後、検出感度を上げる方策の検討を行う 
 
E. 結論 
 (Ⅰ—Ⅲ) 本研究で構築した新規 HTLV-I 感染

マウスモデルを用いて、感染抑制を評価するこ

とが可能となり、抗 HTLV-I 中和モノクローナ

ル抗体（LAT-27）とそのヒト化 LAT-27 抗体は

マウス体内におけるヒト T 細胞への HTLV-I 感
染を完全に抑制することを示した。さらに、妊

娠ラットのモデルにおいて仔への受動免疫も

成立することが明らかとなった。ヒト化LAT-27
抗体は目的の作用を失うこと無くヒト化され

たことが明らかになったため、今後、抗抗体の

出現の有無を検討し、ヒトへの適用の可能性を

模索していく。 
 (Ⅳ) HBZ タンパク解析に有用なモノクロー

ナル抗体が、これまでに２クローン得られた。

今後、高感度 HBZ タンパク定量システム（サ

ンドイッチ ELISA 等）の開発を予定している。

これらの検出系により、これまでタンパクレベ

ルでの解析が難しかった HBZ 分子を、HTLV-I
感染病態との関連性も含め、より詳細に調べて

いく。 
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ヒト化用マウス系統の開発と供給 

伊藤 守 公益財団法人実験動物中央研究所 副所長 
 

研究要旨：本研究期間 3 年間で、HTLV-I が感染するヒト化マウスが容易な重度免疫不全 NOG マウ

ス、臍帯血 CD34+造血幹細胞移植 NOG マウス、および後述の hIL-2-NOG マウスの研究班への供給

を行った。また、これら動物の供給とともに、抗体医薬の ADCC 活性検定に有用な改良型 NOG マ

ウスを作製し、その能力を検定した。作製したマウスは、ヒトインタロイキン２(hIL-2)、hIL-15 ま

たはヒト顆粒球マクロファージコロニー刺激因子/hIL-3（hGM-CSF/hIL-3）の遺伝子を導入した

hIL-2-、hIL-15-および hGM-CSF/hIL-3-NOG マウスの 3 系統である。hIL-2-、hIL-15-NOG マウスに

臍帯血造血幹細胞を移植するとヒト NK 細胞が優位に分化増殖することが分かった。それら分化ヒ

ト NK 細胞は表現型および機能的にヒト NK 細胞と同等であった。また、hIL-15-NOG マウスでは、

ヒト末梢血由来 NK 細胞を長期にマウス内で維持されることが分かった。hGM-CSF/IL-3-NOG マウ

スでは、従来の NOG マウスでは困難であったヒト顆粒球、単球が増殖することが明らかとなった。

ADCC を作用機序とする抗体医薬の効果判定のための動物評価モデルの開発のため、hIL-2-NOG マ

ウスに造血幹細胞またはヒト末梢血由来 NK 細胞を移植後、腫瘍細胞を移植し、既存の抗体医薬を

投与して、その ADCC 効果による腫瘍萎縮効果を検討した。その結果、この In vivo 実験系で抗体

医薬の ADCC 効果を検定できることが明らかとなった。 

 
 
A. 研究目的 

HTLV-I 感染症の拡大を阻止するワクチンな

らびに抗体医薬の開発のためには HTLV-I に感

染する動物モデルは必須である。しかしながら、

免疫学的に正常なマウスは HTLV-I に感染しな

い。したがって、ヒト細胞が生着し、その中で

HTLV-I が感染するヒト細胞を持ったヒト化マ

ウスが必要となる。一般的に HTLV-I は患者で

は感染しても発症しないか、または発症に時間

を要する。この発症機序の研究にも動物モデル

は極めて重要と考えられる。本研究は、ヒトの

細胞を拒絶せず、増殖させることができる重度

免疫不全 NOG マウス等の研究班への供給と、

NOG マウスに改良を加えることによって、

HTLV-I 感染症のためのワクチンならびに抗体

医薬の開発に適切な動物モデルを作製するこ

とを目的に実施した。 
 
B. 研究方法 
1. 改良型 NOG マウスの作出 
 1) hIL-2-、hIL-15-NOG マウスの作製 
 CMV プロモ−ター下にヒト IL-2 または IL-15 

cDNA を配した遺伝子断片を NOG マウス前核

期胚に注入することによって作製した。得られ

た hIL-2-NOG マウスでは hIL-2 が 1〜5ng/mL、
hIL-15-NOG マウスでは hIL-15 が 0.1pg/mL が血

清中に検出された。 
 2) hGM-CSF/IL-3-NOG マウスの作製 
1998 年に我々が樹立、報告したヒト GM-CSF
および IL-3 を分泌する hGM-CSF/IL-3 Tg-SCID
マウス (Fukuchi, Y. et al, Leukemia Research, 
1998)を NOG マウスに戻し交配することによっ

て、hGM-CSF/IL-3—NOG マウスを作製した。 
2. 改良 NOG マウスでのヒト化マウスとしての

特性解析 
 これらマウスのヒト化マウスとしての特性

を調べるために、マウスに 2.5 Gy のＸ線照射を

行った後に、臍帯血 CD34+造血幹細胞 1 x 105

個を尾静脈より移入し、経時的にマウス末梢血

を採取し、その中のヒト細胞を flow cytometry
で解析した。また、hIL-2-、hIL-15-NOG マウス

については、健常人から得られた末梢血より分

離した NK 細胞 1X106個を移植し、同様の解析

を行った。 



3. hIL-2-NOGマウスを用いた抗体医薬の in vivo 
ADCC 効果判定系の作製とその検証 
 1) 造血幹細胞移入後に分化する NK 細胞を用

いた系の作製とその検証 
 マウスに 2.5 Gy のＸ線照射を行った後に、臍

帯血 CD34+造血幹細胞 1 x 105個を尾静脈より

移入し、その 3 週間後に CCR4 発現 L428 腫瘍

細胞を皮下に移植し、その 3 週後から週 2 回抗

CCR4 抗体を投与した。経時的に腫瘍の発育を

観察した。 
 2) ヒト末梢血由来 NK 細胞を用いた系の作製

とその検証 
 マウスに HER2 陽性 NCI-N87 細胞を移植し、

移植後腫瘍の生着を確認した後、ヒト末梢血由

来 NK 細胞 1 x 10７個を尾静脈より移入し、同時

にハーセプチンの投与を行った。経時的に腫瘍

の発育を観察した。 
 本研究は公益財団法人実験動物中央研究所

の動物実験委員会、遺伝子組換え安全委員会、 
研究倫理審査委員会の承認を得て行った。 
 
C. 研究結果 
1. マウスの生産と供給 
 本期間中に、ヒト化マウス用の NOG マウス

の供給の他に、hIL-2-NOG マウス♂9 匹、♀9
匹の計 18 匹（半数が Tg マウス）を琉球大学に

供給した。また、臍帯血 CD34+造血幹細胞 5 x 
104 移植し、ヒト CD45+細胞がマウス末梢血に

存在することが確認されたヒト化 NOG マウス

6 匹を琉球大学に供給した。 
2. hIL-2-、hIL-15-NOG マウスを用いたヒト化マ

ウスの特性 
CD34+造血幹細胞移植後、2〜3 週で 2 系統の

マウス末梢血にヒト細胞が検出できた。その細

胞のほとんど(80〜90%)は CD56+のヒト NK 細

胞であることが観察された。その NK 細胞の表

現型を詳細に検討した結果、KIR, NKG2A や

NKG2D などの NK 特異的な抗原が発現してい

た。その NK 細胞の障害性顆粒を細胞内染色法

で確認すると、Granzyme や Perforin が確認でき

た。以上のことから、2 系統マウスで分化する

ヒト NK 細胞はヒト末梢血の NK 細胞と同等で

あることが確認できた。これら表現型に両系統

に差異は認められなかった。一方、ヒト末梢血

由来 NK 細胞を移入した場合、hIL-2-NOG マウ

スでは数週間という短期でマウス末梢血から

消失するのに、hIL-15-NOG マウスでは数ヶ月

に及ぶ長期の検出が可能であった。以上の結果

から、この 2 系統の改良型マウスはヒト NK 細

胞の基礎的研究およびこれを使った応用研究

が可能であることが示唆された。 
3. hGM-CSF/IL-3-NOGマウスを用いたヒト化マ

ウスの特性 
 hGM-CSF/IL-3-NOGマウスにCD34+細胞移植

後、4週目から実験終了する20-24週目までの全

期間を通じて、末梢血におけるヒトCD45+造血

細胞の割合は、対照のNOGマウスと比較して、

有意に高かった。hGM-CSF/IL-3-NOGマウスで

はヒト細胞が平均40%を占めたが、NOGマウス

では30％にも達しなかった。マウスの末梢血に

認められるヒト細胞は全期間を通じて、顆粒球、

単球等のヒト骨髄系細胞はヒトCD45+造血細

胞に占める割合が約20%で、対照のNOGマウス

10%と比べて有意に高かった。T細胞は8週以降、

末梢血で検出されるようになり、この比率は対

照のNOGマウスと比べて有意に高かった。しか

し、ヒトNK細胞の比率はhGM-CSF/IL-3-NOGマ

ウスとNOGマウスの間で差は認められず、ヒト

B細胞は逆にNOGマウスの方で高かった。

hGM-CSF/IL-3-NOGマウスで分化するヒト顆粒

球の解析のため、ヒト化マウス末梢血からマウ

ス細胞を磁気ビーズで除去した後に、塗沫標本

を作製し、メイギムザ染色を施し、細胞の形態

を顕微鏡下で観察した。その結果、好中球、好

酸球、好塩基球、単球などヒト骨髄系細胞に含

まれる全ての細胞が多数認められた。 
 以上の結果から、hGM-CSF/IL-3-NOGマウス

はNOGマウスで従来困難であった骨髄系細胞

の研究に優れていると考えられた。 
4. hIL-2-NOGマウスを用いた抗体医薬のin vivo 
ADCC効果判定系の作製とその検証 
 ヒトCD34+細胞移入後に移植されたCCR4発
現 L428 腫瘍細胞は抗 CCR4 抗体の投与によっ

て、抗 CCR4 抗体単体投与に比べ、有意な腫瘍

増殖抑制が確認された。また、ヒト末梢血由来

NK 細胞を投与した系でも、ハーセプチン投与

群でHER2陽性NCI-N87細胞の増殖を有意に抑

制した。これら二つの実験から、この実験系は

抗体医薬の in vivo ADCC 効果を検定する系と

して使うことができることが示された。 



 
D. 考察 

本研究期間中に、3 種類の改良型 NOG マウ

スの作製に成功した。 
NOG マウスでの hIL-2 産生量は血清中で 1〜

5ng/mL と極めて高濃度に産生されている。この

マウスでの hIL-2 による T 細胞の活性化は、

PBMC移入後のNOG-hIL-2マウスでの細胞の増

殖と早期の死亡で確認された。また、このマウ

スではヒト細胞を拒絶できない。したがって、

HTLV-I 感染ヒト細胞または細胞株の移植が可

能であり、また hIL-2 が高濃度に分泌されてい

ることから、HTLV1 感染細胞の増殖には極めて

向いており、抗体医薬の検定系として使えると

考えられた。 
興味深いことに、NOG マウスに CD8+ T 細

胞を移入しても GVHD は発症してこない。これ

に少量の CD4+ T 細胞を混入させることによっ

て、極めて重篤な GVHD を発症することが分か

った。また、NOG-hIL-2 マウスでは、CD8+ T
細胞単体移入でも同様の GVHD が発症するこ

とが分かった。すなわち、NOG-hIL-2 マウスで

は、移入された CD8+ T 細胞が hIL-2 で活性化

されることで GVHD が発症すると説明でき、

CD8+ T 細胞に CD4+ T 細胞を混入すると認め

られる GVHD は CD4+ T 細胞から分泌される

hIL-2 による CD8+ T 細胞と考えられた。また、

CD4+ T 細胞、CD8+ T 細胞の移入によって異な

る GVHD を発症することから、GVHD の興味

深いモデルにもなる可能性が示唆された。また、

NOG-hIL-2 マウスでの感染モデルを考える時、

CD4+およびCD8+ T細胞でのHTLV-I 感染の面

白いモデルとなりうると考えられる。 
 また、従来重度免疫不全 NOG マウスへのヒ

ト造血幹細胞移植で分化し難かった顆粒球を

はじめとするヒト骨髄系造血細胞が高率に分

化 す る 「 ヒ ト 化 マ ウ ス 」 の 作 製 が

hGM-CSF/IL-3-NOG マウスで可能となった。こ

のマウスを用いることによって、HTLV-I 感染

における顆粒球、単球やマクロファージ等の役

割を調べることができると考えられる。 
 hIL-2-、hIL-15-NOG マウスでヒト造血幹細胞

より分化する NK 細胞はヒト末梢血 NK 細胞と

同等であることが確認された。この hIL-2-NOG
マウスでヒト造血幹細胞より分化する NK 細胞

およびヒト末梢血 NK 細胞を用いて、抗体医薬

の ADCC 活性を検定できることを明らかにで

きた。現在まで、in vivo で ADCC を検定できる

実験系はなく、今回確立した動物実験系は極め

て貴重な実験系と考えら、今後 HLTV-1 感染治

療、予防のために開発される抗体医薬の効果を

in vivoで検証できる実験系として使うことがで

きると考えられる。 
 
E. 結論 

HTLV-I 感染症モデルとして、 hIL-2- 、
hIL-15-NOGマウスおよび hGM-CSF/hIL-3 Tgマ
ウスを開発した。前 2 系統は NK 細胞を、後 1
系統は骨髄系細胞を主に研究できるヒト化動

物モデルと考えられる。特に、今回検討した

hIL-2-NOG マウスを用いることで、HTLV-I に

感染可能でかつ抗体医薬のADCC効果検定を in 
vivo でできることから、HTLV-I 感染のための

抗体医薬の開発に極めて有用と思われる。 
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HTLV-I 感染阻止ワクチンの研究 

 
松崎吾朗 琉球大学熱帯生物圏研究センター 教授 
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研究要旨：HTLV-I の中和抗体を誘導するための新たな免疫法を確立することを目的とし、初めに、

中和エピトープ（gp46 pep180-204）を搭載した三部構成免疫賦活複合体（TIPS）を作成した。しかし、

ペプチド特異的抗体応答は確認できなかった。この結果は、TIPS 分子や gp46 pep180-204エピトープに

十分な T ヘルパー細胞エピトープが存在しないことが原因ではないかと推察した。よって、キャリ

アタンパク質を TIPS 分子からジフテリア毒素変異体（CRM197）に変更した。その結果、抗原単独

投与群よりも有意に高いペプチド特異的血中 IgG の誘導が確認された。その力価は OVA/gp46 
pep180-204 と同等もしくはそれ以上であり、HTLV-I 中和能も確認された。以上のことから、CRM197
コンジュゲートワクチンが有望であると考えている。現在、アラムより強いアジュバントと CRM197
コンジュゲートワクチンの併用を検討している。 

 
 
A. 研究目的 
 本研究課題では、HTLV-Iの中和抗体を誘導す

るための新たな免疫法を確立することを目的に

研究を進めている。すなわち、HTLV-Iの中和エ

ピトープとして機能することが知られている

gp46 由 来 の ペ プ チ ド 鎖 （ pep180-204: 
PSQLPPTAPPLLPHSNLDHILEPSI; Tanaka et al., 
1994）に対する特異抗体誘導を可能にする系の

確立を目指す。 
 
B. 研究方法 
本プロジェクトでは、我々独自のキャリアタ

ンパク質「三部構成免疫賦活システム（TIPS）」
を利用し、HTLV-I中和エピトープ（gp46pep180-204）

を 搭 載 し た TIPS 融 合 タ ン パ ク 質

（Z-COMP-gp46pep180-204）を構築した。その後、

当該エピトープに対する中和抗体の誘導を試み

た。しかし、残念ながらTIPS型コンストラクト

では有意な抗体応答増強効果が認められなかっ

たので、次に、キャリアタンパク質をジフテリ

ア毒素変異体（CRM197）に変更し、中和抗体

誘導能を検証した。キャリアタンパク質

CRM197とN、C両末端にシステイン残基（Cys）
とスペーサー領域（下線部）をもつ人工ペプチ

ド （ HTLV-I peptide pep180-204_3 Cys: 
CGPSQLPPTAPPLLPHSNLDHILEPSIGCGGGGS

C）をクロスリンカーEMCSを介して融合させた。

その後、フリーのペプチドを限界濾過で除去し、

精 製 し た コ ン ジ ュ ゲ ー ト ワ ク チ ン

（ CRM197/gp46pep180-204 ） を BALB/c お よ び

C57BL/6マウスへアラムアジュバントと一緒に

３回皮下投与した。その2週間後、血清中の抗エ

ピトープIgG抗体価を測定した。陽性対象として、

OVA を CRM197 と 同 様 の 方 法 で 融 合 体

（OVA/gp46pep180-204）を作成し、マウスへ投与

した。 
 
C. 研究結果 
三部構成免疫賦活複合体（TIPS）は、①抗原、

②コイルドコイルコア、③標的リガンドの三部

から構成されている。HTLV-I 感染に対する防御

エピトープ（gp46pep180-204）を搭載した TIPS を

設計するため、５量体コイルドコイル構造形成

タンパク質（COMP）と標的リガンド（B 細胞

レセプター（Ig）と結合するプロテイン A 由来

の Z ドメイン）を融合タンパク質として大腸菌

で発現させた。そして、この融合分子

（TIPS/gp46pep180-204）が大腸菌から 5 量体とし

て分泌発現することが確認され、Z の抗体結合

能があることも確認した。次に、この融合分子

を BALB/c および C57BL/6 マウスへアラムアジ

ュバントを添加して皮下接種したが、



gp46pep180-204 エピトープ特異的抗体応答は確認

できなかった。しかし、以前の報告（Tanaka et al., 
1994）では、OVA/gp46pep180-204（化学融合分子）

の皮下接種で、エピトープ特異的な抗体応答が

誘導されているため、キャリアタンパク質を

TIPS分子からジフテリア毒素変異体（CRM197）
に変更することを考案した。CRM197 と人工合

成 gp46pep180-204 エピトープの化学融合には、N
および C 末にステイン（Cys）とヒンジ領域

（CGGGGS）を挿入した人工合成ペプチド

（ CGPSQLPPTAPPLLPHSNLDHILEPSIGCGGG
GSC）を用い、CRM197 とクロスリンカー

（EMCS）を介して融合させた。その後、限界

濾過によってキャリアタンパク質と結合しな

か っ た フ リ ー の ペ プ チ ド を 除 去 し 、

CRM197/gp46pep180-204 コンジュゲートワクチン

を作成した。 
このCRM197/gp46pep180-204コンジュゲートワ

クチンの免疫群では、BALB/cおよびC57BL/6で、

抗原単独投与群よりも有意に高いエピトープ特

異的血中IgGの誘導が確認された。また、その力

価はOVA/gp46pep180-204コンジュゲートタンパク

質と同等もしくはそれ以上であった。さらに、

CRM197/gp46pep180-204で誘導されたマウス抗血

清の20－40%は、HTLV-I中和能をもつことが分

かった。 
 
D. 考察 
これまで、比較的分子量の大きな抗原（20 kDa

程度のマラリア原虫や日本脳炎ウイルス由来の

抗原）を用いた場合、TIPSの高い感染防御効果

が 確 認 さ れ て い る こ と か ら 、 HTLV-I 
gp46pep180-204内にはTヘルパー細胞エピトープ

が不十分ではないかと推察し、キャリアタンパ

ク 質 を TIPS か ら ジ フ テ リ ア 毒 素 変 異 体

（CRM197）に変更した。キャリアタンパク質

CRM197は、肺炎球菌結合型（コンジュゲート）

ワクチン等で既に臨床応用されており、実用化

の面でも有利であると考えている。今後、

CRM197/gp46pep180-204 コンジュゲートワクチン

にアラムアジュバントより強めのアジュバント

を併用する皮下免疫法を提唱したいと考えてい

る。最近我々が見つけた植物由来の免疫賦活物

質をアラムの代替として用いた場合、

gp46pep180-204に対する抗体応答の増強効果が認

められたため、最終的にはMF59のような既に臨

床応用されているアジュバントを構築し、コン

ジュゲートワクチンと組み合わせることで、

HTLV-Iワクチンの構築を進めていきたい。 
 
E. 結論 
 gp46pep180-204のようなエピトープワクチンに

は、CRM197などのキャリアタンパク質が必須

であること、また、遺伝子融合法よりも化学融

合法の方が有利である可能性が示唆された。さ

らに、アラムアジュバントは、安全性は高いが

当該ワクチンは機能的に不十分である可能性も

示唆されたため、さらに強いアジュバントを採

用する必要があると考えている。 
 
F. 健康危険情報 
  特記すべき情報なし 
 
G. 研究発表 
 1.  論文発表 
 なし 
 2.  学会発表 
 なし 
 
H. 知的財産権の出願・登録状況 
なし 
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細胞内 HTLV-I 感染抵抗性因子の研究と応用 

 
 樋口雅也 新潟大学医歯学系 准教授 

 

研究要旨：HTLV-I の癌蛋白 Tax1 感染 T 細胞の不死化、潜伏感染および病原性発揮において重要な

役割を果たしている。我々は Tax1 に結合する宿主因子の一つである USP10 がストレス顆粒の形成

因子であり、生体内において血液幹細胞の維持に必須の分子であることを明らかにした。Tax1 は

USP10 の機能を阻害することにより活性酸素種（ROS）産生を促進させ、HTLV-I 感染成立に寄与

すると考えられるが、一方で USP10 の機能不全は亜砒酸によるアポトーシスの亢進を引き起こし

た。亜砒酸は成人 T 細胞白血病（ATL）治療薬として有望であるが、本研究はその作用機構の一端

を明らかにするものである。 

 
 
A. 研究目的 
細胞はウイルスに対して様々な感染抵抗性因

子を有しており、一種の自然免疫システムを発

動していることが、最近の研究で明らかになり

つつある。一方ウイルスは自らがコードするウ

イルス蛋白によりこれらの因子の機能を阻害

し、感染を成立させている。HTLV-I のもつトラ

ンスフォーミング蛋白 Tax1 は、感染細胞の不

死化、ウイルス遺伝子の発現を促進する、

HTLV-I 感染成立における最重要因子である。

我々は Tax1 が結合する細胞内因子の中に

HTLV-I 感染抵抗因子が存在すると考え、Tax1
に結合する細胞内因子の網羅的な同定を試み

た。本研究は、HTLV-I に対する細胞内感染抵抗

性因子を同定し、その機能を明らかにすること

で、感染抵抗性因子活性化の手段の開発と

HTLV-I 感染阻止への応用を目的とする。 
 
B. 研究方法 
GST と Tax1 の融合蛋白を大腸菌にて作成、マ

ウス T 細胞株 CTLL-2 の細胞抽出液と反応させ、

Tax1 結合蛋白を精製した。ゲルで分離後 CBB
染色を行い、バンドを切り出して、LC-MS/MS
による質量分析により蛋白を同定した。 
同定された細胞内因子の機能を明らかにする

ためノックアウトマウスを作成した。マウス由

来血球系細胞の解析は表面抗原染色とセルソ

ーターAriaII を用いて行った。 

ノックアウトマウスより作成した Mouse 
Embryonic Fibroblast (MEF)、HTLV-I 感染細胞株

その他の各種細胞株を用いて in vitro の解析を

行った。ストレス顆粒形成には亜砒酸による刺

激を用い、免疫蛍光染色によりストレス顆粒形

成能を定量化した。アポトーシスの定量には

AnnexinV および PI 染色とフローサイトメータ

ー解析を用いた。細胞株におけるノックダウン

は shRNA 発現レンチウイルスを感染させるこ

とにより行った。本研究は新潟大学動物実験倫

理委員会、遺伝子組換え実験安全委員会の承認

を得て行った。 
 

C. 研究結果 
（1） HTLV-I Tax1 結合因子の同定：HTLV-I Tax
の結合蛋白として Ubiquitin Specific Protease 10 
(USP10) を同定した。USP10 はユビキチン化さ

れた蛋白からユビキチンを切り離す、脱ユビキ

チン化酵素の一種である。続いて USP10 結合蛋

白を網羅的に検索したところ、G3BP1 が同定さ

れた。G3BP1 はストレス顆粒の形成因子である

ことが示されている。ストレス顆粒とは細胞が

様々なストレス（ウイルス感染を含む）に曝さ

れた際、蛋白の翻訳を一時停止し、mRNA を一

時的に貯蔵あるいは分解するためのシステム

であり、細胞のストレス応答システムのひとつ

である。 
 



（2）USP10 の機能解析：USP10 の機能を明ら

かにするため、USP10 ノックアウト (KO) マウ

スを作成し、MEF 細胞を樹立した。MEF 細胞

を酸化ストレス誘導剤である亜砒酸で処理し

たところ、WT MEF 細胞では速やかにストレス

顆粒が形成されたが、KO MEF 細胞ではその形

成能が顕著に低下していた。このことから、

USP10 は細胞内ストレス顆粒形成に必須の分

子であることが明らかとなった。さらに亜砒酸

刺激後の ROS の量を定量したところ、KO MEF
では WT に比べ ROS の量が顕著に増加してお

り、KO MEF は ROS の増大に伴いアポトーシ

スに陥った。以上の結果より、USP10 によるス

トレス顆粒形成は細胞内 ROS を低下させ、細

胞死を抑制していることが明らかとなった。 
 
（3）USP10 の生体内機能解析：USP10 KO マウ

スは極度の貧血に陥り生後 1 年以内に死亡した。

KO マウスでは重度の骨髄不全の病理組織像が

認められ、生後 1 週以内で骨髄の血液幹細胞が

激減していた。血液幹細胞の減少は胎生期から

起こっており、この減少はアポトーシスによる

ものであった。以上より、USP10 はストレス顆

粒形成を介して、血液幹細胞の維持に関わって

いることが明らかとなった。 
 
（4）Tax1 による USP10 の機能阻害：Tax1 は

USP10 と結合する。Tax1 の各種変異体を用いて

USP10 との結合を調べたところ、62-353 変異体

（N 末端 61 アミノ酸欠失変異体）、SH1 変異体

（Pro58→Ser）、SH2 変異体（Leu205→Ala）で、

USP10 との結合が認められなかった.次に 293T
細胞に Tax1 を発現させ、亜砒酸によるストレ

ス顆粒形成能を観察したところ、Tax1 発現細胞

ではストレス顆粒形成がほとんど見られなか

った。上記 Tax1 変異体のストレス顆粒抑制作

用は顕著に低下していたことから、Tax1 は

USP10 に結合することで、ストレス顆粒形成を

阻害することが明らかとなった。 
次にヒトT細胞株である JurkatでUSP10をノッ

クダウンところ、コントロールに比べ細胞内

ROS 量が増加した。また Jurkat 細胞に Tax1 を

発現させると ROS の増加がみられたが、USP10
と結合しない Tax1 変異体では ROS の増加は認

められなかった。以上より Tax1 による ROS の

増加は USP10 の機能を阻害することによって

いることが示された。 
 
（5）HTLV-I 感染細胞の亜砒酸感受性亢進： 
次に HTLV-I 感染 T 細胞株 SLB1、MT4、非感染

細胞株 Jurkat、MOLT4 を亜砒酸で処理し、スト

レス顆粒形成能とアポトーシスに関して検討

した。HTLV-I 感染細胞株では非感染細胞株にく

らべ亜砒酸によるストレス顆粒形成能が顕著

に低下していた。それに伴い感染細胞ではアポ

トーシスが増加し、ストレス顆粒形成能と逆相

関を示した。HTLV-I 感染細胞において Tax1 は

USP10 を阻害することで、ストレス顆粒形成を

抑制するが、この作用は亜砒酸による ROS の

異常な亢進を招き、アポトーシスを誘導するこ

とが示された。 
 
（6）各種白血病細胞における USP10 の機能不

全と亜砒酸感受性亢進： ATL 細胞株、各種白

血病、リンパ腫細胞株の亜砒酸処理によるスト

レス顆粒形成とアポトーシスについて検討し

た。その結果、亜砒酸によるストレス顆粒形成

能が低い細胞ではアポトーシスが亢進し、逆に

ストレス顆粒が効率よく形成される細胞では

アポトーシスは抑制された。このことから Tax
の発現のない白血病細胞においても、ストレス

顆粒形成と亜砒酸感受性は逆相関を示すこと

が明らかとなった。 
ストレス顆粒形成能が低い細胞では USP10 の

発現量が低下していた。このことより、USP10
の発現量が白血病細胞の亜砒酸感受性を規定

する因子のひとつであることが示された。 
 
（7）USP10 の機能不全と造腫瘍性：最近, USP10
は SIRT6を脱ユビキチン化することで SIRT6を
安定化することが報告された。SIRT6 は myc の
転写活性を抑制することから、USP10 はがん抑

制遺伝子として機能すると考えられる。そこで、

ATL細胞株TL-OmIでUSP10のノックダウンを

行い、免疫不全マウスである NOG マウスに移

植し造腫瘍性を検討した。USP10 ノックダウン

細胞はコントロールに比べ顕著に造腫瘍性が

増大していた。このことから USP10 の機能不全

は成体内における細胞のがん化および悪性化

に関わっていることが明らかとなった。 



 
D. 考察 
本研究で我々は、HTLV-I Tax1 結合蛋白 USP10
の in vitro および in vivo 解析を通じてその機能

を明らかにした。USP10 は細胞のストレス応答

の際に、細胞内ストレス顆粒形成を促進し、ス

トレス暴露時の細胞内 ROS の上昇を抑制する

分子である。USP10 は生体内での血液幹細胞の

維持に必須であるが、これは幹細胞中での ROS
の産生を低く抑えることによるものと考えら

れる。 
HTLV-I Tax1 は USP10 に結合しその機能を阻害

することにより、ストレス顆粒形成を抑制する。

その結果、細胞内 ROS が Tax1 発現細胞では上

昇する。ストレス顆粒はウイルス感染の際にも

形成され、ウイルス蛋白の合成を抑えると考え

られているが、Tax1 は HTLV-I 感染細胞でのス

トレス顆粒形成を阻害することで、ウイルス感

染の成立およびウイルス産生に寄与している

と考えられる。またストレス顆粒形成阻害によ

る ROS の上昇は、ウイルスゲノムの転写活性

の上昇を促し、ウイルス産生の増大をもたらす

はずである。 
一方で HTLV-I 感染細胞におけるストレス顆粒

阻害および ROS の上昇は、亜砒酸に対する高

い感受性を招くことが明らかとなった。この現

象は HTLV-I 感染細胞に限らず、ストレス顆粒

形成能の低い ATL 細胞株や各種白血病細胞株

でも認められた。近年、亜砒酸を含む混合剤が

一部の ATL に対して著効を示すことが臨床研

究により報告されている。したがって、ストレ

ス顆粒による HTLV-I 感染の制御機構の解析を

通して、ATL 治療薬の作用機構の解明が期待さ

れる。 
 
E. 結論 
HTLV-I Tax1 結合蛋白 USP10 は細胞内ストレス

顆粒形成に必須の分子であり、細胞内 ROS の

制御因子として機能する。Tax1 は USP10 と結

合しストレス顆粒形成を抑えることでウイル

ス感染成立および感染細胞の増殖に寄与する。

一方で、USP10 の機能不全は亜砒酸に対する感

受性を増大させる。したがって亜砒酸をはじめ

とする酸化剤は ATL を含む白血病の有力な治

療薬になりうる。 
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研究要旨：HTLV-Ⅰ感染者は九州•沖縄地方に多いことは周知のことであり、また ATL や HAM/TSP
等の難治性疾患の原因となる HTLV-I 感染において、HTLV-I 抗体が担う生体防御機能や該当する抗

体群の力価と病態の関連性については、これまで詳細な研究がなされていない。そこで我々は皮膚

病変組織に浸潤する HTLV-I 感染細胞培養株の樹立と野生型 HTLV-I の分離に加えて、沖縄県にお

ける HTLV-Ⅰの感染状況とその発病率とその動向を改めて再度把握した上で、抗 HTLV-Ⅰ抗体陽

性者における臨床像について調査と HTLV-Ⅰ感染者血清中の抗体の HTLV-Ⅰ感染防御能に関する

定量的解析の方法の確立および検討を行うこととした。 
2003 年から 2012 年までの琉球大学医学部附属病院受診患者 14,317 人中 1,815 人（12.67％）が抗

体陽性者であり、抗体陽性者のうち 187 人(10.3％)が成人 T 細胞白血病・リンパ腫(ATLL)を発症し

ていた。また 2011 年に抗 HTLV-I 抗体の有無について調査した対象は 1297 人で抗体陽性者は 66 人

(5.09％)と 2003～2011 年までの 7 年間の陽性率（14.43％）と比べ低値であった。また、抗 HTLV-
Ⅰ抗体陽性者で見られた皮膚疾患のうち、皮膚悪性腫瘍が多くみられ、その内訳は基底細胞癌、有

棘細胞癌、悪性黒色腫の順で多く、それぞれ 33 人(2.27 名/1 千人・年)、30 名(1.93 名/1 千人・年)、
10 名(0.69 名/1 千人・年)であった。 

HTLV-Ⅰ産生 T 細胞株と非感染 T 細胞株の混合培養を用いた感染実験系、HTLV-Ⅰ感染者におけ

る血中の gp46 抗原に対する抗体の検出を目的とした ELISA 系、HTLV-Ⅰ感染者由来の精製 IgG を

用い 51Cr 標識 HTLV-I 感染細胞を標的とした抗体依存性細胞傷害活性を測定する系を確立し、

HTLV-Ⅰ感染者の血清中に HTLV-I 中和抗体および主要糖タンパク gp46 に対する抗体の存在を確認

した。今後サンプル数を増やし、臨床病型と HTLV-Ⅰ抗体との関連について検討していく。皮膚病

変組織に浸潤する HTLV-I 感染細胞培養株は樹立できなかった。 

 
 
A. 研究目的 
 皮膚病変組織に浸潤する HTLV-I 感染細胞培

養株の樹立と野生型 HTLV-I の分離に加え、沖

縄県における HTLV-Ⅰの感染状況、発症率、お

よび臨床的な特徴を調査するとともに HTLV-
Ⅰ感染者の HTLV-Ⅰ感染防御能に関する定量

的解析の方法の確立および検討を行うことと

した。 
 
B. 研究方法 
対象：2003から2011年までの8年間に琉球大学

医学部附属病院を受診し、抗HTLV-Ⅰ抗体検査

を施行された患者を対象とした。そのうち、同

意が得られた患者の血清や病理組織を用いて、

HTLV-Ⅰ感染細胞培養株の確立や抗体に関す

る調査を行った。また、琉球大学皮膚科で加療

中の自己免疫疾患患者および健常人を対象と

した。 
方法：抗HTLV-I抗体はルミパルスプレスト

HTLV-Ⅰ（富士レビオ株式会社）のヒトT細胞

白血病ウイルス１抗体キットを使用し、患者血

清から抗HTLV-I抗体を検出した。 
①感染状況、発症率、臨床的特徴 
上記キットにて抗体を確認した症例の診療録

を閲覧し後ろ向きに検討を行った。 
②感染細胞培養株の確立 
ATLLの皮膚病変を外科的に切除し、TypeⅣコ

ラゲナーゼ、DNaseで処理しPercollを用いて

PBMCsを分離した後にRPMI1640(10％FCS・
20U/ml IL-2添加)培地にて培養を行った。 
③HTLV-Ⅰ感染者のHTLV-Ⅰ感染防御能に関す

る定量的解析 



上記キットにて抗体で確認した後、下記の細胞、

抗体を用い検討を行った。 
【細胞】 HTLV-I産生Ｔ細胞株：MT-2、MT-1、
SLB-1、ILT-M1、ILT-H2、YT/cM1、TAK/cH2 
 非感染T細胞株：Jurkat 
【 抗 体 】 ラ ッ ト LAT-27 単 ク ロ ン 抗 体 、

ATLL/HAM患者血清精製IgG、ヤギanti-human 
IgG-HRP、マウスAnti-Human IgG1～4-HRP 
【培地】RPMI1640（IL-2 20単位/ml・10％FCS
添加） 
(1)HTLV-I産生Ｔ細胞株と非感染Ｔ細胞株の混

合培養において最も顕著な合胞体形成を観察

できる組み合わせをスクリーニングした。 
(2)(1)で確立された感染系に血清またはIgGを添

加し、中和抗体価は合胞体形成を完全に阻害す

る血清希釈倍数を中和抗体価とした。 
(3)gp46に対する抗体価は、MT-2細胞上清から

抗gp46 単クローン抗体カラムでアフィニティ

精製した自然gp46を用いたELISA法で測定した。

自然gp46を0.1μg/mlでコーティング、血清およ

び血清由来精製IgGを1次抗体、ヤギanti-human 
IgG-HRPを2次抗体として使用し、TMBで発色

した。 
OD値は自然gp46をコーティングした系で得ら

れたOD値から1％BSAのみでコーティングした

系で得られたOD値を差し引いた値を最終的な

OD値とした。また、ELISA系が抗gp46抗体に対

し特異的であることを確認するために自己免

疫疾患患者血清および健常人血清と比較を行

った。 
なお、本研究は、琉球大学医学部倫理委員会の

承認を得て行い、被検査者である患者の利益な

らびに人権保護の取り扱いに十分配慮した。 
 

C. 研究結果 
①感染状況、発症率、臨床的特徴 
抗HTLV-Ⅰ抗体の有無の検査を受けた患者は

2003年から2011年までの8年間で14,317名、その

うち抗体の陽性者は1815人(12.67％)であり、成

人T細胞白血病・リンパ腫(ATLL)の発症例は187
人(10.3％)であった。またその中で2011年に検査

で抗HTLV-I抗体の検査を受けたのは1297名で、

そのうち抗体の陽性者は66名(5.09％)とこれま

での陽性率と比べ低い値を示した。 
抗 HTLV-Ⅰ抗体陽性者の皮膚疾患のうち、皮膚

悪性腫瘍は基底細胞癌、有棘細胞癌、悪性黒色

腫の順で多く、それぞれ 33 名(2.27 名/1 千人・

年)、30 名(1.93 名/1 千人・年)、10 名(0.69 名/1
千人・年)であった。これまで基底死亡癌は 5
名/10 万人・年、有棘細胞癌は 2.5 名/10 万人・

年、悪性黒色腫は 1～1.5 名/10 万人・年という

発生率が報告されており、それらと比べ高率と

なっていた。また皮膚感染症に関しては白癬、

帯状疱疹、単純ヘルペス感染症の順で多くそれ

ぞれ 89 人(6.13 人/1 千人・年)、30 人(2.06 人/1
千人・年)、13 人(0.90 人/1 千人・年)であった。

これまでの報告されている帯状疱疹(4.6 人/1 千

人・年)の発生率と比べ低率であった。さらに自

己免疫疾患は乾癬 16 人(1.10 人/1 千人・年)、全

身性強皮症 9 人(0.61 人/1 千人・年)、水疱性類

天疱瘡 7 人(0.48 人/1 千人・年)の順で多く、こ

れまでで報告されている乾癬の罹患率(1人/1千
人・年)とほぼ同等であった。 
②感染細胞培養株の確立 
HTLV-Ⅰ感染リンパ球の細胞株は確立できな

かった。 
③HTLV-Ⅰ感染者の HTLV-Ⅰ感染防御能に関す

る定量的解析 
(1)培養後16時間でJurkatとHTLV-Ⅰ産生T細胞

株のILT-M1の混合培養で最も顕著な合胞体形

成を認めた。 
(2)(1)の結果確立されたJurkat・ILT-M1混合培養

系にHTLV-Ⅰ感染者血清および血清由来精製

IgG、ラットLAT-27抗体を添加したところ、ラ

ットLAT-27抗体で合胞体形成は完全に阻害さ

れ、HTLV-Ⅰ感染者血清中にも同様の作用を示

すサンプルが存在した。 
(3) HTLV-Ⅰ感染者血清中にHTLV-Ⅰ主要糖タ

ンパクであるgp46に対する抗gp46抗体の存在

を確認した。HTLV-Ⅰ感染者血清が自己免疫疾

患、健常人と比べ有意に高いOD値を示した

(p<0.05)。 
 
D. 考察 
①感染状況、発症率、臨床的特徴 
沖縄県の抗HTLV-Ⅰ抗体陽性者においてみら

れた皮膚疾患のうち、皮膚悪性腫瘍が全国の統

計データと比べ高率であった。しかし、この発

生率の差は、紫外線の曝露量による影響で生じ

た可能性を否定できない。そのため、HTLV-Ⅰ



と皮膚悪性腫瘍発症との関連を明らかにする

ために、抗HTLV-Ⅰ抗体の陽性者と陰性者の比

較が必要である。 
また、宿主の免疫によって発病が左右される帯

状疱疹の罹患率において、抗HTLV-Ⅰ抗体陽性

者は過去の報告を下回った。従来、ATLL（成

人T細胞白血病・リンパ腫）を発症すると細胞

性免疫が低下することにより、日和見感染症を

生じることが知られている。そのことを踏まえ

ると、ATLL発症前の抗HTLV-Ⅰ抗体陽性者は

免疫機能が保たれていることが予想される。ま

た、抗HTLV-Ⅰ抗体陽性者が帯状疱疹を発病し

た場合、それがATLLの発症を予測するための

指標となりうるかもしれない。しかし、その検

証のためには、帯状疱疹を発症した際にも抗

HTLV-Ⅰ抗体陽性者を前向きに検討すること

が今後必要である。 
また、HTLV-ⅠはHTLV-Ⅰ関連脊髄症(HAM)や
ぶどう膜炎(HU)といったHTLV-Ⅰ関連疾患の

みならず自己免疫疾患との関連が指摘されて

いるが、今回の結果では関連を示唆する十分な

所見は得られなかった。 
②感染細胞培養株の確立 
細胞分離後に自然免疫および獲得免疫を担う

NK細胞や、細胞傷害性T細胞を除去する必要が

あるかもしれない。 
③HTLV-Ⅰ感染者のHTLV-Ⅰ感染防御能に関す

る定量的解析 
HTLV-Ⅰ感染者血清中に、抗gp46単クローン抗

体であるLAT-27抗体と同様の作用を示す中和

抗体の存在が示唆された。また、抗gp46抗体を

検出するELISA系で高いOD値を示すサンプル

では中和抗体価も高い傾向が見られた。そのた

め、HTLV-Ⅰ感染者におけるHTLV-Ⅰ感染制御

においてgp46に対する抗体が重要な役割を果

たしていると考えられた。 
また、本研究で確立したELISA系で、HTLV-Ⅰ
感染者血清が自己免疫疾患、健常人と比べ有意

に高いOD値を示したことから、本実験系が抗

gp46抗体を特異的に検出していると考えられ

る。 
 
 
E. 結論 
琉球大学医学部附属病院受診患者 14,317 名

のうち抗体の陽性者は 1815 人(12.67％)であり、

成人 T 細胞白血病・リンパ腫(ATLL)の発症例は

187 人(10.3％)であった。若年者の感染も見られ、

若年者の感染対策が必要である。 
併存疾患において皮膚悪性腫瘍がこれまで

の報告と比べ多くみられ、自己免疫性疾患が多

い傾向は確認できなかった。今後、コントロー

ル群を設け比較検討が必要である。 
また、有用な HTLV-Ⅰ感染防御能に関する抗

体の定量的解析の方法を確立した。それらを用

いた結果、HTLV-Ⅰ感染者の血清中に HTLV-I
中和抗体および主要糖タンパク gp46 に対する

抗体の存在を確認した。今後サンプル数を増や

し、臨床病型と HTLV-Ⅰ抗体との関連について

検討していく。 
  
F. 健康危険情報  
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定量的解析. 第 61 回日本ウイルス学会学術

集会. 2013 年 11 月. 神戸. 
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A. 研究目的 
HTLV-I のエンベロープタンパク質 (Env)はウ

イルス産生細胞内で前駆タンパク質として生

成され，糖鎖修飾を受けた後 gp46 と gp21 に開

裂してウイルス粒子に取り込まれ，標的細胞に

存在する受容体分子群である HSPG，NRP-1，
GLUT1 との会合により吸着・侵入を誘導する。

したがって， HTLV-I Env を標的とした中和抗

体誘導には，GLUT1 を含む受容体群に結合し膜

融合能を有する HTLV-I Env を免疫原とするこ

とが重要と考えられる。しかしながら感染が成

立した細胞からのウイルス放出においてはこ

れらの受容体分子群の発現が HTLV-I Env の標

的細胞への結合を阻害してしまうことが想定

される。そこで本研究では中和誘導能が高い

HTLV-I Env 抗原を作成するための基礎的研究

基盤を確立する目的で，ウイルス産生細胞にお

ける受容体分子である GLUT1 がどのような制

御を受けているか，さらには膜融合活性を有す

る HTLV-I Env の形成ならびにそのウイルス粒

子内取り込み機序についての解析を行った。 
現時点では GLUT1 の発現がウイルス産生細胞

内でどのように制御されているかについての

報告はない。HTLV-I の標的細胞である CD4 陽

性の T リンパ球では CD8 陽性細胞に比較して

GLUT1 分子の細胞表面発現が低いことが報告

されていることから，感染した細胞での HTLV-I 
Env の発現レベルが GLUT1 の発現を凌駕すれ

ば HTLV-I Env は膜融合活性を獲得する可能性

もある。そこで本研究ではまずウイルス産生細

胞内でのGLUT1 の発現量のHTLV-I Env の膜融

合能に与える影響について解析し，さらには細

胞内から細胞表面へ GLUT1 を移動させる

V-ATPase 阻害剤である Bafilomycin A1 (BFLA1)
処理により HTLV-I Env の膜融合能ないしウイ

ルス粒子内取り込みがどのように修飾される

か，さらには両分子の細胞内分布やその会合に

ついて検討した。 
 

B. 研究方法 
Env 欠損 HIV-1 と HTLV-I Env を 293T 細胞に発

現させて HTLV-I Env を発現するウイルス産生

細胞とし，標的細胞である TZM-bl 細胞との共

培養系で gp46 の cell-cell fusion 活性を，

Luciferase をレポーターとして有する HIV-1 ベ
クターを使用して cell-free の感染性を，イント

研究要旨：HTLV-I エンベロープタンパク質 (Env)が，ウイルス産生細胞内でその膜融合活性を獲

得するため，その受容体である GLUT1 をどのように制御しているかについて解析を行った。

GLUT1 と HTLV-I Env のウイルス産生細胞での量的バランスを変化させるため GLUT1 をウイルス

産生細胞に過剰発現させたところ，細胞表面への GLUT1 の発現ならびにレトロウイルス粒子内取

り込みは増大し，HTLV-I Env の膜融合能ならびに感染性が用量依存的に減弱した。さらに細胞内

の GLUT1 を細胞表面へ移動させる V-ATPase 阻害剤である Bafilomycin A1(BFLA1)でウイルス産生

細胞を処理すると，HTLV-I Env の膜融合活性ならびに感染性が消失した。また BFLA1 処理により

細胞内および細胞表面での GLUT1 と HTLV-I Env の共局在ならびに会合が確認された。以上の結

果から，GLUT1 の発現が低いウイルス産生細胞では，HTLV-I Env が GLUT1 とは異なる細胞内コ

ンパートメントに局在することにより GLUT1 との会合を逃れて粒子内へ取り込まれ，その膜融合

能ならびに感染性が保持されることが示唆された。 



ロンで分断されたレポーターを有する HIV-1 ベ

クターを使用して cell−cell 間感染の効率を検討

した。レトロウイルス粒子内への HTLV-I Env
ならびに FLAG でタグ化した GLUT1 の取り込

みは gp46 に対するラットモノクローナル抗体

である LAT-27 ならびに FLAG 抗体を使用して

Western Blot により確認した。また両分子のウ

イルス産生細胞表面および細胞内への局在な

いし会合についてはフローサイトメトリー，共

焦点レーザー顕微鏡，共免疫沈降法により解析

した。 
 

C. 研究結果 
HTLV-I Env を介した感染性が GLUT1 の量的バ

ランスの変化によりどのような影響をうける

かについて解析を行った。まず HTLV-I Env を

発現したウイルス産生 293T細胞にGLUT1を過

剰発現させたところ，GLUT1 容量依存的に

HTLV-I Env を介した膜融合能および感染性が

減弱することが判明した。また GLUT1 の相同

分子である GLUT3 ではその減弱が観察されな

かったことから，この膜融合阻止能および感染

性減弱は GLUT1 特異的であることが確認され

た。次に 293T 細胞から siRNA を用いて内因性

の GLUT1 をノックダウンするとその感染性が

逆に増強したことから，ウイルス産生細胞にお

けるGLUT1 の発現量がHTLV-I Env の活性に依

存していることが明らかとなった。さらに

HTLV-I Env による細胞膜融合阻止に関与する

GLUT1 の領域を明らかにするため，GLUT3 と

のキメラ分子を作製し，その責任領域を決定し

た。その結果，GLUT1 の６番目の細胞外ドメイ

ン（ECL6）を含む領域が GLUT1 による膜融合

阻止に重要であることが判明した。また GLUT1
の過剰発現によりレトロウイルス粒子内への

GLUT1 の取り込みが促進され，逆に HTLV-I 
Env の取り込みは減弱することが判明した。 
次に BFLA1 が細胞内コンパートメントに存在

している GLUT1 を細胞表面へ移動させること

が報告されていたため，BFLA1 の HTLV-I Env
膜融合能ならびに感染性に与える影響につい

て解析を行った。まず BFLA1 処理により 293T
細胞の GLUT1 の発現が細胞内から表面へ移動

していることをフローサイトメトリーで確認

した後，ウイルス産生細胞の BFLA1 処理によ

る感染性への影響を検討した。その結果，

BFLA1 は HTLV-I Env を介した cell-cell 間の膜

融合能，cell−cell 間の感染，cell-free の感染のす

べてを阻害することが判明した。そこで BFLA1
が細胞表面および細胞内での GLUT1 と HTLV-I 
Env の会合を促進するかどうかについて解析を

行った。共焦点レーザー顕微鏡の解析から

BFLA1 非存在では GLUT1 は HTLV-I Env の細

胞内局在とは異なる細胞内の特定のコンパー

トメントに限局していることが判明した。一方

BFLA1 でウイルス産生細胞を処理すると細胞

表面ならびに細胞内でHTLV-I Env とGLUT1 が
共局在するようになり，さらに共免疫沈降法に

て両者の会合が増強されることを確認した。ま

た BFLA1 処理により両分子のレトロウイルス

粒子内取り込みが増大すること，さらにはウイ

ルス粒子中に取り込まれたエンベロープタン

パク質はGLUT1非存在下では46kDのサイズで，

開裂および糖鎖修飾を受けている gp46 と考え

られるが，GLUT1 過剰発現ないし BFLA1 処理

では分子量が約 55kD と大きいことが判明した。

このことは，HTLV-I Env の細胞内での GLUT1
との会合が，HTLV-I Env の糖鎖修飾ならびに

gp46 と gp21 への開裂を阻害している可能性を

示唆している。 
 
D. 考察 
今回 HTLV-I Env 発現ウイルス産生細胞への

GLUT1 の発現量が HTLV-I Env の膜融合活性と

関連していること，その活性には GLUT1 の 6
番目の細胞外ドメインを含む領域が重要であ

ることを示した。この領域は HTLV-I の吸着・

侵入にも重要な領域であることが報告されて

おり，ウイルス産生細胞内でも HTLV-I Env が

GLUT1 と会合する可能性があることを示して

いる。また GLUT1 の発現は同じでも，その局

在場所が変わることにより GLUT1 と HTLV-I 
Env との会合がおこりその膜融合能が修飾され

ることが V-ATPase 阻害剤である BFLA1 の実験

から明らかになった。 
以上よりウイルス産生細胞において GLUT1 発

現が低レベルであれば，HTLV-I Env は GLUT1
とは異なる細胞内コンパートメントに輸送さ

れることにより GLUT1 との会合を逃れ，糖鎖

修飾ならびに開裂を受けて gp46 および gp21 が



生成されて膜融合能を有する状態でウイルス

粒子内に取り込まれるものと考えられた。 
しかしながら受容体分子である GLUT1 の細胞

表面への発現をウイルス側因子により積極的

に抑制している可能性も現時点では否定でき

ないため，今後 GLUT1 細胞表面発現の阻止に

関与する HTLV-I のウイルス側遺伝子産物の関

与についても検討していきたい。また今回は付

着系の細胞を使用して解析を行ったが，実際の

標的細胞である CD4 陽性 T 細胞を使用した解

析の必要があると考えている。 
 
E. 結論 
GLUT1 の発現が低いウイルス産生細胞内にお

いては HTLV-I Env とその受容体分子である

GLUT1 は異なる細胞内コンパートメントに局

在することにより HTLV-I Env の膜融合活性な

らびに感染性が保持されている可能性が示唆

された。 
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