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(54)【発明の名称】 ＣＤ８＋細胞傷害性Ｔリンパ球エピトープペプチド及びその用途

(57)【要約】
【課題】  エプスタイン－バールウイルス又はヒトサイ
トメガロウイルスに特異的なCD8+細胞傷害性Ｔリンパ球
エピトープペプチドの提供。
【解決手段】  エプスタイン－バールウイルス又はヒト
サイトメガロウイルスに特異的なCD8+細胞傷害性Ｔリン
パ球エピトープペプチド。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  エプスタイン－バールウイルス又はヒト
サイトメガロウイルスに特異的なCD8+細胞傷害性Ｔリン
パ球エピトープペプチド。
【請求項２】  エプスタイン－バールウイルスに特異的
なCD8+細胞傷害性Ｔリンパ球エピトープペプチドが配列
番号１～配列番号２２からなる群から選択される少なく
とも１つのアミノ酸配列を含むものである請求項１記載
のペプチド。
【請求項３】  ヒトサイトメガロウイルスに特異的なCD
8+細胞傷害性Ｔリンパ球エピトープペプチドが配列番号
２３～配列番号３２からなる群から選択される少なくと
も１つのアミノ酸配列を含むものである請求項１記載の
ペプチド。
【請求項４】  請求項２記載のペプチドを有効成分とし
て含む、エプスタイン－バールウイルスの感染を治療又
は予防するためのワクチン。
【請求項５】  請求項３記載のペプチドを有効成分とし
て含む、ヒトサイトメガロウイルスの感染を治療又は予
防するためのワクチン。
【請求項６】  請求項２記載のペプチドをパルスした抗
原提示細胞を有効成分として含む、エプスタイン－バー
ルウイルスの感染を治療又は予防するためのワクチン。
【請求項７】  請求項３記載のペプチドをパルスした抗
原提示細胞を有効成分として含む、ヒトサイトメガロウ
イルスの感染を治療又は予防するためのワクチン。
【請求項８】  請求項１～３のいずれかに記載のペプチ
ド又は該ペプチドをパルスした抗原提示細胞により末梢
血リンパ球を刺激して得られるCD8+細胞傷害性Ｔリンパ
球を含む、エプスタイン－バールウイルス又はヒトサイ
トメガロウイルスに対する受動免疫療法剤。
【請求項９】  請求項１～３のいずれかに記載のペプチ
ドから調製した主要組織適合抗原複合体及び／又は主要
組織適合抗原複合体－テトラマーと末梢血リンパ球とを
反応させ、該主要組織適合抗原複合体及び／又は主要組
織適合抗原複合体－テトラマーにCD8+細胞傷害性Ｔリン
パ球が結合した結合体を形成させ、該結合体から単離し
て得られるCD8+細胞傷害性Ｔリンパ球を含む、エプスタ
イン－バールウイルス又はヒトサイトメガロウイルスに
対する受動免疫療法剤。
【請求項１０】  請求項１～３のいずれかに記載のペプ
チドから調製した主要組織適合抗原複合体－標識磁気ビ
ーズと末梢血リンパ球とを反応させ、主要組織適合抗原
複合体－標識磁気ビーズにCD8+細胞傷害性Ｔリンパ球が
結合した結合体を形成させ、該結合体から単離して得ら
れるCD8+細胞傷害性Ｔリンパ球を含む、エプスタイン－
バールウイルス又はヒトサイトメガロウイルスに対する
受動免疫療法剤。
【請求項１１】  請求項１～３のいずれかに記載のペプ
チドで末梢血を刺激し、該ウイルスに特異的なCD8+細胞
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傷害性Ｔリンパ球を得、該CD8+細胞傷害性Ｔリンパ球が
産生するサイトカイン及び／又はケモカインを測定する
ことを特徴とするエプスタイン－バールウイルス又はヒ
トサイトメガロウイルスに特異的なCD8+細胞傷害性Ｔリ
ンパ球の定量方法。
【請求項１２】  請求項１～３のいずれかに記載のペプ
チドから主要組織適合性複合体及び／又は主要組織適合
性複合体－テトラマーを調製し、該主要組織適合性複合
体及び／又は主要組織適合性複合体－テトラマーと末梢
血とを反応させる、該末梢血中のエプスタイン－バール
ウイルス又はヒトサイトメガロウイルスに特異的なCD8+

細胞傷害性Ｔリンパ球の定量方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は、エプスタイン－バ
ールウイルス（Epstein-Barr virus、以下、EBVと称す
る）又はヒトサイトメガロウイルス（human cytomegalo
virus、以下、HCMVと称する）に特異的なCD8+細胞傷害
性Ｔリンパ球（cytotoxic T lymphocyte、以下、CTLと
称する）エピトープペプチド、該ペプチドを用いたEBV
又はHCMVの感染を治療又は予防するワクチン、EBV又はH
CMVに対する受動免疫療法剤、及びEBV又はHCMVに特異的
なCD8+CTLの定量方法に関する。
【０００２】
【従来の技術】EBVは、Burkittリンパ腫、上咽頭癌の発
症と深く関わりがあり、Hodgkin病、胃癌などとの関連
が注目されている。また、先天性免疫不全、エイズ患者
や臓器移植後などで問題になっている日和見リンパ腫の
主な原因ウイルスとして重要であり、その抑圧は患者の
予後を大きく左右する。
【０００３】一方、HCMVは、エイズ患者や臓器移植後な
どで問題になっている日和見感染症の原因ウイルスとし
て最も重要な病原体である。また、骨髄バンクと臍帯血
バンクの拡充により、非血縁者間及び臍帯血を利用した
造血幹細胞移植が近年著しく増加している。このような
移植では、拒絶予防のため通常よりも強力な免疫抑制を
するので、HCMVを代表とする日和見感染症が高頻度に発
生し、重症化のみならず死亡例も稀ではない。
【０００４】このような医療事情と社会背景において、
EBV及びHCMVを安全にかつ有効に制御する新しい方法が
強く望まれている。EBV及びHCMV感染細胞の活動を制御
している主な免疫担当細胞はCD8+CTLである。CD8+CTLは
EBV及びHCMV感染細胞を発見するとそれを破壊する能力
を持っているため、その機能を有効に活性化すれば、EB
V及びCMV関連疾患の新しい診断と治療法の開発につなが
る可能性が高い。
【０００５】CTLがウイルス感染細胞を認識する際、以
下のような特徴がある。(1)CTLはウイルス粒子そのもの
を認識することはできない。(2)CTLはウイルスタンパク
質中の特定部位にある９～10個のアミノ酸からなるペプ
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チド(以下、エピトープペプチドと称する)を認識して感
染細胞を破壊する。(3)この特定の9～10個のアミノ酸
は、ウイルス感染細胞表面にあるヒト白血球抗原(human
 leucocyte antigen、以下、HLAと称する)に結合してCT
Lに提示される。(4)HLAは人種間、個人間によって異な
り、HLAが異なると同じウイルスでもエピトープペプチ
ドが異なる。
【０００６】以上の(1)から(4)で述べたことから明らか
なように、EBV及びHCMVに特異的なエピトープペプチド
となり得るアミノ酸を過不足なく決定することは、これ
らのウイルス感染症に対して有効な免疫があるか否かの
診断、さらには、免疫治療法を施す際の必須の事項とな
り得る。しかし、日本人の多くが保有するHLA 型につい
て、これらのEBV又はHCMVに特異的なCD8+CTLエピトープ
ペプチドの報告は極めて少なく、EBV又はHCMVの感染を
治療又は予防するのに有用なエピトープペプチドの開発
が求められている。
【０００７】
【発明が解決しようとする課題】本発明は、EBV及びHCM
Vに特異的なCD8+CTLエピトープペプチド、EBV又はHCMV
の感染を治療又は予防するワクチン、EBV又はHCMVに対
する受動免疫療法剤、及びEBV又はHCMVに特異的なCD8+C
TLの定量方法を提供することを目的とする。
【０００８】
【課題を解決するための手段】本発明者らは、上記課題
を解決するため鋭意研究を行った結果、EBV及びHCMVを
制御するCD8+CTLが認識し得るエピトープペプチドを複
数見い出し、本発明を完成するに至った。すなわち、本
発明は、EBV及びHCMVに特異的なCD8+CTLエピトープペプ
チドである。
【０００９】また、本発明は、EBV又はHCMVに特異的なC
D8+CTLエピトープペプチドを用いたEBV又はHCMVの感染
を治療又は予防するためのワクチンである。さらに、本
発明は、該ペプチドを用いて調製した、EBV又はHCMVに
対する受動免疫療法剤である。また、本発明は、EBV又
はHCMVに特異的なCD8+CTLの定量方法に関する。
【００１０】
【発明の実施の形態】本発明についてさらに詳細に説明
する。
１．エピトープペプチド
本発明でいうペプチドは、生理活性を有し、隣接するア
ミノ酸残基のα－アミノ基とカルボキシル基間のペプチ
ド結合により相互に結合した線状のアミノ酸の分子鎖を
意味する。ペプチドは特定長のものを意味するものでは
なく、種々の長さであり得る。また、無電荷又は塩の形
態であってもよく、場合によっては、グリコシル化、ア
ミド化、ホスホリル化、カルボキシル化、リン酸化等に
より修飾されていてもよい。さらには、本発明のエピト
ープの生理活性及び免疫活性を実質的に改変せず、投与
した場合に有害な活性を有するものでない限り、1個又
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は数個（例えば、１～10個）のアミノ酸の挿入、付加、
置換等が生じたペプチドも本発明に含まれる。例えば、
ペプチドのＮ末端又はＣ末端に付加的アミノ酸配列が介
在するものも含まれる。また、本発明のペプチドは、糖
類、ポリエチレングリコール、脂質等が付加された複合
体、放射性同位元素等による誘導体、あるいは重合体等
の形態として用いることができる。
【００１１】本発明のCD8+CTLとは、ヒトリンパ球上に
存在する表面抗原分子の一つであるCD8を発現しているC
D8+細胞傷害性Ｔリンパ球を意味する。また、EBV又はHC
MVに特異的なCD8+CTLエピトープペプチドとは、CD8+CTL
に認識され得るEBV又はHCMVタンパク質中の特定部位に
ある９～10個のアミノ酸配列からなるペプチドであっ
て、CD8+CTLの抗原受容体と免疫的に結合するEBV又はHC
MVの構造部分であり、EBV又はHCMV 感染細胞を直接に傷
害し、ウイルスを排除し得るCD8+CTLの細胞性免疫機構
を活性化する抗原基を意味する。図１にその機構を示
す。
【００１２】本発明のEBV又はHCMVに特異的なCD8+CTLエ
ピトープペプチドは、EBV又はHCMVタンパク質のアミノ
酸配列について、HLA-A24、A26等の結合モチーフを有す
る９～10個のアミノ酸よりなるエピトープペプチドを検
索し得る照合媒体、例えば、インターネット上に公開さ
れているBioInformatics & Molecular Analysis Sectio
n  (BIMAS)のHLA Peptide Binding Predictions （htt
p://bimas.dcrt.nih.gov/molbio/hla_bind/index.htm
l.)によって照合し、エピトープペプチドとなり得るペ
プチド（以下、エピトープ候補ペプチドと称する）をス
クリーニングすることができる。
【００１３】本発明の配列番号１～32のアミノ酸配列を
有するペプチドは、上記のようなスクリーニングの結
果、CD8+CTLエピトープペプチドとして確認されたもの
である。すなわち、本発明の配列番号１～32に示される
エピトープペプチドは、従来の各種のペプチド合成方法
によって調製され得る。例えば、固相ペプチド合成法等
の有機化学的合成法、あるいは、ペプチドをコードする
DNAを調製し、組換えDNA技術を用いて調製することも可
能である。また、市販の化学合成装置（例えば、アプラ
イドバイオシステムズ社の ペプチド合成装置）による
合成も可能である。
【００１４】エピトープ候補ペプチドは、通常の化学合
成により得ることができる。得られたエピトープ候補ペ
プチドについて、例えば、以下に示すような方法のいず
れかによりEBV又はHCMVに特異的なCD8+CTLエピトープペ
プチドであるか否かを決定することができる。
【００１５】（１）エピトープペプチド決定方法１
10％ウシ胎児血清含有RPMI1640培地に2×106/ml の細胞
濃度でEBV又はHCMVに感染している成人から分離したリ
ンパ球を浮遊させ、該リンパ球を同じ人からあらかじめ
分離培養しておいたEBV又はHCMV感染細胞1×105/mlと混
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合し、炭酸ガス恒温槽にて37℃で10日間培養する。培養
10日目にインターロイキン２(以下、IL-2と称する)を添
加し、以後、EBV又はHCMV感染細胞とIL-2による刺激を
週に1度くり返すことにより、EBV又はHCMVに特異的なCD
8+CTLを誘導する。このようにして誘導したCD8+CTLに対
してエピトープ候補ペプチドが刺激する能力を有するか
否かについては、エリスポットアッセイ等で判定する。
エリスポットアッセイは、Kuzushima K他著、The Journ
al of Clinical Investigation, 104巻:163-171頁,1999
年等で報告されている。
【００１６】（２）エピトープペプチド決定方法２
10％ウシ胎児血清含有RPMI1640培地に2×106/mlの細胞
濃度でEBV又はHCMVに感染している成人から分離したリ
ンパ球を浮遊し、これにエピトープ候補ペプチドの中の
任意の1種を1μg／mlの濃度で加える。炭酸ガス恒温槽
にて37℃で10日間培養する。10日目にIL-2を添加し、以
後、前記ペプチドとIL-2による刺激を週に1度くり返す
ことにより、特異的なCD8+CTLを誘導する。このように
して誘導したEBV又はHCMVに特異的なCD8+CTLに対してエ
ピトープ候補ペプチドが刺激するか否かについては、エ
リスポットアッセイ等で判定する。
【００１７】（３）エピトープペプチド決定方法３
EBV又はHCMVタンパク質全体を網羅する20個前後のアミ
ノ酸よりなるペプチドライブラリーを合成する。合成し
たペプチドに対して、CD8+CTLが反応したペプチドにつ
いて順次短くし、最終的に９～10個のアミノ酸からなる
エピトープペプチドを得て本発明のエピトープペプチド
とする。
【００１８】２．ワクチン
本発明のCD8+CTLエピトープペプチドは、能動免疫ペプ
チドワクチン療法においてワクチンとして用いることが
できる。すなわち、本発明のCD8+CTLエピトープペプチ
ドを含んでなるワクチンを患者に投与し、EBV又はHCMV
に特異的なCD8+CTLを体内で増殖させ、疾患に対する予
防及び治療に役立てることができる。使用するエピトー
プペプチドは1種のみの使用であっても、あるいはワク
チンの使用目的に応じて２種以上のペプチドを組み合わ
せ、混合して使用することもできる。
【００１９】また、抗原提示細胞（例えば、樹状突起細
胞、Ｂ細胞、マクロファージ等）に本発明のCD8+CTLエ
ピトープペプチドをパルスしたもの（以下、CD8+CTLエ
ピトープペプチドパルス細胞と称する）を含むワクチン
も使用することができる。ここで、抗原提示細胞とは、
該ペプチドが結合し得るHLAをその表面上に発現する細
胞の中でCD8+CTL刺激能を有するものを意味し、パルス
するとは、適当な培養液中で、抗原提示細胞と該ペプチ
ドを30分から1時間混合することを意味する。
【００２０】本発明のCD8+CTLエピトープペプチド、又
はCD8+CTLエピトープペプチドパルス細胞を含んでなる
ワクチンは、当分野において公知の方法を用いて調製す
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ることができる。例えば、かかるワクチンとしては、本
発明のCD8+CTLエピトープペプチド又はCD8+CTLエピトー
プペプチドパルス細胞を有効成分として含有する注射剤
又は固形剤等がある。エピトープペプチドは、中性又は
塩の形態で処方することができ、例えば、薬学上許容さ
れ得る塩としては、塩酸、リン酸などの無機塩、又は、
酢酸、酒石酸などの有機酸が挙げられる。また、本発明
のエピトープペプチド又はエピトープペプチドパルス細
胞は、製薬上許容され、該ペプチド又は該細胞の活性と
相容性を有する賦形剤、例えば、水、食塩水、デキスト
ロース、エタノール、グリセロール、DMSO、及びその他
のアジュバント等、又はこれらの組み合わせと混合して
用いることができる。さらに、必要に応じて、アルブミ
ン、湿潤剤、乳化剤等の補助剤を添加してもよい。
【００２１】本発明のワクチンは、非経口投与及び経口
投与により投与することができるが、一般には非経口投
与が好ましい。非経口投与としては皮下注射、筋肉内注
射、静脈内注射等の注射剤、座薬等がある。また、経口
投与としては、スターチ、マンニトール、ラクトース、
ステアリン酸マグネシウム、セルロース等の賦形剤との
混合物として調製することができる。
【００２２】本発明のワクチンは、治療上有効な量で投
与する。投与される量は、治療対象、免疫系に依存し、
必要とする投与量は臨床医の判断により決定される。通
常、適当な投与量は、患者一人当たり、エピトープペプ
チドでは1 ～100mg、エピトープペプチドパルス細胞で
は106～109個の含有量とする。また、投与間隔は、対
象、目的により設定することができる。
【００２３】３．受動免疫療法剤
本発明のCD8+CTLエピトープペプチドは、EBV又はHCMVに
対する受動免疫免疫治療剤の調製に用いることができ
る。すなわち、1)末梢血リンパ球を該ペプチドで刺激し
て得られるCD8+CTL、2)末梢血リンパ球を該ペプチドか
ら調製した主要組織適合抗原複合体（major histocompa
tibility complex、以下、MHCと称する）又はMHC－テト
ラマーと反応させ、MHC又はMHC－テトラマーにCD8+CTL
が結合した結合体を形成させ、該結合体から単離して得
られるCD8+CTL、又は、3)末梢血リンパ球を該ペプチド
から調製したMHC－標識磁気ビーズと反応させ、MHC－標
識磁気ビーズにCD8+CTLが結合した結合体を形成させ、
該結合体から単離して得られるCD8+CTL、を含む、受動
免疫免疫治療剤を得ることができる。
【００２４】CD8+CTLエピトープペプチドを使用したMHC
及びMHC-テトラマーは、例えば、以下のように調製する
ことができる。タンパク質発現用の大腸菌から精製した
HLA重鎖、β2ミクログロブリン及び本発明のCD8+CTLエ
ピトープペプチドの複合体である、MHCをバッファー内
で形成させる。組換えHLA重鎖タンパク質のＣ末端には
予めビオチン結合部位を付加しておき、MHC形成後この
部位にビオチンを付加する。市販の標識色素ストレプト
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7
アビジンとビオチン化MHCをモル比1：4で混合すること
によってMHC-テトラマーを作製する。図２及び図３に得
られたMHC-テトラマーとその反応機構をそれぞれ示す。
なお、各ステップにおいて、ゲル濾過によるタンパク質
精製を行うのが好ましい。受動免疫療法剤に含まれるEB
V又はHCMVに特異的なCD8+CTLは、以下のような調製方法
によって得ることができる。
【００２５】（１）CD8+CTL調製方法１
リンパ球を末梢血等から分離し、これを適当な濃度のMH
C又はMHC-テトラマーと37℃、15分間反応させる。MHC又
はMHC-テトラマーと結合したEBV又はHCMVに特異的なCD8
+CTLは標識色素により染色されるので、フローサイトメ
ーター、顕微鏡などを用いて染色されたCD8+CTLのみを
単離する。あるいは、予め無菌プレートなどに固相化し
たMHC及び／又はMHC-テトラマーに反応させることもで
きる。プレートに固相化されたMHC及び／又はMHC-テト
ラマーに結合したEBV又はHCMV特異的CD8+CTLを単離する
ためには、結合せずに浮遊している他の細胞を洗い流し
た後に、プレート上に残った抗原特異的CD8+CTLだけを
新しい培養液に懸濁する。このようにして単離されたEB
V又はHCMVに特異的なCD8+CTLは、抗CD３抗体、PHA、IL-
2等のＴ細胞刺激薬剤で刺激増殖させ、受動免疫療法に
必要な細胞数を確保する。
【００２６】（２）CD8+CTL調製方法２
前述のようにペプチドから調製したビオチン化MHCをス
トレプトアビジン標識磁気ビーズと結合させ、結合体
（以下、MHC-磁気ビーズと称する）を作製する。MHC-磁
気ビーズを図４に示す。リンパ球を末梢血等から分離
し、適当な濃度の前記MHC-磁気ビーズをリンパ球：ビー
ズ比、1：10で反応させる。MHC-磁気ビーズと結合したE
BV又はHCMVに特異的なCD8+CTLの入った試験管を磁場に
おくと、ビーズと結合したCD8+CTLは磁石のある側の試
験管内壁に寄せられる。その機構を図５に示す。その
後、それ以外の細胞を洗い流した後に、試験管を磁場か
らはずし、試験管内壁に残った抗原特異的CD8+CTLだけ
を新しい培養液に懸濁する。このように単離されたEBV
又はHCMVに特異的なCD8+CTLは、抗CD３抗体、PHA、IL-2
等のＴ細胞刺激薬剤で刺激増殖させ、受動免疫療法に必
要な細胞数を確保する。
【００２７】（３）CD8+CTL調製方法３
末梢血から分離したリンパ球を本発明のCD8+CTLエピト
ープペプチドで直接刺激するか、該ペプチドをパルスし
た抗原提示細胞（例えば、樹状突起細胞、Ｂ細胞、マク
ロファージ等）で刺激する。刺激によって誘導されたCD
8+CTLを炭酸ガス恒温槽にて37℃で７～10日培養する。
その後IL-2を添加し、CD8+CTLエピトープペプチドとIL-
2、又は該抗原提示細胞とIL-2による刺激を週に1度くり
返すことによって受動免疫療法に必要な細胞数のCD8+CT
Lを確保する。上記のようにして得られたEBV又はHCMVに
特異的なCD8+CTLはヒトアルブミン含有PBS等に懸濁させ
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て、EBV又はHCMVに対する受動免疫療法剤とすることが
できる。
【００２８】４．CD8+CTLの定量
EBV及びHCMVに特異的なCD8+CTLが、ハイリスクの患者
（何らかの原因により免疫能が低下した人、先天性免疫
不全症、造血幹細胞移植又は固形臓器移植を受けて拒絶
予防のために免疫抑制剤の投与を受けている患者、慢性
ウイルス感染症患者、エイズ患者、高齢者、幼小児、妊
婦等）の末梢血に存在するか否かを知ることは、抗ウイ
ルス剤や免疫抑制剤の適正な使用を含め、これらの感染
症管理の上で重要な情報である。EBV又はHCMVに特異的
なCD8+CTLの定量は、本発明のCD8+CTLエピトープペプチ
ドを用いた以下の２つの方法によって行うことができ
る。
【００２９】第１の定量方法は、末梢血から分離された
リンパ球を本発明のCD8+CTLエピトープペプチドで刺激
することによって誘導されるCD8+CTLが産生するインタ
ーフェロンガンマ（IFNγ）、インターロイキン等のサ
イトカイン及び／又はケモカインを定量する方法であ
る。以下にIFNγを例にとり具体的に方法を示す。
【００３０】（１）サイトカイン定量による方法１（細
胞内IFNγ産生細胞定量）；末梢血から分離したリンパ
球を10％ウシ胎児血清含有RPMI1640培地に2×106/mlの
細胞濃度で浮遊させ、本発明のCD8+CTLエピトープペプ
チドを1μg／mlの濃度で加える。さらに細胞内蛋白輸送
阻止剤であるBrefeldin A等を加え、炭酸ガス恒温槽に
て37℃で５～６時間培養する。培養後、細胞を固定、膜
透過処理を行い、色素標識抗IFNγ抗体、抗CD8抗体と反
応させる。フローサイトメーター等を用いて、CD8+リン
パ球中のIFNγ陽性細胞％を定量する。
【００３１】（２）サイトカイン定量による方法２（エ
リスポットアッセイ）；96穴MultiScreen-HAプレート(M
i11ipore)を抗IFNγモノクローナル抗体で一晩、4℃で
コーティングし各穴をPBSで洗浄した後、末梢血から分
離したリンパ球を各穴にまく。エピトープペプチドを各
穴に入れ37℃の5% CO

2
培養器にて20時間培養する。翌

日、0.05%Tween‐20添加PBSでプレートを洗浄した後、
抗IFNγウサギ血清、ペルオキシダーゼ標識抗ウサギIgG
ヤギ血清の順で各々90分ずつ室温で反応させる。さらに
3-amino-9-ethylcarbasole (Sigma)と0.015%のH

2
O
2
を含

む0.1M酢酸ナトリウムバッファー(pH 5.0)を各穴に入
れ、室温で40分反応させる。IFNγスポットを可視化
し、実体顕微鏡でカウントする。
【００３２】（３）サイトカイン定量による方法３（培
養上清中に分泌されたIFNγを定量する方法）；末梢血
から分離したリンパ球を10％ウシ胎児血清含有RPMI1640
培地に2×106/mlの細胞濃度で浮遊させ、本発明のCD8+C
TLエピトープペプチドを1μg／mlの濃度で加える。炭酸
ガス恒温槽にて37℃で24-48時間培養する。培養後、上
清を回収し、その中に含まれるIFNγ濃度を市販のELISA
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 キット（例えばENDOGEN社のHUMAN IFN gamma ELISA）
を使用して定量する。
【００３３】第２の定量方法としては、本発明のCD8+CT
Lエピトープペプチドを使用して作製したMHC-テトラマ
ーを用いて、末梢血中のEBV及びHCMVに特異的なCD8+CTL
を定量することができる。MHC-テトラマーの調製は前述
のとおりである。定量は、例えば、以下のようにして実
施することができる。末梢血などからリンパ球を分離
し、適当な濃度のMHC-テトラマーと37℃、15分反応させ
る。該テトラマーと結合したCD8+CTLは標識色素により
染色されるので、フローサイトメーター、顕微鏡等を用
いてカウントする。
【００３４】
【実施例】以下に実施例を示し、本発明を具体的に説明
するが、本発明はこれらに限定されるものではない。
[実施例1]  EBVに特異的なCD8+CTLエピトープ候補ペプ
チドのスクリーニング
本発明のEBVに特異的なCD8+CTLエピトープペプチドは、
EBVタンパク質のアミノ酸配列について、HLA-A24、A2
6、B61の各結合モチーフを有する９～10個のアミノ酸よ
りなるエピトープペプチドを検索し得る、インターネッ
ト上に公開されているBioInformatics & Molecular Ana
lysis Section(BIMAS）のHLA Peptide Binding  Predic
tions（http://bimas.dcrt.nih.gov/molbio/hla_bind/i
ndex.html.)によって照合し、HLA-A24、A26、B61の各結
合モチーフを有する9～10個のアミノ酸よりなる抗原エ
ピトープ候補ペプチドを多数スクリーニングし、約100
種のエピトープ候補ペプチドを合成した。
【００３５】[実施例２]  EBVに特異的なCD8+CTLエピト
ープペプチドの同定
１．各種材料の調製
(1)血液の入手
既にEBVの感染を受けている健康成人の末梢血からリン
パ球を分離した。HLA型は血清法を用いて測定した。
【００３６】(2)EBV感染B細胞株
末梢血リンパ球にEBV産生細胞株であるB95-8細胞の上清
(生EBVウイルスを含む)を感染させて、EBV感染B細胞株
(Lymphoblastoid cell line、以下、EBV感染LCLと称す
る)を樹立した。
【００３７】(3)ペプチド提示用細胞
ペプチド提示用の細胞として174CEM.T2(以下、T2細胞と
称する)にHLA-A24、A26、B61遺伝子を各々導入し、HLA-
A24、A26、B61各結合ペプチドを提示する細胞(以下、各
々、T2-A24、T2-A26、T2-B61細胞と称する)を得た。各T
2-A24、T2-A26、T2-B61細胞は10%牛胎児血清、L-グルタ
ミン、ペニシリン、ストレプトマイシン、ゲネチシンを
添加したIscove's modified Dulbecco's medium(GIBCO)
を用いて培養した。
【００３８】２．EBVに特異的なCD8+CTLの培養樹立
(1)EBVに特異的なCD8+CTL
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前記1.(1)で取得した末梢血リンパ球を、あらかじめ同
じ人から樹立しておいた前記1.(2)のLCLとともにフラス
コ内で混合培養した。この際に、LCLには細胞致死量の
放射線を照射しておき増殖をしないようにした。血液の
供給者がHLA-A24、A26又はB61に対して陽性の場合、そ
の人のLCL細胞表面にあるHLA-A24、A26又はB61分子の一
部にはEBVタンパク質由来の9～10個のアミノ酸よりなる
抗原エピトープが提示され、それに反応したCD8+CTLが
増殖を開始した。CD8+CTLの増殖を助けるために、培養
液にはIL-2を添加した。
(2)EBVに特異的なCD8+CTLクローンの樹立
樹立したEBVに特異的なCD8+CTL株から、限界希釈法を用
いてCD8+CTLクローンを樹立した。
【００３９】３．エリスポットアッセイ
96穴MultiScreen-HAプレート(Mi11ipore)を抗IFNγモノ
クローナル抗体(R&D Systems, Minneapolis, MN)で一
晩、4℃でコーティングした。各穴をPBSで洗浄した後、
T2-A24、A26、B61の各細胞を各穴にまいた。実施例１で
合成した各エピトープ候補ペプチドを各穴に入れて、30
分室温で静置した後、適当な数のEBVに特異的なCD8+CTL
を添加し、37℃の5% CO

2
培養器にて20時間培養した。エ

ピトープ候補ペプチドに反応したCD8+CTLはこの培養期
間にIFNγを分泌した。翌日、0.05%Tween‐20添加PBSで
プレートを洗浄した後、抗IFNγウサギ血清(Genzyme, C
ambridge, MA)、ペルオキシダーゼ標識抗ウサギIgGヤギ
血清の順で各々90分ずつ室温で反応させた。さらに3-am
ino-9-ethylcarbasole (Sigma)と0.015%のH

2
O
2
を含む0.

1M sodium acetate buffer (pH 5.0)を各穴に入れ、室
温で40分反応させ、IFNγスポットを可視化した。スポ
ットは実体顕微鏡でカウントした。
【００４０】CD8+CTLエピトープペプチドが内因性にプ
ロセスされていることを確認するために、EBVの各タン
パク質をコードするワクチニアウイルスをHLA-A24、A2
6、B61陽性の皮膚線維芽細胞に感染させ、これを抗原提
示細胞としたエリスポットアッセイを同様に行った。こ
こで、内因性にプロセスされているとは、感染細胞内で
新規に作られたウイルスタンパク質が、細胞が本来持つ
抗原処理機構により正しい長さの抗原ペプチドに切断さ
れ、HLA重鎖とβ2ミクログロブリンと複合体を形成し、
感染細胞表面に提示されている状態のことを意味する。
上記の方法に従って、EBVに特異的なCD8+CTL、またその
CD8+CTLクローンが反応した、以下の配列番号１～２２
のCD8+CTLエピトープペプチドを得た。
【００４１】
Arg Tyr Ser Ile Phe Phe Asp Tyr Met（配列番号１）
Leu Tyr Ala Leu Ala Leu Leu Leu Leu（配列番号２）
Ala Tyr Arg Arg Arg Trp Arg Arg Leu（配列番号３）
Arg Tyr Cys Cys Tyr Tyr Cys Leu Thr Leu（配列番号
４）
Thr Tyr Pro Val Leu Glu Glu Met Phe（配列番号５）
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Ser Tyr Lys Thr Leu Arg Glu Phe Phe（配列番号６）
Asp Tyr Asn Phe Val Lys Gln Leu Phe（配列番号７）
Thr Tyr Thr Ser Gly Glu Ala Cys Leu（配列番号８）
Cys Tyr Glu Asn Asp Asn Pro Gly Leu（配列番号９）
Thr Tyr Trp Gln Leu Asn Gln Asn Leu（配列番号10）
Ala Tyr Ala Glu Ala Thr Ser Ser Leu（配列番号11）
Asp Tyr Met Ala Ile His Arg Ser Leu（配列番号12）
Phe Tyr Arg Ser Leu Leu Thr Ile Leu（配列番号13）
His Tyr Gln Thr Leu Cys Thr Asn Phe（配列番号14）
Phe Tyr Met Thr His Gly Leu Gly Thr Leu（配列番号1
5）
Gly Glu Thr Ser Gly Ile Arg Arg Ala（配列番号16）
Asp Leu Ser Tyr Ile Lys Ser Phe Val（配列番号17）
Asp Tyr Ser Gln Gly Ala Phe Thr Pro Leu（配列番号1
8）
Leu Tyr Leu Gln Gln Asn Trp Trp Thr Leu（配列番号1
9）
Ile Tyr Val Leu Val Met Leu Val Leu（配列番号20）
Ile Tyr Val Leu Val Met Leu Val Leu Leu（配列番号2
1）
Ser Tyr Ala Ala Ala Gln Arg Lys Leu（配列番号22）
【００４２】[実施例３]  HCMVに特異的なCD8+CTLエピ
トープ候補ペプチドのスクリーニング
本発明のHCMVに特異的なCD8+CTLエピトープペプチド
は、HCMVタンパク質のアミノ酸配列について、HLA-A2
4、A26、B61の各結合モチーフを有する９～10個のアミ
ノ酸よりなるエピトープペプチドを検索し得る、インタ
ーネット上に公開されているBioInformatics & Molecul
ar Analysis Section(BIMAS）のHLA PeptideBinding Pr
edictions（http://bimas.dcrt.nih.gov/molbio/hla_bi
nd/index.html.)によって照合し、HLA-A24、A26、B61の
各結合モチーフを有する9～10個のアミノ酸よりなる抗
原エピトープ候補ペプチドを多数スクリーニングし、約
100種のエピトープ候補ペプチドを合成した。
【００４３】[実施例４]  HCMVに特異的なCD8+CTLエピ
トープペプチドの同定
１．各種材料の調製
(1)血液及び皮膚線維芽細胞の入手
既にHCMVの感染を受けている健康成人の末梢血からリン
パ球を分離した。HLA型は血清法を用いて測定した。一
部の人については、線維芽細胞を得るために皮膚の生検
を行った。すなわち、皮膚生検組織をハサミで細かく切
った後、1O%牛胎児血清、L-グルタミン、ベニシリン、
ストレプトマイシンを添加したDulbecco's modified Ea
gle medium (GIBCO, Grand Island. NY)を用いて皮膚線
維芽細胞を培養樹立した。
(2)CMV AD169 strain
CMV AD169 strainは、American Type Culture Collecti
onから入手した（ATCCVR-538）。
【００４４】(3)ペプチド提示用細胞
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ペプチド提示用の細胞として174CEM.T2(以下、T2細胞と
称する)にHLA-A24、A26、B61遺伝子を各々導入し、HLA-
A24、A26、B61各結合ペプチドを提示する細胞(以下、各
々、T2-A24、T2-A26、T2-B61細胞と称する)を得た。各T
2-A24、T2-A26、T2-B61細胞は10%牛胎児血清、L-グルタ
ミン、ペニシリン、ストレプトマイシン、ゲネチシンを
添加したIscove's modified Dulbecco's medium(GIBCO)
を用いて培養した。
【００４５】２．HCMVに特異的なCD8+CTLの培養樹立
(1)HCMVに特異的なCD8+CTL
前記1.(1)で取得した末梢血リンパ球を、あらかじめ同
じ人から樹立しておいた前記1.(1)の皮膚繊維芽細胞にH
CMVを感染させたものとフラスコ内で混合培養した。血
液の供給者がHLA-A24、A26又はB61に対して陽性の場
合、その人の皮膚繊維芽細胞表面にあるHLA-A24、A26又
はB61分子の一部にはCMVタンパク質由来の9～10個のア
ミノ酸よりなる抗原エピトープが提示され、それに反応
したCD8+CTLが増殖を開始した。CD8+CTLの増殖を助ける
ために、培養液にはIL-2を添加した。
(2)HCMVに特異的なCD8+CTLクローンの樹立
樹立したHCMVに特異的なCD8+CTL株から、限界希釈法を
用いてCD8+CTLクローンを樹立した。
【００４６】３．エリスポットアッセイ
96穴MultiScreen-HAプレート(Mi11ipore)を抗IFNγモノ
クローナル抗体(R&D Systems, Minneapolis, MN)で一
晩、4℃でコーティングした。各穴をPBSで洗浄した後、
T2-A24、A26、B61の各細胞を各穴にまいた。実施例１で
合成した各エピトープ候補ペプチドを各穴に入れて、30
分室温で静置した後、適当な数のCMVに特異的なCD8+CTL
を添加し、37℃の5% CO

2
培養器にて20時間培養した。エ

ピトープ候補ペプチドに反応したCD8+CTLはこの培養期
間にIFNを分泌した。翌日、0.05%Tween‐20添加PBSでプ
レートを洗浄した後、抗IFNγウサギ血清(Genzyme, Cam
bridge, MA)、ペルオキシダーゼラベル抗ウサギIgGヤギ
血清の順で各々90分ずつ室温で反応させた。さらに3-am
ino-9-ethylcarbasole (Sigma)と0.015%のH

2
O
2
を含む0.

1M 酢酸ナトリウムバッファー(pH 5.0)を各穴に入れ、
室温で40分反応させ、IFNγスポットを可視化した。ス
ポットは実体顕微鏡でカウントした。T2-A24を抗原提示
細胞とした実際のIFNγスポット写真を図6Aに示す。ま
た、エピトープ候補ペプチド各々に反応して産生された
IFNγスポットを実体顕微鏡下でカウントした結果を図6
Bに示す。棒グラフは、１well当たりのスポット数を示
す。図中、ペプチド番号60、81、83が本発明の配列番号
30、23、24にそれぞれ該当する。
【００４７】さらに、CD8+CTLエピトープペプチドが内
因性にプロセスされていることを確認するために、HCM
V、HCMVのgBタンパク質を発現するワクチニアウイルス
及びHCMVのpp65を発現するワクチニアウイルスをHLA-A2
4陽性の皮膚線維芽細胞に感染させ、これを抗原提示細
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胞とし、配列番号23のペプチド（HCMVのpp65由来）に特
異的なCD8+CTLクローンと反応させるエリスポットアッ
セイを行った。その結果を図７に示す。なお、図中Mock
は、ウイルスを感染させていないHLA-A24陽性の皮膚線
維芽細胞とCTLクローンを反応させた結果を示す。ま
た、各項目の棒グラフは、左から、1well当たりのCD8+C
TLクローンの希釈列、200、100、50、25を示す。その結
果、配列番号23のペプチドに特異的なCD8+CTLクローン
は、HCMV感染細胞とpp65発現ワクチニアウイルス感染細
胞にのみ反応した。上記のような方法に従って、HCMVに
特異的なCD8+CTL、またそのCD8+CTLクローンが反応し
た、以下の配列番号２３～３２のCD8+CTLエピトープペ
プチドを得た。
【００４８】
Gln Tyr Asp Pro Val Ala Ala Leu Phe（配列番号23）
Gln Tyr Asp Pro Val Ala Ala Leu Phe Phe（配列番号2
4）
Val Glu Leu Arg Gln Tyr Asp Pro Val Ala（配列番号2
5）
Asp Val Pro Ser Gly Lys Leu Phe Met（配列番号26）
Asp Val Ala Phe Thr Ser His Glu His Phe（配列番号2
7）
Asp Thr Asp Glu Asp Ser Asp Asn Glu Ile（配列番号2
8）
Asp Leu Leu Leu Gln Arg Gly Pro Gln Tyr（配列番号2
9）
Asn Tyr Leu Asp Leu Ser Ala Leu Leu（配列番号30）
Gln Tyr Arg Ile Gln Gly Lys Leu（配列番号31）
Gln Tyr Arg Ile Gln Gly Lys Leu Glu Tyr（配列番号3
2）
【００４９】［実施例５］ワクチン注射剤
DMSOに、配列番号１～32のペプチドを最終濃度20mg/ml
となるように各々溶解し、ろ過滅菌した。得られたペプ
チド含有溶液を滅菌バイアル瓶に1mlずつ分注密栓し、
ワクチン注射剤とした。
【００５０】［実施例６］サイトカインを測定すること
からなるHCMVに特異的なCD8+CTLの定量方法
５人の成人末梢血からリンパ球を分離し、HCMV由来の配
列番号23のペプチド及び陰性コントロールとしてのエイ
ズウイルス（HIV）由来のHLA-A24結合ペプチドを用いて
刺激した。細胞内に産生蓄積されたIFN-γをFITC標識抗
体で染色した。Ｔリンパ球の活性化マーカーであるCD69
をPE標識抗体で同時に染色した。染色された細胞をフロ
ーサイトメーター（ベクトン-デイッキンソン社、FACSc
an）により測定した。その結果を図８に示す。図中、各
グラフの右上に示した％は、ペプチドに反応したCD8+CT
Lの割合を示している。この結果から、本法がエピトー
プペプチド反応性CD8+CTLを特異的に検出できるという
ことが明らかである。
【００５１】［実施例７］CD8+CTLエピトープペプチド
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から調製したMHC-テトラマーを用いて末梢血中のHCMVに
特異的なCD8+CTLを定量する方法
１．MHC-テトラマーの調製
(1）MHCの調製
大腸菌による組換蛋白発現系を用いてHLA A*2402重鎖お
よびβ２ミクログロブリンを大量に作成、精製した。な
お、HLA A*2402重鎖Ｃ末端には、ビオチンリガーゼが認
識するアミノ酸配列を予め付加しておいた。精製HLA A*
2402重鎖およびβ２ミクログロブリンをそれぞれ8M尿素
に溶解した。 200 ml の refolfing buffer (pH8.0 ; 1
00 mM Tris-HCl, 400 mM L-arginine-HCl, 2 mM EDTA, 
0.5 mM oxidative glutathione, 5 mM reduced glutath
ione)内に、配列番号23のペプチド12mg、HLA A*2402重
鎖18.6mg、β２ミクログロブリン13.2mgそれぞれを27ゲ
ージ針の付いた注射器を用いて注射した。 10℃恒温槽
において48～72時間撹拌し、MHCの形成を促した後、MHC
を含むrefolfing bufferを1.8Lの蒸留水に対して24時
間、4℃恒温槽において透析し、透析後のrefolfing buf
ferをセントリプレップ10（MILLIPORE, Bedford, MA）
を用いて2mlに濃縮した。 Superdex 200 HR (Amersham 
Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Sweden)カラムを用い
たゲル濾過クロマトグラフィーにて分子量45KDあたりに
流出するMHCを単離した。
【００５２】(2)ビオチン化MHCの調製
ビオチンリガーゼ（AVIDITY, Denver, CO）を用いて、H
LA A*2402重鎖C末端の特異的部位にビオチンを結合させ
た。 Superdex 200 HR カラムを用いたゲル濾過クロマ
トグラフィーにてビオチンを付加したMHCを精製した。
【００５３】(3)MHC-テトラマーの調製
PE標識ストレプトアビジン (Molecular Probe, Eugene,
 OR)と精製ビオチン化MHCをモル比1：4で混合した。 Su
perdex 200 HR カラムを用いたゲル濾過クロマトグラフ
ィーにて分子量480KDあたりに流出する配列番号23を含
むMHC-テトラマーを単離した。セントリコン10（MILLIP
ORE）を用いて約3mg／mlに濃縮し、4℃に保存した。保
存剤としては、NaAzide、EDTA、 Leupeptin、 Pepstati
nを添加した。
【００５４】２．MHC-テトラマーを用いたHCMVに特異的
なCD8+CTLの定量
HCMVエピトープペプチド特異的CD8+Ｔ細胞クローン（2
×105）又はHCMVに感染している成人から分離した末梢
血リンパ球（2×106）を1.5mlエッペンドルフチューブ
内で50μLの2％FCS含有PBSに懸濁した。これに、MHC-テ
トラマー、FITC標識抗CD8抗体（CALTAG,burlingame,C
A）を各1μLずつ添加し、37℃恒温槽に15分静置し反応
させた。反応後の細胞を２％ FCS含有PBS 1mlで3回洗浄
し、次いで、0.5％パラホルムアルデヒド含有PBS（1m
l）に懸濁した。配列番号23を含むMHC-テトラマーと結
合したCD8+CTLは標識色素により染色され、FACS Calibu
r（ベクトン・デイッキンソン）を用いてFITC-CD8+Ｔ細
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胞中のテトラマー陽性細胞をカウントし、％を計算し
た。
【００５５】解析の結果を図９に示す。MHC-テトラマー
に結合したHCMVに特異的なCD8+CTLは染色されるので右
に移動する。図中、ＡはEBV特異的CD8+CTLクローン（陰
性コントロール）であり、Ｂは配列番号23のペプチドに
特異的なCD8+CTLクローン（陽性コントロール）であ
る。ＣはHCMV抗体陰性成人末梢血であり、ＤはHCMV抗体
陽性成人末梢血（図Dの右上の点の集団がテトラマー陽
性細胞）である。この結果から、配列番号23を含むMHC-
テトラマーがHCMV反応性CD8+CTLを特異的に染色してい

16
ることが明らかである。
【００５６】
【発明の効果】本発明により、EBV又はHCMVに特異的なC
D8+CTLエピトープペプチドを提供することができる。ま
た、該エピトープペプチドを用いてEBV又はHCMVの感染
を管理、治療又は予防することができる。さらに、EBV
又はHCMVに特異的なCD8+CTLを定量することが可能であ
る。
【００５７】
【配列表】

                       SEQUENCE LISTING                
        
<110> Aichi Prefecture
<120> CD8+ cytotoxic CD8+ Lymph
ocyte epitope peptide
<130> P01-0272
<160> 32                            
<170> PatentIn Ver. 2.1
<210> 1
<211> 9
<212> PRT
<213> Epstien-Barr virus
<400> 1
Arg Tyr Ser Ile Phe Phe Asp Tyr Met        
                      
  1               5                
<210> 2
<211> 9
<212> PRT
<213> Epstien-Barr virus 

<400> 2
Leu Tyr Ala Leu Ala Leu Leu Leu Leu        
                      
  1               5                
<210> 3
<211> 9
<212> PRT
<213> Epstien-Barr virus 
<400> 3
Ala Tyr Arg Arg Arg Trp Arg Arg Leu        
                      
  1               5                
<210> 4
<211> 10
<212> PRT
<213> Epstien-Barr virus 
<400> 4
Arg Tyr Cys Cys Tyr Tyr Cys Leu Thr Leu 
                         
  1               5                  10
<210> 5
<211> 9
<212> PRT
<213> Epstien-Barr virus 
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<400> 5
Thr Tyr Pro Val Leu Glu Glu Met Phe        
                      
  1               5                
<210> 6
<211> 9
<212> PRT
<213> Epstien-Barr virus 
<400> 6
Ser Tyr Lys Thr Leu Arg Glu Phe Phe        
                      
  1               5                
<210> 7
<211> 9
<212> PRT
<213> Epstien-Barr virus 
<400> 7
Asp Tyr Asn Phe Val Lys Gln Leu Phe        
                      
  1               5                
<210> 8
<211> 9
<212> PRT
<213> Epstien-Barr virus 
<400> 8
Thr Tyr Thr Ser Gly Glu Ala Cys Leu        
                      
  1               5                

<210> 9
<211> 9
<212> PRT
<213> Epstien-Barr virus 
<400> 9
Cys Tyr Glu Asn Asp Asn Pro Gly Leu        
                      
  1               5                
<210> 10
<211> 9
<212> PRT
<213> Epstien-Barr virus 
<400> 10
Thr Tyr Trp Gln Leu Asn Gln Asn Leu        
                      
  1               5                
<210> 11
<211> 9
<212> PRT
<213> Epstien-Barr virus 
<400> 11
Ala Tyr Ala Glu Ala Thr Ser Ser Leu        
                      
  1               5                
<210> 12
<211> 9
<212> PRT
<213> Epstien-Barr virus 
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<400> 12
Asp Tyr Met Ala Ile His Arg Ser Leu        
                      
  1               5                
<210> 13
<211> 9
<212> PRT
<213> Epstien-Barr virus 
<400> 13
Phe Tyr Arg Ser Leu Leu Thr Ile Leu        
                      
  1               5                
<210> 14
<211> 9
<212> PRT
<213> Epstien-Barr virus 
<400> 14
His Tyr Gln Thr Leu Cys Thr Asn Phe        
                      
  1               5                
<210> 15
<211> 10
<212> PRT
<213> Epstien-Barr virus 
<400> 15
Phe Tyr Met Thr His Gly Leu Gly Thr Leu 
                         
  1               5                  10
<210> 16
<211> 9
<212> PRT
<213> Epstien-Barr virus 
<400> 16
Gly Glu Thr Ser Gly Ile Arg Arg Ala        
                      
  1               5                
<210> 17
<211> 9
<212> PRT
<213> Epstien-Barr virus 
<400> 17
Asp Leu Ser Tyr Ile Lys Ser Phe Val        
                      
  1               5                
<210> 18
<211> 10
<212> PRT
<213> Epstien-Barr virus 

<400> 18
Asp Tyr Ser Gln Gly Ala Phe Thr Pro Leu 
                         
  1               5                  10
<210> 19
<211> 10
<212> PRT
<213> Epstien-Barr virus 
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<400> 19
Leu Tyr Leu Gln Gln Asn Trp Trp Thr Leu 
                         
  1               5                  10
<210> 20
<211> 9
<212> PRT
<213> Epstien-Barr virus 
<400> 20
Ile Tyr Val Leu Val Met Leu Val Leu        
                      
  1               5                
<210> 21
<211> 10
<212> PRT
<213> Epstien-Barr virus 
<400> 21
Ile Tyr Val Leu Val Met Leu Val Leu Leu 
                         
  1               5                  10
<210> 22
<211> 9
<212> PRT
<213> Epstien-Barr virus 
<400> 22
Ser Tyr Ala Ala Ala Gln Arg Lys Leu        
                      
  1               5                
<210> 23
<211> 9
<212> PRT
<213> Human cytomegalovirus
<400> 23
Gln Tyr Asp Pro Val Ala Ala Leu Phe        
                      
  1               5                
<210> 24
<211> 10
<212> PRT
<213> Human cytomegalovirus
<400> 24
Gln Tyr Asp Pro Val Ala Ala Leu Phe Phe 
                         
  1               5                  10

<210> 25
<211> 10
<212> PRT
<213> Human cytomegalovirus
<400> 25
Val Glu Leu Arg Gln Tyr Asp Pro Val Ala 
                         
  1               5                  10
<210> 26
<211> 9
<212> PRT
<213> Human cytomegalovirus
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<400> 26
Asp Val Pro Ser Gly Lys Leu Phe Met        
                      
  1               5                
<210> 27
<211> 10
<212> PRT
<213> Human cytomegalovirus
<400> 27
Asp Val Ala Phe Thr Ser His Glu His Phe 
                         
  1               5                  10
<210> 28
<211> 10
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<212> PRT
<213> Human cytomegalovirus
<400> 28
Asp Thr Asp Glu Asp Ser Asp Asn Glu Ile 
                         
  1               5                  10
<210> 29
<211> 10
<212> PRT
<213> Human cytomegalovirus
<400> 29
Asp Leu Leu Leu Gln Arg Gly Pro Gln Tyr 
                         
  1               5                  10
<210> 30
<211> 9
<212> PRT
<213> Human cytomegalovirus
<400> 30
Asn Tyr Leu Asp Leu Ser Ala Leu Leu        
                      
  1               5                
<210> 31
<211> 8
<212> PRT
<213> Human cytomegalovirus

<400> 31
Gln Tyr Arg Ile Gln Gly Lys Leu               
               
  1               5                
<210> 32
<211> 10
<212> PRT
<213> Human cytomegalovirus
<400> 32
Gln Tyr Arg Ile Gln Gly Lys Leu Glu Tyr 
                             
  1               5                  10

【図面の簡単な説明】
【図１】CD8+CTLによるウイルス感染細胞の認識機構を
示す図である。図中、CD8+CTLエピトープペプチドは本
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発明のペプチドである。
【図２】MHC-テトラマーの調製方法を示す図である。
【図３】MHC-テトラマーとEBV又はHCMV特異的CTLの結合
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を示す図である。
【図４】MHC－磁気ビーズの調製方法を示す図である。
【図５】MHC－磁気ビーズによるEBV又はHCMV特異的CTL
の単離を示す図である。
【図６Ａ】エリスポットアッセイによるHCMVに特異的な
CD8+CTLエピトープペプチドの同定例におけるIFNγスポ
ットの写真を示す図である。
【図６Ｂ】エリスポットアッセイによるHCMVに特異的な
CD8+CTLエピトープペプチドの同定例におけるスポット *
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*カウント結果を示す図である。
【図７】同定したエピトープペプチドが内因性にプロセ
スされ感染細胞表面に提示されていることを示す図であ
る。
【図８】IFN-γを指標にしたペプチドに反応するCD8+Ｔ
リンパ球の定量例を示す図である。
【図９】本発明のエピトープペプチドにより調製したテ
トラマーによるHCMVに特異的なCD8+Ｔリンパ球の同定例
を示す図である。

【図１】

【図２】

【図６Ａ】

【図７】
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摘要(译)

解决的问题：提供特异于爱泼斯坦-巴尔病毒或人巨细胞病毒的CD8+细
胞毒性T淋巴细胞表位肽。 对爱泼斯坦-巴尔病毒或人巨细胞病毒具有特
异性的CD8+细胞毒性T淋巴细胞表位肽。
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