
 1

別紙３ 
厚生労働科学研究費補助金（第３次対がん総合戦略研究事業） 

（総合）分担研究報告書 
 
ヒト ATL及び HBZトランスジェニック ATL発症マウスを用いた比較ゲノム解析による ATL発症機構の解

析 
 

研究代表者：森下 和広 宮崎大学医学部 教授 
研究分担者：安永 純一朗 京都大学ウイルス研究所 講師 

 
研究要旨 
 ヒト T細胞白血病ウイルス 1型（human T-cell leukemia virus type 1: HTLV-1）感染者の約 5%
が長い潜伏期間を経て成人 T細胞白血病（adult T-cell leukemia: ATL）を発症する。他のがん
種と同様に、ATL 細胞でも細胞遺伝子の変異やエピゲノム異常の蓄積が認められ、このこと
は ATLの発症機序において、ウイルス感染に加えて宿主遺伝子異常の蓄積による多段階発が
ん機構が関与することを示唆している。ウイルス感染において HTLV-1 bZIP factor (HBZ) は全
ての ATL 細胞で発現し、ATL 細胞の増殖に必須である。さらに HBZ トランスジェニックマ
ウス（HBZ-Tg）が T リンパ腫および全身性の炎症を発症することから、HTLV-1 の病原性に
重要な役割を果たしていると考えられる。本課題の一つの方向として、本 HBZ-Tg マウスモ
デルを用いて、HBZがゲノム異常、エピゲノム異常を誘導する機序について検討し、HBZに
よる発がん機構における役割を解析した。また一方でヒト ATL検体を用い統合的ゲノム解析
として、高密度 SNPアレイ解析、DNAマイクロアレイ遺伝子発現解析、RNAシークエンス、
エクソームシークエンス、網羅的メチル化アレイ解析等を行い、複数の ATL発症関連遺伝子
群(TCF8/ZEB1、NDRG2、BCL11B、EPC1/AXSL2、CADM1 等)を単離してきた。その結果と
して、ウイルス感染が、エピゲノム・ゲノム異常の方向性を導く細胞内異常を引き起こし、
その結果として、ATL 発症因子群の異常を引き起こす事が示唆された。これらの情報を元に
さらなる ATLの段階的発症機構を明らかにする予定である。 

Ａ．研究目的 

成人T細胞白血病(ATL)はHTLV-1感染より数
十年を経て白血病化する難治性白血病であ
るが、ゲノム異常の蓄積が著しく、固形癌に
近い複雑核型を示す。このためATLにおける
白血病発症にはHTLV-1感染後に多くのゲノ
ム異常、エピゲノム異常が蓄積し多因子によ
る発症が考えられる。そこでHTLV-1 bZIP 
factor (HBZ) に注目しHBZ TGマウスに発症す
るT細胞リンパ腫をモデルとして包括的ゲノ
ム・トランスクリプトーム解析手法を用い、ATL
発がんの分子機構を明らかにする。また一方で
ヒトATL細胞に対して統合的ゲノム解析を
行い、染色体転座集中領域の同定、並びに高
密度SNPアレイを用いたゲノム欠失増幅領域
の同定、並びに網羅的遺伝子発現解析を通じ
てATL発症関連遺伝子を単離しこれらの遺
伝子群の機能異常を明らかにし、HTLV-1感
染からATL多段階発がんの解明、ATL病態に
即した新規診断法や治療法の開発につなげ
る。 
 
Ｂ．研究方法 

1. SNPアレイ解析・網羅的遺伝子発現解析 
ATLのゲノム解析のため、くすぶり型、慢性
型、急性型ATL症例合計74症例の高密度SNP
アレイ解析を用いて、ゲノム欠失増幅領域を
同定し、cDNAオリゴヌクレオチドアレイを
用いた網羅的遺伝子発現解析との組み合わ
せで、ATL発症関連因子群を同定した。 
 
2. 網羅的メチル化アレイ解析 
Human Methylation 450 beadschip (Illumina)を
用い各種 ATL検体 31症例、健常人 DNA5症
例、Tax 不死化リンパ球 3 症例、HTLV-1 感
染細胞株 5 株、ATL 細胞株 6 株の whole 
genomeメチル化解析を行った。。 
3. in vitro機能解析 
NDRG2と PTENは ATL細胞を用いて質量分析
計により網羅的な結合タンパク質の同定を行
った。各免疫沈降バンド約 30 本を中心に同定
を行い、serine/threoinine kinaseを中心に解析を
進めた。CADM1 に関してはプロモーターアッ
セイを行い、ATLで特異的に活性化できる領域
を同定、その活性化機構の解明を行った。
BCL11Bに関しては、ATLでの特異的発現異常、



 2

転写調節、タンパク質局在等と共に、in vivo TG
マウス作製による白血病発症機構の検討を行
った。 
3. HBZ 発現細胞における網羅的遺伝子発現解
析: HBZが惹起する遺伝子発現プロファイルの
変化を、Affymetrix 社のマイクロアレイを用い
て包括的に比較解析した。具体的には、以下の
サンプルを用いた。 
・HBZ-TG由来 CD4+Tリンパ球 vs 野生型マウ
ス CD4+Tリンパ球 
・HBZ-TG由来制御性 Tリンパ球 vs 野生型マ
ウス制御性 Tリンパ球 
・HBZ安定発現 Jurkat細胞 vs 対照 Jurkat細胞 
データ解析には GeneSpringGXを用いた。 
4. HBZ-Tgに発症する Tリンパ腫におけるゲノ
ム異常の探索 :HBZ-Tg 由来 T リンパ腫細胞に
おけるエクソーム解析を試みた。HBZ-Tg の T
リンパ腫から樹立した細胞株 Ht48 を用いて、
エクソーム解析を行った。エクソンキャプチャ
ーには、Agilent 社の SureSelect XT Mouse All 
Exon キャプチャライブラリを使用し、ディー
プシークエンスはイルミナ社 MiSeq を用いて
実施した。データ解析に関しては、BWA でゲ
ノムにマッピングし、PicardTools で重複リード
を除去、Samtools mpileup で SNPコール、アノ
テーションは ANNOVARを利用した。さらに、
non-synonymous SNPs を抽出し、変異のインパ
クトを推定するために PROVEAN を使って予
測した。 
5. HBZが惹起するエピゲノム異常の分子機構 
HBZが結合するヒストン修飾酵素に注目し、こ
れらの結合が遺伝子発現に及ぼす変化につい
て解析した。 
（倫理面への配慮） 
 患者検体の使用に関しては、宮崎大学医学部
医倫理審査会の承認(承認番号 784)を受け、同意
（インフォームドコンセント）の上に使用を行
っている。組み換え DNA実験を行うにあたり、
宮崎大学（承認番号： 268）並びに京都大学の
承認（承認番号：100182）をうけ、的確に受け
て実施している。実験動物に関しては宮崎大学
動物実験委員会の承認（2010-509-3、510-3、525-5、
534-3、505-3）を、並びに京都大学動物実験委
員会の承認（承認番号：D11-19、D11-20、D12-15、
D12-16、D13-01、D13-02）を受け使用を行って
いる。利益相反に関しては、宮崎大学利益相反
員会が設置され適切に処理されている。 
 
Ｃ. 研究結果 
1. 高密度 SNP アレイ解析・網羅的遺伝子発現
解析 

これまでに、染色体転座集中領域として
10p11、14q11、14q32 領域を同定しており、
これらの領域を中心としてゲノム解析を進
めた。10p11領域より TCF8/ZEB1をその原因
電子候補として単離し  (Blood 2008)、
EPC1/AXSL2 融合遺伝子を単離し報告した(J 
of Viol 2009)今回NDRG2を 14q11領域より同
定し癌抑制遺伝子候補として報告した
(BBRC 2010、Nature Comm 2014)。さらに
14q32領域より BCL11Bを同定し、現在その
機能解析を進めている。また網羅的遺伝子発
現解析により同定した CADM1について、その
機能解析と共に、診断系としても有用で有り、
ATL細胞、HTLV-1感染細胞が末梢血中に 1%以
上の存在下で FACS解析で同定できることを証
明した。(Leukemia 2012)。 
 p21(CDKN1A)は、元来 HTLV-1感染により
高発現することが知られていたが、遺伝子発
現解析から ATL 細胞では逆に低発現するこ
とを同定した。HTLV-1感染による Taxは p21
を高発現させるが、ATL細胞にいたり Tax発
現低下とプロモーターメチル化により p21の
低発現が出現することが分かった (J of Viol 
2010)。また ATLにおける TGFbeta不応性は
TCF8 低発現に加えて SMAD7 高発現に依存
していることも同定した(Oncogene 2010) 
2. 網羅的メチル化アレイ解析 
メチル化アレイにより網羅的にメチル化異常
の検討を行い、遺伝子発現アレイとデーターを
組み合わせることで、ATL細胞で有意に高メチ
ル化され、遺伝子発現低下を示す遺伝子群とし
て 33 遺伝子群を、また有意に低メチル化され
高発現する遺伝子群を 32 遺伝子同定した。高
メチル化低発現遺伝子群には、NDRG2、
BCL2L11等が含まれ、低メチル化高発現遺伝子
群として、PTHLH 等が含まれていた。NDRG2
のメチル化を ATL病型により検討したところ、
くすぶり型においてもメチル化が認められた
ため、ATL発症初期からのメチル化が示唆され
た。 
3. in vitro機能解析 
 NDRG2 の機能解析として、網羅的タンパク
質結合解析を行い、30以上の結合タンパク質を
同定した。その中に PTEN が含まれており
NDRG2 は新規 PTEN 結合タンパク質であるこ
とが分かった。ATL では AKT 活性化が高頻度
で起きているが、PTEN の発現は保たれゲノム
変位も見つからず、C端高リン酸化状態による
不活化が示唆された。結果として NDRG2 は
PTEN ニ PP2A をリクルートすることで PTEN
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脱リン酸化状態を保持し活性調節を行ってい
るが、NDRG2低発現により ATLでは PTENリ
ン酸化状態と成り AKT 活性化に繋がっていた 
(Nature omm2014)。この NDRG2 の低発現、高
メチル化機構を検討したところ、HTLV-1 Tax
により EZH2の高発現を引き起こし、DMT3と
の関連しメチル化されていることが分かって
きた。またくすぶり型、慢性型、急性型と進行
するにつれてメチル化状態が進行し、発現も低
くなることが分かった（未発表）一方 CADM1
高発現機構の解析をプロモーター解析により
進め、NF-KB情報伝達系の活性化が重要である
ことを突き止めた。さらに TAX がこの活性化
に関わっており、HTLV-1 感染細胞特異的に高
発現する理由が明らかとなってきた（未発表）。
このように感染初期からの HTLV-1の影響が遺
伝子発現に重要な影響を与えており、異常の始
まりが見えていて、それが最終的に進行し、白
血病発症の基盤になっていることが示唆され
る。 
4. In vivo実験 
ATL 発症機構を明らかにするために単離した
遺伝子群の遺伝子改変マウスを作成しその性
状を検討している。ZEB1/TCF8、NDRG2、 
CADM1、 BCL11B とそれぞれに遺伝子改変マ
ウスを作成しており、ZEB1は 80％以上に Tリ
ンパ腫を、NDRG2 は haploinsufficiency により
ヘテロマウスにおいても多種類の固形がんを
含み Tリンパ腫(CD4+)を発症した。CADM1TG
マウスにおいても皮膚炎症症状とTリンパ腫が
出現し、検討を続けている。 
5. HBZ 発現細胞における網羅的遺伝子発現解
析 
1) Pro-apoptotic genes, Bim and FasL 
HBZ-Tg 由来 CD4+ T 細胞および HBZ 発現
Jurkat ではアポトーシス誘導遺伝子である
Bim と FasL の発現が低下していることを見
出した。HBZ発現 Jurkatは、phorbol myristate 
acetate (PMA) および ionomycin (Io)刺激にて
誘導される activation-induced cell death が対
照 Jurkatに比較して抑制されており、アポト
ーシスに対して抵抗性であると考えられた。
HBZが Bimおよび FasLの発現を抑制する機
序として、HBZが転写因子 FoxO3aと結合し、
その機能を阻害することを見出した。HBZは
FoxO3aの細胞内局在異常およびDNA結合能
阻害により、Bim および FasL の発現を抑制
すると考えられた。さらに、ATL 細胞株、
Jurkat-HBZ には Bim プロモーターにおける
H3 の脱アセチル化が認められ、HBZ がヒス

トン修飾に影響を与えることが示唆された。 
2) Activation-induced cytidine deaminase gene, 
Aidca 
HBZ-Tg 由来の CD4+ T 細胞および制御性 T
リンパ球ではシトシン脱アミノ化酵素
Activation-induced cytidine deaminase (AID)を
コードする遺伝子 Aicda の発現が亢進してい
ることが示唆された。複数の HBZ-Tg から
CD4+ T-cellを分離し Aidca の発現を realtime 
PCRにて確認したところ、HBZ-Tg群にて有
意に Aidca の転写が亢進していた（WT vs 
HBZ-Tg, p=0.0173）。さらにルシフェレースア
ッセイにてHBZはTGF-/Smad経路を介して
Aicda のプロモーターを活性化することが明
らかとなった。 
6. HBZ-Tgに発症する Tリンパ腫におけるゲノ
ム異常の探索  
1) HBZ-Tg由来 Tリンパ腫細胞株の樹立 
HBZ-TG由来の Tリンパ腫細胞を免疫不全マウ
ス（NOD-SCID/IL2Rgamma KOマウス：NSGマ
ウス）に移植し、腫瘍の生着および継代を行っ
た。継代が可能であった 1種類の細胞株を樹立
し、Ht48と命名した。継代を繰り返す間に、生
着までの期間が短縮し、さらには野生型マウス
においても腫瘍を形成することが可能となっ
た。Ht48は in vitroでも維持培養が可能であっ
た。 
2) HBZ-Tg由来 Tリンパ腫細胞における遺伝子
変異の網羅的探索 
Ht48から genomic DNAを抽出し、エクソーム
解析を行った。マウスゲノム配列 mm10との比
較の結果、Ht48では 6361種類の遺伝子変異が
検出された。変異の内訳に関しては、G-to-A変
異（1334箇所）、C-to-T変異（1319箇所）と他
の変異に比較して頻度が高かった（G-to-T: 236
箇所、G-to-C: 223箇所、C-to-G: 216箇所、C-to-A: 
233箇所、T-to-C: 967箇所、T-to-G: 229箇所、
T-to-A: 164箇所、A-to-T: 197箇所、A-to-C: 238
箇所、A-to-G: 1005箇所）。 
7. HBZが惹起するエピゲノム異常の分子機構 
HBZ によるエピゲノム異常と発がん機構に関
して、HBZがヒストン修飾関連分子 CBP/p300、
EPC-1、TIP60、FBXL11等と結合することを見
出した。HBZは EPC-1と共に AP-1転写因子の
一つである c-Fosの転写を抑制した。 
 
Ｄ. 考察 
 この3年間の研究で、HBZ自身がゲノム変異、
エピゲノム異常を誘導する機能を有すること
が示唆された。ゲノム変異を惹起するメカニズ
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ムにHBZによるAidca発現誘導が関与している
可能性がある。HBZは様々なヒストン修飾関連
蛋白と結合することから、エピゲノム異常を誘
導する機能を有すると示唆される。今後、
HBZ-Tg から得られたゲノム・エピゲノム情報
と ATL患者の情報を比較することにより、発が
んにより重要なゲノム異常の特定が期待でき
る。ATL 患者のゲノム解析により ATL 発症機
構の一部として多くの発症関連因子が同定さ
れその一部が解明された。これらの ATL発症関
連因子の多くは、その遺伝子発現異常は
HTLV-1感染、特に Taxに依存が明らかとなり、
感染初期からの特にエピゲノム異常が重要で
あることが分かった。またゲノム異常の一部、
EPC1 のゲノム異常に関しては、まさに
HTLV1/HBZ と結合するヒストン修飾酵素であ
り、ATL発症の糸口を示す機能として意義があ
る。 
 
 
Ｅ．結論 
 HBZ自身がゲノム変異、エピゲノム異常を誘
導する機能を有することが示唆された。HBZは
TIP60、p300、EPC-1、FBXL11など様々なヒス
トン修飾酵素と結合することが判明し、エピジ
ェネティックな遺伝子発現制御に関与するこ
とが示唆された。。一方、HBZ はシトシン脱ア
ミノ化酵素 Activation-induced cytidine deaminase 
(AID)をコードする遺伝子 Aicda の転写を誘導
し、遺伝子変異の誘導に関与することが示唆さ
れた。これらの所見は HBZ 自体が細胞側のゲ
ノム異常、エピゲノム異常を誘導する機能を有
すること示唆している。 
 ATL 発症に関連する遺伝子群として
ZEB1/TCF8、SMAD7、CDKN1A、NDRG2、
EPC1/AXSL2、CADM1/TSLC1、BCL11Bを同定
した。それぞれの異常は ATL細胞の性状を説明
できる重要な発症因子である。TGFbeta 情報伝
達不能性に ZEB1 低発現、SMAD7 高発現が、
PI3K/AKT 情報伝達系活性化に NDRG2 低発現
が、エピゲノム異常に EPC1/AXSL2が、細胞周
期異常に CDKN1A が、臓器浸潤性や悪性度に
関して CADM1高発現が関わっていた。これら
の遺伝子群の特徴を生かして、ATLの診断治療
法の開発につなげる予定である。 
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