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研究成果の概要（和文）：HTLV-1感染ヒト化マウスの個体レベルでの感染過程において、感染4週以内ではTax高
発現の感染クローンが優先的に増殖するものの、感染4週以降、抗Tax CTLの発現誘導に伴い、Tax高発現クロー
ンの減少が観察された。一方、感染8週以降の後期課程では、脾臓で発現が見られる宿主遺伝子のイントロン内
に、転写方向と逆方向にプロウイルスが挿入されたことに起因すると考えられるHBZ優位に発現する感染クロー
ンが選択的に増殖していた。これらの結果は、感染後期におけるTax発現クローンの排除とHBZ発現細胞の選択
が、緩徐な腫瘍増殖およびキャリア状態成立の主要な要因となっていることを示唆している。

研究成果の概要（英文）：In the course of HTLV-1 infection in humanized mouse, highly-Tax-expressing 
infected-T-cell clones expanded preferentially in the first four weeks of infection but subsequently
 were reduced provably due to the induction of cytotoxic T-lymphocytes against Tax in the later 
period. Instead, after eight weeks post infection, infected clones were composed of T-cells 
expressing larger amount of HBZ most likely because of reverse orientation of the provirus 
integration to the direction of host gene transcription in the introns. Thus, the elimination of 
Tax-expressing clones and the selective growth of HBZ expressing clones are suggested to be a major 
factor to sustain the slow growth of infected cells to establish the asymptomatic carrier state of 
infection.

研究分野：ウイルス学

キーワード： HTLV-1　ATL　ヒト化マウス　Tax　HBZ
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１．研究開始当初の背景 
(1)重症免疫不全 NOG-SCID マウス骨髄内への
臍帯血由来造血幹細胞の移植により作製した
ヒト化マウスに HTLV-1 を感染させることに
より、感染数ヶ月で、肝・脾腫を伴う白血病
様病態の再現に成功した。	
(2)	 感染中期の HTLV-1 感染 T 細胞では Tax	
mRNA の有意な発現が観察されたものの、感
染後期で腫瘍性増殖の遅延を示す HTLV-1 感
染 CD25(+)T 細胞内では抑制されており、感
染過程における Tax 発現抑制の重要性が示
唆された。	
(3)	 HTLV-1 感染ヒト化マウス脾臓内に抗
TaxCTL の発現が確認されることから、腫瘍
細胞選択過程および感染キャリア成立過程
における抗 TaxCTL の関与が想定された。	
	
２．研究の目的 
ヒト造血系を再構築したヒト化マウスに
HTLV-1を感染させると感染細胞の腫瘍性増殖
を伴う ATL 様の病態が再現されるが、一部の
感染個体では、長期間感染が維持される未発
症キャリア様病態が成立する。この長期感染
が成立する機序を、HTLV-1 の調節遺伝子 Tax
および HBZ の発現調節と関連付けて明らかに
する。	
	
３．研究の方法 
(1)	 重症免疫不全 NOG-SCID マウス骨髄内へ
の臍帯血由来造血幹細胞の移植により作製し
たヒト化マウスに HTLV-1 を感染させ、末梢血
細胞における CD45、CD3、CD4、CD8、CD25 の
発現を感染 2.5〜3 週毎にセルソーターを用
いて経時的に測定した。	
(2)Tax 蛋白の全長にわたり、5〜8アミノ酸の
重複を持った連続した 12 種類の 40〜42 アミ
ノ酸長のペプチドを合成し、TLR7	 ligand	
R848 とともに、隔週で 3回ヒト化マウス皮下
にワクチン投与した後に HTLV-1 を感染させ、
末梢血における感染細胞の動態を観察した。	
(3)HTLV-1 感染 1〜18 週のヒト化マウス脾臓
内リンパ球からゲノム DNA および RNA を調整
し、定量的 PCR 法でプロウイルス量(PVL)を計
測すると共に Tax	mRNA および HBZ	mRNAの発
現量を定量した。	
(4)制限酵素 PstI で切断、T4-ligase で自己
環状化した HTLV-1 感染ヒト化マウスリンパ
球ゲノム DNA を鋳型として、HTLV-1	Tax遺伝
子領域およびLTR-R5領域のプライマーDNAを
用いて inverse-long-PCR を行い、Tax 遺伝子
領域内の制限酵素で切断後、プラスミドにサ
ブクローニングし、得られたプロウイルス組
み込みゲノム領域の塩基配列を決定した。	
(5)組み込みゲノム領域の塩基配列情報をも
とに、NCBI	Blast を検索することで、当該ゲ
ノム領域の遺伝子を同定した。	
(6)	組み込み部位のゲノム塩基配列とLTR-U5
領域およびプロウイルスｐX 領域を用いた定
量的 PCR を行い、その比率から感染マウス脾
臓における当該感染細胞の占有率を算出した。	

４．研究成果	
(1)感染後期における細胞内 Tax の発現抑制	
ヒト化マウスへの HTLV-1 感染細胞株の腹

腔内投与後、感染４週以内に末梢血感染細胞
の急激な増加を伴い白血病死する個体群と感
染４週以上生存する個体群に分かれた（図1）。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
図 1．HTLV-1 感染ヒト化マウスにおける
感染細胞の 3種類の増殖様式	

	
そこで、ゲノムに組み込まれたプロウイル

ス DNA とヒトβグロビンゲノム DNA の比から
産出したウイルス感染率で補正した感染細胞
あたりの Tax	 mRNA の発現を比較したところ、
感染４週以降の感染細胞では、感染４週以内
の細胞と比較して Tax	 mRNA の発現は抑制さ
れていた（図 2	a	）。	
HTLV-1 感染者末梢血内では Tax	mRNA をは

じめとするウイルス遺伝子の発現が抑制され
ているが、これを体外(ex	vivo)で培養すると
発現が再開することが知られている。そこで、
HTLV-1 感染ヒト化マウスの脾臓細胞を ex	
vivo で培養したところ、感染時期にかかわら
ず Tax	 mRNA の発現は 10〜100 倍増加したが、
増加後の発現量は感染後期の感染細胞におい
て低い傾向が見られた（図 2	b	）。この事実は
ゲノムレベルでの遺伝子発現の抑制が Tax 遺
伝子の発現抑制に影響を及ぼしている可能性
を示唆している。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
図 2．HTLV-1 感染細胞あたりの Tax	 mRNA

発現量の経時変化		
(a)脾臓内	(b)ex	vivo 培養 24時間後	

(a) (b) 
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(2)Tax ワクチンによる腫瘍性増殖抑制	
感染中期以降における宿主免疫による Tax

発現細胞の排除が想定されたため、Tax	CTL に
よる感染細胞の増殖抑制を検証する目的で、
ヒト化マウスに Tax ペプチドワクチンを投与
したところ、HTLV-1感染細胞の腫瘍性増殖が
抑制された（図 3）。また、Tax ペプチドワク
チン投与後のヒト化マウス脾臓内で Tax テト
ラマー陽性 CD8T 細胞の増加が観察された。こ
れらの事実は感染細胞の腫瘍性増殖抑制に抗
Tax	CTL が関与していることを示唆している。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
図 3.	 Tax ペプチドワクチン投与による

HTLV-1 感染ヒト化マウスにおける感
染細胞の増殖抑制	

	
(3)感染後期における HBZ の発現上昇	
HBZ は HTLV-1 プロウイルスの Tax 遺伝子

の相補鎖にコードされ、機能的にも Tax と相
反する転写調節活性を持つことが知られるが、
ともにトランスジェニックマウスではリンパ
腫を誘導することから、感染過程における発
現調節に興味が持たれる。そこで、感染 3 週
〜18 週のヒト化マウス脾臓細胞における HBZ	
mRNA の発現を測定したところ、Tax	mRNAと相
反する発現を示し、感染後期に最大となるこ
とが明らかとなった（図 4）。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
図4.	HTLV-1感染細胞あたりのTaxおよびHBZ		

mRNA 発現量の経時変化			

	(4)プロウイルス挿入部位のウイルス遺伝子
発現への影響	
感染 3〜18週のヒト化マウス脾臓細胞の

ゲノム DNA を用いた inverse-long-PCR によ
り、プロウイルスの挿入ゲノムDNA 断片をク
ローニングし、NCBI	Blast でその遺伝子を
検索したところ、それぞれの感染マウスにお
いて多く存在すると考えられる感染クローン
は、そのほとんどが脾臓で一定の発現がある
遺伝子のイントロン内に存在することが示さ
れた（図 5）。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
●：sense-orientation in intron 
○：antisense-orientation in intron 
▲,△：sense- and antisense-orientation upstream of gene 
◇：antisense-orientation downstream of gene 
×：no gene in the vicinity 
 

図 5.	HTLV-1 感染ヒト化マウス脾臓細胞で
のプロウイルス挿入ゲノム部位と感染マ
ウス脾臓における感染クローンの占有率		

	
(a)	
	
	
	
	
	
	
	
(b)	
	
	
	
	
	
	
	
	
(c)	
	
	
	
	
	
	
	
図 6.	感染クローンの脾臓内での占有率と
挿入部位遺伝子の脾臓内での発現との相関	



さらに、感染初期においては、感染クロ
ーンのクローン占有率と挿入したゲノム遺伝
子の脾臓内での発現率との関連は正の相関を
示し、ウイルス遺伝子の発現が感染クローン
の増殖に関与したことを示唆した(図 6	a）。
一方、感染中・後期においては、クローン占
有率と挿入遺伝子の脾臓内での発現率は負の
相関を示す傾向が得られ（図 6	b,c）、宿主
免疫誘導後の感染中・後期では、ウイルス遺
伝子の発現が低い感染クローンが選択された
可能性が示唆された。	
	
(5)	ウイルス遺伝子発現へのプロウイルス挿
入方向の影響	
感染経過に従った感染細胞レベルでの

Tax	mRNA の発現抑制と同期した HBZ	mRNA の
発現上昇の原因の可能性として、宿主遺伝子
へのプロウイルスの挿入方向を解析したとこ
ろ、Tax	mRNA の高い発現が観察された感染
初期の細胞で高い占有率を示す感染クローン
では、宿主遺伝子の発現方向と同一の方向に
プロウイルスが挿入されていたが、Tax	mRNA
が減少し HBZ	mRNA の発現が上昇した感染
中・後期の細胞では、ほとんどが宿主遺伝子
の発現方向と逆方向にプロウイルスの挿入が
検出された（図 5）。この結果は、挿入され
た遺伝子の転写の方向が、同一プロウイルス
ゲノム上の Tax あるいは HBZ の転写量に影響
を及ぼし、その結果、感染初期では Tax 発現
が高い感染クローンが優位に増殖するのに対
し、感染後期においては HBZ 発現が高い感染
クローンが選択的に増加した可能性を強く示
唆している。	
以上の結果から、HTLV-1 感染ヒト化マウ

スの個体レベルでの感染過程において、感染
初期には Tax 高発現のクローンが優先的に増
殖するものの、感染中期以降、抗 Tax	CTL の
発現誘導に伴い、Tax 高発現クローンの選択
的除去が起こる一方、プロウイルスの挿入方
向に起因して HBZ 優位に発現する感染クロー
ンが選択される結果、HBZ の活性が感染後期
課程における緩徐な腫瘍増殖およびキャリア
状態成立の主要な要因となっていると考えら
れる。	
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