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研究成果の概要（和文）：最近、我々はHTLV-1関連脊髄症（HAM）の脊髄病巣の形成・維持には、HTLV-1感染細
胞と脊髄中アストロサイトから産生されるCXCL10とのクロストークが重要となることを予想する結果を得た。本
研究では、中枢神経特異的にCXCL10を発現する多重免疫不全マウスにHAM-PBMCを移植することでHAMモデルマウ
スを作製し、本仮説の検証を試みた。その結果、中枢神経系へのリンパ球や感染細胞の浸潤が検出された。今
後、さらなる詳細な解析を進めることにより、作製したマウスとHAM病態との類似性を明らかにすることにより
HAM病態解析モデルとしての有用性を証明したいと考える。

研究成果の概要（英文）：From recent our studies, we suggested that the cross-talk between 
HTLV-1-infected cells and CXCL10 produced from astrocytes in the spinal cord is important for the 
formation and maintenance of HTLV-1-related myelopathy (HAM). In this study, to test this 
hypothesis, I analyzed the HAM model mice which were created by implanting HAM-PBMC into the most 
highly immunodeficient mice that express CXCL10 specifically in the central nervous system 
(HAM-PBMC-NSG/GFAP-CXCL10 mice). As results, I proved the infiltration of lymphocytes and infected 
cells into the central nervous system in HAM-PBMC-NSG/GFAP-CXCL10 mice. 
In the future, we intend to prove the usefulness as a HAM disease state analysis model by 
establishing the similarities between the mouse and the HAM disease state by detailed analysis.

研究分野：分子細胞免疫学

キーワード： HTLV-1　HAM　CXCL10　CXCR3　炎症
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
HAMは先進国の中でその患者が多いのは日本のみであるため、HAMの病態や発症予防法・治療法に関する我が国で
の研究成果は世界中から期待されておりその責任は重い。未だHAMには有効な治療法が無く、新規治療薬開発が
強く要望されている。HAM 治療法の開発には、ヒトのHAM病態を忠実に再現した動物モデルの必要性が高い。こ
れまでに感染T細胞の細胞浸潤に起因する脊髄障害をきたすHAM病態を再現した動物は得られていない。本研究で
は、世界初のヒト免疫系を再現したHAMモデルマウスの作製を目指し、HAM病態機序の解明、疾患の診断、予防、
治療法の発展に寄与したいと考える。
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１． 研究開始当初の背景 

 
 ヒト T細胞白血病ウイルス（HTLV-1）の感染者は本邦で約 108万人存在し、その一部に発
症する HTLV-1 関連脊髄症（HAM）は、進行性の痙性対麻痺を特徴とする免疫性神経疾患で
ある。HAM は、未だ有効な治療法が確立していない難治性疾患であることから、病態解明に
基づく革新的な治療法開発が急務である。その病態の特徴は、HTLV-1 感染細胞に起因した過
剰な免疫応答による脊髄の慢性炎症とそれによる神経組織障害と考えられているが、HTLV-1
がこのような免疫恒常性の破綻を引き起こし、病態を成立させる機構の詳細については不明な
点が多く、その解明は HAMの発症機構の理解及びその制御に必須である。 
 
我々は、これまで感染細胞に着目した解析を行い、HTLV-1が主に制御性 T細胞（Treg）か
ら構成される CD4+CCR4+ T 細胞に優位に感染していることを明らかにした（PLoS ONE 
2009）。Tregは、過剰な免疫応答を抑制することで免疫寛容と免疫恒常性の維持に必須の役割
を担っている。従来、その分化は不可逆的であるとされていたが、最近、一部の Treg は異な
る Th細胞へ変化する分化可塑性を有することが示され、変化した異常 Treg細胞は様々な自己
免疫や免疫性疾患での過剰免疫応答の病原的役割を果たしていることが示唆されている（Zhou 
Nat. Immunol. 2009, Miyara Immunity 2009）。そこで、我々は HAM の HTLV-1 感染
CD4+CCR4+ T細胞機能解析から、HTLV-1が Th1細胞のマスター転写因子 T-betの転写を直
接活性化し、炎症性サイトカイン IFNγの産生を誘導することにより感染 CD4+CCR4+T細胞
を Th1様異常細胞へ変化させ得ることを明らかにした（図 1-①）。また、HAM患者脊髄病変
組織にTh1特異的ケモカイン受容体CXCR3を発現するCD4+CCR4+細胞が大多数局在するこ
とを示し（図 1-②）、Th1様に変化した異常感染 T細胞が HAM病態形成に関与することが示
唆された（J. Clin. Invest. 2014）。 
 
また、これまでの HAMの病態解析から、その病態の成立と維持には、脊髄における HTLV-1
感染細胞に起因する慢性炎症の
形成が重要となることが明らか
である。最近、我々の臨床的解析
から HAMの脊髄病変部では、浸
潤した感染 T 細胞より産生され
る IFNγ がアストロサイトから
CXCR3 の リ ガ ン ド で あ る
CXCL10 産生を刺激し、その
CXCL10は CXCR3陽性細胞（感
染 CD4+ T 細胞、Th1 細胞や
CD8+ T細胞など）の脊髄への遊
走を促し、浸潤したそれらの細胞
が IFNγを産生して更なるアスト
ロサイトからの CXCL10 産生を
刺 激 す る と い う 、
IFNγ-CXCL10-CXCR3炎症のポ
ジティブフィードバックループ
（HAM炎症ループ）を形成する
ことが炎症の慢性化の主軸とな
り、HAMの脊髄病巣の形成・維
持に重要な役割を果たしている
という仮説を提唱した（Brain 2013）（図 1-③）。 
 
２． 研究の目的 

 
本研究では、HTLV-1感染細胞により惹起される HAM炎症ループの形成が HAMにおける
炎症の慢性化と病態形成・維持に重要な役割を果たしていることを時空間的に検証することを
目的とし、HAM炎症ループを再現するモデルマウスを作出する。HAM患者に特徴的な脊髄中
アストロサイトにおける CXCL10高発現を再現するため、アストロサイト特異的 CXCL10発
現トランスジェニック（Tg）多重免疫不全マウスを作製する。作製された Tg多重免疫不全マ
ウスにヒト免疫系を再構築し、HTLV-1感染を成立させることにより、HTLV-1感染により Th1
様に変化した HTLV-1 感染細胞や炎症細胞はアストロサイトから発現する CXCL10 により脊
髄中へ能動的にリクルートされ、HAM 炎症ループ（図 1）を人工的に再構築するモデルマウ
スとなり得るか検討する。 
 
３． 研究の方法 

 
アストロサイト特異的 CXCL10 発現多重免疫不全マウスの作製 
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アストロサイト特異的に発現する Glial fibrillary acidic protein（GFAP）遺伝子上流のプロ
モーター領域下流にヒト CXCL10 cDNA をつないだベクターを作製し、多重免疫不全マウス
NOD/SCID/IL2rgKO（NSGマウス）へ導入することによりアストロサイト特異的ヒト CXCL
１0 発現多重免疫不全マウス（NSG/GFAP-ｈCXCL10 マウス）を作製した。作製したトラン
スジェニックマウスにおける導入遺伝子数はサザンブロットにより計測した。また、中枢神経
における CXCL10のタンパク質の発現確認するため、脳および脊柱内組織を採取し細胞抽出液
を回収した。 
PBMC導入 NSG/GFAP-ｈCXCL10 マウスの作製 
4-6 週齢の NSG/GFAP-ｈCXCL10 マウスに健常者または HAM 患者由来の末梢血単核球
（PBMC）を PBS 200uLに懸濁し尾静脈より注入し生着させた。 
HTLV-1 プロウイルス量（HTLV-1 provirus load: PVL）測定 
全血および脾臓細胞の PVLは、各々より分離した単核球から抽出した DNAを用いた。また、
脳の PVL測定には、脳組織より抽出した DNAを用いた。DNA濃度を調製後、HTLV-1 pXお
よび β-actin に特異的な 2 種類の蛍光標識オリゴヌクレオチドプローブを用いたリアルタイム
遺伝子定量装置により測定した。 
CXCL10 の測定 
Treg特異的 Tax発現マウスおよびコントロールマウスの全血より分離した血漿、または、脳
および脊柱内組織を採取し抽出した細胞抽出液における CXCL10 濃度を Cytokine beads 
array法を用いて測定した。 
病理組織学的解析 
健常者またはHAM-PBMCを投与したNSG/GFAP-ｈCXCL10マウスより採取した脳または脊
柱/脊髄の組織をヘマトキシリン・エオジン染色し観察を行った。 
 
４．研究成果 
 
（１）アストロサイト特異的 CXCL10 発現多重免疫不全マウスの作製 

HAM 炎症ループを再現するモデルマウスを作製するため、まず、アストロサイト特異的発
現遺伝子 GFAPのプロモーター下流にヒト CXCL10 cDNAを連結したベクターを多重免疫不
全マウス NOD/SCID/IL2rgKO（NSGマウス）に導入し、アストロサイト特異的 hCXCL10発
現 NSG マウスの作製を行った。作製されたマウスについて、目的遺伝子の導入数をサザンブ
ロットで確認した。また、作製マウスの各組織タンパク質を抽出し、Cytokine Beads Array
法を用いて導入遺伝子 hCXCL10のタンパク質発現について解析を行った結果、GFAPプロモ
ーターが発現する組織である脳、脊髄特異的に hCXCL10のタンパク質発現が確認された。従
って、モデルマウス作製に必要となるアストロサイト特異的 hCXCL10 発現 NSG マウス
（NSG/GFAP-CXCL10マウス）を取得することができた。 
 
（２）NSG/GFAP-CXCL10 マウスの解析 
樹立した NSG/GFAP-CXCL10マウスに HAM患者末梢血単核球（PBMC）を移植し、HAM
患者由来の免疫細胞および HTLV-1 感染細胞を生着させたマウスの表現型解析を行った。行
動・形態異常、体重変化、末梢血および中枢神経における HTLV−１プロウイルス量変化とヒ
ト CXCL１０濃度変化について定期的に解析を行った結果、野生型マウスに HAM-PBMCを移
植したコントロールマウスに比べ HAM-PBMC 移植 NSG/GFAP-CXCL10 マウスの中枢神経
（脳）においては高い HTLV-1感染率が確認された。HTLV−１は神経組織への感染は行わない
ことから、患者由来の感染細胞の脳での浸潤または増殖によるものと予想される。また、脊髄
の病理学的解析から、脊髄の血管周囲および実質組織にリンパ球細胞浸潤を認める所見を得た。
その他の解析項目においては目立った変化は認められなかった。その後、HAM-PBMC移植後
最長 12 週間の形態および行動観察においても、四肢の腫れ、歩行障害や麻痺などの HAM 様
の形態・行動異常は認められなかった。 
 
以上の結果から、中枢神経における CXCL10 の発現が中枢神経内における HTLV−１感染細
胞の集積、感染拡大または増殖が促し、それに伴う脊髄への浸潤と破壊に寄与する可能性が考
えられた。研究の立案において予想した HAM様の行動や形態的な表現型を得ることはできな
かったが、さらなる詳細な解析を進めることにより、作製したマウスと HAM病態との類似性
を明らかにすることによりHAM病態解析モデルとしての有用性を証明したいと考える。 
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