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研究成果の概要（和文）：成人T細胞白血病-リンパ腫（ATL）の細胞株と患者検体の両方においてHTLV-1プロウ
イルスの3’ LTR近傍にヌクレオソームフリー領域（NFR）を認めた。そのNFRにおいてエンハンサー領域に特徴
的なヒストン修飾パターンが観察され、機能解析によって同領域に有意なエンハンサー活性があることを見出し
た。また転写因子のSRFとELK-1が同NFR配列に直接結合し得ることが確認された。以上より、このNFRがエンハン
サーとして機能し、3’ LTRからアンチセンスにコードされるHBZの転写活性に関与し、HTLV-1持続感染とATLの
発症機序に寄与している可能性が考えられる。

研究成果の概要（英文）：The nucleosome-free region (NFR) was found near the 3’LTR of HTV-1 provirus
 by MNase-sequence in both an ATL cell line and PBMCs from the ATL patients. Chromatin 
immunoprecipitation sequencing (ChIP-seq) showed the histone modification pattern of enhancer 
regions in the NFR, such as H3K4me1, H3K4me2, and H3K27Ac. The enhancer function of the NFR was also
 confirmed by Luciferase Reporter Assay. Furthermore, the binding of transcriptional factors, SRF 
and ELK-1, was detectable in the NFR by ChIP-seq and electrophoretic mobility shift assay. These 
data suggests that the NFR in HTLV-1 provirus plays a role of enhancer for HBZ expression, which is 
reverse-transcribed from 3’LTR, and might contribute to persistent infection in infected 
individuals.

研究分野： 血液内科

キーワード： HTLV-1　成人T細胞白血病-リンパ腫　エンハンサー

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 レトロウイルスであるヒトT細胞白血病ウ
イルス 1型(HTLV-1)は母乳により Tリンパ球
に感染し、ヒトゲノムに組み込まれた状態で
持続感染をおこす。それにより成人 T細胞白
血病/リンパ腫（ATL）を発症するが、その頻
度はHTLV-1キャリアの一生涯で約5％と低い。
ATL は臨床的特徴により急性、リンパ腫型、
慢性型、くすぶり型の 4つに分類される。近
年、我々が行った全国調査での結果では、生
存期間中央値はそれぞれ、8 か月、11 か月、
32 か月、55 か月であり(Katsuya H, et 
al,Blood,2015)、いまだに予後不良な疾患で
ある。発症率は高くないが一旦発症するとそ
の予後は極めて不良であるため、発症の予防
法や発症予測法につながる発症メカニズム
の解明は重要な課題である。 
 ATL の発症にはウイルス側と宿主側因子の
両方が重要である。 
（1）宿主側因子 
患者検体における全エクソン解析・全ゲノム
解析・トランスクリプトーム解析などを用い
た研究では、PLCG1、PRKCB、CARD11などの機
能獲得型変異や CARD11、IKZF2、TP73などの
遺伝子内欠失などが認められた(Kataoka 
K,et al,Nat Genet,2015)。これらの異常は、
T 細胞の分化・増殖にかかわる経路やがん免
疫からの回避に関わる経路に関連しており、
ATL の発症に関わる宿主側の因子が明らかに
された。 
（2）ウイルス側因子 
HTLV-1 ウイルス抗原の発現制御機構やウイ
ルスタンパクの機能に関する解析が進めら
れてきた。HTLV-1 にコードされるウイルス
蛋白の一つである Tax は、プロウイルスのプ
ロモーターである 5’側 long terminal 
repeat(5‘LTR)を介して、ウイルス遺伝子の
転写を活性化する因子として同定された。し
かし、ATLを発症した症例では半数以上で tax
遺伝子が発現していないことが明らかにな
った。その後の研究で、3’LTR からマイナス
鎖にコードされる HBZ遺伝子が ATL細胞でも
恒常的に発現していることが確認され、さら
にTリンパ球の増殖を促進することが明らか
になった（Satou Y,et al,PNAS,2006）。 
Tax は細胞障害性 T リンパ球が認識する主要
なウイルス抗原であり、ATL 細胞ではその発
現が抑制されることにより免疫監視機構か
らの逃避が可能となり、さらに HBZにより感
染細胞の増殖を維持してることが考えられ
る。taxの発現が抑制されている原因として、
5’LTR の DNA メチル化、tax遺伝子の変異・
欠失、5’LTR の欠失の 3つの機構が報告され
ている。しかし、これらのいずれも検出され
ない場合も多く、また HBZ の発現が恒常的に
発現している機序も不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
最近、我々はプローブを用いたウイルス

DNA 濃縮法と次世代シークエンサーを組み合

わせた高精度なプロウイルスのエピジェネ
ティクス解析法を確立した。これを用いたエ
ピジェネティクスなアプローチにより、
HTLV-1 持続感染、そして ATL 発症に関わるプ
ロウイルスの転写制御機構を明らかにする。 
 

３．研究の方法 
(1) プローブを用いたエンリッチメント法 
ヒトゲノム（約 30 億塩基対）に比してウイ
ルスゲノム（約 9千塩基）は極めて微量であ
る。そのため、シークエンサーから得られる
情報はその大部分がヒトゲノムの情報とな
る。プロウイルスのシークエンスリード数を
効率よく十分に確保するためには、プローブ
を用いた HTLV-1 プロウイルス領域の断片の
みをエンリッチメントする方法を開発した。
これを下記の次世代シークエンスの前に実
施する。 
(２) MNase シークエンス（MNase-seq） 
ヌクレオソームフリー領域（NFR、オープン
クロマチン領域）を特定するために、
Micrococcal Nuclease を用いた。その後プロ
ーブによるエンリッチメント法を実施し、次
世代シークエンサーを行った。検体としては
HTLV-1 感染細胞株と症例検体末梢血単核細
胞（PBMC）を用いた。 
(3)クロマチン免疫沈降シークエンス
（ChIP-seq） 
ヒストン修飾や転写因子の抗体で免疫沈降
し、プローブを用いたウイルス DNA を濃縮し
た後、次世代シークエンサーを行った。 
(4) ルシフェラーゼレポーターアッセイ 
ルシフェラーゼレポーターベクター に NFR
を挿入したプラスミドを用いて、NFR のエン
ハンサー活性について検証した。 
(5)ゲルシフトアッセイ 
HTLV-1 プロウイルス配列のビオチン標識プ
ローブと転写因子を強制発現させた細胞の
Lysate を用いて、転写因子が目的ウイルス配
列に直接結合するか確認した。 
 
４．研究成果 
(1)ヌクレオソームフリー領域(NFR)の検出 
2 つの細胞株と 1例のキャリア、2例の ATL

患者の PBMC を用いて、MNase-seq を行った。
その結果、3’LTR 近傍に 160bp の NFR が存在
していることを発見した。これは細胞株にの
みならず、患者検体においても同 NFR が確認



された(図 1)。 
 
(2) ヒストン修飾パターンの同定 
HTLV-1 プロウイルスのヒストン修飾パタ

ーンを同定するために ChIP-seq を行った。
その結果、NFR においてエンハンサー領域に
特徴的なヒストン修飾マーカー（H3K4me1、
H3K4me2、H3K27Ac）が観察された（図 2）。 

 
(3) エンハンサー機能解析 
 3’LTR はマイナスにコードされる HBZのプ
ロモーターであることが知られているため、
このNFRはそのエンハンサー領域の可能性が
あると考えた。そこでルシフェラーゼレポー
ターアッセイを用いて、この NFR のエンハン
サー機能を検討した。HBZ のプロモーターで
ある３‘LTR をプロモーターとして使用した
ベクターを作製し、NFR を含む領域と含まな
い領域をベクターに挿入し、ルシフェラーゼ
活性を測定した。NFR を挿入したベクター で
は、約 3倍のエンハンサー活性を認めた。さ
らに、8つの細胞株と4例のHTLV-1キャリア、
11 例の ATL 患者の PBMC を用いて、同領域の
DNA 配列解析を行った。その結果、各細胞株
及び症例で塩基配列が高度に保存されてい
ることを確認した。 
 
(4) 転写因子の検索 
このヌクレオソームフリー領域における

転写因子結合予測をデータベースにおいて
検索し、候補となる転写因子（STAT3、GATA3、
MEF2C、CREB、CBP、p300、ATF4、SRF、ELK-1）
の ChIP-seq を行った。このうち、SRFと ELK-1
の同領域への局在が確認された（図 3）。 
6 例の ATL 患者の PBMC においても、同様に
SRF と ELK-1 の NFR への局在が確認された。 

(4)ゲルシフトアッセイによる転写因子結合
解析 
NFR の配列をプローブとして用いて、SRF

と ELK-1 のゲルシフトアッセイを行った。抗

SRF 抗体、抗 ELK-1 抗体を加えることによっ
て、スーパーシフトバンドが観察された。さ
らに、NFR の SRF と ELK-1 結合領域に変異を
導入したコンペティターアッセイでも、これ
らが同NFR配列に直接結合し得ることが確認
された。SRF と ELK-1 は結合部位 DNA ととも
に Ternary complex を形成し、転写を活性化
することが知られている。 
 

 以上のように、プローブを用いたウイルス
DNA 濃縮法と次世代シークエンサーを組み合
わせたエピジェネティクス解析法により、
HTLV-1 プロウイルスの 3’LTR 近傍に NFR が
存在することを見出し、そこにエンハンサー
に特徴的なヒストン修飾マークを認めた。機
能解析では、その NFR はエンハンサー機能を
有しており、2 つの転写因子 SRF と ELK-1 が
結合し Ternary complex を形成していること
が確認された。この 3’LTR 近傍の NFR がエ
ンハンサーとして機能し、HBZ の恒常的な発
現に貢献することで HTLV-1 の持続感染に寄
与している可能性が考えられる。 
 今後、SRF および ELK-1 に対する siRNA を
用いて、SRF および ELK-1 をノックダウンし
た時の HBZの発現を検討する。 
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