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研究成果の概要（和文）：ヒトT細胞白血病ウイルス1型（HTLV-1）感染者の約５％が成人T細胞白血病・リンパ
腫（ATLL）を発症するが、その原因・機序は未だ不明であった。またATLL患者末梢血から高頻度で樹立される
HTLV-1/EBV感染B細胞株の性質について不明であった。本研究計画では、HTLV-1感染者、HTLV-1関連脊髄症患者
（HAM/TSP）および成人T細胞白血病（ATLL）由来の698検体とATLL患者末梢血由来HTLV-1/EBV感染B細胞株を用い
て、網羅的HTLV-1挿入部位・クロナリティ解析および網羅的HTLV-1変異解析を行なった。これらの解析結果から
ATLL発症リスク評価・判定法を開発した。

研究成果の概要（英文）：Approximately 10-20 million of Human T-cell leukemia virus type-1 (HTLV-1)
-infected carriers have been previously reported, and approximately 5% of these carriers develop 
adult T-cell leukemia/lymphoma (ATLL) with a characteristic poor prognosis. It is unknown why HTLV-1
 causes ATLL and why HTLV-1/EBV co-infected B-cell lines are frequently established from ATLL 
patients. To elucidate the mechanism of ATLL development and characterize the HTLV-1/EBV co-infected
 B-cell lines, we performed a comprehensive analysis of HTLV-1 mutations and integration sites using
 approximately 700 specimens obtained from asymptomatic carriers,HAM/TSP patients, and ATLL 
patients. These analysis demonstrated a finding of ATLL specific HTLV-1 mutations and the usefulness
 of monitoring HTLV-1 clonality for ATLL risk assessment.

研究分野： 腫瘍検査学

キーワード： HTLV-1　キャリア　HAM/TSP患者　ATLL患者　HTLV-1変異　HTLV-1挿入部位　クロナリティ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究計画の一つである網羅的HTLV-1挿入部位解析を実施するために、RAISING（Rapid Amplification of 
Integration Site without Interference by Genomic DNA contamination)法を株式会社ファスマックと共同開
発した。本技術は、現在ATLL確定診断に用いられているサザンブロット法より簡便、迅速、低コストかつ高精度
であるため、今後のATLL早期診断法としての応用が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
(1) 現在、ATLL 確定診断にサザンブロット法を用いた HTLV-1 クロナリティ解析が実施されて
いる。この代替法として、次世代シーケンサー（NGS）を用いたアダプターライゲーション法や
ターゲットキャプチャー法等が開発されてきた。しかしながら、NGS は未だ高価なため、ルー
チン検査には不向きであった。 
 
(2) これまでの ATLL 発症モデルは、HTLV-1 感染細胞で Tax 機能優性から HBZ 機能優性にな
る境界線上に ATLL 発症の引き金となる原因が存在していることが強く示唆されていたが、そ
の存在は明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
(1) 現在、ATLL 確定診断にサザンブロット法を用いた HTLV-1 クロナリティ解析が実施されて
いるが、 検出感度感度が低く、高コストかつ長時間であるため、これらの問題点を克服した新
規 HTLV-1 クロナリティ解析法の開発を行なった。 
 
(2) HTLV-1 感染細胞で Tax 機能優性から HBZ 機能優性になる境界線上に ATLL 発症の引き金
となる原因が存在していることが強く示唆されていた。われわれは、HTLV-1 変異が Tax 機能
優性から HBZ 機能優性となる原因と考え、ATLL 約 200 検体における HTLV-1 完全長配列の決
定を行なった。 
 
３．研究の方法 
(1)  我々は、現行の ATLL 確定診断に用いられているサザンブロット法の問題点を克服した新
規 HTLV-1 挿入部位・クロナリティ解析法を開発し、RAIS (Rapid Amplification of Integration 
Site) と命名した（引用文献１、主な発表論文１）。また RAIS の改良型である新規ランダムトラ
ンスジーン挿入部位同定法 RAISING（Rapid Amplification of Integration Site without 
Interference by Genomic DNA contamination)の開発に成功した(特許出願済み、引用文献 2、
主な発表論文 2）。この RAISING 技術の特徴（迅速、安価、簡便かつ高感度で安定性、再現性及
び汎用性が高い）とクロナリティ解析ソフトである CLOVA を生かし、HTLV-1 キャリア、HAM/TSP
症患者および ATLL 患者の合計 698 検体における網羅的 HTLV-1 挿入部位・クロナリティ解析を
実施した。 
 
(2) RAIS および RAISING を開発したことによって、網羅的 HTLV-1 挿入部位・クロナリティ解析
が実施可能となった。これらの解析結果を利用し、ATLL 約 200 検体における完全長 HTLV-1 を１
回の PCR で増幅し、サンガーシーケンスによる HTLV-1 変異解析を行なった。 
 
４．研究成果 
(1) まず RAISING-CLOVA の開発に成功したことによって、HTLV-1 キャリア（AC）と ATLL 患者に
おける HTLV-1 感染細胞のクロナリティを明確に分類することが可能となった。さらに「見た目」
の分類だけでなく、HTLV-1 感染細胞のクロナリティの数値化が可能となった（図１）。本技術は
NGS を使用しないため、非常に安価である。そこで、HTLV-1 キャリア、HAM/TSP 症患者および ATLL
患者の合計 698 検体における網羅的 HTLV-1 挿入部位・クロナリティ解析および PVL 解析を実施
した。その結果、RAISING-CLOVA を用いた HTLV-1 クロナリティの方が、より HTLV-1 キャリア、
HAM/TSP 症患者の２群と ATLL 患者を分類可能であることを明らかにした（図 2）。またクロナリ
ティ値と PVL 量を用いて、３群を２次元に展開することによって、ATLL 発症ハイリスクキャリ
アおよび HAM/TSP 症患者を同定することに成功した（図 3）。さらに ROC(Receiver Operating 
Characteristic)解析を行うことによって、ATLL 発症ハイリスク、ミディアム、ローリスクグル
ープに分類するためのカットオフ値を見出し、ATLL 発症リスク評価・判定法を樹立した。 
 
(2) ATLL 約 200 検体における完全長 HTLV-1 配列を決定し、コントロール群である HTLV-1 キャ
リアにおける HTLV-1 配列と比較したところ、欠損型 HTLV-1 が高頻度で ATLL 患者に存在するこ
とを明らかにした。さらにおよそ 10種類の ATLL 特異的 HTLV-1 ポイント変異が存在することを
見出した。これら欠損およびポイント変異をもつ HTLV-1 を作成し、Tax と HBZ の発現パターン
について解析を行なったところ、Tax 発現が低下し、HBZ 発現が亢進することを見出した。これ
らの研究成果から、HTLV-1 の欠損とポイント変異が ATLL 発症に関与していることが強く示唆さ
れた。 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図３ ク ロナリ ティ 値と PVL量を⽤ いた
ATLL発症ハイ リ スク キャ リ ア、 HAM /TSP患者の同定
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