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研究成果の概要（和文）：HAM患者末梢血リンパ球（PBMC)中のCADM1+CD4+HTLV-1感染細胞のマイクロアレイ解析
を行い、発現亢進がある分子のうち、CREBの細胞内シグナルに関与する酵素分子に注目した。この酵素分子に対
する阻害剤物質3つを、HTLV-1感染細胞を含有するHAMのPBMCおよび正常者のPBMCに添加し、HTLV-1感染細胞であ
るCADM1陽性細胞に注目してフローサイトメトリー解析を行った。9例のHAM患者PBMCでは3つの阻害物質のうち1
つのみが、1uMで平均20％、5uMで平均40％の有意な感染細胞の減少を認めた。

研究成果の概要（英文）：Microarray analysis of CADM1+CD4+HTLV-1 infected cells in peripheral blood 
lymphocytes (PBMCs) from HTLV-1-associated myelopathy (HAM) patients was performed and identified 
the differentially expressed genes. We focused on an enzymatic molecule among them, which involved 
in cellular signaling of CREB. Three inhibitor substances for this enzymatic molecule were added to 
PBMCs from HAM patients and normal control subjects. We performed a flow cytometric analysis 
focusing on CADM1+HTLV-1-infected cells and found that, in PBMCs from nine HAM patients, one of the 
inhibitors showed a significant reduction in infected cells with 20% and 40% in average at 1uM and 
5uM, respectively.

研究分野：神経免疫学

キーワード： HTLV-1　HAM　infected cell

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
HAMではHTLV-1感染細胞が多いことが特徴で、発症及び進行に関与しており、感染細胞を排除することが治療の
ために重要と考えられている。しかしながら適切な治療法は見つかっていない。本研究ではHTLV-1感染細胞に特
異的に発現し、その細胞の生存に重要と思われる分子に注目し、阻害剤の探索を行った。その結果1種類の化合
物が試験管内でHAMの感染細胞を特異的に減少させることを見出した。今後さらに確認作業等が必要である。

※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 

HTLV-1 はヒトのレトロウイルスであり、主に母乳により垂直感染し CD4+T リンパ球に感染
する。日本には約 108万人の感染者がいると推測されている。HTLV-1は生体内ではリンパ球に
潜伏し、感染すると生涯感染は持続し、感染者の一部に成人 T 細胞白血病（ATL)や HTLV-1 関
連脊髄症(HAM)などの疾患を引き起こす。HAMは、痙性対麻痺、膀胱直腸障害を起こす慢性進
行性神経疾患であり、全国で約 3600人の HAM 患者が神経障害で苦しんでいる。しかし、抗ウ
イルス剤をはじめ HAM に対する根治療法は開発されていない。HAM では HTLV-1 ウイルス量
が高く、また高ウイルス状態が発症の最大のリスクであることが指摘されている。従って HAM
の発症予防および症状改善のためには、HTLV-1感染細胞を減らす、または根絶することが必要
である。しかし、HTLV-1は生体内ではほとんどウイルス粒子を形成せず、さらに生体内ではほ
とんどウイルス蛋白を発現していないため、HTLV-1そのものを標的とする治療法は困難であっ
た。近年、HTLV-1感染細胞上に高頻度に発現する CCR4を標的とした抗 CCR4抗体（モガリズ
マブ）による HAMの臨床治験が行われているが、CCR4は全ての感染細胞に発現しているわけ
ではなく、またウイルス減少効果は約 6割であることから、HTLV-1感染細胞を根絶する治療法
の確立が必要である。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、今までなかった方法で生体内の HTLV-1 感染細胞に特異的に発現している
分子を同定し、感染細胞の生存に重要な分子を阻害することで HTLV-1感染細胞を特異的に殺傷
し、感染細胞を生体内から根絶する HAM の治療法を開発することである。現在まで ATL 細胞
株や HTLV-1感染細胞株を使った研究はあるが、生体内の HTLV-1感染細胞とは性状が異なるた
め、生体内の感染細胞に特異性の高い分子の同定はほとんど行われていない。本研究は HTLV-1
が感染している HAM患者の末梢血リンパ球を使用して網羅的解析を行い生体内HTLV-1感染細
胞に特異性の高い標的分子を同定することで、選択的に HTLV-1感染細胞を除去する治療法確立
を目指す。 
 
３．研究の方法 
① 生体内HTLV-1感染細胞特異的分子の同定 
 HAM患者の末梢血リンパ球を分離後 DNAを抽出し、HTLV-1ウイルスの定量的 PCRを行い、
ウイルス量が多い患者を選別する。HAM患者 4名の末梢血リンパ球を CD4、CADM1に対する
抗体で染色し、セルソーターにて感染細胞が多い CD4+CADM1+細胞を分取する。コントロール
として非感染正常者 4 名の CD3+CD4+細胞をセルソーターで分取する。それぞれ RNA を抽出
し、mRNAのマイクロアレイを行う。HAM患者で有意に発現している分子のうち、正常細胞に
はほとんど発現がなく感染細胞で 10倍以上発現が亢進している細胞内機能分子、および表面分
子を検出し HTLV-1 感染細胞特異的分子を抽出する。次にインターネット上のヒト組織での
mRNA 発現データベースを利用して、他の組織で発現の少ない細胞機能分子および表面分子を
絞り込む。合わせてマイクロアレイ結果のパスウェイ解析も行い、重要な細胞内機能分子を選別
する。候補標的分子を絞った後、再度 HAM患者末梢血リンパ球より CD4+CADM1+細胞を、非
感染正常者末梢血リンパ球より CD3+CD4+T 細胞を分取後、RNAを抽出し、上記で同定した表
面分子、細胞内機能分子の候補に関して RT-PCRを行い、発現亢進の再確認を行う。また感染細
胞の蛋白のウエスタンブロットを行い、発現亢進しているか検討する。 
 
② HTLV-1感染細胞特異的機能分子に対する既存化合物の探索 
 上記で決定した HTLV-1感染細胞に特異的な機能分子に対する抑制物質を、既存化合物の中か
ら検索する。まず HTLV-1感染細胞株を用いて、細胞毒性試験ならびに細胞増殖抑制あるいは細
胞死を誘導する化合物のスクリーニングを行い、候補化合物を選択する。次に HAM患者末梢血
リンパ球を用いて、細胞毒性試験ならびに HTLV-1感染細胞に特異的に細胞死を誘導する化合物
を同定する。感染細胞の特異的減少を評価する実験系に関しては、末梢血リンパ球中に感染細胞
が存在し同定が困難だったため、さらに非感染細胞と混ざっていたため、通常リンパ球中のウイ
ルス量の定量的 PCRで行っていた。フローサイトメトリーを用いて添加物質が特異的に HTLV-
1感染細胞を減少させるかを評価する新たな実験系を確立し、これも併用して感染細胞減少を評
価する。また、申請者は、ウイルス活性化時の HAM患者 HTLV-1感染細胞のマイクロアレイも
行っており、今回の生体 HTLV-1感染細胞のマイクロアレイデータとの発現比較を行い、さらに
パスウェイ解析等も加えて、HTLV-1感染細胞が活性化する時に重要な分子を同定する。これら
の機能分子に対する抑制物質も既存化合物の中より検索する。 
 
 
 
４．研究成果 



 HAM患者末梢血リンパ球（PBMC)より CADM1+CD4+リンパ球をソートし、HTLV-1感染細胞
を濃縮した。HTLV-1非感染者の CD3+CD4+
細胞をソートし（コントロール）、これらの
細胞からmRNAを抽出してマイクロアレイ
を行った。正常コントロール細胞では発現
が低く、感染細胞で 20倍以上発現亢進して
いる遺伝子群を抽出した。このリストの内、
正常細胞の 100 倍以上の発現亢進があり、
細胞の表面分子、代謝、シグナルに関係して
いる分子を抽出した（図 1の赤丸）。 
 これらの分子のうち CREB の活性化につ
ながる細胞内シグナルに関与する酵素分子
に注目し、RT-PCRおよびウエスタンブロッ
トにより感染細胞株および非感染細胞株で
の発現を確かめたところ、本分子は mRNA
レベルおよびタンパクレベルで感染細胞株に強く発現していることを確認した。 
 この酵素分子に対する阻害剤物質 3つを用い、HTLV-1感染細胞株および非感染細胞株をもち
いて、細胞毒性試験を行った。これらの阻害物質を添加し短時間培養したところ、HTLV-1感染
の有無による特異的抑制効果は認めなかった。次に HTLV-1 感染細胞を含有する HAM 患者の
PBMC、および正常者の PBMC に添加し
HTLV-1感染細胞である CADM1陽性細胞に
注目してフローサイトメトリー解析を行っ
た。9例の HAM患者 PBMCでは 3つの阻害
物質のうち 1つのみが、有意に 1uMで平均
20％、5uM で平均 40％の感染細胞の減少を
認めた（図 2）。次に同様な阻害試験を行い、
PBMC 中の HTLV-1 ウイルス量を通常の定
量 PCR で測定したが有意な変化を認めなか
った。培養中のリンパ球では通常の定量
PCR では死細胞の DNA も増幅することが
知られているため、生存細胞をソートして定
量 PCR測定を行っているところである。 
 以上の結果より、HTLV-1感染細胞特異的
に発現する分子の内、本研究で注目した酵素
分子の阻害で、HTLV-1感染細胞を減少させ
える可能性が考えられた。 
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