
聖マリアンナ医科大学・医学研究科・助教

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２７１３

基盤研究(C)（一般）

2021～2019

HAMにおけるウイルス感染細胞に起因した中枢神経傷害分子機構の解明

Mechanism of Neuronal Damage by virus-infected cells in HAM/TSP.

８０４４０３５３研究者番号：

新谷　奈津美（Araya, Natsumi）

研究期間：

１９Ｋ０８００４

年 月 日現在  ４   ６ １６

円     3,300,000

研究成果の概要（和文）：HTLV-1関連脊髄症（HAM）は、HTLV-1感染細胞に起因した過剰な免疫応答による脊髄
の慢性炎症によって引き起こされる神経障害を特徴とする難治性疾患である。本研究は、HAMのHTLV-1感染細胞
が脊髄における慢性炎症の形成のみならず神経障害にも寄与することを初めて証明するものである。また、その
中核因子を同定し、重要性を明らかにすることによりHAMの病態に対して炎症の抑制だけではなく、その中核因
子を介した神経障害の抑制が重要な治療戦略となることを提案するものである。

研究成果の概要（英文）：Human T-lymphotropic virus type 1 (HTLV-1)-associated myelopathy/tropical 
spastic paraparesis (HAM/TSP) is a rare neurodegenerative chronic inflammatory disease clearly 
caused by HTLV-1 retroviral infection. However, the direct evidence by which HTLV-1-induced 
hyperactive immune response induce the central nervous system damage has not yet been demonstrated. 
This study is the first to demonstrate that HTLV-1-infected cells in HAM/TSP patients contribute not
 only to chronic inflammation but also to neural cell damage. We also identified a factor that plays
 an important role in neuronal damage by HTLV-1-infected cells. Therefore, this study could suggest 
a new therapeutic strategy for HAM/TSP that targets neuropathy mediated by this factor.

研究分野： 神経免疫

キーワード： HTLV-1　HTLV-1関連脊髄症（HAM）　神経障害　Tax

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで、HAMの治療薬開発はHAMの感染細胞や慢性炎症に対する探索や評価に限られていたが、本研究成果によ
りHAMの神経障害機構が明らかになることにより、治療戦略として新たに神経障害の抑制を標的とした新薬開発
が可能となる。従って、学術的にも臨床的にも重要な課題の解決に結びつく成果になると考える。また、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、本研究の成果は国際的にも社会貢献という側面からも意義あるものとな
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 の感染者は本邦で約 108 万人存在し、感染者の一部に発症する HAM は、未だ有効
な治療法が乏しい難治性疾患である。その主病態は、HTLV-1 感染細胞に起因した脊髄の慢性炎
症の結果生じる神経傷害と変性による痙性脊髄麻痺であり、病態機序に即した画期的な治療薬
の開発が急務である。 

我々は、これまで感染細胞に着目した HAM 病態形成機構の研究を進め（Blood 2009, PLoS 

One 2009）、最近、HTLV-1がケモカイン受容体 CCR4を発現する CD4+T細胞に主に感染して
おり、感染細胞の機能異常と増殖を引き起こすことで生体の免疫バランスを破綻させ、過剰な免
疫応答を引き起こすことを見出した（J Clin Invest 2014）。また、重要なことに HAMの脊髄病
変部では、機能異常変化した感染 T 細胞が占拠し、脊髄における慢性的な炎症の形成・維持に
はたらくことが HAM の病態に重要な役割を担っていることを明らかにした（Brain 2013）。 

難治性疾患である HAM の治療には、その病態から ①感染細胞の制御、②脊髄炎症の鎮静化、
③脊髄神経傷害の阻止と再生 が必要と考えられる。現時点では、②に対する治療法としてステ
ロイドや IFNαが主に用いられているが、効果は不十分であることが多い。最近、研究代表者ら
は、感染細胞を標的とする抗 CCR4 抗体療法が HTLV-1 感染細胞を減少させることで（①）、
HAMの脊髄炎症を軽減し（②）、症状改善効果を示すことを証明したが（N Engl J Med. 2018）、
一方で神経傷害が進行した症例では効果が乏しく、HAMの克服には、③の脊髄神経傷害の阻止
と再生を標的とした治療法開発の必要性が改めて明らかとなった。 

本研究では、③を実現する治療法の標的候補分子として、最近我々が HAM 感染細胞特異的に発
現することを発見した RGMaに着目する。これまでの先行研究において、RGMaの機能阻害が
神経損傷の抑制（Tanabe et al. Cell Rep 2014, Demicheva et al. Cell Rep. 2015）のみならず、
中枢神経系の軸索再生を誘導し運動機能を回復させることが明らかとされ（Nakagawa et al. 

Cereb Cortex. 2019）、多発性硬化症や脊髄損傷に対する RGMa 中和抗体治療の第 1 相試験が
進行中である。よって、本研究において、RGMa を介した HAM の神経細胞傷害機構を明らか
にし、治療標的分子としての有用性を証明することは、未だ実現されていない HAM患者の神経
傷害の阻止・進行抑制と中枢神経再生による症状改善が期待できる新規治療法となることが期
待される。 

 

２．研究の目的 

HAM脊髄病変部へ浸潤する HTLV-1感染細胞による直接的な神経傷害作用を予想し、HTLV-

1感染細胞を主に含む CD4+T細胞の網羅的遺伝子発現解析を実施した。その結果、中枢神経再
生阻害因子 RGMa が HAM特異的に発現上昇していることを発見した。RGMa は脊髄損傷や多
発性硬化症における神経障害や再生阻害に作用する主要分子として注目されている。そこで、
HTLV-1 感染細胞が高発現する RGMa を介して直接的に神経細胞の障害を誘導すると仮説し、
本仮説の検証により HAM の神経障害機構を明らかにし、RGMa を標的とした HAM 新規治療
法の有効性について検討することを本研究の目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1) CD4+T 細胞分離 

CD4+T 細胞分離は、末梢血から分離した末梢血単核球（PBMC）より human CD4+ isolation 

kit（Miltenyi Biotec）を用いて行った。 

 

(2) HAM 及び成人 T細胞白血病リンパ腫（ALT；adult T-cell leukemia/lymphoma）における
発現遺伝子の網羅的比較解析 

 HTLV-1感染未発症者の検体については、CD4陽性細胞のうち、HTLV-1感染細胞の指標であ
る CADM1 と、CD7 により分類された群 P、D、N について、mRNAの発現解析を行った（図
1）。また HAMは、HAM患者末梢血単核細胞から、磁気ビーズで濃縮した CD4 陽性細胞と CD4

陰性細胞も 4 例ずつ解析した。HTLV-1 非感染健常者（Normal）についても同様に分離した。
ATL（smodering, chronic, acute の各病型）は、主に CD4陽性細胞からなる PBMCを用いた。
アジレントテクノロジー株式会社製の一色マイクロアレイ遺伝子発現解析法を行った。 

 

(3) 遺伝子発現解析 

 分離した細胞から全 RNAを回収し、cDNAを作製した。作製された cDNA を用いて HAM患
者 CD4陽性 T細胞と健常者 CD4陽性 T細胞との間における RGMaの発現量の差を Real time 

PCRにより解析した。インターナルコントロールには 18srRNAまたは RPL1 を用いた。 

 

（4）全プロモーター上の H3K27me3 レベルの解析 

 正常 T 細胞 3 例(Normal T cell)、HAM 患者由来 CD4 陽性 T 細胞 4 例(HAM)、急性型
ATL 患者由来 PBMC 3 例(ATL)について、Agilent Technologies 社の SurePrint G3 Human 



Promoter 2x400K Microarray を用いて全プロモーター上の H3K27me3レベルを取得し、標準
化したのち、RGMa 遺伝子の転写開始点から-2,916bp 上流付近の H3K27me3 レベルを解析し
た。 

 

(5) FACS解析 

20㎍/ml 塩化カドミウム処理及び未処理の JPX9細胞を、Foxp3/Transcription Factor Staining 

Buffer Kit (eBioscience)を用いて細胞透過処理を行った。その後、抗 Tax-FITC 抗体（Lt-4：琉
球大学 田中先生より分与）を添加して 4℃で 1時間処理することにより細胞内に発現する Tax

タンパク質を染色した。また、同 JPX9細胞に抗 RGMa抗体（IBL）を添加して 4℃で 30分間
処理した。その後、細胞を洗浄し、抗 mouse IgG-PE 抗体（BioLegend）を添加し 4℃で 30分
間反応させ、JPX9に発現する RGMa タンパク質を染色した。染色された Tax および RGMaタ
ンパク質は CantoII を用いた FACS 解析により検出した。 

 

(6) HAM患者 PBMC に対する RGMa 抗体処理 

4例の HAM患者 PBMC を培地（10% FBSを含む RPMI1640培地）に懸濁し、1e5 cellsずつ
96 well round bottom plate に播種し、終濃度 10μg/mlとなるよう RGMa抗体（R＆D Systems

製）を加え 37℃、5% CO2 条件下で 7 日間培養した。未処理群（Medium）、及び同濃度の Normal 

Goat IgG (Santa Cruz Biotechnology)添加群（Normal IgG）をコントロールとした。 

 

(7)  HAM-PBMCの自発増殖活性測定 

(6)の培養開始から 6 日後、各ウェルに 1μ Ci 3H-Thymidine を添加し、37℃、5% CO2条件
下で 16時間培養を行った。その後、MicroBeta (WALLAC MicroBeta TriLux 1450-021)を用い
て細胞に取り込まれた 3H-Thymidine 量の測定を行った 

 

(8)  HTLV-1プロウイルス量測定 

（6）の HAM患者 PBMC からゲノム DNA抽出を行い、抽出されたゲノム DNAを用いてリア
ルタイム PCRによりHTLV-1プロウイルス量（感染細胞率）の測定を行った（PLoS One 2009）。 

 

(9) CXCL10 および各種サイトカインの測定 

（6）の HAM 患者 PBMC 培養上清における CXCL10、IFNγ、TNF、IL-2、IL-10 濃度を
Cytokine Beads Array kit（BD Biosciences）を用いて、フローサイトメーターFACSCantoII

（BD Biosciences）により測定した。 

 

(10) アポトーシス細胞解析 

 神経細胞株 NB-1を 6well plate に播種し 24時間培養後、未刺激 JPX9（JPX9(-)）または 20

μM 塩化カドミウムを 24 時間添加して Tax 発現を誘導した JPX9（JPX9(+CdCl2)）を加えて
共培養を行った。また、NB-1 細胞と（JPX9(+CdCl2)の共培養に終濃度 10μg/ml になるよう
に Normal Mouse IgG2b（MBL）または RGMa 抗体（IBL）を加えた。共培養開始から 48時
間後に培地とともに添加した JPX9 を除去し、PBS で洗浄後に神経細胞株を回収した。回収さ
れた各神経細胞株について、アポトーシスにより DNA断片化を起こしている細胞を特異的に検
出する TUNEL法（MEBSTAIN Apoptosis TUNEL Kit Direct（MBL））により解析を行った。
洗浄除去できずに残存した JPX9 細胞を除去解析するため、抗 CD45-V450 抗体を加えて染色
し、CD45+細胞以外の細胞について解析を行った。 

 

４．研究成果 

(1) HAM患者 CD4+T細胞特異的な RGMa発現の同定 

 HTLV-1 は CD4+T 細胞に主に感染していることから、正常 T 細胞(Normal.CD4)、HAM 患
者由来 CD4 陽性 T 細胞(HAM.CD4)、健常人由来 CD4 陽性/CADM1 陰性/CD7 陽性 T 細胞 

(Normal.P)、HTLV-1感染者 CD4 陽性/CADM1陰性/CD7陽性 T細胞 (P群)、HTLV-1感染者
CD4 陽性/CADM1 陽性/CD7 陽性 T 細胞  (D 群)、HTLV-1 感染者 CD4 陽性/CADM1 陽性
/CD7陰性T細胞 (N群)、急性型ATL患者CD4陽性/CADM1陽性/CD7陰性T細胞 (Acute.N)、
健常人 CD4陽性 T細胞 (Normal.CD4.1)、くすぶり型 ATL患者由来 PBMC (Smoldering)、慢
性型 ATL患者由来 PBMC (Chronic)、急性型 ATL 患者由来 PBMC (Acute)における遺伝子発現
解析を行い神経に関連する分子について網羅的に比較解析したところ、HAM 患者由来 CD4 陽
性 T 細胞群は、その他の全ての群と有意差をもって RGMa の発現が顕著に上昇していた(P < 



0.05)（図２）。 

 

また、正常 T細胞 (Normal T cell)、HAM患者 CD4 陽性 T細胞 (HAM)、急性型 ATL患者
PBMC (ATL)について、RGMa 遺伝子の転写開始点から-2,916bp 上流付近の H3K27me3 レベ
ルを解析した結果、HAM においては H3K27me3 修飾の低下が認められ、HAM 患者由来の
CD4+T 細胞では、RGMa の遺伝子発現抑制が解除されていることが示唆された。 

さらに、HAM 患者または健常者の CD4+T 細胞を分離し、RGMa の発現量の差を Real time 

PCR により解析した結果においても健常者に比べ HAM 患者 CD4+T 細胞において RGMa の
発現上昇が確認された。よって、HAM では HTLV-1 感染細胞において RGMa 遺伝子が特異的
に発現上昇していることが明らかとなった。 

   

（2）HTLV-1 Tax依存的な RGMa発現誘導 

HTLV-1 は機能性遺伝子である Taxを発現し、HTLV-1ウイルスの発現や宿主の細胞機能へ影
響を与える。そこで、RGMa 発現に対する Tax の作用を検討するため、ヒト CD4 陽性 T 細胞
白血病細胞株 Jurkatに対し、HTLV-1 Taxをコードする cDNAを挿入するレンチウイルスベク
ターを導入し、導入後 3 日間の継時的な RGMa 遺伝子 mRNA のレベルを定量的 RT-PCR で測
定した。その結果、Tax の導入により RGMa 遺伝子の発現上昇が認められた。 

また、HTLV-1-Tax 発現に伴う RGMa タンパク質発現を解析するため、塩化カドミウム依存的
にHTLV-1 Taxを発現する細胞株である JPX-9細胞における TaxおよびRGMaの発現を FACS

により解析した。その結果、塩化カドミウムを添加し 1～3日目にかけて Tax 発現細胞が増加す
るのに伴い RGMa 発現細胞の増加が認められた。よって、HTLV-1 ウイルスより発現する Tax

によって RGMa発現が引き起こされることが示唆された。 

 

(3) HAM患者 PBMC に対する RGMa 抗体の作用検討 

HAM 患者 PBMC は培養により感染細胞の増殖とそれに対する免疫細胞の応答反応により自
発的に増殖し、IFNγなど HAM に特徴的な炎症性サイトカインや CXCL10 を過剰産生する。
この現象は HAMの病態を反映する有用なモデルである。よって、HAM の病態における RGMa

の重要性および RGMa を標的とした治療の有効性を検討するため、このモデルに対する抗
RGMa 抗体の作用を検討した。その結果、抗 RGMa 抗体は HAM 患者 PBMC の自発増殖活性
や HTLV-1プロウイルス量に対しては変化を示さなかった。また、HAM 病態において重要であ
るケモカインやサイトカインの産生変化について解析を行った結果、抗 RGMa 抗体は CXCL10

および IL-2 の産生を有意に抑制すると共に抗炎症性サイトカインである IL-10 産生を上昇させ
た。しかしながら、IFNγ、TNFαの産生には変化は認められなかった。 

 

(4)HTLV-1 Tax発現 T細胞株により誘導される神経細胞株のアポトーシスに対する RGMa抗体
の抑制作用 

神経細胞株 NB-1 に対する Tax 発現 JPX9 細胞の作用について解析した結果、塩化カドミウ
ム未処理 JPX9 細胞共培養に比べ塩化カドミウム処理により Tax 発現誘導した JPX9 細胞は
NB-1 細胞のアポトーシスを誘導が確認された。その作用における RGMa のはたらきを明らか
にするため、Tax 発現 JPX9 細胞と NB-1 の共培養中に RGMa 抗体を添加すると、アポトーシ
スを起こす NB-1細胞の減少が認められた。従って、Tax発現 JPX9細胞による NB-1細胞のア

【図1】 【図2】 



ポトーシスに RGMaが関与していることが示唆された。 

 

以上の結果から、HTLV-1 感染細胞では Tax依存的に RGMaの発現が誘導され、RGMaの発
現は HAM 患者 PBMC における CXCL10 や IL-2 および IL-10 の発現制御に関与することで
HAMの慢性炎症の増幅に寄与することが予想された。また、Tax発現 T細胞による神経細胞の
アポトーシス誘導における RGMa の関与が認められることから、RGMa を発現する HTLV-1

感染細胞が脊髄病変部において神経細胞死の誘導に作用し HAM の病態形成に関与しているこ
とが予想された。よって、抗 RGMa抗体は HAM特有の炎症反応を抑制するのみでなく、HAM

患者の病原的な細胞である HTLV-1 Tax 発現細胞による神経細胞死を抑制することができるた
め、HAMに有効的な治療薬となり得ることが期待された。 
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