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研究成果の概要（和文）：CD30シグナルによるATLの病態進展の寄与についてゲノムレベルで検討した。CD30シ
グナルは細胞内の活性酸素種（ROS）を増加させ、DNA二本鎖切断を亢進させた。さらにCD30シグナルは染色体構
造変異を高頻度に誘導することが確認された。つまりCD30シグナルは染色体不安定性を高めることを示してい
る。ATL患者体内のCD30+ATL細胞も染色体不安定性が高いという結果を同時に得ていることから、CD30シグナル
により生じる結果と一致する。これらの一連の結果は、CD30シグナルがATLの病態進展にゲノムレベルで寄与し
得ることを示唆する。

研究成果の概要（英文）：We previously reported that a biological link between the expression of 
CD30, which serves as a marker for ATL progression, and the actively proliferating fraction of 
HTLV-1-infected cells. To further pursue this finding, we examined whether genomic aberrations are 
caused by CD30 signaling.
In this study, we found that CD30 signaling induced DNA double-strand breaks (DSBs) via an increase 
of intracellular reactive oxygen species (ROS) and an accumulation of chromosomal aberrations. 
Furthermore, CGH analysis revealed that CD30+ATL cells accumulated chromosomal aberrations, focal 
gains and losses, compared with CD30-ATL cells in ATL individuals.
Taken together these results, accumulation of chromosomal aberrations in patient derived CD30+ATL 
cells indicates high chromosomal instability, suggesting that CD30 signaling triggers it. 

研究分野： がん、細胞生物学、分子生物学、腫瘍生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究結果から、CD30シグナルがATLの病態進展にゲノムレベルで寄与し得ることを示した。したがってCD30は
急性型、リンパ腫型などのアグレッシブタイプだけでなく、くすぶり型、慢性型を含む早期癌の段階においても
治療標的になり得ることが示唆された。抗CD30抗体医薬であるブレンツキシマブ・ベドチンの有効な投与法開発
に資する研究成果であると考えられる。

※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 
成人 T 細胞白血病リンパ腫(ATL)は、ヒト白血病ウイルス 1 型(HTLV-1)が主に母乳感染により
T 細胞へ感染し、約 50 年を経て約 3〜5％の感染者が発症する T 細胞性腫瘍である。我が国は
世界の HTLV-1 集積地域の 1 つであり、約 100 万人のキャリアが西南日本を中心に存在し、年
間約 1000 人が ATL を発症する。HTLV-1 感染者の大部分は無症候性であるが、約 3〜5％の感
染者が ATL を発症する。ATL は病態により、くすぶり型、慢性型、急性型、リンパ腫に分けら
れ、早期癌のくすぶり型、慢性型は比較的緩徐な病態進行を辿る。一方、急性型およびリンパ腫
はひとたび発症すると予後不良の疾患であり、大量化学療法および造血幹細胞移植等が実施さ
れているが、早期の再発、難治性のため最も予後の悪い造血器腫瘍性疾患となっている。したが
って ATL に対する新たな治療法の開発は、本研究分野において最も重要な課題と言える。 
新たな治療法開発のために解決すべき課題は、①病態進行や ATL 発症リスクに関わるバイオマ
ーカーの同定、②感染者の中の高リスク者の判定、③特異性の高い効果的な治療法の開発であり、
それを検討するためには未だ不明である HTLV-1 感染者の病態進行メカニズムの解明が重要で
ある。 
これまでの我々の研究から、CD30 という活性化型細胞膜分子が ATL の病型の進展に関与し得
ることを突き止めた。CD30 は一部のリンパ系腫瘍でのみ発現が認められる特異性の高い抗原
で、健常人の末梢血細胞には発現しない。一方で、HTLV-1 キャリアの末梢血においては、病態
の進行と共に CD30 を発現する感染細胞数が増加する。機能的意義を検討したところ、これら
の細胞は末梢血中にも関わらず細胞周期活性を表す Ki-67 陽性を示し、慢性型の時点で染色体
異常を含む集団であることが明らかとなった。また CD30 リガンドを介した CD30 刺激は、感
染細胞の増殖、花弁様細胞へのトランスフォーム、細胞分裂異常を介した染色体異常を誘発させ
ることも明らかにした。さらに抗がん剤が付加された抗 CD30 抗体医薬(ブレンツキシマブ・ ベ
ドチン)は CD30 陽性感染細胞を末梢血から除去できることを in vitro で示した(Nakashima M 
et al., Clin Cancer Res. 2018)。これらの研究から CD30 陽性 HTLV-1 感染細胞が病態の進展に
直接関与しうることが示唆された。しかしながら、これらの細胞の染色体構造および遺伝子レベ
ルの変異の有無については不明である。 
 
２．研究の目的 
CD30 陽性 HTLV-1 感染細胞の全ゲノムにわたる染色体構造とエキソーム領域の遺伝子配列を
解析し、この細胞集団のゲノム異常の特徴を明らかにする。さらに CD30 リガンドを介した
CD30 シグナルが、どのような機構によりゲノム異常を促進するか明らかにする。 
すなわち、CD30 シグナルが ATL 発症のオンコシグナルとしてゲノムレベルで関与し得るか解
析する。得られた知見から CD30 が ATL の治療標的となり得ること、さらに実臨床で使用され
ている CD30 抗体医薬（ブレンツキシマブ・ ベドチン）の有効性について考察する。 
 
３．研究の方法 
(1) CD30 陽性 HTLV-1 感染細胞の CGH (比較ゲノムハイブリダイゼーション)解析とエキソーム
解析（Whole exome sequencing） 
[CGH 解析] 
慢性型、急性型の ATL 患者からフローサイトメトリーにより分画した CD30 陽性 HTLV-1 感染細
胞のゲノムを抽出する。HTLV-1 感染マーカーとして抗 CADM1 抗体を使用し、CD30 陽性 HTLV-1 感
染細胞は、CD4+CADM1+CD25+CD30+細胞とする。比較用サンプルとして CD30 陰性 HTLV-1 感染細胞
(CD4+CADM1+CD25+CD30-細胞)、HTLV-1 非感染リンパ球(CD4+CADM1-CD25-CD30-細胞)を同時に分
取する。CGH 解析には SurePrint G3 Human CGH+SNP マイクロアレイ、DNA マイクロアレイスキ
ャナシステム(G2505C)および解析ソフトウェアであるAgilent Genomic Workbench(全てAgilent 
Technologies 社)を使用する。検体数は各病型につき 4例使用した。染色体構造変異の集積領域
の同定と同時に、統計学的解析により CD30 陽性細胞と CD30 陰性細胞の染色体構造変異数を比
較検討する。 
[エキソーム解析] 
上記の ATL 患者からフローサイトメトリーにより分画した CD30 陽性 HTLV-1 感染細胞を抽出し、
SureSelect Kit(Agilent technologies 社)によりエキソン領域のゲノム DNA を分画する。
NovaSeq6000 によりエキソームシークエンスを行い、アライメント解析後、比較用サンプルを用
いて遺伝子変異の同定を行う。比較用サンプルとして CD30 陰性 HTLV-1 感染細胞、HTLV-1 非感
染リンパ球を並行して処理する。検体数は 4症例を解析し、CD30 陽性 HTLV-1 感染細胞の変異の
同定および統計学的解析による CD30 陽性細胞と CD30 陰性細胞の遺伝子変異数を比較検討し、
CD30 陽性 HTLV-1 感染細胞の変異の蓄積を検討する。 
 
(2) CD30 リガンドを介した CD30 シグナルの機能解析 
[Intracellular ROS（Reactive oxygen species）の測定] 
ATL 細胞株に対して CD30 リガンドで刺激した際の Intracellular ROS の変動を、ROS インジケ



ーター（CellRox）を利用し評価した。ポジティブコントロールとして、過酸化水素を用い、実
験系が適切に機能するか検討した。 
[Comet assay] 
CD30 リガンドによる刺激により、DNA double strand breaks(DSBs)が惹起されるか細胞単位で
DNA 損傷度を測定するため、Alkaline/Neutral Comet assay を実施した。ATL 細胞株に対して
CD30 リガンドで刺激し、DNA 損傷度を表す Comet tail によりその影響を比較検討した。ポジテ
ィブコントロールとして、過酸化水素を用い、実験系が適切に機能するか検討した。 
[CD30 刺激による染色体構造変異解析] 
ATL 細胞株へ CD30L により慢性的な CD30 刺激を 72 時間与え、十分に DSBs を惹起する。その後
Growth advantage を考慮に入れて 17日間培養維持し、出来上がった ATL 細胞株集団のゲノムを
抽出する。刺激前のサンプルをリファレンスとして CGH 解析を行い、CD30 刺激群と mock 群の染
色体構造変異数を統計学的解析により比較検討した。 
 
４．研究成果 
ATL 患者由来末梢血単核球（PBMC）8症例（急性型 4症例、慢性型 4症例）を準備し、CD30+ATL
細胞、CD30-ATL 細胞および正常リンパ球をセルソーターにより分画し、染色体構造解析（CGH）
および遺伝子変異解析（Whole exome sequencing）を実施した。CGH の結果から、CD30+ATL 細胞
は、CD30-ATL 細胞と比べて、有意に染色体構造変異（Gain/Loss）を蓄積していることが明らか
となった（図 1）。したがって CD30+ATL 細胞は染
色体不安定性が高いと考えられる。また CD30 発
現で分けたそれぞれの ATL 細胞集団は、共通の変
異を多数保有していることから、同じ由来の腫瘍
細胞であることが確認された。エクソーム解析に
よる遺伝子変異数の比較では、CD30+ATL 細胞で生
じている変異に増加傾向がみられたが、より顕著
な差を認めた染色体構造変異に注目してさらに
検討を進めた。 
 
染色体構造変異を生じさせる分子メカニズムを明らかにするために、CD30 シグナルによる染色
体への影響について検証した。ゲノムに影響を与え、変異源となりえる内在性因子は活性酸素種
に限定される。そこで CD30 シグナルによる ROS の発生を起点とした染色体構造変異の誘導とい
う仮説を立て、検証実験を実施した。ATL 細胞株に対して CD30 刺激を加えたところ、細胞内 ROS
インジケーターの蛍光強度が増加し、ROS スカベンジャーである GSH を同時に添加することで、
それらをキャンセルすることが可能であった。この条件で、Alkaline/Neutral comet assay を
行ったところ、CD30 刺激により Comet tail が増加
し、GSH により Comet tail の増加がキャンセルさ
れた。従って、CD30 シグナルは ATL 細胞株において
内在性 ROS の増加を誘導し、さらに ROS を介して、
DSBs を亢進することが明らかとなった（図 2）。CD30
を発現していないリンパ腫細胞株をネガティブコ
ントロールとし、CD30L により ROS の上昇および
DSBs の亢進が起こらないことを確認している。 
 
DSBs の亢進は染色体不安定性の原因となり得る。そこで染色体構造解析（CGH）を応用して、CD30
シグナルによる染色体構造への影響を検証した。ATL 細胞株に対して 72 時間慢性的な CD30 刺激
を与え、十分に DSBs を惹起する。その後 Growth advantage を考慮に入れて 17 日間培養維持し、
出来上がったATL細胞株集団のゲノムを抽出した。
刺激前のサンプルをリファレンスとして CGH 解析
を行った結果、CD30 シグナルは染色体構造変異
（Gain and Loss）を高頻度に誘導することが確認
された（図 3）。この結果は、CD30 シグナルにより
染色体不安定性が高まることを示している。上記
の結果は、ATL 患者体内で生じている CD30+ATL 細
胞の染色体不安定性とリンクする。 
 
5. まとめ 
これまでの研究から、CD30 シグナルは ATL 細胞の増殖シグナルであることを示している。本研
究結果から、CD30 シグナルは増殖シグナルであると同時に、ROS を介して DSBs を増加させ、染
色体不安定性を高めることを明らかにした。これらの一連の結果は CD30 シグナルが ATL の病態
の進展にゲノムレベルで寄与し得ることを示している。したがって、CD30 発現 ATL 細胞は早期
癌であるくすぶり型、慢性型においても速やかに排除する必要がある治療標的であり、CD30 発
現 ATL 細胞に効果を示すブレンツキシマブ・ベドチンは ATL の治療において有効であることが
示唆された。 
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