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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I型(HTLV-1)が引き起こす成人T細胞白血病・リンパ腫(ATL)
の増悪リスク評価のための基盤研究を行った。ATL患者検体を用い、ATL細胞が特異的に発現するCADM1を標的に
磁気ビーズでCADM1陽性と陰性細胞集団に分離した。両細胞からRNA抽出を行い、RNAシークエンスや複数の登録
データベース解析から、CADM1陽性細胞で特異的に発現亢進・低下する未報告の遺伝子群を見出した。qPCR解析
で抽出した遺伝子群の特異性が高いことを確認し、遺伝子の発現解析を同時に行うマルチプレックス法を検証し
た。本研究成果はATL増悪リスク評価法の確立に貢献する重要な知見となった。

研究成果の概要（英文）：We conducted basic research to assess the progression risk of adult T-cell 
leukemia/lymphoma (ATL) caused by human T-cell leukemia virus type I (HTLV-1). Using ATL patient 
samples, CADM1, which is specifically expressed in ATL cells, was targeted and separated into 
CADM1-positive and negative cell populations using magnetic beads. We extracted RNA from both cells,
 performed RNA sequence analysis, and analyzed several databases. As a result, we found an 
unreported group of genes that are specifically up or downregulated in CADM1-positive cells. We 
confirmed the high specificity of the gene group selected by qPCR analysis and verified the 
multiplex method that simultaneously analyzes gene expression. The results of this study are 
important findings that contribute to the establishment of a method for assessing the risk of ATL 
progression.

研究分野： 腫瘍診断および治療学関連

キーワード： HTLV-1　ATL　マルチプレックスPCR

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
CADM1陽性細胞の増加は成人T細胞白血病・リンパ腫(ATL)発症に関わることが報告されている。同細胞をモニタ
リングすることはATLの病態評価において重要である。CADM1陽性細胞で特異的に発現亢進・低下する未報告の遺
伝子群を見出したことはATLの増悪リスク評価法の確立において重要な知見となる。また、磁気ビーズを用いる
ことで簡便に細胞集団の分離が可能であることを示したことは今後の研究発展につながり、学術的意義が高い。
ATLの予後は未だ不良であり、本研究成果を基にATL増悪リスク評価を行うことで早期治療が可能となり、ATL患
者の予後の改善やQOLを向上することは社会的意義が大きい。

※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 
ヒト T 細胞⽩⾎病ウイルス I 型（HTLV-1）は主に CD4 陽性 T リンパ球に感染

し、感染から数⼗年を経て HTLV-1 感染者の⼀部にさまざまな疾患を引き起こす。
中でも発症割合が最も⾼い予後不良な疾患が成⼈ T 細胞⽩⾎病・リンパ腫（ATL）
である。⽇本は HTLV-1 感染者数が多く、ATL の発症機構や発症危険因⼦の解明、
治療法の開発など多岐にわたる研究が活発に⾏われてきた。その結果、いくつか
の ATL 発症危険因⼦が明らかとなり、ATL の発症リスクを評価する⽅法も確⽴
されつつある。しかしながら、ATL 発症後に低悪性度 ATL から治療が効きにくい
⾼悪性度 ATL への進展を早期に⾒極める⼿段や臨床病態を評価する精度の⾼い
⽅法は確⽴されていない。 

近年、フローサイトメーターを⽤いた HTLV-1 感染細胞の解析法(HAS-Flow 法)
で、⾼悪性度 ATL 患者では CD4 陽性 T 細胞の中で細胞表⾯抗原 CADM1 蛋⽩質
を発現する細胞の割合が⾼いことが報告された。申請者らは HAS-Flow 法を院内
に導⼊し、経時的な HTLV-1 感染者の解析から多くの知⾒を得た。そこで、これ
までの成果を活かし、HTLV-1 感染細胞特異的に⽣じる遺伝⼦の発現変化を捉え、
ATL の病態進⾏を評価する本研究を開始した。 

２．研究の⽬的 
本研究では HTLV-1 が主に感染する CD4 陽性 T リンパ球に特化し、磁気ビーズ

付きの抗体を⽤いて簡便に⾼い精度で HTLV-1 感染細胞と⾮感染細胞を分離し、
HTLV-1 感染細胞特異的に mRNA 発現が変動している遺伝⼦群を⾒出す。⾒出し
た遺伝⼦群を効率的に評価できるよう、マルチプレックス PCR 解析に取り組み、
これまでより精度の⾼い ATL の臨床病態評価法を確⽴することを⽬的とする。 

３．研究の⽅法 
HTLV-1 感染者の末梢⾎とフローサイトメーターを⽤いた解析から ATL の発症

リスク評価を⾏い、リスクの⾼い感染者を抽出し、抽出された感染者ならびに
ATL 発症者は経時的に末梢⾎単核球細胞(PBMC)を採取した。採取した PBMC を
CD4 分離キット、細胞表⾯タンパク質 CADM1 を標的とした磁気ビーズ付きの
抗体、マグネットスタンドを⽤い、図 1 のように、PBMC 中の CD4 陽性細胞を
CADM1 陽性（HTLV-1 感染細胞）、CADM1陰性の細胞集団（HTLV-1 ⾮感染細胞）
に分離した。得られた細胞集団はフローサイトメーターで解析し、⽬的細胞が得
られていることを確認した。 

図 1 



得られた細胞集団から RNA 抽出を⾏い、RNA シークエンス解析、逆転写反応
による cDNA 合成後に qPCR 解析を⾏った。qPCR 解析をはじめる前に、既報の
データベース、RNAシークエンス解析結果をもとに ATL で mRNA の発現亢進・
低下傾向であった遺伝⼦を抽出し、それぞれの遺伝⼦のプライマー、プローブを
設計した。qPCR 解析の結果、HTLV-1 感染細胞で特異的に発現の変動を認めた
遺伝⼦群に対し、qPCR を同時に⾏うマルチプレックス PCR 解析を試みた。 

４．研究成果 
１） 佐賀⼤学病院に来院し、研究への同意が得られた HTLV-1 感染者の末梢⾎、

フローサイトメーターを⽤いて HAS-Flow 解析を⾏なった。 
図 2 左のようにフローサイトメーターで末梢⾎中のリンパ球を絞り込み

（ゲーティング）、次に CD4 陽性細胞をゲーティングし、最後に CD4 陽性
細胞集団を CD7、CADM1 の発現状態から 3 つの分画（P, D, N）に分類し、
D 分画（CD7弱陽性、CADM1 陽性）、 N 分画（CD7陰性、CADM1 陽性）
に HTLV-1 感染細胞が⾼率に含まれる。年間で約 200件の解析を⾏い、患者
の初回来院時の解析結果を図 2右に⽰した。ATL を発症していない HTLV-1
感染者（HTLV-1 キャリア）の中でも D, N 分画を多く含む症例があり、経過
観察中に ATL を発症した症例を認めた。低悪性度 ATL であるくすぶり型、
慢性型 ATL の症例はこれまでの報告と同様に病態の進展とともに D, N 分画
割合が増加する傾向を⽰し、⾼悪性度 ATL の症例は急性化した後に来院さ
れた症例であった。経時的な解析により、HAS-Flow 法は HTLV-1 キャリア
の中から ATL を発症するリスクが⾼い⼈を精度よく検出できることが⽰唆
された。また、HAS-Flow 法で ATL の発症リスクが⾼いと評価された症例を
⽤い、ATL 発症機構や治療開発などを⽬的とした複数の論⽂に貢献した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２） ATL 発症者、HAS-Flow 解析で ATL 発症リスクの⾼い HTLV-1 感染者から

得られた PBMC を磁気ビーズ付きの抗体などを⽤いて細胞分離を⾏なった。
はじめに CD4 分離キットで PBMC から CD4 陽性の細胞集団を集め、次に
ATL 細胞で発現の⾼い CADM1 に対する磁気ビーズ付き CADM1 抗体で細胞
を分離した。その結果、CD4 陽性で CADM1 陽性の細胞（HTLV-1 感染細胞)
と CADM1陰性の細胞（HTLV-1 ⾮感染細胞）が得られた。本研究で⽤いた

図 2 



磁気ビーズによる細胞分離の精度を確認するため、フローサイトメーター
を⽤いて得られた各々の細胞解析を⾏なった。その結果、HTLV-1 感染細胞
では 90%以上で CADM1 発現が⾼く、HTLV-1 ⾮感染細胞では 90％以上で
CADM1 発現が低かった（図 3）。これより、磁気ビーズを⽤いた細胞分離法
は精度⾼く細胞の分離が⾏えたことが⽰され、この⽅法を⽤い 35例の検体
の細胞分離を⾏い、次の解析まで得られた細胞を冷凍保存した。 

３） 磁気ビーズで分離した細胞から RNA を抽出し、逆転写反応で cDNA 合成
を⾏なった。また、HAS-Flow 解析で CADM1 細胞割合が⾼いものと低いも
の 1 症例ずつは RNAシークエンス解析を⾏なった。発現解析に着⼿する前
に、GEO データベースに登録されている HTLV-1 感染者検体の発現データ
を抽出。ATL未発症者と発症者の⽐較を⾏い、ATL 発症者で特異的に発現が
亢進または低下している遺伝⼦の探索を⾏った。更に CADM1 細胞割合の
違いが⼤きい検体を⽤いた RNAシークエンス解析結果を加え、ATL 発症者
で未発症者に⽐べ 2 倍以上に亢進または低下した遺伝⼦を抽出し、既報の
CADM1, RNF130 の qPCR 解析⽤プライマー、プローブの設計を⾏なった。
また、未報告の遺伝⼦についても同様の設計を⾏い、合成した cDNA、設計
したプライマー、プローブを⽤い、qPCR 解析を⾏なった。 
図 4 に qPCR 解析結果の⼀部を⽰した。細胞分離に⽤いた CADM1 の mRNA

レベルは ATL 細胞で亢進が報告されており、同様に HTLV-1 ⾮感染細胞に
⽐べ HTLV-1 感染細胞で発現の亢進が確認された。ATL 細胞で発現の低下が
報告されている RNF130 は発現低下が確認された。最近報告された MYOF、
未報告の Gene X は HTLV-1 感染細胞で発現亢進を、Gene Y, Gene Z の発現
は HTLV-1 感染細胞で著名な減少を認めた。数多くの qPCR 解析の結果、
HTLV-1 感染細胞で発現亢進または低下を認めたこれまでに報告されてい
ない複数の遺伝⼦を⾒出した。最後に、より効率的な反応条件を検討する
必要があるが、本研究で⾒出した遺伝⼦と qPCR の内部標準として⽤いた
ACTB の発現はマルチプレックス PCR 解析が可能であった。 

図 3 

図 4 



本研究で ATL の病態進展に関わる HTLV-1 感染細胞で遺伝⼦の発現が亢進
あるいは低下する新たな遺伝⼦を複数⾒出した。今後は⾒出した遺伝⼦群
の中でより病態の変化を反映する遺伝⼦や、HTLV-1 ⾮感染細胞に⽐べ発現
の変化が⼤きい遺伝⼦を調べ、その結果の報告に取り組む。また、本研究
で得た HTLV-1 感染者のリスク評価や保存検体などの有効な利活⽤を⾏う。    
本研究から得られた成果は、今後の ATL 臨床病態評価法の確⽴や HTLV-1
関連疾患の研究発展の基盤となり、ATL 患者の予後改善や QOL向上に貢献
する。 
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