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研究成果の概要（和文）：ATL症例で高頻度に見られるSTAT3 D661Y変異はHBZとの結合をより強固なものとする
ことが判明した。SIEコンセンサス配列やTREコンセンサス配列を用いたルシフェラーゼレポーターアッセイよ
り、HBZはSTAT3 D661Y変異体共存在下にJAK-STATシグナル経路のみならず、TGF-βシグナル経路も活性化するこ
とを見出した。
一方、IL-10ノックアウトマウスを用いた解析よりHBZトランスジェニック/IL-10ノックアウトマウスは低体重、
活動性の低下、毛並みの乱れなどの痛みや病気の徴候を示し、早期に死亡に至ることが判明した。

研究成果の概要（英文）：The STAT3 D661Y mutation is frequently found in ATL cases. It was found that
 the STAT3 D661Y mutation binds more tightly to HBZ than wild-type STAT3. Luciferase reporter assays
 using SIE consensus sequence and TRE consensus sequence showed that HBZ activates not only the 
JAK-STAT signaling pathway but also the TGF-β signaling pathway under the coexpression of STAT3 
D661Y mutant.
On the other hand, analysis of IL-10 knockout mice revealed that HBZ transgenic/IL-10 knockout mice 
show signs of pain and disease, such as low body weight, reduced activity, and disturbed fur, 
leading to early death.

研究分野： 血液内科学

キーワード： HTLV-1　HBZ　IL-10　STAT3

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
STAT3の変異はHTLV-1キャリアやATL症例に多く見られる変異の1つである。本研究ではSTAT3変異のHBZ病原性発
現における意義を解析した。本研究で得られた知見は、HTLV-1病原性発現機構の解明に寄与できるものと考え
る。また、HBZ病原性発現にIL-10が与える影響について、生体を用いた研究を行った。これらのマウスの解析を
進めることで、ATLの発症予測やATLに対する新規治療法の開発に繋がるものと考える。

※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(ATL)は HTLV-1 感染後 40～50 年の経過を経て約 5%の患者に発症する予後
不良の造血器腫瘍であり、その病態の解明及び新規治療薬の開発は急務である。HTLV-1 プロウ
イルスに存在する pX 領域にはプラス鎖に Tax がマイナス鎖には HTLV-1 bZIP factor (HBZ)が
コードされる。当研究室では、HBZ が ATL 細胞内で恒常的に発現している唯一のウイルス遺伝
子であること、ATL 細胞の増殖に必須であることなどを見出し、HTLV-1 関連疾患における HBZ
の重要性を解明する研究を行っている。また、当研究室で樹立した CD4 陽性 T 細胞特異的に
HBZ を発現するトランスジェニック(HBZ-Tg)マウスは皮膚炎などの炎症性疾患や T 細胞リン
パ腫の発症、Foxp3 陽性 T 細胞の増加など、HTLV-1 感染者と類似の病態を示し、HBZ-Tg が
HTLV-1 関連疾患の病態解明に極めて重要な動物モデルであることを報告した。 
申請者は他の多くの癌腫において慢性炎症ががんを引き起こすことから、IL-6 の抑制が HBZ-
Tg マウスにおける炎症、発がんを抑制すると予想した。しかし、予想に関して、、HBZ-Tg マウ
スと IL-6 ノックアウトマウス(IL-6 KO)より作成した HBZ-Tg/IL-6 KO マウスでは、早期より
重度の炎症を起こし、T 細胞リンパ腫の発症頻度も著増していることを見出した。さらに本マウ
スを用いた解析により HBZ が抑制性サイトカイン IL-10 の産生を促進すると共に、IL-10 の下
流にある STAT 分子と核内で結合し、そのシ
グナル伝達経路を攪乱し、結果として IL-10
の刺激下に CD4 陽性 T 細胞の増殖を促進す
ることを見出した(図 1)。一方、STAT3 は IL-
6 や IL-10 のシグナル伝達経路である JAK-
STAT シグナル伝達経路の下流分子の 1 つで
あり、IL-6 や IL-10 の刺激によって STAT3
が活性化することで、CD4陽性T細胞が様々
な免疫応答を調整していることが知られて
いる。最近の研究において無症候性キャリア
や ATL 症例で STAT3 の変異が検出されて
おり、ATL の多段階発症に関与しているこ
とが報告されている。 
 
２．研究の目的 
(1) HTLV-1 による ATL 発症における STAT3 変異の意義 
無症候性キャリアや ATL 症例でみられる STAT3 変異のうち、最も高頻度に見られる D661Y 変
異に着目し、この STAT3 変異が HBZ との結合やその下流のシグナル伝達経路に与える影響に
ついて検討を行う。 
(2) HBZ による病原性発現における IL-10 の意義 
IL-10 が欠損した IL-10 ノックアウト(IL-10 KO)マウスを用い、本研究室で作成した HBZ-Tg
マウスと交配することで、HBZ 病原性発現における IL-10 の役割について、更なる解析を行う。 
 
３．研究の方法 
(1) HTLV-1 による ATL 発症における STAT3 変異の意義 
STAT3 野生型(STAT3 WT)配列を鋳型とし、overlap extension PCR により STAT3 D661Y 変
異体を作成し、発現ベクターにクローニングを行った。STAT3 WT 及び STAT3 D661Y 変異体
の発現ベクターを用いることで、以下の項目について解析し、HTLV-1 発症における STAT3 
D661Y 変異の意義について検討する。 
 ・HBZ と STAT3 蛋白の結合に与える影響：共免疫沈降 
 ・HBZ 及び STAT3 蛋白の機能に与える影響：ルシフェラーゼレポーターアッセイ 
(2) HBZ による病原性発現における IL-10 の意義 
HBZ-Tg マウス及び IL-10 KO マウス、またそれらを交配し作成した HBZ-Tg/IL-10 KO マウ
ス、また、WT マウスについて以下の項目について経時的に解析を行い、IL-10 が HBZ による
病原性発現に与える影響について検討する。 
 ・体重の推移 
 ・痛みの徴候の発現率 
 ・皮膚炎発症率 
 ・生存期間 
 
４．研究成果 
(1) HTLV-1 による ATL 発症における STAT3 変異の意義 
STAT3 は無症候性キャリアや ATL 症例で高率に変異が検出される分子の 1 つであるが、今回、
特に高頻度に見られる D661Y 変異を加えた STAT3 D661Y 変異体を発現するプラスミドを

図 1 HBZ は IL-10 産生を促進、STAT と核内で結合し、T 細胞の増殖を促進する 



STAT3 WT を鋳型として overlap extension PCR 法を
用いて作成した。先行研究において、HBZ が STAT3 と
結合することを報告しているが、D661Y 変異が HBZ と
STAT3 の結合に与える影響を評価するため、HBZ 及び
STAT3 WT あ る い は STAT3 D661Y 変 異 体 を
HEK293T 細胞株に強制発現させたうえで共免疫沈降
を用いてそれらの結合を評価した。その結果、STAT3 
WT よりも STAT3 D661Y 変異体が HBZ と強固に結合
することを見出した（図 1）。STAT3 D661Y 変異体が
STAT3 WT よりも HBZ と強固に結合するという所見
は、STAT3 への変異挿入が HBZ-STAT3 による発がん
機序に大きな影響を及ぼす可能性を示唆している。今
後、HBZ-STAT3 D661Y 変異体が宿主遺伝子の転写に
与える影響を明らかにするため、特に IL-10 刺激下に
おいて、トランスクリプトーム解析や ChIP-seq などを
用いた網羅的解析を行う予定ある。 
次にSTAT3 D661Y変異体及びHBZの共発現がSTAT3
のプロモーターに与える影響を確認するため、STAT3 
WTあるいは STAT3 D661Y変異体とHBZをHEK293
細胞株に強制発現し、STAT3 のコンセンサス配列であ
る sis-inducible element (SIE)を用いたルシフェラー
ゼレポーターアッセイを行った。変異型 STAT3 は野生
型 STAT3 に比べ、SIE プロモーター活性が高いことが
分かった。また、HBZ はこの STAT3 D661Y のプロモ
ーター活性を増強することが分かった(図 2)。 
一方、HBZ は Smad3 や p300 に結合し TGF-βシグナ
ル経路を活性化することを報告しているが、STAT3 は
Smad3 と結合し、Smad4 と競合することで TGF-βシ
グナル経路を阻害することが知られている。HBZ 及び
STAT3 D661Y が TGF-βシグナル経路への影響を確認
するため、TPA response elements (TREs)を用いたル
シフェラーゼレポーターアッセイを行ったところ、
STAT3 は野生型、変異型ともに単独では TRE プロモ
ーター活性に影響を与えなかったが、HBZ を加えるこ
とで TRE プロモーター活性は増強し、その変化は HBZ
と D661Y変異型 STAT3 の共存在下で最大となった(図
3)。 
 
(2) HBZ による病原性発現における IL-10 の意義 
HBZ の病原性発現における IL-10 の役割を
評価するために HBZ トランスジェニック
(HBZ-Tg)マウスに IL-10 ノックアウト(IL-
10 KO)マウスを交配し、HBZ-Tg/IL-10 KO
マウスを作成した。表現型の観察を行ったと
ころ、IL-10 KO マウスや HBZ-Tg/IL-10 KO
マウスは、他の遺伝子型と比較し、体重が少
ない傾向にあり、中でも HBZ-Tg/IL-10 KO
マウスは経時的に体重が減少していくこと
が分かった(図 5)。多くの HBZ-Tg/IL-10 KO
マウスは 12 週前後までに痛みや病気の徴候
を示し、その生存期間中央値は 51 日と他の遺伝子型のマウスと比較しても早期に死亡すること
が判明した。体重減少や死亡の原因としては高頻度に下痢が見られることから、腸炎の影響が示
唆された。HBZ-Tg/IL-10 KO マウスにおいて皮膚炎の徴候は見られなかった。このことは IL-
10 が HBZ による皮膚炎発現に重要な役割を担っていることが示唆される。HBZ-Tg/IL-10 KO
マウスは短命であり、今回の解析では T 細胞リンパ腫の発症率や皮膚炎発症の詳細な分子機構
についての解析は行えていない。より長期間の観察を行い、IL-10 による HBZ 病原性発現に与
える影響について解析を行うためには、T 細胞特異的コンディショナルノックアウトマウスの作
成が有効であると考えられた。 

図 2 HBZ は STAT3 D661Y 変異体とより強固に結合する 

図 3 HBZ は STAT3 D661Y のプロモーター活性を増強する 

図 4 HBZ は STAT3 D661Y 共存下に TGF-βシグナル経路 
 を活性化する 

図 5 HBZ-Tg/IL-10 KO マウスは経時的な体重減少を示す 
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