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研究成果の概要（和文）：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)感染を原因
とし、感染者のうち3-5%が発症するT細胞性腫瘍である。研究代表者は、ATLに対して治療標的となり得る分子と
してCD30に注目し、ATL病態進展機序の解明を目指した。本研究では臨床検体を用いた解析を実施し、CD30陽性
ATL細胞に対してCD30Lで刺激すると、細胞内活性酸素種およびDNA二本鎖切断を亢進すること、さらに染色体構
造変異数を増加させることが示された。これらの結果から、CD30シグナルは染色体の不安定性を誘導すること
で、新たなクローン進化を獲得した腫瘍細胞の発生に寄与する可能性を示唆している。

研究成果の概要（英文）：Adult T-cell leukemia/lymphoma (ATLL) is a poor prognosis T-cell neoplasm 
caused by human leukemia virus type I (HTLV-1) infection, which occurs in 3-5% of HTLV-1-infected 
individuals. I focused on the CD30 molecule, a promising therapeutic target against ATL, to 
investigate the mechanism of disease progression of ATL. In this study, using clinical samples from 
patients with ATL, I showed that CD30+ ATL cells stimulated with CD30L induce elevated intracellular
 ROS, DNA double-strand breaks, and increased chromosomal structural alterations. These results 
suggest that CD30 signaling induces genomic instability and contributes to the generation of tumor 
cells with clonal evolution.

研究分野： 分子生物学、ウイルス学、血液腫瘍学、神経免疫疾患

キーワード： CD30　CD30L　ATL　HTLV-1　Genomic instability

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
CD30シグナルのオンコシグナルとしての実証は、CD30を標的としたATLの早期治療介入および再発を含むATL治療
を支持するエビデンスになると考えられる。本研究により得られた結果は、再発ATLに対して寛解実績のある抗
CD30抗体薬物複合体 (ブレンツキシマブ・ベドチン)の適切な投薬時期の検討およびCD30のモニタリングを基盤
にした革新的診療体制の構築に資するものとなる。CD30シグナルはゲノム変異を惹起する起点シグナルであると
考えられ、病態を悪化させるバイオマーカーとして早期に排除すべき細胞であるというコンセプトが示された。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
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)感染を原因とし、感

染者のうち 3〜5% 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。
ATL は病態により、くすぶり型、慢性型、急性型、リンパ腫型に分けられ、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型は、新規治療薬を含めた大量化
学療法および骨髄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、もっとも予後
の悪い造血器腫瘍性疾患であり、早期治療介入を含めた新規治療法の開発が急務である。 
研究代表者は、上記を最も重要な課題と捉え、HTLV-1 感染者の ATL 病態進行機序の解明とそ
れに基づく新規治療法開発を目指した研究を実施した。一部の ATL 細胞は特徴的な花弁様核を
示すが、無症候性の段階でも末梢血中に極少数ながら花弁様核の細胞は存在し、それらは病態の
進行と共に増加する。この特徴的な細胞に発現する表面マーカーが CD30 であることを研究代
表者らは突き止めた。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、くすぶり型、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
シグナルは、感染細胞の増殖、花弁様核形態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 (ブレン
ツキシマブ・ ベドチン)は CD30+HTLV-1 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 シグナルが病
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、CD30 シグナルにより惹起される
ゲノム変異の質とその誘導機序は不明である。 
 
２．研究の目的 
 
予備的検討により、ATL の病態進展と共に増加する CD30+ATL 細胞は、同症例中の CD30-

ATL 細胞に比べてコピー数変異箇所 (Gain/Loss)および遺伝子変異数が多いことから、ゲノム
不安定性が高い集団であるという結果を得ている。また ATL 細胞株に対して CD30 リガンドで
刺激したところ、細胞内 ROS (Reactive Oxygen Species)が増加し、さらに ROS を介した DNA
二本鎖切断 (DNA Double-strand breaks: DSBs)の亢進が確認された。DSBs の亢進は、DSB 修
復機構のエラーを伴うことで、ゲノム異常のリスクを増大させる。従って、CD30 シグナルは、
「 ROS の増加→DSBs の亢進→ゲノム異常の誘導」というゲノム変異の起点となるオンコシグ
ナルであると考えるに至った。 
本研究では ATL の悪性化に関与するゲノム変異のトリガーが、CD30 シグナルであることを実

験的に検証する。研究代表者らのこれまでの研究から ATL 患者から分取した CD30+ATL 細胞
は CD30 リガンド発現細胞との共培養系で刺激することにより細胞増殖し続けることを発見し
ており、この実験系により患者由来 ATL 細胞を使用したゲノム変異の変遷を ex vivo の系で評
価することが可能である(Nakashima M et al., Clin Cancer Res. 2018)。ゲノム変異を惹起する
起点シグナルとして CD30 シグナルの機能を評価し、病態を悪化させるバイオマーカーとして
早期に排除すべき細胞であるという POC ( Proof Of Concept）の取得を目指す。 
 
３．研究の方法 
・ATL 患者検体による細胞内 ROS-DSB 経路の解析 
ATL 患者より分取した CD30+ATL 細胞に CD30 シグナルを伝達し細胞増殖させる方法は、以前に

論文で報告した (Nakashima M et al., Clin Cancer Res., 2018)。ATL 患者由来末梢血単核球 
(PBMC)から CD30+ATL 細胞 (CD4+CD25+CADM1+CD30+)をセルソーターにより分取し、CD30L を発現
誘導させた TIG-1 (ヒト正常胎児肺由来線維芽細胞)と共培養する。増殖させた CD30+ATL 細胞に
対してさらに CD30 シグナルを伝達し、24 時間後に細胞内 ROS の増加を CellRox(Thermo fisher 
Scientific)を用いてフローサイトメトリーにより評価した。比較実験として、mock 遺伝子を発
現誘導させた TIG-1 と CD30+ATL 細胞を共培養し、同様の手順で処理した。さらに DSBs が誘導
されているか CD30L による刺激 24 時間後に Comet assay（Trevigen）により評価した。断片化
した DNA の評価法は、Comet Score analysis software (TriTek Corp.)を用いて、Comet tail 
moment = (= tail length × tail % DNA/100)により各細胞において DSBs が生じた量を数値化
した。 
・染色体構造解析 
ATL 患者由来末梢血単核球 (PBMC)から CD30+ATL 細胞 (CD4+CD25+CADM1+CD30+)をセルソータ

ーにより分取し、CD30L を発現誘導させた TIG-1 (ヒト正常胎児肺由来線維芽細胞)と共培養す
る。7 日毎にフィーダー細胞である CD30L 発現 TIG-1 細胞を取り替え、慢性的に CD30 シグナル



が誘導される状態を維持する。比較実験として、mock 遺伝子を発現誘導させた TIG-1 と CD30+ATL
細胞を共培養し、同様の手順で処理する。5 週後(35 日後)に CD30+ATL 細胞のみ回収し、ゲノム
DNA を精製する。ATL 患者由来 PBMC からセルソーターにより同時に分取した同患者の正常ゲノ
ム (CD25-CADM1-CD30-リンパ球)と比較することで、CD30 シグナルにより変化したゲノム領域お
よび塩基配列を検出する。ATL 患者検体は、くすぶり型や慢性型など早期癌を対象にし、3 症例
で比較した。全ゲノム領域を含む CGH 解析を実施しプラットフォームは SurePrint G3 Human 
CGH+SNP マイクロアレイを使用し、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 CytoGenomics(全て Agilent Technologies 社)により解析した。 
 
４．研究成果 
患者検体由来の CD30+ATL 細胞に対して CD30L 発現誘導 TIG-1 により CD30L で刺激すると、mock

刺激群と比較して統計的有意差を持って細胞内 ROS レベルの上昇が認められた（図 1A）。さらに
DSBs が生じているか Comet assay により評価した。アルカリ泳動条件および中性泳動条件共に
CD30L 刺激群で Comet tail moment の上昇が認められた（図 1B）。したがって、ATL 患者由来
CD30+ATL 細胞に CD30L 刺
激を加えると、細胞内 ROS
が増加し、DSBs が続いて惹
起されることが示唆され
た。ATL 細胞株を用いた実
験では、細胞内 ROS の阻害
剤により DSBs の誘導が抑
制されることから、患者検
体においても同様の機序
で DSBs が惹起されている
と考えられる。 
 
 慢性型 ATL 患者 3症例から CD30+ATL 細胞をそれぞれセルソーターにより分取し、CD30L 発現誘
導 TIG-1 と mockTIG-1 と 35 日間共培養した。増幅した CD30 陽性 ATL 細胞のみをそれぞれ回収
し、ゲノム構造を解析した。その
結果、CD30L で刺激した集団は、
非刺激群に比べて染色体構造変
異数が増加することを示された
（図 2A）。特に、CD30 シグナル刺
激により生じた染色体構造変異
は、実際の ATL で高頻度に確認さ
れる変異と同じ遺伝子座を含む
傾向が認められた（図1*マークが
付いている遺伝子座）。代表例を
図 2B に示す。6q21 の欠失が生じ
ており、そこに含まれる PRDM1 は
ATLにおいて高頻度に欠失を示す
遺伝子である。 
 
 
さらに CD30 シグナルによる発現量と細胞内 ROS および DSBs の影響を評価した。CD30 弱陽性 T
細胞株である Jurkat 細胞に CD30L で刺激したところ、有意差を持った細胞内 ROS の上昇および
Coment tail moment の上昇は認められなかった。一方、レンチウイルスベクターにより CD30 を
過剰発現させ CD30 発現量を増加させた
Jurkat 細胞においては、CD30L の刺激に
より細胞内 ROS の上昇および Coment 
tail moment の上昇が確認された（図 3 
A、B、C）。 
 
５.まとめ 
本研究より、CD30シグナルは発現量依存
的に細胞内ROSの増加を介してDSBを惹
起し、染色体不安定性を誘導することが
臨床検体を用いた CD30+ATL 細胞により
示された。したがって、CD30 シグナルは
増殖シグナルであると同時に染色体不
安定性を惹起することで、増殖アドバン
テージを持つ腫瘍細胞集団を生み出すことで、さらに悪性度の高い腫瘍細胞を生じさせるオン
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コシグナルである可能性が示唆される。このような細胞をコントロールすることが、早期治療に
重要となると考えられる。 
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