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研究成果の概要（和文）：細胞内骨格再構成シグナル伝達の角度からHTLV-I関連脊髄症（HAM）発症に関わる因子につ
いてHTLV-I感染細胞株とHTLV-I非感染細胞株との混合培養によるHTLV-I感染伝播効率を指標として検索を行った。得ら
れた結果からHAM患者HTLV-I感染細胞では1) actin polymerizationを抑制する細胞内cAMP濃度を低く設定することによ
って細胞内骨格再構成が活性化していること　2) 細胞内骨格再構成の活性化と共にRap1活性化を誘導するCXCR4シグナ
ルの活性化が起こり、これらがHTLV-I感染細胞の高い組織浸潤能に関与する一因となっている可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：We investigated the factors involved in the development of HTLV-I-associated
Myelopathy(HAM)from the point of view of cytoskeletal reorganization using the efficiency of 
intercellular transmission of HTLV-I by co-cultivation with HTLV-I-infected T cell lines and H9/K30 luc 
reporter cells as an indicator. From our data, it was suggested as bellows: 1) activation of cytoskeletal 
reorganization by down-regulated intracellular cAMP level in HTLV-I-infected cells in HAM patients. 2) 
activation of CXCR4 signaling leading to Rap1 activation with activation of cytoskeleton reorganization 
involved in the heightened transmigrating activity to the tissues in HTLV-I-infected cells in HAM 
patients.

研究分野： 神経病態免疫学
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１．研究開始当初の背景 
細胞の遊走能や浸潤能には細胞内骨格再構

成が関与し、その中でactin polymerization
は最も重要な役割を果たしている。申請者ら
はHTLV-I関連脊髄症（HAM）患者末梢血HTLV-I
感染CD4陽性T細胞は血管基底膜透過能が亢進
していることを報告し (Furuya T., et al., P 
Assc Am Physician 1997)、さらにHAM患者由
来HTLV-I感染T細胞株では組織浸潤における
critical molecule で あ り 、 actin 
polymerization の 上 流 に 位 置 す る small 
GTPaseが強く活性化されていることを明らか
にした（Fukushima N. et al., Intervirology 
2008）。これらの事実はHAM患者HTLV-I感染細
胞では強いactin polymerizationを基盤とし
て細胞内骨格再構成が生じていることを示唆
している。 
HAMの原因ウイルスであるHTLV-Iは細胞接

着分子によって構成されるvirological 
synapseを通してcell to cell で伝播してい
くが(Igakura T. et al., Science 2003，
Barnard AL. et al., Blood 2005)、この場合
にも細胞内骨格再構成の重要性が指摘されて
いる（Nejmeddine M. et al., J Biol Chem 
2005）。以上の事実より、HAM患者における
HTLV-I感染細胞にみられる強い組織浸潤能を
惹起する分子機構は同時にHTLV-Iの効率のい
い細胞間伝播をも誘導している可能性が考え
られる。これらの事実を背景として、細胞骨
格再構成シグナルの角度から，HAM患者HTLV-I
感染細胞の解析を行った。 
 
２．研究の目的 
HAM 患者末梢血では、組織浸潤能が亢進し

た HTLV-I 感染細胞群の増加があり、この増
加が HAM 発症において critical な役割を演
じている。この異常に関与する分子機構が明
らかになれば、それを標的とした治療法開発
が可能となる。組織浸潤能の亢進と HTLV-I
の効率のいい細胞間伝播の両者には細胞内
骨格再構成のシグナル異常が共通して関与
している可能性がある。本研究では細胞内骨
格再構成シグナルの観点から，HAM 患者
HTLV-I 感染細胞を解析し、この両者に共通す
る可能性のある分子機構を解明することを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究では HTLV-I 感染細胞株（HAM 患者由

来または HTLV-I キャリアー由来）と H9/K30 
luc 細胞との混合培養系を用いて解析を行っ
た。 
(1) 混合培養系：HTLV-I 感染 T細胞株として
HCT-5(HAM 患者由来 HTLV-I 感染 T 細胞株)ま
たは TL-Su(HTLV-Iキャリアー由来)を使用し
た。混合培養の標的細胞として H9/K30 luc
細胞(リンパ球系細胞株である H9 細胞に
HTLV-I LTRにレポーターとしてのルシフェラ
ーゼ遺伝子を繋いだプラスミドを permanent 
transfection した細胞株)を使用した。解析

の前に H9/K30 luc細胞での CXCR4・LFA-1 発
現と HCT-5 および TL-Su での CXCR4・ICAM-1
発現は、フローサイトメトリーにて確認した。 
(2) HTLV-I 感染伝播効率の解析：HCT-5 また
はTL-Su(5 x 105/well)とH9/K30 luc細胞(3.5 
x 105/well)と混合培養後、細胞を回収し、ル
シフェラーゼアッセイを行い relative luc 
activity を算出した。 
(3) 各種薬剤の HTLV-I 感染伝播効率に及ぼ
す影響の解析：Latrunculin B(actin 
depolymerizer)または Forskolin(adenylate 
cyclase活性化剤)またはSQ22536(adenylate 
cyclase 阻害剤)、cAMP または cGMP または
H89(PKA 阻害剤)または pentoxifylline ま
たは cilostazol または rolipram または
pentoxifylline＋cilostazol または
pentoxifylline＋rolipram または
ticlopidine 処理 HCT-5 または TL-Su を 
H9/K30 luc細と混合培養後、上記 2)による
解析を行った。 
(4) CXCR4 シグナルの HTLV-I 感染伝播効率に
及ぼす影響の解析：抗 CXCR4 ブロッキング抗
体在下に HCT-5 または TL-Su と H9/K30 luc
細胞と混合培養後、上記(2)による解析を行
った。 
(5) ウエスタンブロット解析：HCT-5 を  
Latrunculin B または Forskolin にて処理し、
経時的に細胞を回収後、cell lysate を作成
し、ウエスタンブロット解析を行った。また、
HCT-5 または TL-Su を培養し、経時的に細胞
を回収後，cell lysate を作成し、ウエスタ
ンブロット解析を行った。 
(6) 細胞内 cAMP・cGMP 濃度の測定： HCT-5
または TL-Su を培養後，細胞を回収し、cell 
lysate を作成。細胞内 cAMP・cGMP 濃度を
ELISA 法にて測定した。 
(7) Rap1 活性化の解析：Rap1 pull down assay
キットを用いて解析した。 
 
４．研究成果 
(1) 細胞内 cAMP は vasodilator-stimulated 
phosphoprotein(VASP)のリン酸化を制御し、
細胞内骨格再構成で重要な役割を果たして
いる actin polymerization を通して HTLV-I
感染効率を規定する(下記雑誌論文③)。 
① actin depolymerizer、Latrunculin B 処
理 HCT-5 では感染効率が抑制された(図 1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



② Forskolin 処理による細胞内 cAMP 濃度の
増加は VASP のリン酸化を介して actin 
polymerization を抑制し、その結果 HCT-5 で
の HTLV-I の感染伝播効率が低下した(図 2)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
③ HCT-5 と TL-Su における細胞内 cAMP 濃度
および VASP リン酸化の比較では、後者では
前者に比較して細胞内 cAMP 濃度は有意に高
く、VASP はより強くリン酸化されていた(図
3)。細胞内 cGMP 濃度は両者の株で有意差は
なかった(図省略)。さらに、両株での HTLV-I
感染伝播効率の比較では前者で有意に高い
感染伝播効率を示した(図 4)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ここまでの解析によって、細胞内 cAMP 濃
度は VASP のリン酸化を通して、actin 
polymerization を制御し、そのことによって
HTLV-I 感染伝播効率を規定する一因となっ
ている可能性が示された。そこで、感染効率
のいい HCT-5 を直接 cAMP または cGMP で処理
後、混合培養を行い、感染効率の変化を解析
したところ、cAMP 処理では有意に低下を示し
たが cGMP 処理では有意な差を示さなかった
(図 5)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
以上より、1)actin polymerization は

HTLV-I 感染伝播において重要な役割を果た
し て い る 。 2) 細 胞 内 cAMP は actin 
polymerization のリン酸化を制御し、HTLV-I
の感染伝播効率に関与することが明らかに
なった。興味あることに、HAM 患者由来 HCT-5
は HTLV-I キャリアー由来 TL-Su に比較して
HTLV-I 感染伝播効率が有意に高いのである
が、その一因として細胞内 cAMP 濃度が低く
設定されているためと考えられる。したがっ
て、HAM 患者では HTLV-I 感染細胞の組織浸潤
能亢進にはその細胞内で低く設定された
cAMP 濃度による細胞内骨格再構成シグナル
の活性化が関与している可能性が考えられ
た。 
④ 細胞内 cAMP濃度を変化させうる薬剤での
検討：a. 減少させる薬剤；SQ22536にて TL-Su
を処理後、混合培養を行ったが、有意な変化
は得られなかった。さらに、VASP のリン酸化
を抑制する薬剤 H89で処理された TL-Su でも
有意な変化は得られなかった。b. 増加させ
る薬剤；cAMP を標的とした HAM に対する治療
法開発の可能性を考え、phosphodiesterase
阻 害 剤 (pentoxifylline 、 cilostazol 、
rolipram)または adenylate cyclase 活性化
剤(ticlopidine)で HCT-5 を処理後、混合培
養を行ったが、有意な変化は得られなかった。 
(2) CXCR4シグナルの活性化はHTLV-I感染伝
播効率に関与する。 
 CXCR4 シグナルは細胞内骨格再構成の活性
化の上流にある Rap1 を活性化させる。そこ
で、抗CXCR4ブロッキング抗体存在下にHCT-5
あるいは TL-Su と H9/K30 luc 細胞を混合培
養し、その感染効率を比較した。その結果、
HCT-5 ではその感染効率は有意に低下したに
もかかわらず、TL-Su では変化は見られなか
った(図 6)。Rap1 は TL-Su に比較して、HCT-5



において明らかに活性化されていた(図 7)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
これらの事実は HCT-5 での HTLV-I の感染

伝播にはCXCR4シグナルも重要な役割を果た
している可能性を示している。さらに、HCT-5
が CXCR4を発現していることを併せて考えれ
ばそのシグナルの下流にある細胞内骨格再
構成の活性化がHCT-5で起こっていることが
示唆された。 
（結論） 
 本研究において HAM 患者 HTLV-I 感染細胞
では細胞内骨格再構成シグナルが活性化さ
れ、その因子として細胞内 cAMP 濃度を低く
設定していること、また CXCR4 シグナルの活
性化が関与している可能性が示された。これ
らのシグナルの活性化が HAM 患者 HTLV-I 感
染細胞の高い組織浸潤能を維持している可
能性がある。以上より、HTLV-I 感染細胞に対
して細胞内 cAMP 濃度を増加させる薬剤ある
いはCXCR4シグナル活性化を抑制させる薬剤
は、HAM に対する新規治療法となる可能性が
考えられた。 
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