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研究成果の概要（和文）：HTLV-1は、感染者の一部に脊髄の慢性炎症性疾患であるHAMを引き起こす。申請者のこれま
での研究から、制御性T細胞（Treg）におけるHTLV-1機能遺伝子Taxの発現がHAMにおける炎症性T細胞の発生に関与し、
HAM病態形成に重要な役割を果たしていることが示唆された。本研究では、Treg特異的Tax発現ノックインマウスを作製
し、個体レベルでの検討を行った。その結果、耳介と尾部における慢性炎症像、脾細胞からの異常な炎症性サイトカイ
ン産生および自己免疫性の炎症に対する感受性の変化が観察された。従って、TregにおけるTaxの発現は生体に異常な
免疫状態を誘導し得ることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Human T-lymphotropic virus type 1 (HTLV-1) harness CD4+ T-cell plasticity to 
effect changes in infected T-cells via HTLV-1 Tax that cause once suppressive Treg cells to lose FOXP3 
expression and produce IFN-γ. We hypothesized that the transformation of Tax expressed Treg cells plays 
a key role in the pathogenesis of HTLV-1-associated myelopathy/tropical spastic paraparesis (HAM/TSP).
In this study, I created the knock-in mice expressing Tax in treg cells and indicated some abnormal 
immune responses in this mouse (chronic inflammation of the ear and tail, inflammatory cytokine 
production from spleen cells and hyper-responsiveness to EAE). Therefore, these results suggested that 
abnormal immune responses induced by expression of Tax in Treg cells play an important role in 
development and pathogenesis of HAM/TSP.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 

HTLV-1 は、免疫の司令塔である CD4+ヘ
ルパーT（Th）細胞に持続感染するレトロウ
イルスであり、感染者の一部に脊髄の慢性炎
症を特徴とする免疫性神経疾患（HAM）を引
き起こす。HAM は、未だ治療法の確立して
いない難治性疾患であり、病態解明に基づく
治療法開発が望まれている。その病態の特徴
は、HTLV-1 感染細胞に起因した過剰な免疫
応答による脊髄炎症と考えられており、感染
細胞の詳細な解析は発症機構の理解及びその
制御に必須である。 

最近、我々は、CD4+CD25+CCR4+ T細胞
が HTLV-1 の主な感染細胞であることを報告
した（PLoS ONE 2009）。この T 細胞群は、
健常者では主に制御性T細胞（Treg細胞）と、
Th2細胞から構成されている。特に Treg 細胞
は、過剰な免疫応答を抑制することで免疫寛
容と免疫恒常性の維持に必須の役割を担って
いる。従来は、その分化は不可逆的であり、
Foxp3 がその分化決定を担う転写因子である
と捉えられてきた。しかしながら最近、一部
の Treg 細胞は置かれた環境により Foxp3 発
現と抑制機能を失い，他のヘルパーT 細胞へ 

“ 分化転換 " する可塑性を有することが示
され、このような Treg細胞の可塑性が自己免
疫や炎症など様々な病態形成に寄与している
可能性が提唱されている（ Zhou Nat. 
Immunol. 2009, Miyara Immunity 2009）。 

興味深いことに、申請者は HAM における
HTLV-1感染CD4+CD25+CCR4+ T細胞群で
は Foxp3発現が低下し、炎症性サイトカイン
IFN-γを産生する Th1 細胞様の異常細胞に
変化し増加していることを証明した（PLoS 

ONE 2009）。更に、HAM の HTLV-1 感染
CD4+CD25+CCR4+ T細胞における HTLV-1

機能遺伝子 Taxの発現が、Th1細胞のマスタ
ー転写因子T-betの転写を直接活性化誘導し、
IFN-γ産生および Treg 細胞機能の消失を誘
導することを明らかにした（論文投稿中）（図
1）。従って、Treg細胞における Tax 発現は、
Treg 細胞から炎症促進的な IFN-γ産生細胞
への分化転換を誘導すると共に、Treg細胞の
機能異常が生体の免疫恒常性破綻の起因とな
り異常な免疫応答を引き起こすことが HAM

発症の重要な引き金となっていると予想し
（図 1）、その解析に着手する。 

 

２．研究の目的 

ヒト T細胞白血病ウイルス（HTLV-1）は、
感染者の一部に脊髄の慢性炎症性疾患である
HTLV-1 関連脊髄症（HAM）を引き起こす。
我々のこれまでの研究に基づき、制御性 T 細
胞（Treg）における HTLV-1 機能遺伝子 Tax

の発現が HAMにおける炎症性 T細胞の発生
に関与していると予想し、本研究では、Treg

特異的 Tax 発現ノックインマウスを作製し、
Treg 細胞における Tax 発現が生体における
免疫恒常性を破綻させ、HAM 様の炎症病態
を誘導し得るか検討し、HAM における免疫

異常発症機構を明らかにすることを目的とし
た。 

 

３．研究の方法 

（１）ノックインシステムを用いた Treg細胞
特異的 Tax発現マウスの作製 

Foxp3 プロモーター制御下で配列特異的組
換え酵素 Cre と GFP を発現する Tg マウス
（Foxp3-GFP-Cre）を用いて Treg 細胞特異
的に Taxを発現するノックインマウスを作製
した。このマウスでは、Treg細胞における Tax

発現により病原性 T 細胞への分化転換の誘導
を予想しており、分化転換により Foxp3発現
の低下が生じた場合においても、細胞内での
Tax 発現を維持し、その細胞を追跡可能な以
下のシステムを構築した（図 1）（Hori S. Curr 
Opin Immunol. 2011）。 

 目的マウス作製には、Foxp3-GFP-Cre マウ
ス（図 1-②）と全身発現性 Rosa26領域に Tax

または蛍光タンパク RFP をノックインした
マウス（図 1-①）を用いた。①のマウスには、
TaxまたはRFP遺伝子の直前にCre特異的組
換え配列 loxP 間に STOP コドンを有する配
列を挿入しているため、Cre非存在下ではTax

と RFPは発現しない。この 2種類のマウスを
交配して得られるマウスは、Foxp3 発現細胞
（Treg 細胞）にて Cre が発現し、loxP 間の
STOPコドンを欠失することにより、Rosa26

の活性により Tax と RFP を継続的に発現す
る Treg細胞特異的 Tax発現マウスとなる（図
1-③）。コントロールマウスとして、両染色体
に RFPを導入したマウス（図 1-④）を用い、
②マウスと交配したマウス（図 1-⑤）を作製
した。 

 

 

（２）Treg 細胞特異的 Tax発現マウスの生体
における影響の解析 

① 形態および行動異常（炎症による四肢の腫
れ、歩行障害、麻痺など）について観察解析
を行った。 

② 異常が観察された組織について病理学的
な解析を行った。 

 



（３）各種炎症性サイトカインの測定 

 Treg特異的Tax発現マウスおよびコントロ
ールマウスの脾臓を採取し、脾細胞を分離し
た後に、in vitroで培養を行った。7日間培養
後の培養上清を回収し、Cytokine beads 

array 法を用いて各種サイトカイン（IFN-γ、
TNFα、IL-2、IL-6、IL-10）濃度の測定を行
った。 

 

（４）自己免疫疾患モデルに対する Treg細胞
特異的 Tax発現マウスの抵抗性の検討 

12 週齢または 31 週齢の Treg 細胞特異的
Tax 発現マウスおよびコントロールマウスに
MOG35-55 ペプチドを免役し免疫実験的自己
免疫性脳脊髄炎（EAE）マウスを作製し、症
状の進行度の解析を行った。 

 

４．研究成果 

（１）ノックインシステムを用いた Treg細胞
特異的 Tax発現マウスの作製 

これまで報告されている Tax発現マウスの
多くは、全身あるいは、T 細胞や CD4+T 細
胞といった広範囲の細胞種で Taxを発現する
トランスジェニックマウスが主であった
（Daniel A.Viruses 2011）。それらの報告で
は、観察されるマウス表現型は関節炎やリン
パ腫など定まったものではなく、また、Tax

発現量の差により発症頻度も異なっていた。
そこで、本研究では、高頻度な HTLV-1 感染
が観察されている Treg 細胞に限定し、ノック
インシステムを採用することにより、導入遺
伝子のコピー数の違いやゲノム挿入部位によ
るポジションエフェクトによる表現型の不安
定性を回避し安定的な解析ができるものであ
る。 

また、以前の報告において、Tax は Foxp3

発現系を間接的に抑制する可能性が示唆され
ているが（Grant C. Blood 2008）、本研究で
作製するマウスでは、Treg細胞において Tax

が誘導されFoxp3の発現抑制が生じた場合で
も、Foxp3発現低下に伴う導入 Tax遺伝子の
発現低下や消失は生じない（図 1）。従って、
一端 Fopx3が発現した細胞では継続的に Tax

発現が維持され、Treg細胞分化転換後の細胞
変化の追跡も RFP 発現細胞を追うことによ
り可能である。 

 

（２）Treg 細胞特異的 Tax発現マウスの生体
における影響の解析 

樹立した Treg 特異的 Tax 発現ノックイン
マウスの表現型の解析を行った結果、全ての
Treg において Taxを発現するマウスは、6週
齢以内に全例致死となったが、一部の Tregに
おいて Taxを発現するヘテロマウスでは、耳
介の皮膚炎症状と共に、尾部の皮膚潰瘍、耳
介のレイノー現象や壊疽といった表現型を呈
した。これらの症状は増悪と寛解を繰り返す
慢性炎症像を示した。さらに、異常が観察さ
れた組織の病理学的解析を実施した結果、皮
膚潰瘍部における活発な炎症細胞浸潤および

繊維芽細胞の増生が認められると共に、神経
周囲性の浮腫や線維化が観察された。 

 

（３）各種炎症性サイトカインの測定 

Treg特異的Tax発現ノックインマウスおよ
びコントロールマウス（図 1-⑤）より採取し
た脾細胞より産生されるサイトカインの測定
を行った。その結果、ノックインマウス由来
脾細胞からはコントロールでは認められない
TNFα、IFN-γの産生が確認され、Treg 特
異的 Taxノックインマウス脾細胞では異常な
炎症性サイトカインの産生亢進が惹起されて
いると考えられた。 

 

（４）自己免疫疾患モデルに対する Treg細胞
特異的 Tax発現マウスの抵抗性の検討 

 自己免疫疾患モデルに対する抵抗性を検討
するため、実験的自己免疫性脳脊髄炎（EAE）
モデルを適用した。その結果、慢性炎症が発
症する以前の 12 週齢 Tax 発現マウスを用い
た場合には、コントロールと比較して変化は
認められなかったが、炎症を発症した 31週齢
のマウスでは、感作 2 日後に死亡した。よっ
て、コントロールマウスに比べ Tax発現マウ
スは EAEに対する感受性が高く、その応答性
は週齢により異なる可能性が示唆された。今
後、EAEマウスの病理組織像を解析し、Treg

細胞における Tax の発現とそれに伴う Treg

細胞の分化転換による EAE の発症と進行に
対する影響を症状スコアおよび病理組織学的
解析により検討する。 

 

これまでの解析結果から、Treg 特異的 Tax

発現マウスでは、炎症性サイトカイン産生能
や自己免疫性の炎症に対する感受性の亢進が
誘導されており、そのような異常な免疫状態
が尾部の潰瘍や耳介の炎症の発生に関与して
いること予想された。よって、Treg における
Tax の発現は生体における炎症症状を惹起し、
HAM における免疫異常の発症や形成に関与
することが考えられた。 
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