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研究成果の概要（和文）：成人T細胞白血病の発症過程に関与する因子を同定するため、ATL患者由来の樹立細胞株から
、免疫不全NOGマウスにおいて高い造腫瘍性を示す細胞集団を分画した。この細胞ではAKTシグナル及びNFkBシグナルの
亢進が認められ造腫瘍性に関与していることが示唆された。NFkBシグナル亢進に関与する因子のスクリーニングのため
、レポーター細胞を用いたfunctional screening をい、RIPK2、IRAK1、TNFR1Aなど既知の遺伝子以外に、これまでNFk
Bシグナルとの関連が明らかではなかった遺伝子を複数同定した。

研究成果の概要（英文）：To identify critical factors for the onset of adult T cell leukemia (ATL), we 
fractionated the cell population showing high tumor-initiating ability in immune deficient NOG mice from 
ATL-derived cell lines.These cells also showed the up regulation of AKT and NF-kB signaling, which 
suggests the possible role of these signal transduction pathways in tumorigenicity of ATL cells. To 
reveal the responsible genes for up regulation of NF-kB signaling, we conducted functional screening 
using the NF-kB-reporter cell and could identify unreported genes which can modulate NF-kB signaling.

研究分野：血液腫瘍学

キーワード： 成人T細胞白血病　シグナル伝達
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１．研究開始当初の背景 
ATLの発症はレトロウィルスHTLV-1の
感染に起因するが、感染から発症までは、
ウイルス由来タンパク（Tax、HBZ等）
による各種シグナル伝達系の活性化と、
それに続く、不死化、悪性形質転換、と
いうプロセスが、複数の genetic あるい
は epigeneticな変異により進行すると考
えられている。しかし発症の分子機序に
は未だ不明の点が多く、ATLの根治療法
の開発が進まない一つの原因となってい
る(Front. Microbiol. 2012)。 
申請者が共同研究を行ってきた研究協力
者の菅村（宮城県立がんセンター研究所 
特任部長、東北大学  名誉教授）は
HTLV-1発見当初よりATL関連細胞株を
多数樹立してきた。樹立細胞には増殖に
IL-2を必要とする株と必要としない株が
存在する。また、NOGマウスを宿主とし
た場合の造腫瘍能も細胞株により異なる。
このような細胞株間での IL-2 要求性や
造腫瘍能の差異は、各細胞が ATL発症プ
ロセスの各ステップを、機能的に反映し
ているという可能性を示している。 
さらに、サイトカイン依存性と造腫瘍能
に関して、次の予備的結果を得ていた。 
①サイトカイン受容体下流のシグナル分
子 JAK3 を、IL-3 依存性のマウス proB
細胞株 Ba/F3で発現させたところ、IL-3
依存性が消失した。一方 IL-2依存性ヒト
ATL細胞、ILT-Matで発現させたところ、
IL-2依存性は消失しなかったが、必要量
が低減した。 
②ヒト ATL由来細胞 ST-1で Aktシグナ
ル阻害因子の発現を抑制したところ、造
腫瘍能が上昇した。 
これらの結果から、造腫瘍能が高い、あ
るいは IL-2非依存性の ATL細胞株から
cDNA ライブラリーを作製し、これを造
腫瘍能が低い、あるいは IL-2 依存性の
ATL細胞株に導入し、形質の変化を指標
とした機能スクリーニングを行うことで
ATL発症プロセスに関わる遺伝子を同定
できると着想するに至った。 
 
２．研究の目的 
①ATL細胞の特徴である「IL-2非依存性
増殖能」と「造腫瘍能」を規定する遺伝
子を同定するため、in vitro及び in vivo
での機能性スクリーニング系を開発する。 
 
②同様に造腫瘍能を規定する遺伝子を同

定するため、高／低造腫瘍能それぞれの
細胞株の発現プロファイルを作製し、発
現に差がある遺伝子を同定する。また、
それぞれの細胞株で、代表的なシグナル
伝達系（NFkB、AKT）の活性化状態が
異なるか、検討する。 
 
３．研究の方法 
レトロウィルスベクター（pMXs、東大医
科研、北村先生より供与を受けた）を用
いた、cDNA ライブラリーを作成し、こ
れを細胞に導入し、「IL-2 依存性」の解
消、「NOG皮下での造腫瘍性」の獲得等
を指標としたスクリーニングを行う。 
 
４．研究成果 
①「IL-2非依存性増殖能」および「NOG
皮下での造腫瘍性」を示す２つの ATL 由
来細胞株、TL-Om1 と ED40515(-)より RNA
を調製し、Clontech 社の Smart cDNA 合
成システムを用いて、より完全長に近い
cDNA を合成した。これをレトロウイルス
ベクターpMXs に挿入し、cDNA 発現ライブ
ラリーを得た。パッケージング細胞
Plat-Aを用いてライブラリーウイルス粒
子を調製し、これを「増殖が IL-2依存性」
で「NOG皮下での造腫瘍性を持たない」、
ILT-Mat あるいは TCL-Kan 細胞に感染
させた。IL-2を含まない培地での培養あ
るいは NOG 皮下への移植を行ったが、
いずれでも細胞の増殖は確認できなかっ
た。 
 
②ATLを含め白血病発症に関与している
ことが知られている遺伝子（Tax、HBZ、
野生型／変異型 JAK3、Ras、MSI2、
hTERT、Notch ICN、変異型 AKT）を
単独あるいは組み合わせて ILT-Mat、
TCL-Kan 細胞に導入し上記同様にスク
リーニングを行ったが「IL-2非依存性増
殖能」あるいは「NOG皮下での造腫瘍性」
を示す細胞は得られなかった。 
 
③上記①、②より cDNAの過剰発現によ
る細胞の悪性形質転換は困難と判断し、
random integrationによる遺伝子破壊を
用いたスクリーニングを実施した。
EGFP を発現するレトロウイルスベクタ
ーを同様に ILT-Mat、TCL-Kan 細胞に
導入しスクリーニングを行ったが、「IL-2
非依存性増殖能」あるいは「NOG皮下で
の造腫瘍性」を示す細胞は得られなかっ



た。 
 
④申請者の所属する研究室で分画された
高造腫瘍性白血病細胞の解析から NFkB
シグナル伝達系の異常亢進が高造腫瘍性
に関与していることが示唆された。そこ
で、NFkB シグナル亢進に関与する遺伝
子を同定するため、レポーター細胞
（Rat-1 κB-bsrEGF、Higuchi et al 
Retrovirology, 2005 ） を 用 い た
functional screening を進めた。各種培
養細胞より調製した cDNAライブラリー
をレポーター細胞に導入し、マーカーの
発現（blasticidin 耐性、EGFP）を指標
にスクリーニングを行った。RIPK2、
IRAK1、TNFR1Aなど既知の遺伝子以外
に、これまで NFkBシグナルとの関連が
明らかではなかった遺伝子６種が同定さ
れた。現在これら遺伝子のシグナル調節
機構の解析を進めている。 
 
⑤上記高造腫瘍性細胞で発現変動を示す
遺伝子をマイクロアレイにより検討した
ところ、発現上昇を示す遺伝子として、
MLLT11、NPTX2、MITF、JMJD4 な
ど、発現低下を示す遺伝子として、NKD2
などが同定された。このうちWntシグナ
ルの抑制因子である NKD２に関して発
現ベクターあるいは発現抑制のための
sh ベクターを作成し、細胞に導入した。
導入細胞では Wnt シグナルに加えて
AKTシグナルの変動が観察され、両シグ
ナル伝達系のクロストークの存在が示唆
された。詳しい分子機構に関して現在解
析を行っている。 
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