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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HTLV-I を原因ウイルスとする疾患であり、病
期の進んだ症例の予後は大変不良で有効な治療法は確立されていない。我々は新たに開発したメチル化DNA結合
蛍光蛋白MBD-EGFP によるDNA メチル化ライブイメージング法を用いて環境変化に応答するDNAメチル化動態をラ
イブ解析した。網羅的DNAメチル化・遺伝子発現解析よりHTLV-1tax癌遺伝子発現ONの後、標的遺伝子群のDNAメ
チル化は次の定常状態への移行がみられ、生理的・病理的細胞内外環境変化に伴い標的遺伝子群のDNAメチル化
平衡の変化による遺伝子発現異常誘導が発症に重要であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Adult T-cell leukemia/lymphoma (ATL), an aggressive type of T-cell 
malignancy, is induced by human T-cell leukemia virus type I (HTLV-1) infection. The outcomes, 
following therapeutic interventions for ATL, have not been satisfactory. In the present 
investigation,　we established live-cell imaging method of DNA methylation using methylated DNA 
binding protein (MBD) fused with enhanced green fluorescent protein (EGFP); MBD-EGFP to detect 
dynamic changes of DNA methylation induced by endogenous and/or exogenous environmental 
perturbations in human leukemia cells. Comprehensive global DNA methylation and gene expression 
analyses revealed dynamic changes of target gene methylation and gene expression followed by 
HTLV1tax gene expression. In vitro live cell imaging of DNA methylation with HTLV-1tax-oncogene 
ON/OFF system is useful system to investigate epigenetic mechanism of ATL 
leukemogenesis/lymphomagenesis.

研究分野： 腫瘍病理学、病原ウイルス学、分子病理学

キーワード： HTLV-1　ATL　DNAメチル化　1細胞解析　ライブセルイメージング　網羅的解析　de novo methylation
　DNA methylation foci
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研究成果の学術的意義や社会的意義
我々はこれまでに超微量検体を用いて造血器腫瘍のＤＮＡ異常メチル化を高感度・高精度に検出する方法を開発
し、造血器腫瘍の早期診断、また低悪性度から高悪性度病型への進展可能性を評価する検査方法の開発に成功し
た。本研究に於いてlive cell imaging法を用いてHTLV-1tax癌遺伝子発現がＤＮＡ異常メチル化を誘発し遺伝子
発現異常を引き起こすことを直接示し、そのダイナミックスを解析した。ＤＮＡ異常メチル化誘発機構と発癌と
の関連を明らかにすることは、エピジェネテイック制御が可逆的であることから将来悪性腫瘍の新規早期発見・
早期治療法更に予防法につながる可能性があり,さらなる発展が期待される。

※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 
 

近年の診断・治療技術の進歩に伴い悪性リンパ腫・
白血病の予後は病型によっては顕著な進歩がみられ
ている。しかし、最近疾患概念が確立したもののなか
で成人 T 細胞白血病・リンパ腫(ATL) はとくに病期
の進んだ症例の予後は大変不良であり、このような
難治性リンパ腫・白血病をどのように扱うかは焦眉
の課題となってきている。ATL は HTLV-I を原因ウ
イルスとする疾患であるが現在のところ有効な治療
法が確立されていない。 
このような臨床病理学的特徴がどのような分子基
盤により成り立っているかを検討するために我々は
DNA マイクロアレイ 及び病理組織マイクロアレイを用いた解析を行い血球系特異
的チロシンフォスファターゼ SHP1 遺伝子がこれらの疾患をはじめ、広範な悪性リン
パ腫・白血病で大きく発現低下または消失していることを見いだした（Amer. J 
Pathol.(2001)）。さらに SHP1 遺伝子等、遺伝子群に於いて CpG island の DNA メチ
ル化によるエピジェネテイック異常により誘導された遺伝子発現抑制が高頻度にこれ
らの患者で観察され、極めて広範な造血器腫瘍の発症機構と密接な関係があることを
発見した（Cancer Res.(2002), Lab Inv.(2003), Int. J. Med. Biol. Front 2007）。更に
我々は８個のターゲット遺伝子を詳細に解析し、HTLV-I キャリアからくすぶり型
ATL、慢性型 ATL の発症、更に急性型及びリンパ腫型 ATL に進展する際に特異的な
異常ＤＮＡメチル化が高頻度におこる現象を発見し, ATL において CIMP（CpG 
Island Methylator Phenotype）というエピジェネテイック異常が起こっており発症・
進展に重要な役割を果たしていることを証明した （Ame. J Pathol 176(1); 402-415, 
(2010)）（図１）。又胃ＭＡＬＴリンパ腫においても H. Pylori 菌の感染がＤＮＡメチル
化による特異的ターゲット遺伝子群の発現抑制を誘導するというエピジェネテイック
異常（CIMP）を引き起こし発癌に重要な役割を果たしていることを示した（Int. J. 
Oncol 35:547-557, 2009）。最近、同一患者の病態進展過程の検体においてクローン・レ
ベルでエピジェネテイック異常が集積しつつある状況をダイナミックに捉えることに成功
している。 

 
 
２．研究の目的 
 
我々が確立したメチル化DNA 特異的結合蛋白MBD-EGFP による DNA メチル化ライブイ
メージング法を用いて HTLV-1tax 遺伝子 ON または OFF の後の DNA メチル化のダイナ
ミックな変化を１細胞レベルで解析する。このシステムを用いてウイルス感染による異常
DNA メチル化の起こる分子機序,特に HTLV-1tax 遺伝子発現による細胞内部環境変化及び
免疫システムとの相互作用など外部環境変化に応答する DNA メチル化及びヒストン修飾
の動的変化を細胞レベルでライブ解析し、HTLV-I の感染がどのようなメカニズムで異常
DNA メチル化及びエピジェネテイック異常を誘導し、ATL 発症にいたるか詳細に解析する
のが目的である。 
 
 
３．研究の方法 
 
本研究では、これまでの成果をふまえ、患者検体、培養細胞等の様々な実験系により ATL にお
けるエピジェネテイック異常の発症機構について包括的網羅的解析法を用いながら様々な角度
から総合的且つ詳細に解析した。とくに新たに開発したメチル化 DNA 結合蛋白 MBD-EGFP に
よる DNA メチル化ライブイメージング法を用いて FCM（Flow cytometry）解析で観察される
グローバル DNA メチル化レベルの変動解析と平行して共焦点レーザー顕微鏡及び超高解像度
STED 顕微鏡による内部環境及び外部環境の変化に応答する DNA メチル化及びヒストン修飾
の動的変化を細胞レベルでライブ解析した。これらの方法で HTLV-I の感染及び HTLV-Itax 遺
伝子がどのように異常 DNA メチル化を誘導し、ATL 発症にいたるか詳細に解析した。 
 
 
４．研究成果 
 



１．  HTLV-Itax 遺伝子発現の ON/OFF がコントロールできる培
養細胞において MBD-EGFP による DNA メチル化を定量的に
計測するライブイメージングシステムの構築を試み成功した。
tax 遺伝子 ON の後、一過的なグローバル DNA 脱メチル化が誘
導された後、異常 DNA メチル化が起こることを確認し，その際
多数の hyper-methylation foci が新たに形成されることを発見
した。この実験系を用いて生きた状態で細胞内部環境及び外部
環境の変化に応答してエピジェネテイック状態がどのようにダ
イナミックに変化するか詳細を解析することが可能となった。 
 
 

２．   フローサイトメトリ（FACS）を用いた細胞周期解析方法と細
胞周期変動に応じた DNA メチル化レベルの変動を MBD-
EGFP 蛍光検出により同時計測した。tax 遺伝子 ON の後、一過的なグローバル DNA 脱メ
チル化誘導の後、引き続き異常 DNA メチル化が起こることを確認し，多数の hyper-
methylation foci が新たに形成されていることを明らかにした。更に HTLV-Itax 遺伝子発
現 ON にした後、細胞の DNA メチル化レベルの変動パターンの経時的変化を追跡し、異
常 DNA メチル化進行過程の時間依存性をさらに詳細に解析した。FACS 解析で観察される
グローバル DNA メチル化レベルの変動解析と平行して共焦点レーザー顕微鏡及び超高解
像度 STED 顕微鏡によるメチル化 DNA の hyper-methylation foci，Tax 蛋白質,の時間・
空間局在分布変動を１細胞レベルで詳細に検討することにより新たにDNA methylationが
起こっている現場で Tax 蛋白は早い時点で hyper-methylation foci と共局在することが明
らかとなった。 

 
 
３．   HTLV-Itax 遺伝子発現 ON の後，経時的に培養細胞をサンプリングし DNA メチル化及

び遺伝子発現の包括的網羅的解析を行い、異常 DNA メチル化により遺伝子発現が変化して
いる標的遺伝子の同定を行った。更にクラスタリング解析、パスウェイ解析を行い，どのよ
うな分子経路の遺伝子がダイナミックに変動しているのか明らかになった。また４つの病
型の ATL 患者，HTLV−１キャリアの DNA メチル化プロファイルと tax 遺伝子発現誘導系
で観察される異常 DNA メチル化の異同を遺伝子レベルで比較検討し、HTLV-1 感染後早期
に起こる異常 DNA メチル化と後期に起こる DNA メチル化を検討し ATL 発症・進展の分
子メカニズムについて検討を行った。 
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