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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)のDNAメチル化亢進異常を標的としたDNA脱メチル化
療法の可能性を探るため、HTLV-1感染細胞・ATL細胞に対して、デシタビンがDNAの脱メチル化を伴い、強く細胞
の増殖を抑制することをin vitro及びマウスを用いたin vivoの解析で示した。また、T細胞の増殖・生存に重要
ないくつかの遺伝子がHTLV-1感染細胞・ATL細胞において異常にDNAメチル化されており、DNA脱メチル化剤がも
たらす抗腫瘍効果の標的となり得ることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Adult T-cell leukaemia-lymphoma (ATL) is an aggressive haematological 
malignancy of CD4+ T-cells transformed by human T-cell lymphotropic virus-1 (HTLV-1). We have 
identified common differentially hypermethylated positions (hyper methylated DMPs) specific to 
HTLV-1-infected T-cells by comprehensive DNA methylation analysis. Since accumulation of DNA 
methylation at these sites correlated with ATL development and progression, we investigated the 
efficacy of DNA demethylating agents. Treatment with decitabine (DAC) inhibited cell growth 
accompanied by global DNA hypomethylation in HTLV-1-infected cell lines. We found 22 genes, 
including THEMIS and LAIR1 as negative regulators of TCR signaling, and FHIT as a tumor suppressor, 
whose expression was down-regulated concomitant with promoter hypermethylation and rescued by DAC 
treatment. Our results demonstrate that DNA demethylation therapy is a new and effective approach to
 prevent disease development and progression in ATL.

研究分野： 造血器腫瘍のエピジェネティクス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
DNAのメチル化異常がHTLV-1感染細胞の増殖や生存に機能的に寄与していることが示され、DNAのメチル化異常を
標的にしたATLの新規治療法、予防法の開発の可能性が見いだされた。今回同定したいくつかの遺伝子のメチル
化異常をさらに多検体で検証することで、HTLV-1感染者の中でATLを発症する5%の感染者を早期に抽出する新し
い指標に応用し、患者毎の発症リスクに応じた経過観察スケジュールの作成にやDNA脱メチル化剤の適応患者の
選別に役立つと考える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(１) 成人 T 細胞性白血病・リンパ腫(ATL)はヒト T 細胞白血病ウイルス I 型(HTLV-1)の T 細
胞への感染を起因とする血液腫瘍である。ATL はその病態の違いから、比較的に悪性度の低い
くすぶり型 ATL や慢性型 ATL、あるいは治療の必要を有する悪性度の高い急性型 ATL やリン
パ腫型 ATL に大別され、HTLV-1 ウイルス感染から数十年を経ておよそ 5％の感染者が発症す
る。また、低悪性度 ATL のおよそ半数が高悪性度 ATL へと病態が進行することが知られてお
り、効果的な治療法や発症予防法の開発が望まれている。 
 
(２) 我々は健常人、無症候性 HTLV-1 感染者、及び ATL 患者(くすぶり型、慢性型、急性型)
由来の末梢血単核球より、HTLV-1 非感染細胞と HTLV-1 感染細胞を HAS-Flow 法により分離
し、網羅的な DNA メチル化解析を実施した。HAS-Flow 法は CADM1 と CD7 の発現パター
ンから、正常T細胞画分(P画分)とHTLV-1感染T細胞画分(D, N画分)を識別する方法である。
本分析法については 2014 年の Kobayashi 等の論文に詳細な解説があるが、ATL の病態の進
行と良く相関するように、T 細胞表面の CADM1 と CD7 の発現が変化していくことを利用し
ている。それぞれの細胞から DNA を抽出し、網羅的 DNA メチル化解析を行い、得られたメ
チル化プロファイルを用いて、
HTLV-1 感染細胞で特異的に認
め得られるDNAメチル化異常領
域について、階層的クラスター解
析を行い、病態の進行をよく反映
するDNAメチル化異常亢進領域
を抽出した(図１)。そこで本研究
では病態の進行に関わるDNAメ
チル化亢進異常を抑制(解除)する
ことで、HTLV-1 感染細胞・ATL
細胞の増殖を抑制できるか検討
した。また、HTLV-1 感染細胞・
ATL 細胞の生存・増殖に機能的
に寄与するDNAメチル化異常領
域(遺伝子)の同定を試みた。 
 
２．研究の目的 
(１)  我々は HTLV-1 感染細胞が ATL 細胞に至る過程において、特徴的な DNA のメチル化
亢進異常が蓄積し、その結果病態の進展・ATL 細胞の増殖に寄与することを示唆する結果を得
ている。そこで、DNA 脱メチル化剤の HTLV-1 感染細胞・ATL 細胞に対する抗腫瘍効果を比
較検討するとともに、その作用機構を明らかにすることを目的とした。 
 
(２) さらに、抗腫瘍効果と相関してメチル化が変化する DNA 領域を明らかにし、ATL の生
存や病態の進行に機能的に関わる異常 DNA メチル化領域・遺伝子を明らかにする。 
 
(３) これらの結果から、HTLV-1 感染細胞・ATL 細胞に対する DNA 脱メチル化剤の有効性
と抗腫瘍効果を予測可能な DNA メチル化領域を明らかにすることで、ATL の新しい治療法・
予防法の可能性を探り、ATL における DNA 脱メチル化剤を用いた新規治療法を開発するため
の基盤構築を行う。 
 
３．研究の方法 
(１) DNA 脱メチル化剤の抗腫瘍活性評価 (in vitro) 
 HTLV-1 感染細胞・ATL 細胞株(MT-1, MT-2, MT-4, TL-Mor, ATN-1, ILT-Mat, MJ, TL-Om1)
及び、ATL 患者由来末梢血単核球に DNA 脱メチル化剤として、アザシチジン(AZA)あるいは
デシタビン(DAC)を処理し、細胞増殖については CCK-8 (DOJINDO)により評価した。また、
Annexin V 染色によるアポトーシス解析、PI 染色等による細胞周期の解析を行った。DNA の
メチル化状態については、LINE-1領域のCpGアイランドに含まれる 3カ所のCpGについて、
バイサルファイト-パイロシークエンス法により定量した (LINE-1 assay)。LINE-1 はヒトの
ゲノムのおよそ 1/6 を占めており、この領域のメチル化レベルはゲノム全体の指標とされてい
る。DNMT1 のタンパク質量については western blot 法により評価した。遺伝子発現について
は TaqMan assay により定量した。 
 
(２)  DNA 脱メチル化剤の抗腫瘍活性評価 (in vivo) 
 T, B, NK 細胞を欠損した高度免疫不全マウス(BALB/c Rag2null/Jak3null(BRJ))に HTLV-1 感
染細胞株である MT-2 を 5 x 106個 皮下に移植した。移植後、外表よりノギスで長径・短径を
測定し、腫瘍サイズおよび体重を記録した。およそ移植 10 日後、腫瘍サイズが 100 mm3に達
した時点でデシタビン(1.25 mg/kg)、あるいは溶媒(10% β- シクロデキストリン溶液)の腹腔
内投与を開始し、週二投で 3 週間投与した。移植 22 日後に全頭解剖し、皮下の腫瘍組織を単



離し、DNA を抽出し、LINE-1 assay により DNA のメチル化レベルを測定した。 
 
４．研究成果 
(１) HTLV-1 感染細胞・ATL 細胞株に AZA あるいは DAC を 4 日間処理し、CCK-8 法で解析
したところ、DAC でより強い増殖抑制効果が見られた(図２A)。IC50 値は MT-1 細胞以外では
実臨床で用いられる際の血中濃度以下であった。また、MT-1 細胞についても処理期間の延長
により強い細胞増殖抑制効果が表れた。Annexin V, PI 染色により DAC 処理濃度・時間依存的
なアポトーシスの誘導も確認された(図２B)。また、いくつかの株において、処理 2 日後に G2/M
細胞周期停止が認められた。DNA のメチル化状態について LINE-1 における CpG メチル化状
態で評価したところ、AZA に
比べて DAC が低濃度で DNA
の脱メチル化を誘導すること
が明らかとなった (図２C)。
DNA に取り込まれたデシタビ
ンはメチル基転移酵素である
DNMT1 をトラップし、分解へ
と導くことが知られているが、
実際に DAC の処理により
DNMT1 のタンパク質量が減
少した(図 2D)。LINE-1 の脱メ
チル化、及び DNMT1 の減少
については、どちらも AZA に
比べて DAC でより強く誘導さ
れた。この結果は、細胞内に取
り込まれた AZA の 80%ほどは
RNA に取り込まれるため、
DNA の脱メチル化については
DAC に比べて高用量必要とな
るためと考えられる。 
 
(２) in vitro の解析から、DAC による DNA の脱メチル化を伴う、抗 ATL 効果が認められた
ため、続いて xenograft マウスモデルを用いた in vivo の解析を行った。免疫不全マウスである
BRJ マウスの皮下に MT-2 株を移植すると、10 日間ほどで腫瘍サイズがおよそ 100 mm3にな
る。その時点からデシタビンを 1.25 
mg/kg で週 2 投 腹腔内投与すると、投
与1週間後から腫瘍の増殖は完全に停止
した(図３A)。移植 22 日後に解剖し、腫
瘍組織から DNA を抽出し、LINE-1 の
CpG メチル化を測定したところ、DAC
投与により優位にメチル化が減少して
いた(図 3B)。また、慢性型 ATL 患者由
来の PBMC を腹腔内に移植する別のモ
デルにおいても DNA 脱メチル化剤によ
る抗腫瘍効果が認められた。これら(１)、
(２)の結果より、DNA 脱メチル化剤は
DNA の脱メチル化を伴い、HTLV-1 感
染細胞・ATL 細胞の増殖を抑制すること
が明らかとなった。 
 
(３)  脱メチル化剤が抗腫瘍効果を示す際にDNAメチル化状態が変化(正常化)するDNA領域
に含まれる遺伝子の中で、実際に遺伝子発現量が変化し、機能的に抗 ATL 効果に寄与する遺伝
子を明らかにするため、HTLV-1 感染細胞を単離し、遺伝子発現解析したデータ(GSE55851)
を NCBI の GEO データベースよりダウンロードし、正常 T 細胞では発現しており、HTLV-1
感染細胞で発現が抑制されているおよそ 400 の遺伝子を抽出した。HTLV-1 特異的 DNA メチ
ル化異常亢進領域に含まれるおよそ 900 の遺伝子と比べ、共通の 22 遺伝子を同定した(図４A)。
選び出された 22遺伝子の発現プロファイルを用いて階層的クラスタリング解析を行うとDNA
メチル化状態と同様に病態を反映する(図４B)ことから、これらの遺伝子群は DNA のメチル化
亢進により発現が抑制され、それにより HTLV-1 感染細胞の増殖、つまりは ATL の発症・病
態の進行に寄与していると考えられる。実際に 22 遺伝子の中には、T 細胞の増殖を促す T cell 
receptor シグナル経路(TCR 経路)を抑制する因子(THEMIS, LAIR1, RNF130)や腫瘍抑制因
子として報告されている C2orf40 や FHIT が含まれている。THEMIS や LAIR1 は臨床検体
(HTLV-1 感染細胞)においてタンパク質量が減少しており、DNA 脱メチル化剤により遺伝子発
現が回復することを細胞株を用いて確認した(図４C)。 



(４) 以上の結果より、
HTLV-1 感染細胞が増殖
し、ATL を発症する際に
は特徴的な DNA メチル
化異常が TCR 抑制因子
(THEMIS, LAIR1, 
RNF130)や腫瘍抑制因子
(C2orf40 や FHIT)に蓄積
す る こ と で 、 growth 
advantage を獲得すると
考えられる。また、それら
のメチル化亢進異常を標
的にした DNA 脱メチル
化剤は DNA の脱メチル
化、遺伝子発現のリプログ
ラミングを介して抗腫瘍
効果を発揮すると予想さ
れる。 
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