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研究成果の概要：ヒト T細胞白血病ウイルスⅠ型（HTLV-I）感染細胞における細胞分裂期(M期)

チェックポイント異常の分子機構を解明し，成人 T細胞白血病（ATL）治療の標的となるかを明

らかにすることを目的とし本研究を行った．我々は，HTLV-I感染T細胞株やATL細胞において，

M期チェックポイント遺伝子の一つである CHFR の発現が異常メチル化により抑制され，これに

より細胞の異常増殖がもたらされることを明らかにした．この分子機構を CHFR のユビキチン化

標的蛋白質である Aurora A に焦点を当てて解析した結果，CHFR 発現抑制により HTLV-I 感染 T

細胞では Aurora A が高発現していること，さらに，siRNA による Aurora A のノックダウンも

しくは Aurora キナーゼ阻害剤処理により，HTLV-I 感染 T 細胞の増殖・生存を阻害した．以上

の結果より，CHFR および Aurora A は ATL 治療の標的となりうることが明らかとなった． 
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１．研究開始当初の背景 細胞分裂期(M 期)チェックポイントは染色

体の異数体化を防ぐセンサーの役割を果た
している．M 期チェックポイント遺伝子の異
常は染色体不安定性もたらすため，細胞の癌
化において重要な変化と考えられている．一
方，現在抗癌剤として広く使用されている微
小管阻害剤は，M 期細胞における紡錘体微小
管の形成を阻害することにより M期チェック
ポイントを活性化し，細胞を M期に停止させ
る．これらの抗癌剤は癌細胞の M期チェック
ポイント異常を利用して選択的に癌にアポ

成 人 T 細 胞 白 血 病  (adult T-cell 
leukemia：ATL)は，ヒト T細胞白血病ウイル
ス I 型(human T-cell leukemia virus type 
I：HTLV-I) 感染を原因とする難治性のリン
パ系腫瘍である．国内のキャリアは約 120 万
人と推定されており，年間約 700 人の ATL 患
者が発生している．一方，ATL を発症すると，
その化学療法の成績は極めて不良で，ATL の
増殖機構に基づいた新規治療法の開発が求
められている． 



トーシスを引き起こすことが明らかにされ
てきた．このことから，M 期チェックポイン
トの異常の有無が抗癌剤に対する感受性を
予測するマーカーとなりうることが示唆さ
れる．しかし,アポトーシスの過程や感受性
を決定する分子などその詳細については不
明な点が多い． 

最近，CHFR(checkpoint with FHA and RING 
domains)が新たな M期チェックポイント遺伝
子として同定された．CHFR 蛋白質は微小管阻
害剤処理に反応して染色体の凝縮や核膜の
崩壊を遅延させ，細胞分裂前期から前中期へ
の進行を遅らせる.CHFR 蛋白質の中央部にあ
るリングフィンガードメインは E3 ユビキチ
ンリガーゼ活性を持ち，M 期進行を促進する
Aurora A や Plk1(polo-like kinase 1) 蛋白
質をユビキチン化して分解することで細胞
分裂前中期への進入を阻止する．また,CHFR
は M 期サイクリンであるサイクリン B1 の核
移行を阻害することも報告されている．大腸
癌や胃癌など多くのヒト癌細胞株や癌組織
において CHFR 遺伝子プロモーター領域の異
常メチル化や遺伝子変異により CHFR 遺伝子
発現が抑制されており，CHFR による M期チェ
ックポイント異常と癌化との関連が示唆さ
れている．しかし，白血病やリンパ腫におけ
る CHFR 遺伝子発現を検討した報告はなく，
CHFR 発現の有無と抗癌剤感受性の関連は明
らかでない． 
ATL細胞やHTLV-I感染T細胞株では染色体

の異数体化が高頻度に認められるにもかか
わらず, M 期チェックポイント遺伝子変異な
どの異常はほとんど認められていない．
HTLV-Iのトランスフォーミング蛋白質Taxを
細胞に導入すると染色体異数体化を引き起
こす．これは Tax が M 期チェックポイント蛋
白質 Mad1 に結合して Mad1 のホモダイマー形
成を阻害することで M期チェックポイント機
能を阻害するためである．実際，HTLV-I 感染
細胞株では微小管阻害剤処理による M期での
細胞周期停止がおこりにくいことが報告さ
れている．一方で，Taxを過剰発現させた HeLa
細胞や Tax を発現している HTLV-I 感染 T 細
胞株 MT-4 は微小管阻害剤処理によって細胞
周期が M 期で停止するとの報告もあり，
HTLV-I 感染細胞の微小管阻害剤に対する感
受性や Tax の関与については，未だ不明な点
が多い．また，Tax を発現していない ATL 細
胞や ATL患者由来の細胞株での検討は行われ
ていないため，Tax 非依存性の M 期チェック
ポイント異常についても不明である． 
２．研究の目的 

本研究では CHFR およびそのユビキチン化
標的分子 Aurora A に着目して HTLV-I 感染細
胞における M期チェックポイント異常の分子
機構を解明し，M 期チェックポイント遺伝子
を標的とした新規 ATL治療法を開発すること

を目的とする． 
３．研究の方法 
(1) HTLV-I感染細胞におけるCHFR発現解

析：HTLV-I感染T細胞株(Tax発現および非発

現細胞株)，非感染T細胞株，ATL細胞および

健常人末梢血単核球におけるTaxおよび

CHFR発現をmRNA発現はRT-PCR法で，蛋白質

発現はウェスタンブロット法で解析し，

CHFR発現抑制がHTLV-I感染およびTax発現

と相関するか検討する． 

 
(2) CHFR発現抑制機構の解析： 

CHFR 遺伝子プロモーター領域の異常メチ
ル化の CHFR 遺伝子発現抑制への関与を解析
する． 
①COBRA 法(combined bisulfite restriction 
assay)によるメチル化解析：細胞から抽出し
たゲノム DNAを亜硫酸水素塩処理した後，PCR
法で増幅しメチル化特異的制限酵素による
切断パターンにより CHFR 遺伝子プロモータ
ー領域のメチル化状態を解析する． 
②シーケンス法により CHFR 遺伝子プロモー
ター領域のメチル化頻度を解析する． 
③脱メチル化による CHFR 発現回復の確認：
細 胞 を 脱 メ チ ル 化 剤
5-aza-2'-deoxycytidine で３日間培養後，
RNA を抽出し CHFR 発現を RT-PCR 法で解析し
て脱メチル化による CHFR 発現の回復を確認
する．同時に抽出したゲノム DNA を用いて
COBRA法でCHFR遺伝子プロモーター領域の脱
メチル化を確認する． 
 
(3) CHFR発現抑制がHTLV-I感染細胞の生存・
増殖に及ぼす影響とその分子機構の解析：
CHFR発現抑制を認めるHTLV-I感染細胞株
HUT-102 にCHFR発現プラスミドを導入して，
CHFR発現を回復させた細胞を用いて以下の
検討を行なう． 
①経時的にトリパンブルー染色により生細
胞数を測定して，CHFR が HTLV-I 感染細胞の
増殖に及ぼす影響を検討する． 
②CHFR が NF-κB 活性に及ぼす影響：CHFR 導
入HUT-102細胞から核抽出液を調整しNF-κB
結合配列を持つ DNAをプローブとしたゲルシ
フトアッセイを行い，NF-κB の DNA 結合能へ
の CHFR の関与を検討する．さらに，HUT-102
細胞に NF-κB レポータープラスミドと CHFR
発現プラスミドを同時に導入しレポーター
アッセイにて CHFR が NF-κBの転写活性化に
及ぼす影響を検討する．さらに，Tax による
NF-κB 活性化への CHFR の関与についても
Jurkat 細胞を用いたレポーターアッセイで
検討する． 
 
(4) CHFR発現抑制によるAurora Aの蓄積と活
性化の検討：(1)で用いた細胞を用いてCHFR
のユビキチン化標的蛋白質であるAurora Aの



発現をRT-PCR法およびウェスタンブロット
法で検討し，CHFR発現抑制との相関を解析す
る． 

スタンブロット
法で検討し，CHFR発現抑制との相関を解析す
る． 
  
(5) Aurora A阻害効果の検討(5) Aurora A阻害効果の検討：HTLV-I感染T
細胞株におけるAurora A発現をsiRNAでノッ
クダウンし，細胞増殖・アポトーシス誘導に
及ぼす影響をそれぞれトリパンブルー染
色・アネキシンV，PI染色法で検討する．ま
た,細胞質分裂阻害によるDNA量の増加をフ
ローサイトメーターで測定してAurora A阻害
効果を解析する． 
 
(6) Auroraキナーゼ阻害剤の効果：癌に対す
る分子標的治療薬として多数のAuroraキナ
ーゼ阻害剤が開発されてきている．その中の
いくつかは動物実験で抗腫瘍効果が認めら
れ，昨年よりアメリカで臨床治験が開始され
た ． そ こ で ， Aurora キ ナ ー ゼ 阻 害 剤
(4-(4’-Benzamidoanilino)-6,7-dimethoxy
quinazoline)の抗ATL効果をHTLV-I感染T細
胞株およびATL細胞を用いて，(5)と同様の方
法で検討する． 
 
４．研究成果 
(1)研究の主な成果 
① HTLV-I 感染 T細胞株および ATL 細胞にお
ける CHFR 遺伝子発現:HTLV-I 感染 T細胞株
（MT-2, MT-4, SLB-1,および HUT-102），非感
染 T細胞株（Jurkat および MOLT-4），ATL 患
者および健常人末梢血単核球における CHFR
発現を RT-PCR 法で解析したところ，HTLV-I
非感染 T細胞株に比べ感染 T細胞株で CHFR
発現が減弱していた．ATL 患者末梢血単核球
においても健常人に比べ CHFR 発現が減弱し
ていた (図 1a)． 

② CHFR 遺伝子プロモーター領域の異常メチ
ル化と CHFR 遺伝子発現抑制への関与: 

HTLV-I 感染 T細胞を脱メチル化剤 5-Aza-dC
で処理したところ，HTLV-I 感染 T細胞株にお
ける CHFR 発現が回復した．同様に，ATL 患者
末梢血単核球を 5-Aza-dC で処理すると濃度
依存性に CHFR 発現の回復が見られたが，健
常人では発現に変化を認めなかった(図 1b)．
さらに，HTLV-I 感染 T細胞株 MT-2 および
SLB-1のCHFR遺伝子プロモーター領域のメチ
ル化を COBRA 法で検出したところ，健常人末
梢血単核球に比べ高頻度にメチル化が認め
られた（図 1c）．これらの結果から，HTLV-I
感染 T細胞株における CHFR 遺伝子発現の抑
制はプロモーター領域の異常メチル化によ
ると考えられた． 
③ HTLV-I 感染 T細胞株および ATL 細胞にお
ける CHFR によるユビキチン化の標的蛋白質
Aurora A の発現: CHFR によるユビキチン化
の基質の一つである Aurora A の発現をウェ
スタンブロット法で解析したところ，HTLV-I
感染T細胞株では非感染T細胞に比べAurora 
A 蛋白質が高発現している傾向が認められた．
ATL 患者末梢血単核球においても健常人に比
べ過剰発現している症例が認められた（図
2a）．また，免疫組織化学染色にて ATL 患者
のリンパ節における腫瘍細胞にも Aurora A
の過剰発現が確認された(図 2b)．Aurora A
発現は mRNA レベルでは差がなく，翻訳もし
くは翻訳後のレベルでの調節によると考え
られた．さらに，hydroxyurea 処理により細
胞周期を S期に同調させ細胞周期依存性の
Aurora A 発現調節を調べたところ，HTLV-I
感染 T細胞 HUT-102 では，非感染 T細胞株
Jurkat で見られる G2/M 期特異的な発現誘導
は認められず，細胞周期にかかわらず高発現
していた(図 2d)． 

④ HTLV-I 感染 T細胞株の増殖に及ぼす CHFR
発現抑制および Aurora A 発現亢進の影響: 



HTLV-I 感染 T細胞株 HUT-102 を Aurora キナ
ーゼ阻害剤（Aurora kinase inhibitor: AKI）
で処理したところ細胞数の減少が見られ，こ
れはアポトーシス誘導によるものであった．
一方，非感染 T細胞株 Jurkat では細胞の増
殖は抑えられるものの，アポトーシス誘導は
ほとんど認められなかった（図 4a-d）．また，
AKI は ATL 細胞の生存率を減少させたが，健
常人末梢血単核球には影響を及ぼさなかっ
た（図 4a）． 

HTLV-I 感染 T細胞株 HUT-102 に CHFR 発現プ
ラスミドを導入したところ Aurora A 蛋白質
の発現が減弱し（図 1d），細胞増殖も抑制さ
れた（図 3a）．Aurora A の発現を siRNA でノ
ックダウンしても同様に細胞増殖が抑制さ
れた．一方，HTLV-I 非感染 T細胞株 Jurkat
では CHFR の強制発現および Aurora A のノッ
クダウンの効果は HUT-102 に比べ弱かった
（図 3a）．これらの結果から，CHFR 発現抑制
による Aurora A 発現亢進は HTLV-I 感染 T細
胞の増殖を促進していることが明らかにな
った． 
⑤ HTLV-I感染T細胞株におけるNF-κBシグ
ナル伝達経路の活性化における CHFR および
Aurora A の役割:HTLV-I 感染細胞の増殖や生
存には NF-κB シグナル伝達経路の恒常的活
性化が重要な役割を果たしている．また，
HTLV-Iのトランスフォーミング蛋白質Taxは
転写因子 NF-κB を活性化することで感染初
期の細胞増殖・不死化を誘導する．HTLV-I 感
染 T細胞株 HUT-102 の Aurora A 発現をノッ
クダウンするとIKKβ (Inhibitor of kappa B 
kinase β)のリン酸化を抑制した（図 3b）．
さらに，NF-κB 活性をレポーターアッセイで
検討したところ，Aurora A は Tax 依存性の
NF-κB 活性化をさらに亢進させたが，キナー
ゼ活性を持たない Aurora A の変異体（Kinase 
Dead: KD）では亢進されなかった(図 3c)．
HTLV-I 感染細胞株 HUT-102 に CHFR 発現プラ
スミドを導入すると NF-κB 活性が減弱し，
Aurora Aをノックダウンしても同様に減弱し
た（図 3d）．これらの結果から，CHFR 発現抑
制による Aurora A 発現亢進は HTLV-I 感染 T
細胞の NF-κB 活性化を亢進させることで細
胞増殖を促進している可能性が示唆された． 

(2)考察と今後の展望 
今回の研究結果から HTLV-I 感染 T細胞株お
よび ATL 細胞では CHFR 遺伝子プロモーター
の異常メチル化によりその発現が抑制され，
これによりユビキチン化の標的蛋白質であ
る Aurora A の分解が抑制されて蓄積し，Tax
による IKKβのリン酸化を促進することで
NF-κB シグナル伝達経路を活性化して細胞
増殖や生存を促進していると考えられた． 
現在，ATL に対する治療は悪性リンパ腫に対
する化学療法である CHOP 療法を中心に行わ
れているが，その治療成績は極めて不良であ
る．最近の研究で Aurora キナーゼ阻害剤が
大腸癌や乳癌などに対し抗腫瘍効果がある
ことが報告されており，これまでに，多くの
Aurora キナーゼ阻害剤が開発され臨床試験
が行われている．本研究は，ATL 細胞におい
て Aurora キナーゼが治療の標的となること
を明らかにしたとともに Aurora キナーゼ阻
害剤を ATL 治療に使用する根拠ともなる．今
後，Aurora キナーゼ阻害剤の癌に対する臨床
応用が開始されれば，これを用いることで
ATL の治療効果や予後を改善することが期待
される． 

⑥ HTLV-I 感染 T細胞株および ATL 細胞の増
殖に及ぼす Aurora キナーゼ阻害剤の効果: 
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