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研究成果の概要（和文）：HTLV-1 感染細胞が成人 T 細胞白血病・リンパ腫の腫瘍細胞へ多段

階のステップを経て進展して行く過程を細胞表面の CD7、および癌抑制遺伝子産物である

CADM1 の発現量の変化で解析できることを明らかにし、遺伝子のメチル化の網羅的解析の結

果、この過程の変化は遺伝子のメチル化によって制御されていることが示唆された。腫瘍化の

中間段階の細胞は無症候性キャリアの段階からすでに出現していた。 

 
研究成果の概要（英文）：Multi-step oncogenesis of HTLV-1 infected cells to Adult T-cell 

leukemia well reflected on the cell surface expression of CD7 and CADM1, tumor 

suppressor gene originally detected in lung cancer. It is suggested that alteration of gene 

expression in this process is regulated by methylation of the gene. We can detect 

intermediate cells of oncogenesis even in the peripheral blood of asymptomatic carriers. 
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１．研究開始当初の背景 

ゲノムは細胞内で核に収納されている。この
核のなかには DNAが巻き付いているヒストン
という蛋白質が沢山存在し、全長にすると１
メートルにもおよぶ DNAをうまく折り畳み効
率良くまた整然と核に収納している。遺伝子
の発現は DNA のメチル化やヒストンの修飾に
よってエピジェネティックな調節を受けて
いることが明らかになってきた。正常の細胞
において行なわれているエピジェネティッ
クな調節が破綻することによって癌や白血
病の発症につながることも知られている。 
２．研究の目的 

白血病のなかで成人 T 細胞性白血病（ATL）
はリンパ球性の白血病であるが、白血病細胞 
の核の形が花弁状をしており特徴的である。

この核の形態異常は好中球の分葉ともやや
異なるが、DNA メチル化などエピジェネティ
クスの異常を表しているのではないかと考
えた。ATL は HTLV-I というレトロウイルス感
染後に１０年以上という長い期間を経て発
症する白血病であるが、感染のキャリアの状
態、くすぶり期を経て急性期へと移行する難
治性の疾患である。このキャリアからくすぶ
り期を経て急性白血病へと進展する際、多段
階発癌をすると考えられているが、病気に従
って DNA のメチル化の変化を調べ、遺伝子発
現の異常と対応させることによってエピジ
ェネティクス異常と ATL発症の関係を明らか
にすることが本研究の目的である。 

３．研究の方法 

東京大学医科学研究所附属病院を受診ある
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いは入院した HTLV-1 無症候性キャリア、く
すぶり型、慢性型、急性型各病型の成人 T細
胞白血病患者 140名および健常人コントロー
ル 6名を対象に末梢血単核球を分離して解析
に用いた。本研究は臨床研究に関する倫理
指針に則り東京大学医科学研究所倫理委員
会の審査承認（承認番号 22-3-0518、
24-34-1004）のもとに被験者から文書によ
る説明と同意を得て遂行された。末梢血単
核球を APC-CD7、APC-Cy7-CD3、パシフィッ
クブルーCD4、パシフィックオレンジ CD14、
および抗CADM1トリIg Yをビオチン化した
抗体で染色した。洗浄後 PE-ストレプトア
ビジンをを加え、BD FACS Aria で解析およ
びソーティングを行った。 

FACS でソーティングされた細胞から
genomic DNA を抽出、Inverse PCR を行った。
Eco RI、Pst I で切断後 T4 ligase で
self-ligation し、Eco RI cut したサンプ
ルのみ Mlu I で HTLV-1 provirus を切断し
た。HTLV1-1 組み込み部位の flanking 
region を増幅する形にプライマーを設定
して PCR を行った。また、各 fraction の
DNA を用いてメチル化アレイ解析を行った。 
各 fraction から total RNA を抽出し遺

伝子発現アレイ解析を行った。Agilent 社
の 44K whole human genome マイクロアレ
イを用いて、One-Way ANOVA で選択した
10,278 遺伝子についてクラスター解析を
行った。 
 
４．研究成果 
これまで我々が報告して来た CD3/CD7 発

現レベルを用いた急性型 ATL 細胞の解析に
ATL 細胞で ectopic に高発現することが報告
されている癌抑制遺伝子 CADM1の発現解析を
これまでの解析系に加えた。抗 CADM1 抗体に
適切なものがなかったためトリ IgY 抗 CADM1
抗体をビオチン化し、ストレプトアビジン PE
で発色する方法を取った。その結果 HTLV-1
陽性細胞は CADM1陽性画分に高度に濃縮され、
また CD7 high の集団と CD7dim の集団が非常
に効率よく分離されることが明らかになっ
た(Fig.1)。この系においては CD3/CD7 の系
において検討したのと同様に病 
態の進行とともに Fig.1 の D、Nの集団が増 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

加することが確認され、また CD3/CD7 による
解析の時と同様にこの解析系においても D、N
の集団には major な clonal band が検出され
（Fig.2）、D、N の集団は HTLV-1 感染細胞が
腫瘍化して行く過程にある細胞集団である
と考えられた（Kobayashi K, Uchimaru K 
manuscript in preparation)。 
本研究ではこれらの HTLV-1 感染細胞が腫

瘍化して行く過程への DNAメチル化の寄与に
ついて検討するためにメチル化アレイ解析
を行った。3 例の検体および 1 例の健常人コ
ントロール検体で検討を行った。対象となっ
た症例の TSLC1(CADM1)/CD7 発現解析の結果
を Fig.3 に示す。AO は慢性型 ATL、MN は異常
リンパ球が 5％前後、末梢血プロウイルス量
20％台の high risk キャリア、SK は健常人
コントロールである。それぞれの P、D、N 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

の fraction をソートして解析を行ったが
Fig.4 に示すように、P fraction は健常人コ 
ントロール、キャリア、慢性型 ATL ともメチ
ル化のパターンはほとんど同じであるのに
対し、D、Nの fraction は P の fraction と大
きく異なり、一方 D、Nの fraction は実質的 

Fig.1 

Fig.3 

Fig.2 



 

 

にほとんど変化がなかった(Fig.4)。この結
果は末梢血プロウイルス量が高い一部キャ
リアの症例から増加しはじめ、くすぶり型
ATL へ向けて病態の進行とともに増加して行
く Dの集団は ATL の腫瘍細胞としての基本的
性格を既に持っていることを強く示唆する。 
そこで各集団の遺伝子発現についてアレ

イ解析による検討を行った。無症候性キャリ
ア２例、くすぶり型 ATL 症例２例、慢性型 ATL
症例１例、急性型 ATL 症例 3 例および健常人
コントロール３例の末梢血を TSLC1(CADM1) 
/CD7 による multi-color FACS により P、D、
N の３分画にソーティングして発現アレイ解
析を行った（Fig.5）。クラスター解析を行っ 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
たところ、急性型の Nからなる Aとそれ以外
の B に分かれ、B はさらに 各タイプの P か
らなる B1 および無症候性キャリアおよびく
すぶり、慢性型(indolent)ATL の D、N からな
る B2 にクラスターされた。この結果はメチ
ル化アレイ解析から示唆された通り D、N の

集団は非常に似た集団で、Dの段階で既に ATL
としての基本的性格ができていることを改
めて示すとともに、キャリア、indolent ATL
に関わらず D、N が同じクラスターにクラス
タリングされることからキャリアの段階か
ら末梢血中プロウイルスの増加、異常リンパ
球の増加と平行して増加してくる D、N の集
団はくすぶり型にみられる D、N の集団と同
じ細胞でこれが増加したものがくすぶり型
ATL と考えられた。これらキャリアの段階か
ら病態の進行に伴って出現、増加する D、N
の集団は HTLV-1 感染細胞の初期悪性化過程
の途中にある細胞集団と考えられる。メチル
化アレイ解析の結果と併せて考えると、これ
らの結果は HTLV-1 感染細胞は腫瘍化の進行
に伴ってメチル化によって遺伝子発現が制
御されていることを強く示唆する。 

Fig.6 に各集団で upregulate している遺
伝子の関係をベン図で示す。上段に示すよう
に D、N ともキャリア、indolent ATL で遺伝
子発現は非常に似ており、中段に示す通り
D,N の集団の遺伝子発現を比較してみても非
常に近似していることが分かる。一方、下段
に示すようにacute type ATLの Nとindolent 
type ATL の N では一定の遺伝子発現に明らか
な 相 違 が み ら れ 、 indolent ATL か ら
aggressive ATLへの進展にさらに遺伝子的は
変化が加わる必要があることを示唆してい
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
以上、本研究によって HTLV-1 感染細胞の ATL
への多段階発癌の中間段階の細胞集団を同
定、純化することが可能になり、腫瘍化の過
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程において DNAメチル化に遺伝子発現制御が
重要な役割を果たしていることが示唆され
た。 
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