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研究成果の概要（和文）：ATL細胞株MT-1、KK-1ではTaxの一過性発現とHBZの持続性発現が共に細胞集団の維持
に重要であることを報告した（Mahgoub et al. PNAS, 2018）。Taxの一過性発現に伴う宿主のエピジェネティッ
クな変化をATAC-seq、ChIP-seqにて解析した。HBZトランスジェニックマウスを用いて解析し、HBZによるT細胞
増殖にIL-10が重要な役割を果たしていることを見出した。

研究成果の概要（英文）：It was found that both transient expression of Tax and continuous expression
 of HBZ are important for the maintenance of ATL cell lines, such as MT-1 and KK-1. This finding was
 published PNAS (Mahgoub M, Yasunaga JI, Iwami S, Nakaoka S, Koizumi Y, Shimura K, and Matsuoka M. 
Sporadic on/off switching of HTLV-1 Tax expression is crucial to maintain the whole population of 
virus-induced leukemic cells. Proc Natl Acad Sci USA, 2018. doi: 10.1073/pnas.1715724115). ATAC-seq 
and ChIP-seq were carried out to see the effect of the transient expression of Tax on the epigenetic
 status of host cells. Analysis using HBZ transgenic mice showed that IL-10 plays important roles in
 T-cell proliferation induced by HBZ.

研究分野： ウイルス学

キーワード： HTLV-1

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Taxは強力ながん蛋白質であるが、免疫原性が高いためATL細胞では発現が抑制されており、発がんにおける意義
は不明であった。本研究により、Taxの一過性発現とHBZの持続発現の発がんにおける意義を初めて報告した。本
研究で得られた知見はHTLV-1の潜伏機構、発がん機構の解明に寄与できると考える。本研究で行ったTaxの発現
誘導とTaxワクチンの併用療法の開発をさらに推進することで、ATLの発症予防法、再発予防法の開発に繋がると
考える。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
HTLV-1 は CD4 陽性 T 細胞の悪性腫瘍である ATL 及び慢性進行性の炎症性疾患である HTLV-1
関連脊髄症（HAM）の原因ウイルスであり、HTLV-1 プロウイルスのプラス鎖にコードされる Tax
とマイナス鎖にコードされる HBZ が病原性に重要な役割を果たしている。Tax は強力なトラン
スアクチベーターであり、ウイルス複製のみならず、様々なシグナル伝達経路を活性化する。そ
の一方で、免疫原性が高いため、生体内では発現が抑制されている。HBZ は ATL 細胞で恒常的
に発現する唯一のウイルス遺伝子であり、T 細胞の増殖を促進する。Tax と HBZ は共に発がん
に促進的に機能するにもかかわらず、多くの宿主因子に対して相反する機能を有しており、ATL
発がんにおける役割分担の詳細は不明であった。申請者は、Tax 及び HBZ の発現レベルが新鮮
ATL 細胞と同等とされる ATL 細胞株（MT-1、KK-1）では、ごく少数の分画（0.5-3%）が一過性
に Tax を発現していることを見出した。一方、HBZ は殆どの細胞で発現が認められたが、Tax 発
現細胞では低下しており、相互排他的な発現パターンであった。これらの細胞株で Tax もしくは
HBZ をノックダウンすると、速やかに全ての細胞がアポトーシスに陥ることから、Tax、HBZ 共
に ATL 細胞の生存に必須であると考えられた。これらの所見は、ATL 発がん及び維持には、一
過性の Tax 誘導と持続的な HBZ 発現による宿主遺伝子発現の時間的制御が重要であることを示
していた。 
 
２．研究の目的 
(1) Tax 一過性発現、HBZ 持続発現の病原性における意義 
Tax 発現細胞及び HBZ 発現細胞における形質の違いに関して、トランスクリプトーム解析及び
表現型解析を行い明らかにする。 
(2) Tax の一過性発現機構の解析と Tax ワクチンの開発 
Tax 発現を誘導する化合物を用いて、Tax の一過性発現が形成される分子機構を解析する。さら
に、Tax の誘導と Tax ワクチンを組み合わせた複合免疫療法の確立するため、Tax 発現ワクシニ
アウイルスの開発を行う。 
 
３．研究の方法 
(1) Tax 一過性発現、HBZ 持続発現の病原性における意義 
Tax 反応性に EGFP を発現する MT-1 及び KK-1（MT1GFP、KK1GFP）を用いて、Tax 発現細胞
（EGFP 陽性細胞）及び HBZ 発現細胞（EGFP 陰性細胞）をセルソーターにて分取（図 1）し、
以下の項目における違いを詳細に解析し、発がんにおける役割分担について検討する。 

・ クロマチン構造：ATAC-seq 
・ ヒストンアセチル化プロファイル：H3K27ac ChIP-seq 
・ 発現プロファイル：RNA-seq 
・ 同定遺伝子の機能解析：上記の網羅的解析により同定した Tax、HBZ により脱制御されて

いる宿主遺伝子の機能に関して、ノックダウンもしくは強制発現を行い形質の変化を解析
する。 

・ 持続的に発現する HBZ の機能に
関して、CD4 陽性 T リンパ球特
異的に HBZ を発現するトランス
ジェニックマウス（HBZ-Tg）由
来のリンパ球の発現プロファイ
ルを解析し、増殖に関わる遺伝
子の同定を試みる。 
 

(2) Tax の一過性発現機構の解析と Tax ワクチンの開発 
・ 標的分子が明らかとなっている小分子化合物のライブラリーを MT1GFP 及び KK1GFP 細胞

に添加し、Tax の持続発現を誘導する化合物を同定する。これらは、ATL 細胞では Tax の発
現を抑制する作用を有し、一過性発現のパターン形成に関与することが示唆される。 

・ Tax 発現抑制分子（一過性発現パターン形成分子）の同定：スクリーニングにて見出した化
合物の標的分子の情報を基に、関与が疑われる宿主因子を探索する。 

・ Tax 発現誘導と Tax ワクチン接種による新規複合免疫療法を開発するため、ウイルス複製能
を欠失するワクシニアウイルス株を用いて、Tax 発現ワクシニアウイルスを作成する。 

 
４．研究成果 
(1) Tax 一過性発現、HBZ 持続発現の病原性における意義 
Tax 反応性配列（Tax responsive elements）の制御下に不安定型 EGFP（d2EGFP）を発現する MT1GFP
および KK1GFP は Tax の一過性発現を鋭敏に可視化できる優れたレポーター細胞株である。本



細胞株の EGFP 発現細胞では Tax を高
発現し、非発現細胞は Tax と相反する発
現パターンを取る HBZ を発現してい
る。この特性を利用し、セルソーターに
て Tax 発現細胞（EGFP+）、HBZ 発現細
胞（EGFP-）を分取し、 Tax 一過性発現
に伴う宿主遺伝子発現プロファイル、ク
ロマチン構造の変化を解析するために
RNA-seq、ATAC-seq を施行した。トラン
スクリプトーム解析の結果、 Tax 発現
細胞では NF-B やアポトーシス抑制経
路の活性化、非発現細胞では細胞増殖促
進に関連した経路の活性化が認められ、各々、Tax、HBZ が重要な役割を果たしていると考えら
れた（Mahgoub M, Yasunaga JI, et al. Sporadic on/off switching of HTLV-1 Tax expression is crucial to 
maintain the whole population of virus-induced leukemic cells. Proc Natl Acad Sci USA, 2018. doi: 
10.1073/pnas.1715724115）。オープンクロマチン領域の網羅的検索結果を元にモチーフ解析を行
った結果、Tax 発現細胞では NF-B および AP-1 family に属する転写因子の結合配列が有意に検
出されており、各転写因子のモチーフ周囲のピーク数を描出する Foot-print 解析にて転写因子の
リクルートによる転写活性化が実際に生じていることを示唆する結果が得られた（図 2）。HBZ
発現細胞では CTCF 結合モチーフが有意にオープンになっているという結果が得られた。次に
Tax の発現に伴うエピジェネティックな変化を解析する目的にて、分取した Tax 発現細胞
（EGFP+）、HBZ 発現細胞（EGFP-）を用いて H3K27 アセチル化の ChIP-seq を行なった。Tax 発
現細胞特異的にアセチル化状態が変化するエンハンサー領域が存在することを見出した。これ
らの結果は、Tax の一過性発現に伴い、スーパーエンハンサーの出現と NF-B、AP-1 標的遺伝
子の活性化が生じ、ATL 細胞の発現プロファイルを劇的に変化させることを示唆している。同定
したスーパーエンハンサー出現により発現が誘導される 2 つの遺伝子 NR4A2 と TRAF1 に関し
て、MT1 および KK1 にて shRNA によるノックダウンを行ったところ、これらの発現抑制によ
り細胞増殖が阻害されることを見出した。このことより、一連のエピジェネティックな変化とこ
れらの発現誘導が、ATL 細胞（MT-1、KK-1）の生存に必須であることを示唆している。その詳
細な分子機構を明らかにするために、CRISPR/CAS9 を用いたゲノム編集によりこれらのノック
アウト細胞を作成し、RNA-seq にて遺伝子発現プロファイルの変化を解析している。 
一方、HBZ が T 細胞の増殖を促進する
機構について、CD4 陽性 T リンパ球特
異的にHBZを発現するHBZ-Tgを用い
て解析を行なった。HBZ-Tg では制御性
T 細胞（regulatory T cell: Treg）のマス
ター遺伝子 Foxp3 を高発現する T 細胞
分画が増加しており、免疫調節性サイ
トカインである IL-10 の発現も亢進し
ていた。HBZ-Tg 由来の CD4 陽性 T リ
ンパ球を ex vivo で培養し、IL-10 を添
加すると細胞増殖が促進することが明
らかとなった。これらの所見は HBZ に
よる T 細胞増殖に IL-10 が重要な役割
を果たしていることを示唆している。 
 
(2) Tax の一過性発現機構の解析と Tax ワクチンの開発 
Tax 発現をモニター可能な MT1GFP を用いて Tax 誘導能のある化合物の探索を行なった。本課
題では市販されている既存薬（ブロモドメインを有するタンパク質の阻害剤、ヒストン修飾酵素
阻害剤のライブラリー）を用い、Tax 誘導能を有する候補化合物として SAHA、Panobinostat、
C646、OTX015、PFI-1、Disulfiram を同定した。ワクチン開発に関しては、これまで使用してい
た NF-B 非活性型 Tax 変異体および p300 非結合型 HBZ 変異体を搭載したワクシニアウイルス
の改良を行った。具体的には、各タンパク質を分割し、別々に発現させることで安全性をさらに
高めた。また、ヒトへの実用化を見据え、以前使用したワクシニアウイルス株（LCm8 株）を改
良し、安全性が高い複製不能ワクシニアウイルス株（rDIs 株）を用いたワクチンの開発を行っ
た。 
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