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研究成果の概要（和文）：腫瘍ウイルスによる宿主エピゲノムへの影響を明らかにするために、多層的オミック
ス技術を用いてHTLV-1感染からATL発症までの継時的な解析を行い、感染によって特徴的なエピゲノムへと変化
したATL前駆細胞が形成されることを明らかにした。またその後の腫瘍化過程で獲得するさらなるエピゲノム異
常や遺伝子変異と共役し、高悪性度の腫瘍細胞へと進展することを見出した。さらに、HTLV-1やEBVによる
EZH1/2依存的なエピゲノム異常の機能的重要性を示し、エピゲノム治療が有望であることを証明した(Cell Rep 
2019)。シングルセル解析技術による感染細胞の高感度解析プラットフォームも確立した。

研究成果の概要（英文）：We performed integrative molecular analyses of over time samples from 
patients with ATL and asymptomatic HTLV-1 carriers (AC) to provide direct evidence of molecular time
 and disease progression and to identify the common epigenetic abnormalities. We found that the 
HTLV-1 infected cells from all infected individuals including patients with ATL and also AC with low
 proviral loads showed abnormal transcriptome with largely common pattern. ATAC-seq and ChIP-seq 
revealed that epigenetic dysregulation of infected cells is a background characteristic of the 
abnormal transcriptome. Importantly, disease-specific chromatin structure and histone modification 
pattern are involved in the progression of infected cells. The results provide the possible 
mechanism of virus-associated epigenetic abnormality that is a molecular basis of ATL development. 
Furthermore, we successfully identified some important functional genes involved in the pathogenesis
 of ATL.

研究分野：ウイルス学

キーワード： HTLV-1　EBV　エピジェネティクス　シングルセル解析
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研究成果の学術的意義や社会的意義
前癌状態の解明は、癌の予防、早期治療介入を達成する上で不可欠である。HTLV-1及びEBV感染は最初のhitであ
ることは自明であるが、発症リスク評価は確立されておらず、臨床的に有効な介入法もない。関連疾患発症後の
予後は極めて不良である。本研究の成果は、将来の早期治療介入の実現において重要な基礎的データであり、今
後のさらなる研究によってエピゲノム異常を標的としたより安全で効果の高い治療法の開発が促進されると期待
される。また、エピゲノム異常による素地の形成が、がんの進化過程において不可欠であることを示す重要な成
果である。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
がん細胞の成立過程は起源となる細胞種によって異なる。遺伝子の異常は癌の本体であり、細胞
の運命を大きく変化させるが、細胞分裂に伴う DNA 複製エラーと修復機能異常が主な発生条件
であり、腫瘍化初期の不死化と増殖サイクルが必須である。一方エピジェネティック異常は、複
数の複合体に制御される一連のプロセスであり、細胞分裂を発生条件としない。ほぼ全ての癌腫
で特徴的なエピジェネティック異常があり、腫瘍化過程の初期、及びその後の進化過程において
深く関わっていることは明らかである。 
 がんウイルスの感染は腫瘍化過程の最初の hit である。Human T-cell leukemia virus type 
1(HTLV-1)及び Epstein-Barr virus(EBV)は感染後にウイルス遺伝子産物によって感染細胞を不
死化させ、異常増殖を引き起こす。感染細胞の宿主遺伝子の一部は各種シグナル伝達経路の異常
活性化により撹乱されるが、クロマチン構造の変化を伴う遺伝子発現全体に与える影響は不明
であった。研究代表者は研究開始時までに、ATL におけるエピジェネティック異常による
microRNA の全体的な発現減少を明らかにし(Cancer Cell, 2012)、さらに HTLV-1 が宿主エピゲ
ノム全体に影響を与え、ウイルス発現消失後も形質が記憶されることを明らかにしてきた(Blood, 
2016)。興味深いことに、未発症者で形成されているヒストン修飾(H3K27me3)のパターンが腫瘍
細胞のパターンと酷似しており、発現異常の基盤を発症以前に獲得していると考えられた。 
 EBV については、感染細胞のエピゲノム異常(特にアセチル化や DNA メチル化)が報告されてい
るが、原因メカニズムや標的分子の同定には至っておらず、また腫瘍化プロセスにおける意義も
不明な点が多い。研究代表者は研究開始時までに、特に EBV 陽性 B 細胞リンパ腫における
H3K27me3 の蓄積が miR-31, miR-200b/c, miR-203 のなどの機能的な microRNA の発現減少を引き
起こし、慢性的な BCR 経路の活性化に重要であることを示した(Sci Rep, 2016)。 
 ウイルスは感染初期にどのように宿主細胞の遺伝子発現を変え、長期潜伏期を経て表現型を
獲得するのか？これまでにも多くの研究者が検討してきたが、終末像である腫瘍細胞との時空
間的な対比による、遺伝子制御全体に影響を与えるエピゲノム異常の実態把握と原因メカニズ
ムの解析は、重要な研究課題として残されていた。前癌状態の解明は、癌の予防、早期介入に必
須である。HTLV-1 及び EBV 感染は最初の hit であることは自明であるが、発症リスク評価は確
立されておらず、臨床的に有効な介入法もない。関連疾患発症後の予後は極めて不良である。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、腫瘍ウイルスによる遺伝子発現異常及びエピジェネティック異常の全貌を明ら
かにし、新たな腫瘍化機構の解明と新規治療法/予防法のシーズの探索を目的とした。疾患エピ
ジェネティクスはこれまで、終末像であるがん細胞に着目する研究が主体であった。本研究はむ
しろ外来因子であるウイルスが宿主のエピゲノム(具体的にはクロマチン制御と下流の一連のプ
ロセス)を積極的に支配して運命を大きく変える、という新たな仮説を立証することを目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 感染細胞の Transcriptome 解析 
健常者、HTLV-1 感染キャリア、及び ATL 患者の末梢血単核球(PBMC)から CD4+/CADM1+の感染細胞
をフローサイトメトリーで分取し、RNA-seq 解析によって全遺伝子の発現パターンを解析した。
また関西医科大学 藤澤教授が樹立したヒト化マウス感染モデルから同手法を用いて感染細胞を
分取し、全遺伝子発現パターンの比較解析を行った。 
 
(2) 感染細胞のエピゲノム異常の検出 
健常者、HTLV-1 感染キャリア、及び ATL 患者から分取した感染細胞を対象に ATAC-seq 解析を実
施し、全ゲノム領域のクロマチン構造データを取得した。(1)で取得した遺伝子発現データと統
合し、エピゲノム変化が遺伝子発現に与える影響を検討した。また、十分に検体が確保できた正
常 CD4+T 細胞及び ATL 細胞を対象に、H3K27me3 及び H3K27ac の ChIP-seq 解析を行い、ヒストン
修飾パターンがクロマチン構造と遺伝子発現に与える影響を検討した。さらに、Tax を安定的に
発現させるレンチウイルスベクターを用いて Tax 発現 CD4+細胞を樹立し、Tax 発現後早期の遺
伝子発現及びエピゲノムを検討した。また、B細胞由来の複数のリンパ腫細胞株を対象に遺伝子
発現解析、エピゲノム解析を行った。EBV 感染モデルとして、複数のリンパ芽球細胞株(LCL)を
新たに樹立し、継代数の少ない(感染初期の)LCL における遺伝子発現及びエピゲノムの解析を行
い、リンパ腫細胞との比較解析を行った。 
 
(3) 感染細胞を対象としたシングルセル解析 
感染した細胞を高感度、高解像度に解析できる技術を確立するため、HTLV-1 キャリア PBMC を対



象として、シングルセル RNA-seq (scRNA-seq)及びシングルセル ATAC-seq (scATAC-seq)を実施
し、感染細胞特異的な遺伝子発現データ及びクロマチン構造データを解析するパイプラインの
構築を行なった。また複数の ATL 及びキャリアのシングルセルデータから、感染細胞の新たな特
性を探索した。 
 
４．研究成果 
 
(1) HTLV-1 感染細胞の網羅的遺伝子発現パターン 
 
HTLV-1 キャリアに存在する感染細胞は末梢血中の頻度が低く、正確な特徴は明らかにされてい
なかった。そこでキャリア、HAM、ATL 累計 110 症例から特異的表面抗原を用いて非感染細胞、
HTLV-1 感染細胞、腫瘍細胞を分取し、発現アレイ及び RNA-seq によって全遺伝子発現データを
取得した。HTLV-1 キャリアの感染細胞は、ATL 細胞と同様に細胞増殖やアポトーシス抵抗性に関
連する多数の遺伝子の発現異常をすでに獲得していることが明らかになり、キャリアから共通
する分子異常を標的とすることで、早期に治療介入することが理論上可能であると考えられた。
ATL もしくは HAM への進展は、各疾患の特徴的な発現異常をさらに蓄積することで発症に至るこ
とも見出した。本研究から発症に重要な遺伝子発現異常も複数同定した。 
ウイルスベクターを用いて Tax を導入した T細胞を同手法で解析した結果、Tax は感染後早期に
NF-kB 経路などを介して様々な遺伝子発現異常を引き起こし、ATL 細胞の素地を形成することを
明らかにした。興味深いことに、H3K27me3 によって抑制される遺伝子の多くは、Tax の発現によ
って早期に抑制が始まっており、ウイルス遺伝子によってエピゲノム異常が形成されていると
考えられた。 
そこで、遺伝子発現異常の原因となるエピゲノム変化を明らかにするため、キャリア、HAM、ATL
の感染細胞分画、及び正常 T細胞を対象に、ATAC-seq および ChIP-seq によるエピゲノム解析を
実施した。遺伝子発現データとの統合解析の結果、全ての感染細胞に共通する特徴的なクロマチ
ン構造の存在を明らかにし、また ATL、HAM それぞれへの進展に伴うさらなるエピゲノムの変化
を捉えることにも成功した。ポリクローナルな感染細胞集団は Th1 様の性質を持ち炎症が強い
一方で、遺伝子異常によってモノクローナルに増殖した細胞は炎症形質が低く、ATL 細胞により
近い性質を保持していた。このクローン進化モデルには H3K27me3 パターンとクロマチン構造変
化が密接に関わっており、感染初期から長期潜伏期における継続的なエピゲノム変化の実態が
明らかになった。以上の発見は、共通エピゲノムの形成が初期に起こり、その後のさらなるエピ
ゲノムの変化が ATL、HAM という異なる疾患を引き起こす原因メカニズムであることを強く示唆
している。 
 
さらに、HTLV-1 感染から ATL を発症するまでの進展メカニズムを検討するために、 ヒト化マウ
ス感染モデルを用いて、感染初期のエピゲノムの検討を行った。マウス個体内において感染後 3
ヶ月間で形成された感染細胞集団は、キャリアの感染細胞と酷似しており、HTLV-1 感染によっ
てエピゲノムが特徴的に変化した ATL 前駆細胞が形成されることが証明された。多層的オミッ
クス解析技術を用いて感染細胞のクローン進化を継時的に検討したところ、感染細胞は共通す
る特徴的なクロマチン構造の形成によって悪性細胞の素地が完成されており、さらにその後の
腫瘍化過程で獲得する遺伝子変異と共役し、高悪性度の腫瘍細胞へと進展することを見出した。 
 
感染細胞で全ゲノム領域に渡って起こるクロマチン構造の変化は、遺伝子の発現量を変化させ
るだけでなく、新規の RNA 分子の異常発現を引き起こすことも見出した。ATAC-seq と RNA-seq
の統合解析から、エピゲノム変化が原因となる複数の新規 RNA 分子の発現や異常スプライシン
グバリアントの存在を初めて示した。症例特異的な RNA や、全症例に共通する RNA など多様なパ
ターンを示すこれらの新規 RNA は意外にも発現量も高く、また翻訳され感染細胞のネオ抗原と
なる可能性があり、抗ウイルス免疫誘導や感染細胞の高感度検出を考える上で極めて重要な知
見である。またこのような局所的なエンハンサー形成は、H3K27ac の劇的な変化を伴うものであ
り、新たなエピゲノム創薬への分子基盤にもなると考えられた。 
 
(2) 感染細胞における EZH1/2 依存的なエピゲノム異常と阻害剤の有効性の検証 
 
ChIP-seq の結果、HTLV-1 感染細胞で共通して
見られる局所的なクロマチンの凝集は、
H3K27me3の高度な蓄積とよく相関することが
わかった。このことは、感染初期からH3K27me3
を誘導する EZH1 及び EZH2 の機能的な変化が
感染細胞集団の形成に極めて重要であること
を示唆している (Curr. Opin. Oncol. 2017)。
そこでキャリア計 35 例の PBMC を対象に
EZH1/2 阻害剤(valemetostat)処理条件下で培
養し、投薬後の感染細胞除去効率を評価した



ところ、31 例(88.6%)において有意な除去効果を認めた。以上より、HTLV-1 感染細胞に対する非
臨床 POC を取得した。さらに、ATL だけでなく、ARID1A などのエピゲノム因子に遺伝子異常を持
つ卵巣癌などの複数のがん腫において、EZH1/2 依存的なエピゲノム異常の存在を示し、
valemetostat が有効であることを示した。さらに、B細胞リンパ腫や前癌状態である EBV 感染不
死化細胞 LCL も EZH1/2 に依存したエピゲノム異常を持ち、上記阻害剤に対して高い感受性を示
すことも見出した (Cell Rep. 2019)(図 1)。 
 
(3) シングルセル解析を用いた感染細胞の高解像度解析 
 
感染者から継時的に採取した PBMC を対象に、シングルセル RNA-seq/ATAC-seq を実施し、1細胞
単位の統合解析を実施した。解析には、遺伝子変異、ウイルス遺伝子発現、プロウイルスを検出
することで、高感度に感染細胞や悪性細胞を解析できる新たな解析プラットフォームの確立に
も成功した(図 2)。本研究では、感染細胞は長期潜伏期に多段階で遺伝子変異を獲得することで
徐々に変化し、極めて異常なエピゲノム特性を持つ腫瘍細胞へと進化することを見出した。特に、
腫瘍細胞特異的な転写因子の利用や、遺伝子変異による複数のシグナル伝達経路の異常な活性
化が顕著であり、発症メカニズムにおいてこれらのメカニズムが重要であることを示した。一方、
未発症の感染者体内には、エピゲノム特性の異なる感染細胞の多様性が見られ、そのうちの一部
は高悪性度細胞の特性を保持していた。また多様なエピゲノムパターンの中から、細胞増殖に関
わる遺伝子などの発現を助長する特徴的な共通エピゲノム特性を見出すことにも成功した。 
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