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研究成果の概要（和文）：成人T細胞白血病（ATL）では高頻度にHTLV-1ゲノムの欠失があることが知られ、プロ
ウイルスゲノム欠失検出の臨床検査への応用のため、定量的測定法の開発を検討した。
　HTLV-1特異的プライマー・プローブを3セット設計し、デジタルPCR法でmultiplex (3-plex)化してHTLV-1各遺
伝子領域の相対比の測定を試みた。臨床検体等の検討の結果proviral load 1.0%以上で、pX領域に対して20%以
上の違いの欠失が検出できた。またATLの一部では欠失型が極めて高い割合で検出できた。本研究によりデジタ
ルPCRで、HTLV-1ゲノム欠失を定量的かつ高感度に検出できることを示した。

研究成果の概要（英文）：Deletion of the HTLV-1 proviral genome is known to occur at a high rate in 
adult T-cell leukaemia (ATL). In order to apply the detection of deletion of the proviral genome to 
clinical testing, the development of a quantitative assay was investigated.
　Three sets of HTLV-1-specific primer-probes were designed and multiplexed (3-plex) by digital PCR 
to measure the relative ratio of HTLV-1 gene regions. The results of the examination of clinical 
specimens showed that deletions with a difference of more than 20% in the pX region could be 
detected at a viral load of more than 1.0%. Deletions were also detected in an extremely high 
proportion of some ATLs. This study shows that digital PCR can quantitatively and sensitively detect
 HTLV-1 provirus deletions.

研究分野：ウイルス学

キーワード： HTLV-1　genomic deletion　provirus　digital PCR　Adult T-cell Leukemia

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
成人T細胞白血病（ATL）では、高頻度にHTLV-1ゲノムの欠失があることが知られ、また欠失型のプロウイルスを
有するATLでは、完全型と比べて治療成績が異なることが報告されたことから、臨床検査でATL発症者のプロウイ
ルスの欠失を簡便かつ鋭敏に捉えることは、治療戦略の策定にも役立ち重要と考えられる。本研究で開発したデ
ジタルPCR法で、一部のATLでは欠失型プロウイルスが極めて高い割合を占めることを示ことが出来、プロウイル
ス欠失を定量的かつ高感度に検出できることを示した。臨床検査への応用が可能であることが確認された意義は
大きいと考えられる。

※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。



１．研究開始当初の背景 

Human T-cell leukemia virus type 1 (HTLV-1) は、全長約 9千塩基のレトロウイルスであり、HTLV-1は

宿主の血液細胞 (CD4 陽性 T 細胞) に感染後に宿主ゲノムにウイルスゲノムが挿入され生涯に渡り感

染が持続する。HTLV-1 感染者の約 95％は生涯にわたって無症候であるが、残り約 5%の感染者で数

十年の潜伏期間の後に成人 T 細胞白血病 (Adult T-cell leukemia、以下 ATL) や HTLV-1 関連脊髄

症 (HAM) などを発症する。特に ATLは予後不良であり、年間約 700人が発症するといわれる。 

 HTLV-1 のウイルス遺伝子の発現様式は、プラス鎖から転写されたウイルス RNA から選択的スプライ

シングにより Gag, Pol, Envなどの構造タンパク質や Tax, Rexなどのアクセサリータンパク質が発現する

が、一方でマイナス鎖からも HBZ が発現する。このうち Tax と HBZ は、それぞれ単独で細胞を腫瘍化

できることがトランスジェニックマウスモデル等で明らかにされている。 

ATL 発症メカニズムは、Tax と HBZ の機能と宿主細胞の遺伝子変異の蓄積によって細胞の癌化が

進み、様々な理由で Tax の機能が失われて最終的に HBZ 優位になることで癌化が加速すると考えら

れる。しかしながら、臨床検査においてこの現象を捕らえることは極めて難しく、HBZ の優位性を検出す

る何らかのマーカーの存在が必要である。 

 そこで、ATLの診断マーカーの開発のため、ATLでの HTLV-1ゲノムの特徴について、最も高頻度で

生じる HTLV-1ゲノム欠失変異に着目し、無症候者 (献血 HTLV-1陽性検体) を対象に、40セットの高

性能 HTLV-1 primer (multiple primer) セットを独自に開発し、HTLV-1ゲノム内の 40か所の詳細なコピ

ー数の差を、無症候者を対象に大規模に解析することで HTLV-1 ゲノム欠失を同定した。その結果、驚

くことに僅か 2%だけが欠失ウイルスを保有することを見出し、無症候者の HTLV-1 ゲノムは欠失に対し

て極めて安定であるとの知見を得た。この結果から①ATLでは約半数で HTLV-1ゲノム欠失し、②無症

候者では欠失は極めて稀であるという、ATL 発症と未発症で HTLV-1 のゲノム不安定性に対して明確

に相反する事象が明らかになり“HTLV-1 ゲノムの欠失は、ATL 発症への強力なドライバー変異であり、

また同時に半数の ATL の発症マーカーとなり得る”と考えた。HBZ 優位の状態を欠失ウイルスの検出

で示すことができれば、臨床検査にも導入可能な検査法が開発できると考えた。 

 

２．研究の目的 

ATL に HTLV-1 ゲノムの欠失が高頻度で存在することがよく知られている。これまでは欠失により

HTLV-1 Env や Tax など免疫原性の高い因子が消失することで感染細胞が宿主免疫から逃れ易くなる

ため、欠失型 HTLV-1 の出現は、ATL 発症までの長期潜伏期間において宿主の免疫の選択圧によっ

て引き起こされるイベントの一つと考えられた。しかし申請者は独自の無症候者の大規模解析で、無症

候者に欠失がほぼ存在しないことを発見し、欠失型 HTLV-1 が単に残り易いというよりも、HTLV-1 のゲ

ノム欠失が ATL 発症への極めて強力なドライバー変異であると可能性を考案した。つまり欠失が生じた

無症候者は、急速に ATLに進む可能性があり、HTLV-1ゲノム欠失の検出は、ATL発症を早期に見つ

けるための重要なマーカーに成り得ると考えられた。特に興味深いことにウイルスゲノムを欠失の検出す

ることは、臨床的にも PCR 等によって実施可能な事象であり、本研究の目的の ATL 診断マーカーとし

ての HTLV-1ゲノム欠失検出法の開発は、ATLの臨床検査上の意義が大きいと考えられる。 

 

３．研究の方法 

 (1) 臨床検査用の 3-plex digital PCR の開発 

HTLV-1 ゲノムに対する 3 セットの高性能 primer-probe を使い、HTLV-1 ゲノムの 4 カ所 (5’LTR, 

3’LTR, pol, pX, 5’LTR と 3’LTRの Primer-probeは同じ配列) をターゲットとして、それぞれ異なる色素 

(FAM, VIC, NED) を設定し、3-plex デジタル PCR化した系を構築し、QIAcuity digital PCR機器で測



定する。HTLV-1 プラスミドおよび合成オリゴ DNA を用いて、既知濃度検体を作製し、測定値を元に、

pX領域に対する LTRおよび pol領域の比を算出し、分離可能な欠失の割合%を評価した。 

 (２) ACおよび ATLにおける欠失型プロウイルスの検出 

AC の末梢血を用いて、検出可能な PVL および欠失型プロウイルスの割合について解析した。また

ATL検体についても同様に、PVLおよび欠失型プロウイルスを解析し、AC とATLを分ける基準につい

て検討した。 

 

４．研究成果 

 HTLV-1 ゲノムの 4 カ所 (5’LTR, 3’LTR, pol, pX) をターゲットとするデジタル PCR  (3-plex) にて

HTLV-1 各遺伝子領域の相対比を測定した。臨床検体で安定して検出できる proviral load を評価した

結果、HTLV-1感染細胞が末梢血単核球中に約 1.0%以上含まれるとデジタル PCRで欠失を定量検出

できた。合成オリゴ DNA により分離可能なコピー数の比を求めたところ、pX 領域に対して 20%以上の

違いがあれば、ターゲット領域の定量結果の比の有意な違いとして欠失を検出できた。 

HTLV-1陽性者の PVL 1%以上の ACおよび ATL検体においても欠失解析を行ったところ ACでも

ATL でも欠失型プロウイルスがそれぞれ一定の割合で検出された。AC でもある程度の割合で、末梢血

中に低い割合で欠失型が存在する場合があることが明かになり、これまで qPCR では観られなかった微

細な違いも検出できることが明かになった。また、このことからACで欠失型の存在割合の閾値の設定が

可能であると考えられた。また、一部の ATL では末梢血中に欠失型プロウイルスが極めて高い割合を

占めて存在することを示す結果が得られた。これらのことからデジタル PCR を用いることで、AC および

ATL におけるプロウイルス欠失を定量的かつ高感度に検出できることを示し、HTLV-1 感染におけるプ

ロウイルス欠失の実態を評価できた。ACで基準を作成することで、ATLの欠失型プロウイルス保有者を

検出することができ、臨床検査への応用が可能であることが確認された。 
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