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研究成果の概要（和文）：HLA-A24陽性HAM患者の多くでで脳脊髄液中のCD8T細胞はTax抗原を認識することがわ
かった。シングル解析によって得られたデータセットを用いてGene signature解析を行ったところ、脳脊髄液か
ら由来するTax特異的CD8T細胞は末梢血の細胞に比べてcell cycling, proapoptotic, exhaustionなどのマーカ
ーの発現が増加していることが分かった。HLA-A24拘束性Taxペプチドが2種類あり、HLAマルチマーの染色性に影
響を与えることがわかった。

研究成果の概要（英文）：To understand pathogenesis of HTLV-1-associated inflammatory diseases, we 
performed integrated single cell analysis using in peripheral blood and cerebrospinal fluid (CSF) 
cells derived from HAM/TSP patients. Among various cell types, CD8 T cells were increased in the CSF
 and contained significantly expanded anti-Tax cytotoxic T-lymphocytes (CTLs). Transcriptome 
analysis demonstrated that anti-Tax CTLs in the CSF showed reduced activation whereas enhanced 
pro-apoptotic and exhausted phenotype. Furthermore, we found that HLA-A24 presents two different 
peptides of Tax depending on Tax genotypes. That affects results of HLA multiuser staining in 
specific CD8 T cells of the infected patients

研究分野：腫瘍免疫学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究ではHAM患者の脊髄病変に浸潤しているHTLV-1抗原特異的CTLの遺伝子発現プロファイルに基づき、末梢血
での同CTLが発現するHAMの発症リスク遺伝子を発見することを目的としている。HTLV-1特異的CTLが発現するHAM
の発症リスク遺伝子を探索するため、次世代シークエンサーを用いて脳脊髄液中のCTLの1細胞遺伝子発現解析と
TCRレパトア解析を行った。TCR-CDR3やclonotypeに基づき脳脊髄液中のHTLV-1特異的CTLとの比較を行うことで
HAMの発症リスク遺伝子群の発見を目指し、それらを利用してHAMの早期発見・治療開始に繋げる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

 CD4T 細胞に感染した HTLV-1 は長い潜伏期間(40-50 年以上)の後、感染者に悪性腫瘍

である成人 T 細胞白血病（ATL）と炎症性疾患である HTLV-1 関連脊髄症(HAM)を惹起す

る。日本では九州を中心に約 100 万人の HTLV-1 キャリアが存在し、その少数が ATL も

しくは HAM を発症すると考えられている。特に脊髄に病変部位を持つ HAM 患者は非常に

強い抗 HTLV-1 免疫を持っていることが知られている。しかし、その感染者は体内のウ

イルスを排除できず、難治性の炎症性疾患を発症することから宿主免疫が HAM 発症の起

因に大きく関わっている可能性が予想されている。これまで HAM 患者では HLA class-I

のリスクアリル（Jeffery et al., PNAS, 1999）に関する報告がなされているものの、

発症予測に有用な HAM マーカーは未だに見つかっていない。これまで HAM 患者での病態

解析は主に末梢血 T細胞を用いて行われてきた。しかし、有用な HAM マーカーは見つか

っていない。 
 
２．研究の目的 

 HAM は HTLV-1 が CD4T 細胞に感染することで惹起される。多くの HTLV-1 キャリアは

無症状で経過するものの感染者の一部で難治性の疾患を発症することから、その発症に

は宿主免疫が強く関与している可能性が示唆されている。炎症性疾患である HAM 患者は

HTLV-1 抗原に対して強い T 細胞応答を持ち、病巣である脊髄では HTLV-1 感染 CD4T 細

胞と HTLV-1 特異的細胞傷害性 T細胞（CTL）の浸潤が観察される。HAM の発症予測や病

態解析には主に末梢血 T細胞を用いて行われてきた一方で、これまで有用な HAM マーカ

ーは未だに見つかっていない。申請者はこれまで有用なマーカーが特定されなかったの

は「HAM 患者の末梢血と病巣（脊髄）では病態が異なり、末梢血での T細胞の機能解析

は必ずしも病巣の T細胞の病態を反映していない」という可能性に着目した。本研究で

は HAM 患者の脊髄病変に浸潤している HTLV-1 抗原特異的 CTL の遺伝子発現プロファイ

ルに基づき、末梢血での同 CTL が発現する HAM の発症リスク遺伝子を発見することを目

的としている。 
 
３．研究の方法 

申請者は HTLV-1 特異的 CTL が発現する HAM の発症リスク遺伝子を探索するため、次世

代シークエンサーを用いて脳脊髄液中の CTL の 1 細胞遺伝子発現解析と TCR レパトア

解析を行った。それらの解析からは TCR clonotype の割合、抗原認識領域を含む TCR 配

列や T細胞エフェクター遺伝子発現などの CTL の網羅的な情報を得る事が出来た。しか

しながら、それらの結果からでは膨大な TCR のデータを得られるものの、TCR が認識す

る HTLV-1 のペプチドを決定することはできない。それを解決するために申請者は近年

開発が進んでいる TCRb の構造からその epitope を予想するアルゴリズム解析

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetTCR/：https://tcrex.biodatamining.be)を利用

した。それらのアルゴリズム解析を用いることで HTLV-1 抗原を認識し得る TCR を人工



的に作成し、ウイルス抗原を発現する抗原提示細胞で刺激することで HTLV-1 抗原認識

の有無を確認した。それらの結果から HTLV-1 特異的 CTL を決定し、病巣部の CTL が発

現する遺伝子の特徴を解析した。同様に末梢血 CTL でも 1細胞遺伝子発現解析と TCR レ

パトア解析を行い、TCR-CDR3 や clonotype に基づき脳脊髄液中の HTLV-1 特異的 CTL と

の比較を行うことで HAM の発症リスク遺伝子群の発見を目指した。 
 

４．研究成果 

これまで HLA-A24 陽性 HAM 患

者の 1 例で脳脊髄液中の CD8T

細胞は Tax 抗原を認識するこ

とがわかった。同様の手法を用

いて他の HLA-A24 陽性 HAM 患

者で解析を進めたところ、13

例中12例で増加しているCD8T細胞

クローンがHLA-A24拘束性にTax抗

原を認識することがわかった。これ

まで HAM の発症には感染 CD4T 細胞

の浸潤が重要な役割を持つことが

想定されていた。これらの結果は

HLA-A24 陽性 HAM 患者の病巣部位

（脊髄）では感染 CD4T 細胞と同様

に抗原特異的 CD8T 細胞が病状の悪

化を促進している可能性が予想さ

れた（図 1）。 

一方で HAM 患者の脳脊髄液と末梢

血でのそれらの Tax 特異的 CD8T 細

胞の遺伝子発現を比較した。シング

ル解析によって得られたデータセ

ットを用いて Gene signature 解析

を行ったところ、脳脊髄液から由来

する Tax 特異的 CD8T 細胞は末梢血

の細胞に比べて cell cycling, 

proapoptotic, exhaustion などの

マーカーの発現が増加しているこ

とが分かった（図 2）。一方で HTLV-

1 キャリアの末梢血から由来する Tax 特異的 CD8T 細胞とそれらの HAM 患者由来細胞に

組み合わせた Gene signature 解析を同様に行った。HAM 患者由来する特異的 CD8T 細胞

では Cytotoxicity、Exhaustion、Prosurvial に関与する遺伝子群が活性化していたこ

とがわかり、それらの特定の分子に着目した詳細な解析を今後行う予定にしている。 



上記の解析の中で HLA-A24 拘束性 Tax

ペプチドには2つのバリエージョンが

存在することが判明した。 

これまで Tax には type-A(Tax-A)と-B

（Tax-B）が存在することが知られて

いた。しかし日本国内での Tax-A の頻

度の少なさから、主に Tax-B での解析

が進められてきた。一方で HAM 患者

はTax-Aが多い傾向があることが分

かっている。HLA-A24 は Tax301-309を

抗原提示する。Tax-A と-B のアミノ

酸配列の比較を行ったところ、HLA-

A24 拘束性 Tax ペプチドの中で 304

番目のアミノ酸が異なることがわ

かった（Asn(Tax-A)/Ser(Tax-B)）。

これまでの解析で 9mer ペプチドの

場合、2 番目と 9 番目のアミノ酸が HLA-A24 と結合することが知られており、この

Asn/Ser の差異は TCR との結合に影響を与える可能性が示唆された（図 4）。これまで市

販の A24/Tax テトラマーは主に Tax-B である。テトラマーを用いた比較では Tax-A 感染

者由来 CD8T 細胞は Tax-A に比べ、Tax-B テトラマーを用いた場合にテトラマー陽性細

胞が著しく減少することがわかった（図 5）。またその結果は Tax-B での不一致の場合

でも観察された。 

HLA-A24 拘束性 Tax ペプチドでの 304 番目の Asn/Ser の違いは Tax テトラマーの染色性

に違いに影響を及ぼした事から、A24/Tax テトラマーを用いた解析では事前の Tax 遺伝

子型の確認が必須と考えられた。 
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