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研究成果の概要（和文）：NF-B 抑制因子 A20 が ATL 細胞の生存と悪性形質発現に重要な働

きを担うことをつきとめた。様々な B 細胞リンパ腫において A20 の変異が報告されており、

A20 はこれらの細胞では癌抑制因子と考えられている。しかしながら申請者は、ATL 細胞株お

よびATLの原因ウイルスであるHTLV-I感染細胞株においてA20の発現を検出し、さらにATL

患者由来末梢血単核細胞において A20 mRNA の発現上昇が認められた。意外なことに、A20

の発現抑制により ATL 細胞株の増殖が著しく抑制され、ATL 細胞株の免疫不全マウスにおけ

る造腫瘍能が低下することを明らかにした。A20 の発現抑制により細胞死関連分子である

caspase-8 活性が上昇し、annexin-V 陽性細胞が誘導されることがわかった。また、興味深い

ことに A20 と caspase-8 の相互作用が検出されたことから、A20 は caspase-8 を標的として細

胞死を抑制する可能性が示唆された。以上の結果は、A20 は ATL 細胞の生存と悪性形質の発

現に重要な役割を担うことを示すものであり、ATL の有効な治療標的分子となる可能性が高い。 

 
研究成果の概要（英文）：Adult T-cell leukemia (ATL) is a T-cell neoplasm caused by Human 

T-cell leukemia virus type I infection. Previous reports described that the ubiquitin-editing 

enzyme A20 protects cytokine- or NK-induced cell death of endothelial cells via inhibiting 

caspase-8 activation. I found that the A20 protein and mRNA expressions were detectable 

in ATL cells in contrast to some of B-cell lymphoma cell lines with a somatic mutation 

and/or deletion of A20. Interestingly, quantitative RT-PCR analysis revealed that the A20 

mRNA expression was frequently up-regulated in PBMCs derived from ATL patients. And 

A20 was found to be required for the growth of ATL-derived and HTLV-I-transformed cells. 

RNA-interference mediated knock-down of A20 induced the activation of apoptosis initiator 

caspase-8 concomitant with the activation of downstream effector caspase-3/7. In addition, 

I found that A20 physically interacts with caspase-8. Importantly, depletion of A20 

suppressed the growth of ATL cells and increased the annexin V-positive population. These 

results suggest that A20 contributes to the survival of ATL cells and implicates A20 as a 

therapeutic molecular target for ATL therapy. 
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１．研究開始当初の背景 

Human T-cell leukemia virus type I 

(HTLV-I)感染に起因する成人 T 細胞白血病
(adult T-cell leukemia; ATL)は極めて悪性度
の高い血液疾患であり、今なお新たな治療戦
略の提示が求められている。ATL 細胞では持
続的な転写因子 NF-B の活性化みられ、腫
瘍細胞の悪性形質の発現と細胞生存を支え
る要因であることが知られている。持続的な
NF-B 活性化の抑制が ATL 治療において有
効であると考えられている一方で、その分子
機構については不明な点が多く残されてお
り、安全かつ有効な治療標的分子は明らかに
されていない。 

 

２．研究の目的 

本研究では、腫瘍細胞の生存を支える持続的
な NF-B 活性化機構の解明を試みた。さら
に、同定した分子が腫瘍細胞の生存と悪性形
質の発現に重要であるかどうかを in vitro 

assay 系およびマウスを用いた assay 系で評
価した。 

 

３．研究の方法 

In vitro assay 系では、主に ATL 患者由来細
胞株を用いて実験を行った。これらの細胞株
における NF-B 活性化を、ウエスタンブロ
ッティング、レポーターアッセイによって評
価した。NF-B 活性化に関わる候補分子の発
現を抑制し得る shRNA をレンチウイルスベ
クターによって導入し、細胞生存、細胞死の
誘導をウエスタンブロッティング、flow 

cytometry によって解析した。また、候補分
子の発現を抑制した ATL 細胞株を免疫不全
マウス(NOD.Cg-Prkdcscid Il2rgtm1Sug/Jic

マウス; NOG マウス)の皮下に注射し、候補
分子の造腫瘍能に対する役割を調べた。ATL

患者由来末梢血単核細胞は、HTLV-1 感染者
疫学調査（JSPFAD）の協力の下、既に匿名
化された上で得た RNA サンプルを用い、定
量PCR法によって候補分子の発現を調べた。 

 
４．研究成果 
（１）A20の発現抑制により ED40515(-)およ
び TL-Om1細胞の増殖が抑制される 
 B 細胞由来リンパ腫細胞において、A20 の
変異や欠損が報告されているが、当研究室で
所有する 6 種類全ての ATL 患者由来細胞株
で A20 タンパク質の発現が検出さることが
わかった。また、ATL 患者由来末梢血単核細
胞では、A20 mRNA の発現が亢進している

ことが明らかとなった。 

次に、ATL 細胞株における A20 の細胞増殖
に対する役割を調べるため、A20 を標的とす
る shRNA を ATL 細胞株である ED40515(-)

および TL-Om1 細胞にレンチウイルスベク
ターを用いて導入したところ、意外なことに
増殖が著しく抑制されることが分かった。こ
れらの結果から A20 は ATL 細胞株の増殖に

必要な因子であることが示唆された（図１A, 

B）。 

 

図１A, B 

 

(２)  A20 は ATL 細胞株の生存に重要であ
る  

 次に、A20 の ATL 細胞株の生存に対する
役割について調べるため、propidium iodide 

(PI) 染色し、フローサイトメトリーを用いて
細胞周期を解析した。A20 の発現抑制により
ATL 細胞株において sub-G1 分画が増加と S

期の減少が見られた。また、Annexin V/7AAD

で染色し、フローサイトメトリーを用いて解
析したところ、A20 の発現抑制により
7-AAD/Annexin V 陽性分画が増加する傾向
がみられた。以上の結果は、A20 は ATL 細
胞株の生存に寄与することを示唆するもの
である。 

（３）A20 の発現抑制により ATL 細胞株の
造腫瘍能が低下する 

 A20 は in vitro の細胞培養系における増殖
に重要であることが明確になったが、続いて
ATL 細胞株のマウスにおける造腫瘍能に対
する A20 の役割を検討するため、shA20 を
導入した ATL 細胞株 ED40515(-)細胞株を
NOG マウスの皮下に接種し、腫瘍形成能を
調べた。3 週間後に腫瘍を摘出し、腫瘍の体
積および重量を測定したところ、コントロー
ル shRNAを導入した細胞に比べ shA20を導
入した細胞は、形成する腫瘍の体積および重



量に有意な減少がみられた。別の ATL 細胞
株である HUT102 を SCID マウスの皮下に
注射することでも同様な結果を得ている。以
上の結果から、A20 は ATL 細胞株のマウス
における造腫瘍能に重要であることが明ら

かとなった（図２）。 

 

図 2 

 

（４）A20 の発現抑制により ED40515(-)お
よびTL-Om1細胞株の caspase-8および−3/7

活性が増加する 

 A20 発現抑制後におけるアポトーシスの
実行分子 caspase-3/7 およびその上流に位置
する分子 caspase-8 の活性を測定した。 
A20 の発現抑制は ATL 細胞株において、
caspase-8 および caspase-3/7 活性を増加さ
せた（図 3A, B）。これらの結果から、A20

の発現抑制は caspaseを介した細胞死を誘導
することが示唆された。Apo2L/TRAIL 刺激
下において、raft/cytoskeleton 分画における
caspase-8 のポリユビキチン化が A20 によっ
て抑制されることが報告されているが、2% 

SDS を含む buffer で抽出した whole-cell 

lysate を用いて活性化型 caspase の検出を試
みた。その結果、A20 の発現抑制により活性
化型 caspase-3, -8 の産生が誘導されること

が分かった。 

 

 

図 3A 

 

 

 

 

 

 

図 3B 

 

（５）A20 の発現抑制は ATL 細胞株におけ
る NF-B 依存性転写活性を増強しない 

A20 は古典的 NF-B 活性化経路の抑制因子
であることが知られており、A20 の発現抑制
により ATL 細胞株における持続的な NF-B

活性化が増強される可能性がある。しかしな
がら、A20 の発現抑制により、ATL 細胞株に
おいて NF-B 依存性転写活性の有意な増加
はみられなかった。持続的 NF-B 活性化お
よび A20 の発現がみられる ATL 細胞株にお
いては、腫瘍細胞の生存、悪性形質の発現に
寄与する持続的な NF-B 活性化を抑制せず
に A20 が細胞生存を支える機構が存在する
可能性がある。 

（６）A20 は zinc finger 7 領域を介して
caspase-8 の活性化を抑制する可能性がある
免疫沈降法により、ATL 細胞株 HUT102 に
おいてA20は caspase-8と相互作用すること
がわかった。また、A20 の K48 ユビキチン
化活性変異体(C103A)、K63 脱ユビキチン化
活性変異体(C624/627A)、また直鎖型ユビキ
チン鎖との結合に寄与する zinc finger 7領域
変異体(C779/782A)を構築し、A20 KO MEF

に高発現させ TNFによる細胞死に対する
A20 の役割を調べたところ、A20 zinc finger 

7 領域変異体のみが caspase-8 の活性化を抑
制できないことが明らかとなった（図４）。 

 

図４ 
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