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研究成果の概要（和文）：ATL検体を用いた大規模解析データを基盤に、ATL細胞のシグナル伝達及びエピジェネティッ
ク異常を中心に解析を行った。CD7/TSLC1の発現パターンでATL細胞を分取する新たな系の構築に成功し、各病型の腫瘍
細胞の正確な遺伝子発現パターンを明らかにした。またATL細胞におけるp38及びHedgehog経路の活性化、Helios遺伝子
のスプライシング異常を発見し、機能的役割についても明らかにした。さらにエピジェネティック異常の原因であるEZ
H2の過剰発現の分子機構やATL細胞のエピエジェネティックな異常の全体像を明らかにした。ATL細胞はエピジェネティ
ック異常に強く依存した腫瘍細胞であった。

研究成果の概要（英文）：Based on our comprehensive dataset from ATL patient samples, we addressed the exac
t molecular mechanism of ATL, which should be targeted in clinical regimens. Using a microarray technique,
 we identified leukemic cell-specific gene expression pattern. In addition, we revealed activation of p38 
and Hedgehog signaling pathways, which supported pro-survival capability.
We performed global histone methylation profiling of patient-derived primary ATL cells. We successfully de
tected the numerous gene promoters with aberrant repressive H3K27me3 mark in ATL cells. Interestingly, Tax
-triggered immortalizing cells partially mimicked the methylation pattern observed in ATL cells. In parall
el, we identified an intimate relationship between NF-kB signaling and EZH2. Despite the absence of EZH2 a
ctive mutation observed in DLBCL, EZH2 inhibitors significantly killed patient ATL cells. Our findings ind
icate that ATL is characterized by EZH2-dependent robust and global epigenetic rearrangement.
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１．研究開始当初の背景 
我々はこれまでにATLの腫瘍化に関わる新た
な分子基盤を創設する為に、文部科学省科学
研究費による全国的な HTLV-1 疫学調査およ
び 検 体 バ ン ク 組 織 JSPFAD 
(http://htlv1.org/)の全面的な協力を得て、
ATL 検体を用いた miRNA の網羅的解析に着手
した。その結果、ATL 全検体において
microRNA-31 (miR-31)が異常な減少を示すこ
とを明らかにした。すべての患者検体におい
て認められたこの異常は、腫瘍細胞の特徴と
機能を担うものであると考えられたことか
ら、miR-31 に注目しその機能及び制御機構の
解析を行った。miR-31 は NF-kB シグナルの上
流に位置する NF-kB Inducing Kinase (NIK)
を負に制御し、新規 NF-kB 抑制因子として働
くことがわかった。ATL 腫瘍細胞における
miR-31 の異常な発現低下は、NIK の発現誘導
を介したNF-kBの恒常的活性化に寄与してい
ることがわかった。さらに Polycomb ファミ
リーによるヒストンH3K27のトリメチル化が、
miR-31 の減少に寄与していることがわかっ
た。腫瘍細胞では Polycomb ファミリーが活
性化しており、miR-31 の発現抑制を介して
NF-kB シグナルに寄与していることを明らか
にした。 
 
２．研究の目的 
これまでの多くの研究成果から、ATL の発症
には、HTLV-1 感染から長期間に渡りゲノム異
常が蓄積する多段階発がんモデルが当ては
まると考えられているが、実際の急性型の腫
瘍細胞には非常に多彩なゲノム異常があり、
他のがんで散見されるような、腫瘍細胞を特
徴づけるような定義的なゲノム異常は見つ
かっていない。一方でこれまでの多くの研究
から、ATL 細胞の特徴として非常に多くの遺
伝子の発現異常が報告されている。その原因
にはサイトカインなどによる細胞微小環境、
エピジェネティックな異常、microRNA の発現
欠失、スプライシング異常などが報告されて
いるが、それらの異常を増幅し細胞の性質に
直接影響しているのは、多くのシグナル伝達
異常である。これまでにATL細胞におけるNF-
κB経路やJAK-STAT経路など数多くのシグナ
ル伝達系の異常が報告されているが、正常細
胞の機能や分化などにおいて重要な他のシ
グナル伝達系のATLにおける役割については
不明な点が多く残されている。また各シグナ
ル伝達経路のクロストークはシグナル伝達
研究をより深く正確に理解する上で重要な
研究課題である。そこで ATL 細胞における分
子レベルの異常の全貌解明を目的とし、これ
までに研究を進めてきたエピジェネティッ
ク、特に polycomb family 依存的な異常の詳
細な解析に加え、大規模解析を基盤とした
ATL 細胞における新たなシグナル伝達異常に
注目し、研究を行った。 
 
３．研究の方法 

(1) ATL の網羅的解析データの集約及び
pathway 解析 
研究に使用した ATL 検体は JSPFAD の協力を
得て利用した。遺伝子発現解析は、発現アレ
イのデータ解析及び real-time PCR により検
討を行った。発現アレイデータを用いた
pathway 解析は、NCI の Pathway Interaction 
Database を用いた。 
 
(2)ATL における EZH2 の発現制御機構の解析 
EZH2 の発現レベルは real-time PCR 及び
Western blot によって定量を行った。 
また EZH2 のプロモーター活性の評価は
luciferase レポーターアッセイ及び ChIP 
assay によって検証した。EZH2 の遺伝子変異
は EZH2 遺伝子の 641 番目のアミノ酸をコー
ドする領域を含む DNA を PCR で増幅、精製し
た後、ダイレクトシークエンス法により配列
の解析を行った。 
 
(3)ATL 細胞におけるエピジェネティック異
常の全体像の解析 
Tax発現不死化細胞とATL患者由来腫瘍細胞、
及び健常人CD4+T細胞についてChIP-on-chip 
( アジレントテクノロジー )を用いて
H3K27me3 の網羅的解析を行った。データは
GeneSpring を用いて解析した。 
 
４．研究成果 
(1) ATL の網羅的解析データの整理データベ
ースへの登録 
まず、ATL の研究領域全体の基盤となるゲノ
ム、mRNA、及び miRNA の網羅的解析のデータ
をまとめ、データベースに登録を行った。ATL
細胞における miR-31 の発現減少と、その原
因となるゲノム異常、エピジェネティック因
子の挙動は、ATL の特徴として顕著であった。
miR-31 の発現低下は例外がなく、程度も著し
いため、腫瘍細胞の新たなマーカーとしても
有用と考えられた。また NF-kB 経路の新しい
活性化メカニズムを明らかにし、ATL におけ
る Polycomb 依存的なエピジェネティックな
異常をまとめ、論文に報告した(Yamagishi et 
al., Cancer Cell, 2012)。ATL 患者由来腫瘍
細胞に対して miR-31 の補充もしくは
Polycomb ファミリーの阻害を行うことで、直
接アポトーシスを誘導できたことから、これ
らの分子のバランスが遺伝子発現の撹乱と
表現型に重要であり、分子標的として有用で
あることを明らかにした。 
さらに、同定した Polycomb−miR-31−NF-kB の
経路について、一般性の検討を行った。
miR-31 の減少が報告されている転移性乳が
ん細胞や、NF-kB 経路が正常機能に必須であ
る B細胞においても、この経路が保存されて
いることがわかった。miR-31 の発現低下はが
ん細胞の一般的な特徴であり、またその厳密
な制御機構が細胞機能に重要であることが
わかった。Polycomb、miR-31、NF-kB はそれ
ぞれが遺伝子制御の上流に位置する因子と



して広範な遺伝子を制御するが、それらが今
回明らかにしたクロストークを形成するこ
とにより、より複雑な遺伝子制御システムを
構築していると考えられた。 
 
(2) miR-31の発現レベルの再検証と病態との
関連について 
内丸らがこれまでに開発を進めてきた
multi-color FACS を用いた HTLV-1 感染細胞
/ATL 細胞の病態の進行の解析を進め、
CD7/TSLC1(CADM1)の発現により HTLV-1 感染
細胞/ATL 細胞を解析するシステムを構築し
た。これらの各集団をソーティングし、
miR-31 の発現量を検討したところ、いずれの
ATL 及びキャリアにおいても TSLC1 陽性の集
団ですでに大幅に発現が減少していること
を見いだした。さらにこれらの分画について
発現アレイ解析を行った結果、キャリアを含
め、病型に関わらず TSLC1 陽性細胞は同じク
ラスターに分類されたことから、HTLV-1 無症
候性キャリアのうち、末血中プロウイルス量
が高い発症ハイリスク症例の中には一部す
でにATLの腫瘍化過程が進行しているクロー
ンが存在することがわかった。また興味深い
ことに、miR-31 が減少している感染不死化細
胞では EZH2 の発現がすでに上昇しているこ
とも明らかになった。このことは、腫瘍化以
前の感染細胞集団においてもエピジェネテ
ィックな異常の蓄積があることを示唆して
いる。 
 
(3) ATL 細胞におけるエピジェネティック異
常の原因となる EZH2 の過剰発現の分子メカ
ニズムの検討 
ATL 細胞の発現異常、シグナル伝達異常の背
景には polycomb family 依存的なエピジェネ
ティック異常が存在することが強く示唆さ
れた。実際に ATL 細胞で過剰発現している
EZH2 をノックダウンすると、ATL 細胞株及び
患者由来腫瘍細胞に対してアポトーシスを
誘導できる。この polycomb family の活性は
活性中心である EZH2 の発現レベル及び活性
レベルで規定されることが分かっているが、
EZH2 の発現レベルを制御するメカニズムは
非常に複雑であり、また T細胞における詳細
な解析は行われていなかった。そこでまず
EZH2 遺伝子のプロモーター配列を搭載した
レポーターを用いて、EZH2 の転写制御を分子
レベルで解析を行った。その結果、EZH2の転
写開始点上流-1000bp が大幅な転写誘導を起
こす事、またそのなかでも複数の NF-κB 結
合配列が重要であることが変異体を用いた
解析から明らかになった。次に ChIP assay
によって、ATL 細胞中の EZH2 プロモーター領
域における NF-κB 因子の結合を確認した結
果、定型的経路の RelA、及び非定型的経路の
RelB の両者が恒常的にリクルートされてい
ることがわかった。これらの結果より、ATL
細胞においては、強力に活性化した NF-κB
シグナルが EZH2 の過剰発現を誘導、維持し

ていることが強く示唆された。 
さらに上記について、ATL 患者由来腫瘍細胞
を用いて検証を行った。複数の患者末梢血か
ら腫瘍細胞を採取し、NF-κB阻害剤を処理し
たのち、ウエスタンブロットにより解析した
結果、EZH2 の発現が著しく低下することがわ
かった。 
 
(4) ATL における EZH2遺伝子変異の解析 
ATLにおけるpolycombの活性変化と遺伝子変
異の関係を調べるために、B 細胞リンパ腫に
おいて高頻度に変異が認められる641番目の
アミノ酸領域について、JSPFAD で管理する
ATL 由来ゲノム DNA を用いて検討を行った。
ATL 検体はプロウイルス率が 30%以上の症例
を用いた。これまでのところ、ATL50 症例 (急
性型 27 症例、慢性型 13 症例、くすぶり型 4
症例、病型不明 6症例)において、EZH2 の 641
番目のアミノ酸変異は検出されなかった。 
 
(5) ATL 細胞に対する EZH2 阻害の効果 
上述のように EZH2 の分子異常は多くのがん
で共通する特徴であり、分子標的として注目
されている。従来はこのようなヒストンメチ
ル化酵素に対しては非特異的な阻害剤しか
存在しなかったが、近年になり特異的な阻害
剤の開発が進み、EZH2遺伝子変異を持つリン
パ腫に対する有効性が報告され始めている。
そこで次世代の EZH2 阻害剤 GSK126 に注目し、
ATL 細胞に対する有効性を検証した。その結
果、ATL 患者由来腫瘍細胞に GSK126 を処理し
た際にコントロール群と比較して約3倍から
5 倍のアポトーシスを誘導することがわかっ
た。以上より、ATL 細胞において過剰に発現
する EZH2 は NF-κBシグナルの活性化によっ
て引き起こされており、また分子標的として
有力であることが示唆された。 
 
(6) ATL 細胞におけるエピジェネティック異
常の全体像の解析 
正常 T 細胞、Tax 発現不死化細胞、及び急性
型 ATL 患者由来細胞における H3K27me3 の全
体像を明らかにするため、ChIP-on-chip を用
いて網羅的な解析を行った。その結果、ATL
細胞及び Tax 発現不死化細胞において、
H3K27me3 が導入されたクロマチンの全体量
が増加していること、また全体的なパターン
が変化していることを明らかにした。ATL 細
胞は全体的には活性化T細胞で見られるメチ
ル化パターンと近接したが、一方腫瘍細胞特
異的、もしくは腫瘍細胞と Tax 発現細胞に共
通する異常の同定に成功した。その中にはこ
れまでに我々が報告した miR-31 領域におけ
る異常なメチル化の蓄積も含まれていた。こ
の事からTaxによって長期的に誘導されたエ
ピジェネティック異常により miR-31 の発現
も抑制されることが示唆された。現在このよ
うな網羅的解析のプラットフォームの構築
を完了し、今後解析検体や調べるメチル化の
種類を増やすことにより、ATL 細胞における



エピジェネティック異常の全体像と分子標
的を明らかにする予定である。 
 
(7) ATL 細胞の生存シグナルに与える p38 及
び Hedgehog 経路の活性化 
ATL 検体の大規模発現アレイデータについて
NCI database を用いて Pathway 解析を行った。
その結果、細胞の生存や増殖に関わる様々な
シグナル伝達系の異常の存在が明らかにな
った。その中で特に異常を示したのが p38 
MAPK 経路であった。p38 経路は固形癌におい
てはがん抑制因子として機能しているが、リ
ンパ球細胞における活性化が細胞にどのよ
うな影響を与えるかは不明な点が多い。そこ
でATL細胞の生存に与える影響を調べるため
に、p38 のリン酸化を阻害する 2 種類の阻害
剤を用いて ATL由来細胞株及び ATL患者由来
細胞の生存率を検討したところ、腫瘍細胞の
生存率が著しく低下する事が分かった。さら
にこの細胞死の詳細を検討したところ、p38
のリン酸化レベルが低下することでATL細胞
に強力なアポトーシスを誘導することがわ
かった。 
ATL 検体の網羅的発現解析からは、正常 T 細
胞に比べて著しく過剰に発現している新規
遺伝子が複数明らかになった。その中でも
EVC1 及び EVC2 は正常 T細胞に比べて 10-100
倍過剰に発現しており、ATL 細胞の特徴に寄
与していると考えられた。 
EVCは元々Hedgehog経路の活性化に関与する
ことが示されているが、その分子メカニズム
は不明な点が多く、また T細胞においては通
常はEVCの発現が低いためその機能も不明で
あった。そこで EVC1 及び EVC2 をノックダウ
ンする shRNA を設計し、ATL 細胞に対して処
理したところ、Hedgehog 経路に応答する遺伝
子発現が低下し、さらに細胞にアポトーシス
を引き起こすことがわかった。さらに
Hedgehog経路の転写因子であるGLIの阻害剤
を処理することによりATL患者由来細胞がア
ポトーシスを起こすことがわかった。以上の
ことから、ATL 細胞における EVC の過剰発現
は、Hedgehog 経路の活性化を介して腫瘍細胞
の生存に寄与していることが示唆された。 
遺伝子発現の活性化に関わるヒストン修飾
に注目し ChIP assay を用いて細胞株パネル
及び ATL患者由来細胞における EVC領域のヒ
ストン修飾の定量を行った。その結果、ATL
細胞において H3K4 のトリメチル化、及び H3
のアセチル化が異常に蓄積していることが
明らかになった。また同時に抑制的な修飾で
ある H3K27me3 は ATL 細胞で減少していた。
興味深い事に、レンチウイルスを用いて Tax
を発現させた Jurkat 細胞では EVC の発現が
誘導され、また上記のようなエピジェネティ
ックな変化が認められた。以上の結果から、
ATL 細胞において遺伝子発現の活性化に関わ
るエピジェネティック異常が存在すること、
またその異常が遺伝子発現を介してシグナ
ル伝達系に影響していることが強く示唆さ

れた。 
 
(8) ATL 細胞における Helios のスプライシン
グ異常と細胞へ影響の解析 
腫瘍細胞における遺伝子発現は、発現レベル
だけでなく、スプライシング異常による mRNA
構造の異常が散見される。我々はATL検体168
例のコピーナンバー解析から明らかになっ
た Helios 遺伝子欠損の意義を検討する過程
で、ATL 細胞において Helios mRNA のスプラ
イシング制御が高頻度に異常を示すことを
明らかにした。これは各病型を含む 37 症例
中 32 例(86.4%)と非常に高頻度に認められ、
ヘテロなATL細胞に共通する重要な分子背景
の一つであると考えられた。またゲノムの欠
損は急性型及びリンパ腫型でのみ検出され
ており、progression に重要なゲノム異常だ
と考えられた。 
実験的に検証を行った結果、ATL で観察され
る異常アイソフォームはDNA結合ドメインを
大きく欠損しており、転写因子として機能し
ないことがわかった。さらに二量体化能を有
しているために正常の Helios や Ikaros に対
してもドミナントネガティブとして働き、
ATL細胞ではHeliosによる正常な遺伝子制御
が損なわれていることを明らかにした。 
Helios のノックダウンもしくは ATL 型
Helios の過剰発現を Jurkat 細胞に誘導する
と、細胞増殖能が上昇することがわかった。
さらにこれらの細胞の遺伝子発現を網羅的
に解析し、Helios の下流で制御される遺伝子
の同定に成功した。Pathway の結果から、T
細胞の増殖やホーミングに重要な S1P 
pathway の活性化に関わっていることがわか
った。 
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