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研究成果の概要（和文）：成人T細胞白血病(ATL)において癌幹細胞が存在するか検討した。我々はATLの癌幹細胞を生
着能を有する細胞集団と定義した。この目的の達成のためにATLにおいて連続移植継代株を作成した。 ATL患者由来の
末梢血からNOJマウスへ肝臓内移植により作成したヒト化マウスの連続移植継代を複数例成功させた。その中でCD4+ CC
R4+でソーティングし連続移植継代したものから生着した細胞集団はATL 様のPhenotypeを示した。この細胞集団におい
て生着能に差のおける細胞集団が存在するかを連続移植継代株の網羅的染色を用いて検討しており、複数の候補が存在
していることを確認できた。

研究成果の概要（英文）：We have been searching for cancer stem cells (CSCs) of adult T cell leukemia 
(ATL). We have defined CSCs in the tumor as tumorigenic cells capable of dividing into tumorigenic cells 
and non-tumorigenic cells, which can be distinguished based on their cell surface markers and serial 
transplantablity in immunodeficient mice. We successfully established a number of serially transplanted 
cell lines by intra-liver transplantation of PBMC from ATL patients into NOJ mice. One of the cell lines, 
derived from CD4+ CCR4+ sorted cells showed ATL-like phenotypes such as the infiltration into spleen, 
liver, lung and born marrow, and the surface markers of CD4+, CCR4+, CD5+, cytoplasmic CD3+ and surface 
CD3-. This cell line harbored complicated chromosomal abnormalities including t (11, 14) translocation 
and a partial trisomy of chromosome 14. We have identified candidate markers that can discriminate the 
tumorigenic cells from non-tumorigenic cells in the CD4+ CCR4+ transplanted cell line.

研究分野： 腫瘍学

キーワード： Adult T cell leukemia　Cancer stem cells　Tumor initiating cells
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１．研究開始当初の背景 
研究代表者はこれまでに ATL 患者末梢血由
来の細胞集団を NOJ (NOD-SCID/ Jak3 Null)
マウス（岡田誠次先生から供与頂いた）(Int 
J Hematol 88(5):476-482, 2008)に移植する
ことにより ATL 細胞そのものを連続的に移
植しその細胞の性質を観察した。 
 
２．研究の目的 
 成人 T 細胞白血病（ATL）は HTLV-1 感染
が原因で発症するがその感染から発症まで
に約５０年以上要し、約 5%が発症する。ま
た発症すると化学療法耐性を示し極めて予
後不良である。そのためその治療対策が極め
て深刻な研究課題となっている。最近多くの
化学療法耐性の腫瘍疾患において癌幹細胞
の存在が報告されている。ATL においてもそ
のような細胞集団が存在するのか、存在する
場合の性質などを検証することを目的とし
た。 
 
 
３．研究の方法 
連続移植継代株作成 
ATL 患者末梢血由来の細胞をフィコールにて
分離した PBMC をあるいはヒト細胞表面マー
カー(CD4,CCR4, CD3)を Cell Sorter (Mo Flo)
を用いてソーティングをおこなった細胞集
団を NOD-SCID/Jak3 null マウスの肝臓内あ
るいは腹腔内に Injection した。 
移植細胞の動態解析 
 移植細胞を NOJ マウスに移植後、腫瘍によ
る衰弱が確認出来た時点で供死させ、脾臓、
血液、骨髄を単核球分離し FACS 解析を行っ
た。 
HTLV-1 プロウイルスの解析 
末梢血および脾臓より単核球を分離して 
HTLV1 Px 領域内に設定した PCR Primer と内
部標準RNAseP遺伝子を用いTaqman プローブ
法において定量的 PCR を行った。プロウイル
ス量は px /（RNAseP/2）*100 で算出した。 
移植細胞のクローナリティの解析 
HTLV-1 プロウイルスの一部および、その組み
込み部位に隣接したヒトゲノムDNA 
を増幅するために、Inverse PCR ( IV PCR)
法を用いた。ゲノムDNAを、PstIで反応させた
後T4 ligase 
により環状化させ、PCR の鋳型とした。Primer
はHTLV-1のLTRおよびpX領域を用いた。 
４．研究成果 
その上記の目的を達成するために我々は癌
幹 細 胞 を 生 着 能 を 有 す る 細 胞 集 団
(Tumorigenic cells)ととらえ以下の４つの
ような細胞集団が存在するかを検討した。１
腫瘍原性のある少数の細胞集団、2. 免疫不全
マウスに連続移植可能、3, 腫瘍原性のない細
胞とマーカーで区別できる、4. その細胞が分
裂・増殖した際に、再び腫瘍原性のあるもの
とないものからなる集団を生じる、以上のよ
うな定義を満たす細胞集団を作成するため

にまず連続移植継代株の作成を検討した。 
 
患者 PBMC を用いた継代 
 まず ATL 患者末梢血 PBMC を NOJ マウスに移
植して継代を行った。施行した中で最も継代
ができたもので３代の継代が可能となった。
しかしこれは高い Proviral load(2 代目で
770%)を示し４代目以降の継代は不可能であ
った。このことはまずウイルスロードが非常
に高いこと、また病理診断によるとこれらの
細胞の形態は Spindle Shape であることが特
徴的でありいわゆるリンパ腫タイプとは形
態的に異なっていた。また宮崎大学の岡山先
生の報告によるとHTLV1キャリア由来のPBMC
の２代までの連続移植を行うとウイルスロ
ードが 1000%程度に上昇した。さらに FISH に
より１細胞当たりHTLV1のシグナルが１０個
ほ ど 検 出 さ れ て い た (Intervirology. 
2010;53(4):229-39)。我々の細胞株において
も類似した現象が起こっていると推察して
いる。従って我々はこの３から４代目までの
移植において移植が停止する現象はウイル
ス異常感染による増殖であると考えた。 
 
患者 PBMC を Sorting した継代 
そこで次にウイルスの感染を低く抑えるた
めにATL細胞とそれ以外の細胞を分けて移植
を行うことにした。これにより感染する細胞
は低く抑えられると考えた。しかし ATL 細胞
の存在する細胞表面マーカーは現在までに
完全に同定されているわけではない。そこで
２種類の組み合わせでソーティングを行っ
た。その２種類は CD4+CCR4+を ATL 分画とす
るものあるいは CD4+CD3Lo を ATL 分画とする
ものある。 
 
CD4+CCR4+ 連続移植継代株 
 ATL 患 者 末 梢 血 (Chronic type) か ら
CD4+CCR4+ cell をソーティングして 10 代ま
で連続移植継代ができた。一方コントロール
として CD4+ CCR4+ depleted Fraction と PBMC
においては数代しか継代できなかった(表
１)。しかもこの細胞株は Frozen Stock した
ものからでも移植が可能であった。これらの
脾臓単核球のウイルスロードは Frozen 
Stock(4 代目)、７代目、８代目でそれぞれ
131%、174%、181%で(図１)さらにそれぞれの
Human CD45 陽性細胞のキメラ率はそれぞれ
61%, 86%,75%であった。また HTLV1 のインテ
グレーションサイトは IV PCR 解析の結果、
２本見られその２本のインテグレーション
サイトが４代目以降でも確認され、他のメジ
ャーインテグレーションサイトは確認出来
なかった(図１)。このことは HTLV-1 がクロ
ーナルに増殖していることを示唆しており、
生着している細胞は腫瘍であることが強く
示唆された。またこれは preliminary な結果
であるが次世代シークエンサーによる
HTLV-1 によるクローナリティ解析によりメ
ジャーインテグレーションサイトの一つは



移植前の患者の HTLV-1 integration site
と同一のものであることが確認出来ている。
この結果は先ほどの PBMC で NOJ マウスに移
植しそのウイルスロードが２代目で 770%を
示したものに比べて明らかにウイルスロー
ドが低くまた病理学的な形態はリンパ腫型
の形態を示していた。以上の点から移植細胞
は腫瘍増殖を起こしていると推察している。 
 

またコントロール分画として PBMC と PBMC か
ら Sorting した CD4+ CCR4+ Depleted Cell 
Fraction においては数代のみの継代しか成
功できなかった(表１)。 
 また CD4+ CCR4+ sorted Cell fraction に
おいては HTLV-1 のクローナルな増殖が確認
出来ており、移植されたマウスにがん幹細胞
が存在する事も強く示唆された。そこでこの
CD4+CCR4+ 連続移植継代株は ATL に類似し
ているか否かを検討するために腫瘍の浸潤
先を病理学的に検討した。16 回の Frozen 
Stock５代目 CCR4 移植マウスの病理学的検
討の結果必ず浸潤する部位は脾臓、肝臓、肺、
骨髄であった。しかしその他の臓器への浸潤
も見られたが 16 回全てで見ることは出来な
かった。 
 
 次になぜCD4+CCR4+のみに生着しPBMCも含
めてそれ以外の分画が生着しないのかを検
討した。ウイルスロードが上昇せず HTLV1 の
クローナルな増殖が CCR4+CD4+において確認
出来ていることから CD4+CCR4+においてのみ
移植中に何らかのATL化する事象が起こって
いるのではないかと考えた。その 1つの仮説
として複雑な染色体転座の有無について検
討した。その結果連続移植継代の４代目にお
いて t(11,14)に加えて、１４番染色体上に部
分Trisomyが存在する事までが明らかにした。
したがって分子生物学的にいつ染色体転座
が発生したか検討できるところまで到達し
ている。そしてその染色体転座は１代目に発
症している可能性が極めて高いことが示唆
されている。そこでその転座が発症した時点
を同定できた場合このモデルをATL発症モデ
ルとして発表する予定である。また十代移植
した細胞集団の細胞表面マーカーも CD4+ 
CCR4+ surface CD3- Cytoplasmic CD3+ CD5+ 
CD25+を保持していた。 
 
以上より、連続的に移植できた細胞集団は
HTLV-1 をプロウイルスとして保持して
Proviral load が 200%前後で ATL Like な細
胞表面マーカーを有し、複雑な染色体転座も
有するATLに類似した細胞集団が存在すると

判断した。以上より我々が定義した癌幹細胞
条件の１つである連続移植継代が可能であ
ることは示された。そこでそれらの生着能を
有する細胞集団がマーカーで分けられるか
を検討した。 
細胞表面マーカーの網羅的染色において陽
性であるものを検討した。この細胞集団に生
着能に差のある CD4+ CCR4+ 由来の連続移植
継代株に共通して生着能に差のある細胞表
面マーカーを検討した。まず 4代目において
CD５HiとCD5LoでSortingしたところ若干の
生着能の差が見られた。しかしこの差は５代
目以降のものに見られなかった。そこでさら
に候補を調べ複数の候補を検討中である。 
 
CD3HI CD4+および CD3Lo CD4+連続移植継代株 
 次に別のATL患者においても同様に連続移
植継代が可能か検討した。この患者は ATL 
Acute typeの患者でマウスに移植するために
PBMC から Sorting を行ったところ、すでに
CCR4 はほとんど発現が認められなかった。そ
こで CD3 に着目した。その理由は ATL 細胞に
おいてCD3の発現の減弱が認められる事が報
告されているためである。そこで CD4 陽性細
胞の分画中で CD3 強弱の発現の差で Sorting
を行った。そしてこれらをマウスへ移植した
結果驚いたことにATL細胞が存在すると思わ
れる CD3Lo の分画より CD3HI の分画において
先に５代以上の連続移植が可能であること
が示された。さらにその生着した細胞集団の
CD3 の発現強度は連続移植継代の２代目以降
はCD3HIと思われる細胞集団はほとんど認め
られず CD3Lo へ移行していた。このことは
CD3HI の細胞集団が CD3Lo へ移行することを
示唆しており、その移行後も連続移植継代で
きたことを示している。 

 そこでこのようにCD3Lo移行後にも生着能
が示される細胞集団がヒト患者内にも存在
するのでは無いか、もしいるとすれば CD3Lo
で Sortingした細胞集団も連続移植継代され
る可能性があると考え、着目したところ
CD3LoはCD３Hiより生着日数は明らかに時間
を要するが、生着することが確認できた(表 2、

表１連続移植継代各代に要する日数 

 
表２ CD3HiCD4+ 連続継代株が５代に達した時点での

各分画との継代に要した日数の比較 

  ↓ 

 

表３CD3Lo CD4+が５代まで達した日数 



表 3)。 
 
 
 次に連続移植継代株の HTLV-1 インテグレ
ーションサイトを IV PCR で調べたところ
CD3Hi 、 CD3Lo と も に 患 者 の Major 
Integration siteと同一であることが示され
た（図１）。 
 
 しかしながら CD3Hi は PVL が移植継代を重
ねると上昇するが3LoのPVLは100%を示しそ
れ以降上昇は見られていない(図１)。このこ
とは同一 Integration site を有するにも関
わらず、この２つの細胞集団において腫瘍の
増殖速度および HTLV-1 ウイルスの感染能が
異なることを強く示唆している。 
 
 したがって 3HI 3Lo 由来の細胞集団は患者
体内で生着能を有する細胞集団がすでに存
在し、しかも同一患者個体内において同一
HTLV-1 Integration site を保持するにも関
わらず性質の異なる細胞が存在する事が示
唆され、現在はこの点を精査している。 
  

以上より患者 PBMC をそのまま Injection す
ると Proviral load が異常に高くなる現象が
見られるが、少なくとも ATL 患者由来 PBMC
から CD4+ CCR4+由来の細胞集団と CD3LoCD4+
由来の細胞集団から Sorting 後、移植した連

続移植継代株においてはウイルスの異常感
染を起こさないと判断している。この２つの
モデルは ATL 発症において重要であり、この
モデルを中心に研究を進めている。 
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