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研究成果の概要（和文）：成人T細胞白血病 (adult T-cell leukemia: ATL)におけるNF-kB活性化の機序を解明するた
めに、次世代シークエンサーにより遺伝子変異の解析をした。解析をした27症例のATLにA20, BCL11B, BCL10, MYD88, 
NIKに変異はなかったが、CARD11のcoiled-coil domainに二種類のnon-synonymousな変異(M360V, D401Y)が確認された
。これら変異はluciferase reporter assayにてNF-kBを活性化し、ATLの恒常的な活性化の一因となっている可能性が
示された。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the molecular mechanism of NF-kB activation for adult T-cell 
leukemia (ATL), we examined somatic mutation of ATL cells using next-generation DNA sequencing. Among 27 
ATL patients evaluated, there was no non-synonymous mutation for A20, BCL11B, CARD11, MYD88, or NIK. 
However, two patients with ATL had CARD11 mutation at coiled-coil domain (M360V, D401Y). These mutations 
showed NF-kB activation by luciferase reporter assay. CARD11 could contribute a constitutive activation 
of NF-kB for ATL.

研究分野：血液内科学

キーワード： 成人T細胞白血病　NF-kB
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１．研究開始当初の背景 

成人 T 細胞白血病(Adult T-cell leukemia: 

ATL)は、human T-cell leukemia virus type 

1 (HTLV-1)の感染後、およそ 60年の潜伏期

間を経て発症する成熟 T 細胞腫瘍である。

ATLは、急性型、リンパ腫型、慢性型および

くすぶり型に分類されるが、このなかで急性

型とリンパ腫型は極めて予後不良であり、通

常の化学療法での平均生存期間は 1年程度で

ある。有効な新規治療の開発が望まれが、そ

のためには ATL に特異的な治療の標的を同

定する必要がある。ATLの多くで NF-Bが

恒常的に活性化していることが知られてい

る。その分子生物学的機序として、HTLV-1

にコードされる Taxや HBZといった分子の

影響が報告されているが、多くの ATL にお

いてこれら蛋白の発現は低く、HTLV-1 が発

症後のNF-B活性化に関わる可能性は低い。

一方、ATLでは発症するまでに多数の体細変

異が蓄積しており、このゲノム変異の中に

NF-B の活性化に関わる異常が含まれてい

ると推測される。 

 

２．研究の目的 

次世代シークエンス技術を用いて、ATLにお

ける遺伝子の体細胞変異を網羅的に解析し、

特異的治療の標的となる候補を探索する。

NF-B の恒常的活性化に関わる遺伝子変異

について重点的に解析をおこなう。 

ATLの分子病態を解明し、腫瘍特異的な分子

標的薬剤の開発に貢献しうる基礎的な研究

を目標とした。 

 

３．研究の方法 

ATL の患者から文書による同意を得た後に、

検体を採取し、抽出した DNA を、シークエン

サー GS Junior Bench Top System (Roche 

Diagnostics)を用いて解析した。ATL におい

て恒常的な活性化がみられる NF-B の制御

に関わる遺伝子の変異を主に解析した。

Diffuse large B-cell など他のリンパ系腫

瘍で変異の報告のある、A20, Bcl11B, MYD88, 

CARD11, Bcl10, NIK などの分子を含め、exon

のシークエンスをおこなった。 

検出された遺伝子変異の候補は、クローニン

グし、luciferase reporter assay による

NF-Bの活性化への関与、遺伝子導入やshRNA

によるノックアウトにより、細胞増殖やアポ

トーシスへの影響について検討をおこなっ

た。 

 

４．研究成果 

症例 

この研究は、京都大学大学院医学研究科・医

学部及び医学部附属病院 医の倫理委員会

の承認を得て実施した。 

ATL 患者 急性型 23 例、慢性型 6 例、くすぶ

り型3例から文書による同意を得た後に末梢

血もしくはリンパ節から抽出したDNAを解析

した。 

Electrophoretic mobility shift assay 

(EMSA)により、この32症例中27症例でNF-B

の活性化を確認し、次世代シークエンサーの

解析は活性化の認められた検体でおこなっ

た。 

 

 

図 1 Electrophoretic mobility shift assay 

(EMSA)による ATL症例での NF-Bの活性

化 



 

次世代シークエンサーによる exome 解析 

NF-B を制御する蛋白で、腫瘍との関連の報

告されている A20, Bcl11B, MYD88, Bcl10, 

NIK、CARD11 などの exon のシークエンスをし

た。全例で、A20, Bcl11B, MYD88, Bcl10, NIK 

non-synonymous な変異は認められなかった

が、CARD11 は coiled-coil domain に 2 種類

の non-synonymous な変異が認められた。こ

の変異は sanger 法でも確認した(図 2)。 

 

 

 

 

 

 

図 2 ATL における CARD11 変異 

 

 

CARD11 変異による NF-B 活性化 

同定された変異を導入した CARD11 は、

luciferase reporter assay により NF-B を

活性化した(図 2)。 

次に、CARD11 欠損 Jurkat 細胞株へ変異を持

つ CARD11 遺伝子を導入し、MTT assay での細

胞で細胞増殖や Annexin V 染色によるアポト

ーシスへの影響を検討した。しかし、いずれ

の解析でも wild type の CARD11 と比較して

有意な変化は認められなかった。 

さらに、shRNA 発現ベクター(pSINsi -hH1: 

Takara)を用いて、CARD11 のノックダウンを

おこなったが、細胞増殖およびアポトーシス

と も に 影 響 は 認 め ら れ な か っ た 。

 

図 3 CARD11 変異による NF-B の活性化 

 

ATL における CARD11 の発現亢進 

ATL 細胞での CARD11 の RNA 量を、定量 RT-PCR

法を用いて定量した。変異の認めない患者を

含めた ATL 患者で、CARD11 の発現亢進が、正

常末梢血 CD4 陽性細胞と比較して、優位に亢

進していた(図 4)。この分子が ATL における

NF-B の活性化に寄与している可能性が示唆

された。 

 

図 4 ATL における CARD11 の発現亢進 
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