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研究成果の概要（和文）：HTLV-1感染ヒト化マウスではATL様病態発症過程が既に認められており、その中で発
現誘導が確認されているAPOBEC3B遺伝子の誘導機構を明らかにすることを目的とした。
  ヒト化マウスへの初期感染時ではTax発現と共にAPOBEC3Bの発現上昇が観察されたのに対し、腫瘍形成過程で
の持続感染時ではAPOBEC3Bの発現誘導はTax発現とは関係なく、Tax以外のウイルス産物の関与が考えられた。ま
たHAM患者検体と健常人との比較結果よりAPOBEC3B発現が抑制されていたことから、抗HTLV-1感染応答等の誘導
によりAPOBEC3Bの発現誘導が認められ、宿主遺伝子の変異が蓄積されると示唆された。

研究成果の概要（英文）：An ATL-like condition of a patient onset process had been already accepted 
with the HTLV-1 infection humanized mouse and was intended that I clarified the instruction 
mechanism of the APOBEC3B gene that an expression instruction was confirmed in that.
  As for the expression instruction of APOBEC3B, the participation of the virus product except Tax 
was thought about regardless of onset of Tax at the continuation infection in the neoplasia process 
whereas a rise in expression of APOBEC3B was observed with Tax expression at the initial infection 
to a humanized mouse. In addition, because APOBEC3B expression was controlled than a comparison 
between HAM patient specimen and physically unimpaired person result, an expression instruction of 
APOBEC3B was recognized by the instructions such as anti-HTLV-1 infection replies, and it was 
suggested that the variation of the host gene was accumulated.

研究分野： 腫瘍ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 
 HTLV-1 感染が原因で発症する成人 T 細胞白
血病（ATL）は、発病までに感染後数十年の潜
伏期間を有し、さらに生涯発症率は HTLV-1 感
染者の数%にとどまる。しかしながら、ひとた
び発症すると、有効な治療法はいまだ確立さ
れておらず、平均余命１年以内の悪性の白血
病であることから、治療法のみならず発症予
防の取り組みは重要な課題である。乳幼児期
におけるHTLV-1感染からATL発症に至る数十
年に及ぶ長い潜伏期の間には、感染細胞にお
ける段階的なゲノム変異が蓄積し、これがク
ローナルな腫瘍細胞の増殖へとつながると考
えられている。従って、これら変異の実態を
明らかにすることは、高危険度群の把握およ
び発症予防やリスク診断、早期診断に不可欠
である。しかしながら、感染ヒト個体を対象
とした経時的な解析は、倫理的にも時間的に
も困難であり、従前より感染動物モデルの開
発が求められていた。研究代表者は、ヒト血
球系を持つヒト化マウスに HTLV-1 を感染さ
せることで、感染 1〜2 ヶ月で感染 CD4 T 細胞
のポリクローナルな異常増殖を、感染 3〜4 ヶ
月においてはオリゴクローナルな CD25 陽性
CD4 T 細胞の腫瘍性増殖を観察し、感染 4 ヶ
月以降には花弁様分葉核を持つリンパ球の出
現を確認する等、ATL 様病態の再現に成功し
た経緯がある。 
 近年、全ゲノム塩基配列決定技術の飛躍的
な進展に伴い、種々の固形腫瘍の発症過程に
おけるゲノム変異の特徴が明らかとなり、そ
のなかで APOBEC3B をはじめとするシチジン
デアミナーゼの遺伝子変異導入への関与が強
く示唆されていた。そこで、HTLV-1 感染ヒト
化マウス内の感染 T 細胞におけるこれら DNA
シチジンデアミナーゼの発現を解析したとこ
ろ、HTLV-1 感染により APOBEC3B および AID
の遺伝子発現上昇が観察された。従って、
HTLV-1 感染ヒト化マウスを用いることで、長
い潜伏期を有する ATL 発症過程で想定されて
いるゲノム変異の蓄積における in vivo での
APOBEC3B および AID の関与を、経時的に検証
できると考えられた。 
 
 
２．研究の目的 
 HTLV-1感染ヒト化マウスにおけるATL様病
態 発 症過程 で 発現誘 導 が確認 さ れ た
APOBEC3B 遺伝子の誘導機構とその宿主遺伝
子の変異蓄積への影響を明らかにすること
を本研究の目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト化マウスの作製と HTLV-1 感染 
 ヒト化マウスは、ヒト臍帯血から磁気ビー

ズ法にて精製した CD133 陽性造血幹細胞

(5x10
4

個 ) を NOD-SCID/IL2R γ -chain 

knock-out (NOG- SCID) マウス骨髄内に移
植することで作製した。移植 4〜5 ヶ月後、
γ線照射(10Gy)HTLV-1 感染 Jurkat 細胞
(JEX28；2x105 個)を腹腔内に注入し HTLV-1
を感染させた。感染数週間で感染細胞の異
常増殖が観察されることから、感染 1 ヶ月
毎に感染マウスより経時的に脾臓を摘出し、
抗体磁気ビーズを用いて分離した。その後フ
ェノール法にてゲノム DNA を、TRIzol 試薬
(Invirtogen)にて RNA を精製し、cDNAを合成し
た後に、リアルタイム PCR にて APOBEC３B、
AID、および HTLV-1 tax mRNA の発現量を定
量化した。同時に、ゲノム DNA を用いて
HTLV-1 プロウイルス量(プロウイルスロー
ド)を計測し、各感染段階における感染細胞
あたりの APOBEC３B および tax 遺伝子の発
現量を算出し、比較検討をした。 

 
(2) HTLV-1 感染における APOBEC3B 発現誘導 
 Jurkat T 細胞に空ベクター(pCG-BL)、Tax
発現プラスミド(pCG-Tax)および HTLV-1 
infectious clone DNA(pX-1)を遺伝子導入
した。４８時間後に細胞回収し、RNA を精製
し、cDNA を合成した後にリアルタイム PCR に
て APOBEC３B および HTLV-1 tax mRNA の発現
量を定量化した。 
 
(3)  HTLV-1 感染 CD25(-)と CD25(+)CD4 T 細
胞における APOBEC 遺伝子の発現   
 感染数ヶ月のヒト化マウスより脾臓を摘出
し 、 セ ル ソ ー タ ー を 用 い 、
CD25(-)CD4(+)CD3(+)T 細 胞 画 分 と
CD25(+)CD4(+)CD3(+)T細胞画分に分離精製し、
上記(１)と同様の操作で各細胞分画における
感染細胞あたりの APOBEC３B および tax 遺伝
子の発現量を算出、比較した。 
 
(4) 臍帯血を用いたサイトカインシグナル
を介した APOBEC3B 発現誘導 
 ヒト臍帯血から磁気ビーズ法にて精製した
CD133 陰性造血幹細胞を用いて、APOBEC3B
な ら び に IFNa レ ス ポ ン ス 遺 伝 子
(STAT1・OAS1・MTX)の発現をリアルタイ
ム PCR にて発現量を定量化した。なお添加し
た IFNαは 3000Uで,細胞回収は２４時間後に
行なった。 
 
(5) HAM 患者検体を用いた Tax ならびに
APOBEC3B を含めた APOBEC ファミリーの発現
誘導の検討 
  HAM 患者末梢血ならびに健常人よりリンパ
球分離を行ない、APOBEC ファミリー遺伝子な
らびに Tax 発現について、リアルタイム PCR
法を用いて定量化した。さらに同サンプルを



用いて 37℃培養を 24 時間 ex vivo 培養を行
なった後に細胞回収し、同様に定量化をした。 
 
 
４．研究成果 
(1) Tax 発現に伴う APOBEC3B 発現活性化 
  HTLV-1 感染細胞での発現上昇が、宿主ゲノ
ムあるいはウイルスゲノムへの突然変異導
入に関与することが想定された。よって感染
前 後 のヒト 化 マウス 末 梢血に お け る
APOBEC3B の発現と Tax の発現を解析した。
HTLV-1の感染に伴いTaxの発現が認められる
と共に APOBEC3B の発現上昇が観察されたた
め、Tax による APOBEC3B 遺伝子の活性化を
示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) HTLV-1 感染における APOBEC3B 発現誘導
の検討 
 Jurkat 細胞に Tax 発現プラスミドおよび 
HTLV-1 infectious clone DNA を一過的に遺
伝子導入したところ、何れの場合も APOBEC3B 
mRNAの発現誘導が観察された。しかし HTLV-1 
infectious clone DNA 導入細胞においては、
Tax 発現が検出レベル以下であったにもかか
わらず  APOBEC3Bの発現が認められた事実か
ら、HBZ をはじめとする Tax 以外のウイルス
遺伝子産物の関与あるいは発現 RNA を介した
APOBEC3B発現誘導の可能性が強く示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) CD25 陰性および CD25 陽性感染 CD4T 細
胞のHTLV-1感染ヒト化マウスにおけるTaxな
らびに APOBEC3B 発現 
 HTLV-1 感染ヒト化マウス脾臓内の CD25 陽

性細胞において CD25 陰性細胞と比較したと
ころ、 Tax mRNA の発現が有意に抑制されて
いた。その時の APOBEC3B mRNA の発現は同等
あるいは逆に上昇した。 
 更にこれらの細胞を Ex vivo で培養します
と Tax の発現は数十倍に再活性化されていた
が、その際 APOBEC3B の発現は逆に抑制され
ていた。これらの事実は、HTLV-1 感染 T 細胞
における APOBEC3B の発現誘導は、直接 Tax
の作用によるものではないことを強く示唆す
る結果となった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4) 臍帯血を用いたサイトカインシグナル
を介した APOBEC3B 発現誘導の検討 
 B 型肝炎患者の幹細胞では APOBEC3B
の発現上昇があり、IFNを投与すること
でさらに活性化されるという報告例がある。
そこで我々は臍帯血(CD133陰性細胞)を用
いて IFN添加２４時間後において
APOBEC3B ならびに IFNa レスポンス遺
伝子(STAT1・OAS1・MTX)の発現を確認
したところ、共に上昇が認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(5) HAM 患者検体を用いた Tax ならびに
APOBEC3B を含めた APOBEC ファミリーの発現
誘導の検討 
 そこで研究代表者は、HTLV-1 患者でありな
がら腫瘍化されていないHAM患者検体と健常
人において７種類の APOBEC ファミリーの発
現を確認し、有意な差は認められなかった。



続いて Ex vivo 培養し、Tax を再活性化した
ところ、APOBEC3B 発現のみ抑制され、その他
の APOBEC ファミリー遺伝子の発現は上昇し
ていることが分かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上の結果より、初期感染時では Tax の発現
と共に APOBEC3B の発現上昇が観察され、ま
た腫瘍形成過程では APOBEC3B の発現誘導は
Tax 発現とは関係なく、Tax 以外のウイルス
産物の関与が考えられた。今回 HAM 患者検体
を 用 いた結 果 より健 常 人と比 較 し て
APOBEC3B 発現が抑制されていたことから、抗
HTLV-1 感染応答等の誘導により APOBEC3B の
発現誘導が認められ、宿主遺伝子の変異が蓄
積されると考えられた。 
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