
 
 
 
 
 

!

!

HTLV&1!bZIP!factorは抑制性免疫補助受容体の!

機能を阻害し T細胞の増殖を促進する!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

紀ノ定 明香!

!



 1 

目次 !
!
要旨 ! ……………………………………………………………………….!3!
                  !
略語一覧 ! ………………………………………………………………….!4!
                 !
第一章 ! !序論 ! ………………………………………………………...….!6!
!
1(1.! ! !成人 T細胞白血病!

1(2.! ! !ヒト T細胞白血病ウイルス 1型とその転写産物!

1(3.! ! !免疫補助受容体!

!
第二章 ! !実験材料と方法 !………………………………………….…!10!
!
2(1.! ! !マウス!

2(2.! ! !細胞!

2(3.! ! !臨床サンプル!

2(4.! ! !細胞刺激用ビーズ作製!

2(5.! ! !レトロウイルス感染!

2(6.! ! !細胞増殖評価!

2(7.! ! ! THEMISノックダウン!

2(8.! ! !リアルタイム PCR!

2(9.! ! !フローサイトメトリー!

2(10.! !免疫沈降!

2(11.! !ウエスタンブロッティング!

2(12.! !免疫蛍光染色!

2(13.! !統計処理!

2(14.! !オリゴヌクレオチド配列!

!
第三章 ! !結果 !…………………………………………………….…….!17!
!
3(1.! ! ! HBZは CD4陽性 T細胞の増殖を促進する!

3(2.! ! ! ATL細胞では抑制性免疫補助受容体の発現が変動している!



 2 

3(3.! ! ! HBZは抑制性免疫補助受容体の発現を変動させる!

3(4.! ! ! HBZは抑制性免疫補助受容体の機能を阻害する!

3(5.! ! ! HBZは SHP(2と PD(1の結合を阻害する!

3(6.! ! ! HBZは SHP(2の活性を抑制する!

3(7.! ! ! HBZは THEMISと結合し、SHP(2/Grb2/THEMISの複合体形成を抑制する!

3(8.! ! ! THEMISにより HBZは核から細胞質に局在を変える!

3(9.! ! !まとめ!

!
第四章 ! !考察 !………………………………………………………..…!35!
!
謝辞 ! …………………………………………………………………..…..!37!
!
引用文献 ! ………………………………………………………….....…..!38!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!



 3 

要旨 !
 ヒト T細胞白血病ウイルス 1型! (human!T(cell!leukemia!virus!type!1!:!HTLV(1)

は、成人T細胞白血病! (adult!T(cell!leukemia!:!ATL)の原因ウイルスである。HTLV(1

は生体内では主に CD4 陽性 T 細胞に感染しており、その増殖を促進し、発がんへ
と導く。ATL 細胞の増殖促進には、HTLV(1 転写産物のうち全ての ATL 症例で発
現する HTLV%1'bZIP'factor'(HBZ)が必須であると報告されてきた。しかし、HBZが
T細胞特異的に増殖を促進し、発がんを誘導する機構は明らかになっていない。!

 これまでの研究で、HBZにより抑制性免疫補助受容体 TIGIT、PD(1の発現が誘
導されることが明らかになっている。本研究では、HBZ が抑制性免疫補助受容体
TIGIT、PD(1 の機能に与える影響について解析を行った。HBZ を強制発現した野
生型マウスの CD4陽性 T細胞に、抗 CD3抗体及び TIGITまたは PD(1のリガンド
刺激を導入し、T細胞の増殖をフローサイトメトリーで解析した。HBZを導入した
CD4陽性 T細胞は、TIGIT、PD(1による増殖抑制機能が阻害されていた。!

 TIGITと PD(1は細胞内に共通して、チロシンフォスファターゼである SHP(2が
結合するモチーフ（ITIM、ITSM）を持つ。通常、これらのモチーフに結合した SHP(2

はリン酸化を受け活性化し、ZAP(70や CD3ζを脱リン酸化し T細胞の活性を抑制
することが知られている。しかし、HBZ存在下では ITIM、ITSMモチーフと SHP(2

の結合が阻害され、SHP(2の活性は抑制されていることを見出した。さらに、HBZ

を発現する Jurkat細胞株において ZAP(70、CD3ζの脱リン酸化が抑制されている
ことを明らかにした。!

 SHP(2は Grb2や THEMISと複合体を形成し、TIGITや PD(1と結合する。これ
らの分子と HBZ との相互作用を免疫沈降法で評価したところ、HBZ と THEMIS

が結合することが明らかとなった。さらに、HBZ 存在下で THEMIS と Grb2 の結
合が抑制されることも明らかとなり、HBZによるSHP(2の複合体形成異常により、
SHP(2 と ITIM、ITSM モチーフとの結合が阻害されることが示唆された。HBZ と
THEMISは単独の場合、それぞれ核と細胞質に発現する。しかし、HBZと THEMIS

が共発現する細胞では、THEMISと HBZが細胞質で共局在することが免疫蛍光染
色法により明らかとなった。!

 以上の結果から、HBZ は細胞質で THEMIS と結合することで SHP(2 と TIGIT、
PD(1 との結合を抑制し、これらの増殖抑制機能を阻害することを明らかにした。
さらに、THEMIS は T 細胞特異的に発現する分子として知られており、HBZ と
THEMIS との相互作用は、HBZ が T 細胞特異的に増殖を促進する機構の一つであ
ると考えられた。!
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略語一覧 !
ATL!:!Adult!T(cell!leukemia!

!

HTLV(1!:!Human!T(cell!leukemia!virus!type!1!

!

LTR!:!Long!terminal!repeat!

!

ORF!:!Open!reading!frame!

!

FBS!:!Fetal!bovine!serum!

!

HBZ!:!HTLV(1!bZIP!factor!

!

TCR!:!T!cell!receptor!

!

TIGIT!:!T!cell!immunoglobulin!and!ITIM!domain!

!

PD(1!:!Programmed!cell!death!1!

!

BTLA!:!B(!and!T(lymphocyte!attenuator!

!

LAIR(1!:!Leukocyte(associated!Ig(like!receptor!1!

!

ITIM!:!Immunoreceptor!tyrosine(based!inhibition!motif!

!

ITSM!:!Immunoreceptor!tyrosine(based!switch!motif!

!

SHP(2!:!SH2!domain!containing!protein!tyrosine!phosphatase!2!

!

Grb2!:!Growth!factor!receptor(bound!protein!2!

!

THEMIS!:!Thymocyte!selection!associated!

!
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mTOR!:!Mammalian!target!of!rapamycin!

!

MFI!:!Mean!fluorescence!intensity!

!

UTR!:!Untranslated!region!

!
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第一章 序論 !

1(1.! ! !成人 T細胞白血病!
 !

 成人 T細胞白血病（ATL）は、ヒト T細胞白血病ウイルス 1型（HTLV(1）感染
により引き起こされる悪性腫瘍で 1)、造血器腫瘍の中でも極めて予後不良の疾患で
ある。現在、全世界に約 1,000万人の HTLV(1感染者が存在し、日本南西部、カリ
ブ海沿岸地域、アフリカ中央部、南アメリカ、ソロモン諸島などに多い。本邦には
約 80万人の感染者がいると推定され、以前から感染者の多い西南日本地域に加え、
大都市圏でもその数は増加している。感染者の約 5%は、長い潜伏期間の後に ATL

を発症する 2)!（図 1(1）。!

!

!
1(2.! ! !ヒト T細胞白血病ウイルス 1型とその転写産物!
 !

 ヒト T細胞白血病ウイルス 1型（HTLV(1）は、レトロウイルス科のデルタレト
ロウイルス属に分類される。HTLV(1プロウイルスは全長約9!kbでLTRや、gag,!pol,!
env といったウイルス構造遺伝子の他に、pX 領域に複数の調節遺伝子、アクセサ
リー遺伝子をコードする。pX領域のプラス鎖にコードされる調節遺伝子である tax,!
rex、およびアクセサリー遺伝子である p12,!p13,!p30は、4種の ORFと、alternative!
splicing を用いてコードされる。pX 領域のマイナス鎖には HTLV%1' bZIP' factor'

細胞間接触による感染 

HTLV-1感染細胞 非感染細胞 

感染細胞増殖 ATL発症 

遺伝子、エピジェネティック変異の蓄積 

50-60年の潜伏期間 

図 1-1. HTLV-1 感染から ATL 発症までの概略 
HTLV-1 は、感染細胞と非感染細胞との細胞間接触により感染する。感染細胞は、50-60 年の長い
潜伏期間に様々な遺伝子変異、エピジェネティック変異を蓄積し、宿主免疫を回避しながらクロー
ナルな増殖を続け、一部の感染者に ATL を引き起こす。 
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(HBZ)がコードされ、spliced!formとunspliced!formのHBZが転写される（図 1(2(1）。!
!

!

 従来、HTLV(1転写産物のうち、taxが ATL発症に重要な役割を担うと報告され
てきた 3(9)。しかし、実際の ATL細胞では約 60%の症例で Taxが発現していないこ
とが明らかとなり 10(15)、ATLの発がんには必ずしも Taxが重要でないことが示され
た。一方、HBZ は全ての症例で発現することが明らかとなった 16)。さらに、ATL

細胞株における HBZのノックダウンは細胞増殖を抑制することから 16)、ATL細胞
の増殖促進に HBZが必須であることが明らかとなった。また、CD4陽性 T細胞特
異的に HBZ を発現するトランスジェニックマウス（HBZ(Tg）では、CD4 陽性 T

細胞の増加、皮膚炎や肺胞炎など全身の炎症、Tリンパ腫の発症などの表現型がみ
られることから、HBZが発がんに重要な役割を担うことが示された 17)!(図 1(2(2)。!
 
 
 

U3 R U5 U3 R U5 

5’-LTR 3’-LTR 

gag pol env 

tax 

sHBZ 

p12 

p13 

p30 

rex 

pX 

usHBZ 

図 1-2-1. HTLV-1 プロウイルスゲノムの構造 
HTLV-1 プロウイルスには、LTR や gag, pol, env といったウイルス構造遺伝子の他に、pX領域に
複数の調節遺伝子、アクセサリー遺伝子が存在する。5’-LTR からは調節遺伝子である tax, rex、ア
クセサリー遺伝子である p12, p13, p30 は、4種のORF と、alternative splicing を用いて転写さ
れる。3’-LTR からは spliced form と unspliced form の HBZ が転写される。 
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1(3.! ! !免疫補助受容体!
!

 T 細胞受容体（TCR）からのシグナルは、T 細胞に発現する刺激性免疫補助受容
体および抑制性免疫補助受容体シグナルによって調節されている 18,19)!（図 1(3）。
ATL細胞や HTLV(1感染細胞では、TIGIT,!PD(1などの抑制性免疫補助受容体が高
発現することが報告されている 20(22)。また、これらの抑制性免疫補助受容体発現は
HBZにより誘導されることが明らかとなっている。さらに、HBZを発現する CD4

陽性 T 細胞上の抑制性免疫補助受容体と樹状細胞などの抗原提示細胞上のリガン
ドとの結合は、リバースシグナルを介して抗原提示細胞からの抑制性サイトカイン
産生を誘導すると報告されている 22)。以上のことから、ATL 細胞や HTLV(1 感染
細胞における TIGIT,!PD(1の発現上昇は、宿主からの免疫回避を目的とするもので
あると考えられる。!

 一方、抑制性免疫補助受容体とそのリガンドとの結合は、T細胞の増殖・活性化
を抑制するが、なぜ、ATL細胞や HTLV(1感染細胞は TIGIT,!PD(1を高発現するに
も関わらず高い増殖能を有するのかは不明であった。本研究では、HBZ が TIGIT,!

PD(1の機能に与える影響、T細胞特異的に増殖を促進させる機序を明らかにした。!

Tリンパ腫 

HBZ gene CD4 

Enh Sil poly A  Prom 

HBZ-Tg 

Months 
In

ci
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e 
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) 

4 8 12 16 32 20 24 28 

   コントロールマウス (n=27) 

HBZ-Tg (n=37) 

0 

10 

20 

30 

40 

50 

   P < 0.001 

17.5% 
Non-Tg 

52.2% 
HBZ-Tg 

C
D

4 

CD3 

T細胞リンパ腫 

HBZ-Tg（皮膚炎） 

図 1-2-2. HBZ-Tg の表現型 
HBZ-Tg は CD4 陽性 T 細胞特異的に HBZ を発現する。生体内で CD4 陽性 T細胞がコントロール
マウス（non-Tg）と比べて増加している。皮膚炎や肺胞炎など全身の炎症を発症し、長期間の潜伏
期間の後、約 4割のマウスに Tリンパ腫を引き起こす（引用文献 17 より抜粋）。 
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!
!
!
!
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!

!

!

!

T細胞 

TCR� CD28�

ICOS
�

OX40�

刺激性 
免疫補助受容体 

PD-1�
TIGIT

�
抑制性 
免疫補助受容体 

BTLA
�

LAIR1�

図 1-3. T 細胞に発現する免疫補助受容体 
T細胞は、刺激性または抑制性免疫補助受容体シグナルによって活性を制御している。T細胞にTCR
刺激が導入されると、刺激性免疫補助受容体を介した補助的なT細胞活性化シグナルが伝達される。
T 細胞に十分な刺激が導入されると、抑制性免疫補助受容体シグナルにより、T 細胞の活性は抑制
される。 
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第二章 実験材料と方法 !
2(1.! ! !マウス!
!

 C57BL/6J!(CLEA,!Japan)から購入した野生型マウス（non(Tg）の雌と当研究室で
樹立した、CD4 陽性 T 細胞特異的に HBZ を発現するトランスジェニックマウス
（HBZ(Tg）の雄を交配し、HBZ(Tgを継代した。taxを CD4陽性 T細胞特異的に
発現するトランスジェニックマウス（tax(Tg）も同様にして継代した。CD4陽性 T

細胞の増殖評価には、9(14週齢のマウスを用いた。表面抗原の発現評価には、9(11

週齢のマウスを用いた。!

!

2(2.! ! !細胞!
!

 マウス初代培養細胞（CD4陽性 T細胞、樹状細胞）は、50!aM!β(mercaptoethanol!

(GIBCO,! USA)を含む RPMI! 1640培地で培養した。HBZを定常発現する Jurkat細
胞株とそのコントロール（Jurkat(HBZ、Jurkat(mock）は、1!mg/mL!G418!(Nacalai!

Tesque,!Japan)を含む RPMI!1640培地で培養した。293T細胞株（ATCC,!USA）は
DMEM培地で、293FT細胞株（Life!Technologies,!USA）は 0.5!mg/mL!G418を含
む DMEM 培地で培養した。Platinum(E 細胞（東京大学、北村俊雄先生より譲与）
は 10!ag/mL!blasticidin、1!ag/mL!puromycinを含む DMEM培地で培養した。!

 全ての細胞は 10%!FBS、penicillin及び streptomycinを添加した培地を用いて、
37℃、5%!CO2条件下で培養した。!

!

2(3.! ! !臨床サンプル!
!

 ATL症例および健常者の PBMCは、Ficoll(PLUS!(GE!Healthcare,!UK)を用いて回
収した。健常者の CD4陽性 T細胞は、Human! CD4+! T! Cell! Enrichment! Cocktail!

(STEMCELL! Technologies,! Canada)を用いて分離した。分離した CD4陽性 T細胞
を 10!ag/mL!phytohemagglutinin!(PHA)!(Sigma(Aldrich,!USA)で３日間刺激し、活
性化 CD4陽性 T細胞を得た。!

!

2(4.! ! !細胞刺激用ビーズ作製!
 !

 抗 CD3抗体（145(2X11,!R&D!systems,!USA）および各受容体刺激用 Fc融合タン
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パク質（recombinant! mouse! CD155.Fc,! PD(L1.Fc,! HVEM.Fc,! control.Fc）を、
Dynabeads!M450!Tosylactivated!(Invitrogen,!Thermo!Fisher,!USA)に結合させた。
107ビーズあたり、1!ag!抗 CD3抗体（全タンパク質量の 20%）および 4!ag!Fc融合
タンパク質（全タンパク質量の 80%）を結合させた。!

!

2(5.! ! !レトロウイルス感染!
 !

 Platinum(E細胞に Lipofectamin! LTX! (Life! Technologies)を用いてレトロウイル
スベクター（pMX(IG,! pMX(HBZ(IGまたは pMX(BTLA(IG）を導入し、48時間後
にウイルスを含む培養上清を回収した。Non(Tg の脾臓から CD4! T! Lymphocyte!

Enrichment!Set!(BD!Biosciences,!USA)を用いて CD4陽性 T細胞を分離し、1!ag/mL

抗CD3抗体で 24時間刺激後、ウイルス液および 4!ag/mL!polybreneを添加し、3,000!
rpmで 60分間遠心操作を行った。!

 pMX(IGは、東京大学の北村俊雄先生より譲与を受けた。BTLAは C57B7/6Jの野
生型マウス由来 CD4陽性 T細胞から作製した cDNAを用いて増幅し、pMX(IGに
挿入した。!

!

2(6.! ! !細胞増殖評価!
 !

 HBZ(Tgの CD4陽性 T細胞における増殖評価では、non(Tg,! tax(Tg,! HBZ(Tgの
脾臓から CD4!T!Lymphocyte!Enrichment!Setを用いて CD4陽性 T細胞を、non(Tg
の脾臓から Dendritic! Cell! Enrichment! Set! (BD! Biosciences)を用いて樹状細胞を分
離し、96 ウェル丸底プレートにそれぞれ 2×105細胞/well、1×104細胞/well ずつ播
種し、30!ng/mL!soluble抗 CD3抗体刺激下で 3日間共培養した。CD4陽性 T細胞
はあらかじめ 5! aM! 5((and(6)(carboxyfluorescein! diacetate! succinimidyl! ester!

(CFSE)!(Molecular!Probes,!Thermo!Fisher!Scientific,!USA)でラベルした。!

 抑制性シグナル導入下における CD4 陽性 T 細胞の増殖評価では、レトロウイル
スベクターでHBZを導入した non(Tgの CD4陽性 T細胞を 5!aM!CellTrace!Violet!

(Invitrogen)でラベルし、抗 CD3抗体および受容体刺激用 Fc融合タンパク質を結合
した Dynabeadsで３日間刺激した。96ウェル丸底プレートで、細胞とビーズが 1:1

の割合になるよう調整した。!

 CD4 陽性 T 細胞の増殖は、蛍光色素の衰退からフローサイトメトリーで評価し
た。!

!



 12 

2(7.! ! ! THEMISノックダウン!
!

 THEMISまたは luciferaseに対する shRNAを含む PiggyBac(based! shRNA発現
ベクター（pB(CMV(GreenPuro(H1(THEMIS! or! (luciferase! (System! Biosciences,!

USA)）を Jurkat細胞株にNeon!Transfection!System!(Invitrogen)を用いて導入した。
各 shRNA配列は、表 1に示した。!

!

2(8.! ! !リアルタイム PCR!
 !

 Total! RNAは Trizol! Reagent! (Invitrogen)を用いて抽出し、DNase! I処理により
genomic! DNA を除去した。cDNA は、1! ag! RNA から random! primer および
SuperScript! III または IV! (Invitrogen)を用いて合成した。mRNA の発現量は、
FastStart!Universal!SYBR!Green!Master!(Roche!Diagnostics,!Switzerland)を用いて
評価した。測定は、StepOnePlus! Real(Time! PCR! System! (Applied! Biosystems,!

Thermo!Fisher!Scientific,!USA)を使用した。用いたプライマーは表 1に示した。!

!

2(9.! ! !フローサイトメトリー!
 !

 細胞は下記の抗体で染色した。リン酸化タンパク質の検出には、Phosflow!perm!

buffer! II! (BD! Biosciences)を用いた。測定は、フローサイトメーター! (FACSVerse,!

BD!Biosciences)を用い、解析は FACSuite!software!(BD!Biosciences)および FlowJo!

(TreeStar,!USA)で行った。!

【BioLegend!(USA)】!

Anti(mCD4! (GK1.5),! mTIGIT! (IG9),! mCD28! (E18),! mICOS! (C398.4A),! mOX40!

(OX(86),!hCD4!(RPA(T4),!hPD(1!(29F.1A12),!hBTLA!(MIH26),!hLAIR(1!(NKTA255),!

hCD28! (CD28.2),! hICOS! (C398.4A),! hOX40! (Ber(ACT35),! mouse! IgG1,! mouse!

IgG2b,!rat!IgG1!

【eBioscience!(USA)】!

Anti(mBTLA!(6F7),!mLAIR(1!(113),!hTIGIT!(MBSA43),!Armenian!hamster!IgG!

【BD!Pharmingen!(BD!Biosciences)】!

Anti(mPD(1!(J43),!mouse!IgG2a!

【Cell!Signaling!Technology!(USA)】!

Anti(phospho(SHP(2!(Tyr580)!

!
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2(10.! !免疫沈降!
 !

 HBZ 存在下における SHP(2 と PD(1 の結合評価では、Lipofectamine! LTX!

(Invitrogen)を用いて pSP65SRa(SHP2(Flag（東京大学、畠山昌則先生より譲与）お
よ び pMX(HBZ(IRES(mCD28/hPD1 ま た は そ の コ ン ト ロ ー ル
（pMX(IRES(mCD28/hPD1）を 293FT細胞株に導入した。プラスミド導入 48時間
後に、0.1!mM!pervanadate（過酸化水素とバナジン酸の混合物）で 5分間細胞を刺
激した。タンパク質抽出液と 5!ag抗mCD28抗体! (37.51)!(eBioscience)を 4℃で 60

分間インキュベートし、さらに Protein!G(Sepharose!(GE!Healthcare)と 4℃で 60分
間インキュベートした。pMX(HBZ(IRES(mCD28/hPD1 は、pMX(HBZ(IG の GFP

配列をmCD28と hPD(1のキメラ分子配列と組み替えた。mCD28は細胞外および
膜貫通領域（bases!9(617,!NM_007642）を野生型マウスCD4陽性T細胞由来のcDNA

から増幅し、hPD(1は細胞内領域（bases! 645(935,!NM_005018）を PHAで刺激し
たヒト PBMC由来の cDNAから増幅した 36)。!

 HBZと THEMIS,!Grb2,!SHP(2との結合評価では、上記の方法で 293FT細胞株に
pcDNA3.1! HBZ(mycHis,! pCAGGS(PA(THEMIS,! pCMV(HA(Grb2,!

pSP65SRa(SHP2(Flag を導入した。プラスミド導入 48 時間後に、H2O2で 5 分間細
胞を刺激した。タンパク質抽出液と各免疫沈降用抗体（20! ag 抗 PA 抗体（NZ(1）!
(WAKO,!Japan)または 5!ag抗HA抗体! (HA(7)!(Sigma(Aldrich)または抗 Flag抗体!

(M2)!(Sigma(Aldrich)）を 4℃で 60分間インキュベートした。コントロールとして、
normal!mouse!IgGまたは normal!rat!IgG!(Santa!Cruz!Biotechnology,!USA)を使用
した。THEMISと Grb2は、Jurkat細胞株またはヒト PBMC由来の cDNAから増
幅した。!

!

2(11.! ! !ウエスタンブロッティング!
 !

 タンパク質は下記の抗体で検出した。Mouse 抗 HBZ モノクローナル抗体は、
keyhole! limpet! hemocyanin! (KLH)(conjugated! HBZ! peptide! 97(133!

(CKQIAEYLKRKEEEKARRRRRAEKKAADVARRKQEEQE)で免疫した C57BL/6

から作製した。!

【Cell!Signaling!Technology】!

Anti(phospho(SHP(2! (Tyr580),!phospho(ZAP(70! (Tyr319,!Tyr493),!ZAP(70! (99F2),!

phospho(PKCθ,!!PKCθ!(E1I7Y)!

!
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【Abcam!(UK)】!

Anti(phospho(CD3ζ!(Tyr83),!CD3ζ,!THEMIS!(EPR7353)!

【Wako】!

Anti(PA!(NZ(1)!

【Sigma(Aldrich】!

Anti(Flag(HRP!(M2),!HA(HRP!(HA7),!Myc!(9E10),!tubulin!(DM1A)!

【GE!Healthcare】!

Rabbit!IgG(HRP,!rat!IgG(HRP!

!

2(12.! !免疫蛍光染色!
 !

 PD(1 と SHP(2,! THEMIS または TCR! β の検出では、Jurkat(mock または
Jurkat(HBZを 0.2!mM!pervanadate（37℃、2分間）で処理した。THEMISをノッ
クダウンした Jurkat 細胞株またはそのコントロール Jurkat 細胞株には、Neon!

Transfection!Systemを用いて pcDNA!3.1!HBZ(mycHisを導入した。これらの細胞
は PBSで洗浄後、MAS(coated!glass!slides!(Matsunami!Glass,!Japan)に接着させた。
THEMIS 存在下における HBZ の局在評価では、293T 細胞株を type! I! collagen!

(Cellmatrix,! Nitta! Gelatin,! Japan)(coated! coverslips に播種し、 pcDNA! 3.1!

HBZ(mycHis,!pCAGGS(PA(THEMISを導入した。!

 細胞は 4%!paraformaldehydeで 15分間固定後、0.2%!Triton!X(100で 15分間透
過処理を行った。5%!ロバ血清! (Jackson! ImmunoResearch,!USA)で 60分間ブロッ
キングした後、一次抗体を 60分間、二次抗体を 30分間反応させた。染色した細胞
は、ProLong!Gold!Antifade!Reagentまたは ProLong!Gold!Antifade!Reagent!with!

DAPI!(Molecular!Probes,!Thermo!Fisher!Scientific)で封入した。画像は共焦点顕微
鏡 FV1000!(Olympus,!Japan)またはLeica!TCS!SP8!(Lica!Microsystems,!Germany)で
取得し、ImageJで解析した。!

!

 タンパク質は下記の抗体で検出した。!

Mouse抗 HBZモノクローナル抗体!

【Santa!Cruz!Biotechnology】!

Anti(SHP(2!(C(18),!PD(1!(V(15),!TCR!β!(G(11)!

【Abcam】!

Anti(THEMIS!(EPR7353),!Nuclear!Pore!Complex!Proteins!(Mab414)!

!
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【Sigma(Aldrich】!

Anti(Myc!(9E10)!

【Wako】!

Anti(PA!(NZ(1)!

【Invitrogen】!

Alexa! Fluor! 488(conjugated! donkey! anti(goat! IgG,! Alexa! Fluor! 488(conjugated!

donkey! anti(rat! IgG,! Alexa! Fluor! 594(conjugated! donkey! anti(mouse! IgG,! Alexa!

Fluor! 594(conjugated! donkey! anti(rat! IgG,! Alexa! Fluor! 647(conjugated! donkey!

anti(mouse!IgG,!Alexa!Fluor!647(conjugated!donkey!anti(rabbit!IgG!

【Jackson!ImmunoResearch】!

DyLight!405(conjugated!donkey!anti(mouse!IgG!

!

2(13.! !統計処理!
 !

 結果 3(1、3(3、3(7は two(tailed!unpaired!Student’s!t(testを用いて、結果 3(2、3(5
は one(way! ANOVA! with! Turkey’s! post! hoc! test! (GraphPad! Prism,! GraphPad!

Software,!La!Jolla,!USA)を用いて統計処理を行った。アスタリスクは有意差*P<0.05;!

**P<0.01;!***P<0.001;!n.s.,!not!significantを示した。!

!

2(14.! ! !オリゴヌクレオチド配列!
 !

 リアルタイム PCRおよび THEMISノックダウンに用いたオリゴヌクレオチド配
列は、表 1に示した。!

!

表 1. 本研究に用いたオリゴヌクレオチド配列 
リアルタイム PCR 用プライマー（ヒト） 

!

 Forward Reverse 

TIGIT CAGGTTCCAGATTCCATTGCTT ACGATGACTGCTGTGCAGATG  

PD-1 GGATTTCCAGTGGCGAGAGA  GAAAGACAATGGTGGCATACTCC  

BTLA GAAGAAAACAAACCAGGCATTGT  TTACATTTCTTGCCAGTCTTGAGTTC  

LAIR-1 CACAGTCAATGGACTTCCTGAGAA ATACGTCACCTCCTGGGAACTC  

CD28 GCGGTCAACCTTAGCTGGAA  CACCCAAAAGGGCTTAGAAGG  

ICOS GCCTTTGTTGTAGTCTGCATTTTG  GTCTAGATTTTTTGGCTGTGTTCACT  

OX40 AACGACGTGGTCAGCTCCAA GCCGTGCACAGCTGCTT 

r18S CGGCGTTATTCCCATGAC GTGCCCTTCCGTCAATTC 
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リアルタイム PCR 用プライマー（マウス） 

!
RT-PCR 用プライマー（マウス） 

shRNA 配列 

 

!

!

!

!

!

!

!

!

 Forward Reverse 

Tigit TCCTGGTGGGATTTACAAGG  AAGCAAATGAGTCCCAGCAC  

Pd-1 CCGCCTTCTGTAATGGTTTGA GGGCAGCTGTATGATCTGGAA  

Btla GTGATAATGGGTCGTATAGCTGTTC  GGTCCTGAGGCATTGGTGGCATC  

Lair-1 GTGATTTTCCTCCTTTGTCTTTCC  GCCTCTGCTGCTGTCTTTTGT 

Cd28 TCGGGAATGGGAATTTTACCT  CCCCGTCGCAGTTGAACT  

Icos CAAGAAAGGAACCTTAGTGGAGGAT  ACGGGTAGCCAGAGCTTCAG 

Ox40 GAGACCCAGCGCCCTACA AGAAGTCCTGGGCCAGACTGT 

β-actin CTACAATGAGCTGCGTGTGGCCCCTGA GAGAGCATAGCCCTCGTAGATGGGCAC  

 

 Forward Reverse 

tax ATGGCCCACTTCCCAGGGTT CCGAACATAGTCCCCCAGAG 

HBZ ATGGCGGCCTCAGG GCTTTCTCCCCTGGAGGGCC 

β-actin  CTACAATGAGCTGCGTGTGGCCCCTGA GAGAGCATAGCCCTCGTAGATGGGCAC 

 

THEMIS GAGATCACTGAAGAGCAATAT-CTCGAG-ATATTGCTCTTCAGTGATCTC-TTTTT 

luciferase (control) CGCTGAGTACTTCGAAATGTC-CTCGAG-GACATTTCGAAGTACTCAGCG-TTTTT 
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第三章 結果 !
3(1.! ! ! HBZは CD4陽性 T細胞の増殖を促進する!
!

 Non(Tg,!tax(Tg,!HBZ(TgのCD4陽性 T細胞を抗CD3抗体刺激下で培養し増殖を
評価した。HBZ(Tg由来の CD4陽性 T細胞は、non(Tg,! tax(Tgと比較して抗 CD3

抗体刺激により高い増殖活性を示した。CD4 陽性 T 細胞を樹状細胞と共培養した
ところ、HBZ(Tg由来の CD4陽性 T細胞の増殖はさらに促進された（図 3(1(1）。!

 一方、抗 CD3抗体および抗 CD28抗体刺激下における non(Tg,! HBZ(Tg由来の
CD4陽性 T細胞の増殖には差が認められないことから（図 3(1(2）、HBZ(Tg由来の
CD4陽性 T細胞は、TCR/CD3複合体を介するシグナル感受性が高いと考えられた。!
!

!

!

!

!

!

!
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図 3-1-1. HBZ-Tg 由来の CD4 陽性 T 細胞は高い増殖を示す 
(A, B) Non-Tg, tax-Tg, HBZ-Tg の CD4 陽性 T 細胞を soluble 抗 CD3 抗体（30 ng/mL）および
樹状細胞存在下または非存在下で 3日間培養し、増殖を評価した。CD4 陽性 T 細胞は 2×105細胞
/well、樹状細胞は 1×104細胞/well ずつ播種し、96 well 丸底プレートで培養した。CD4 陽性 T細
胞はあらかじめ CFSE でラベルし、蛍光色素の衰退から増殖はフローサイトメトリーで解析した。 

図 3-1-2. HBZ は TCR 刺激下で CD4 陽性 T
細胞の増殖を促進する !
Non-Tg, HBZ-Tg の CD4 陽 性 T 細 胞 を
immobilized 抗 CD3 抗体（200 ng/mL）および
soluble 抗 CD28 抗体（0, 0.1, 0.3, 1 µg/mL）刺
激下で 3 日間培養した。CD4 陽性 T 細胞はあらか
じめ CFSE でラベルし、蛍光色素の衰退から増殖は
フローサイトメトリーで解析した。 0 0.1 0.3 1.0 

抗CD28抗体 (µg/mL) 

HBZ-Tg 
Non-Tg 

100 

50 

増
殖
し
た

T細
胞
の
割
合

 (%
) 

0 



 18 

3(2.! ! ! ATL細胞では抑制性免疫補助受容体の発現が変動している!
!

 近年、がん細胞における免疫補助受容体の発現異常が多く報告されている 35)。そ
こで、ATL細胞における刺激性免疫補助受容体（CD28,! ICOS,!OX40）および抑制
性免疫補助受容体（TIGIT,!PD(1,!BTLA,!LAIR(1）の発現を、mRNAとタンパク質
レベルで評価した。ATL細胞ではmRNAおよびタンパク質レベルにおいて健常者
の CD4陽性 T細胞と比べて、抑制性免疫補助受容体である TIGITの発現が顕著に
増加していた。また、PD(1も一部の ATL細胞で高発現していた（図 3(2(1）。BTLA,!
LAIR(1はタンパク質レベルにおいて発現抑制が認められた（図 3(2(1.!B,!C）。!

! !

抑制性免疫補助受容体 
A 

B 

C 

図 3-2-1. ATL 細胞における抑制性免疫補助受容体発現 
(A) 健常者の CD4 陽性 T 細胞（n=6）、PHA で刺激した活性化 CD4 陽性 T 細胞（n=6）、ATL 細
胞（n=14）における抑制性免疫補助受容体（TIGIT, PD-1, BTLA, LAIR-1）のmRNA 発現量を定
量した。(B) 同グループの細胞における各タンパク質発現量を、抗 CD4 抗体、抗 TIGIT 抗体、抗
PD-1 抗体、抗 BTLA抗体、抗 LAIR-1 抗体を用いて測定した。(C) (B)で測定したタンパク質発現
量をMFI で比較した。 

m
R

N
A 

ta
rg

et
 / 

r1
8S

 (F
ol

d)
 

M
FI
値
 

ATL細胞 
Isotype 

20 
15 
10 
5 
0 

hTIGIT 
* 

* hPD-1 

5 
4 
3 
2 
1 
0 

6 n.s. 
n.s. 

10 
8 
6 
4 
2 
0 

12 
16 
14 
18 

n.s. 
*** 

n.s. 
n.s. hBTLA hLAIR-1 

2 

1 

0 

3 

hTIGIT hPD-1 hBTLA hLAIR-1 

%
 o

f M
ax
 

hTIGIT 
*** 

*** hPD-1 
n.s. 

*** 
n.s. 

*** hBTLA 
*** 

n.s. hLAIR-1 
500 
400 
300 
200 
100 

0 

500 
400 
300 
200 
100 

0 

800 
700 
600 

500 
400 
300 
200 
100 

0 

800 
700 
600 250 

200 
150 
100 
50 
0 

350 
300 

健常者 
CD4+ T細胞  
健常者 
活性化CD4+ T 細胞 

ATL細胞 

健常者CD4+ T細胞  
健常者活性化CD4+ T 細胞 

健常者 
CD4+ T細胞  
健常者 
活性化CD4+ T 細胞 

ATL細胞 



 19 

 一方、刺激性免疫補助受容体である CD28,!ICOS,!OX40の発現は健常者の活性化
CD4陽性 T細胞と比べて抑制されていた（図 3(2(2）。 
 

  
 
 
 
 
 
 

C 

B 

C 

刺激性免疫補助受容体 
A 

 
 

図 3-2-2. ATL 細胞における刺激性免疫補助受容体発現 
(A) 健常者の CD4 陽性 T 細胞（n=6）、PHA で刺激した活性化 CD4 陽性 T 細胞（n=6）、ATL 細
胞（n=14）における刺激性免疫補助受容体（CD28, ICOS, OX40）のmRNA 発現量を定量した。
(B) 同グループの細胞における各タンパク質発現量を、抗 CD4 抗体、抗 CD28 抗体、抗 ICOS 抗
体、抗 OX40 抗体を用いて測定した。(C) (B)で測定したタンパク質発現量をMFI で比較した。 
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 本実験に用いた ATL細胞における HBZと taxの発現を定量し、全ての ATL細胞
で HBZが発現していること、一部の ATL細胞で taxが発現していることを確認し
た（図 3(2(3）。!
 

  

3(3.! ! ! HBZは抑制性免疫補助受容体の発現を変動させる!
!

 ATL 細胞において免疫補助受容体発現が変動していることが明らかとなったが、
HTLV(1 転写産物のうち、HBZ が T 細胞に発現する免疫補助受容体の発現変動に
関与するかを検討した。!

 レトロウイルスベクターを用いてHBZを導入したマウスのCD4陽性 T細胞から
作製した cDNAを用いて、抑制性免疫補助受容体（Tigit,'Pd%1,!Btla,!Lair%1）の発現
を定量した。HBZ存在下で、Tigit,'Pd%1は発現が上昇しており、Btla,!Lair%1の発現
は抑制された（図 3(3(1.! A）。HBZ(Tgの CD4陽性 T細胞における各受容体のタン
パク質発現を評価したところ、同様に TIGIT,!PD(1の発現は上昇し、BTLA,!LAIR(1
の発現は抑制された（図 3(3(1.!B,!C）。!

 !

図 3-2-3. ATL 細胞における HBZ および tax 発現量 
本実験で用いた ATL細胞（n=14）における HBZ および tax の発現量を定量した。mRNA 発現量
はリアルタイム PCR で定量し、内在性コントロールには 18S ribosomal RNA を使用した。 
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!

 次に、レトロウイルスベクターを用いてHBZを導入したCD4陽性T細胞のcDNA

を用いて、刺激性免疫補助受容体（Cd28,'Icos,'Ox40）の発現を定量した。Cd28,!Icos
の発現は抑制され、Ox40 の発現には影響を与えなかった（図 3(3(2.! A）。HBZ(Tg

の CD4 陽性 T 細胞における各受容体のタンパク質の発現を評価したところ、いず
れもnon(Tgと比べて少し抑制されるか、ほとんど影響は認められなかった（図3(3(2.!

B,!C）。 
 

図 3-3-1. Non-Tg, HBZ-Tg の CD4 陽性細胞における抑制性免疫補助受容体発現 
(A) HBZ を導入したマウスの CD4 陽性 T細胞における抑制性免疫補助受容体（Tigit, Pd-1, Btla, 
Lair-1）の mRNA 発現量を定量した。(B) Non-Tg, HBZ-Tg の CD4 陽性 T 細胞における抑制性免
疫補助受容体（TIGIT, PD-1, BTLA, LAIR-1）のタンパク質発現量を、抗 CD4 抗体、抗 TIGIT 抗体、
抗 PD-1 抗体、抗 BTLA抗体、抗 LAIR-1 抗体を用いて測定した。(C) (B)で測定したタンパク質発
現量を MFI で比較した。mRNA 発現量はリアルタイム PCR で定量し、内在性コントロールには
β-actin を使用した。用いたプライマー配列は表 1に示した。タンパク質発現量はフローサイトメ
トリーで測定した。 
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!

 tax(Tg の CD4 陽性 T 細胞においては、いずれの抑制性免疫補助受容体発現も
non(Tgと比べて変動は認められないことから（図 3(3(3）、TIGIT,!PD(1の発現上昇
および BTLA,!LAIR(1の発現抑制は HBZに起因することが明らかとなった。!

!

!
 
 

図 3-3-2. Non-Tg, HBZ-Tg の CD4 陽性細胞における刺激性免疫補助受容体発現 
(A) HBZを導入したマウスのCD4陽性T細胞における抑制性免疫補助受容体（Cd28, Icos, Ox40）
のmRNA 発現量を定量した。(B) Non-Tg, HBZ-Tg の CD4 陽性 T 細胞における抑制性免疫補助受
容体（CD28, ICOS, OX40）のタンパク質発現量を、抗 CD4 抗体、抗 CD28 抗体、抗 ICOS 抗体、
抗 OX40 抗体を用いて測定した。(C) (B)で測定したタンパク質発現量をMFI で比較した。 
 mRNA 発現はリアルタイム PCR で定量し、内在性コントロールにはβ-actin を使用した。用い
たプライマー配列は表 1に示した。タンパク質発現量はフローサイトメトリーで測定した。 
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 !

 Non(Tg,!tax(Tg,!HBZ(Tgの CD4陽性 T細胞において tax(Tgでは taxが発現して
いることを、HBZ(Tgでは HBZが発現していることを確認した（図 3(3(4）。!

!

!

3(4.! ! ! HBZは抑制性免疫補助受容体の機能を阻害する!
!

 上記の結果から、HBZは T細胞の増殖を促進させる（図 3(1）一方で、抑制性免
疫補助受容体 TIGIT,! PD(1 の発現を上昇させることが明らかとなった（図 3(2(1,!

3(3(1）。次に、HBZ存在下における TIGIT,!PD(1の T細胞増殖抑制機能を評価した。
HBZを導入したCD4陽性 T細胞を抗CD3抗体および TIGITまたは PD(1のリガン
ド刺激下で培養し、増殖を評価した。リガンド刺激の導入により CD4 陽性 T 細胞
の増殖は抑制されるのに対し、HBZ存在下では CD4陽性 T細胞の増殖は阻害され
なかった（図 3(4(1）。以上の結果から、HBZは TIGITおよび PD(1の抑制機能を阻
害することが明らかとなった。!

!
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図 3-3-3. tax-Tg の CD4 陽性細胞における抑制性免疫補助受容体発現 
tax-Tg の CD4 陽性 T 細胞における抑制性免疫補助受容体のタンパク質発現量を、抗 CD4 抗体、
抗 TIGIT 抗体、抗 PD-1 抗体、抗 BTLA 抗体、抗 LAIR-1 抗体を用いてフローサイトメトリーで測
定した。 
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図 3-3-4. Non-Tg, tax-Tg, HBZ-Tg の CD4
陽性 T 細胞における HBZ, tax 発現  
Non-Tg, tax-Tg, HBZ-TgのCD4陽性T細胞にお
ける各遺伝子発現を RT-PCR で検出した。mRNA
発現は RT-PCR で定量し、内在性コントロールに
はβ-actin を使用した。用いたプライマー配列は
表 1に示した。 
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!

 他の抑制性免疫補助受容体である BTLA においても同様の実験を行ったところ、
HBZ は BTLA のリガンド刺激による抑制機能も阻害することが明らかとなり（図
3(4(2）、HBZは BTLAの発現抑制だけでなく抑制機能も阻害することで、T細胞の
増殖を促進させることが示唆された。!

!

!
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図 3-4-1. HBZ は TIGIT, PD-1 の機能を阻害する !
レトロウイルスベクター（pMX-IG または pMX-HBZ-IG）を用いて HBZを導入したマウスの CD4
陽性 T細胞を、抗 CD3 抗体およびTIGIT または PD-1 のリガンド Fc 融合タンパク質（CD155 ま
たは PD-L1）を結合させた Dynabeads を用いて、3 日間刺激した。CD4 陽性 T 細胞はあらかじ
め CellTrace Violet でラベルし蛍光色素の衰退から、GFP 陽性分画におけるCD4 陽性 T 細胞の増
殖をフローサイトメトリーで解析した。96 well 丸底プレートを用いて、CD4 陽性 T 細胞 2×105
細胞/well を、抗 CD3 抗体および Fc 融合タンパク質を結合した Dynabeads 存在下で培養した。 
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図 3-4-2. HBZ は BTLA の機能を阻害する 
レトロウイルスベクター（pMX-BTLA-IG）を用いて BTLA を導入した non-Tg または HBZ-Tg の
CD4 陽性 T細胞を、抗 CD3 抗体および BTLAのリガンド Fc 融合タンパク質（HVEM）を結合さ
せた Dynabeads を用いて、3 日間刺激した。CD4 陽性 T 細胞はあらかじめ CellTrace Violet で
ラベルし蛍光色素の衰退から、GFP 陽性分画における CD4 陽性 T 細胞の増殖をフローサイトメト
リーで解析した。96 well 丸底プレートを用いて、CD4 陽性 T 細胞 2×105細胞/well を、抗 CD3
抗体および Fc融合タンパク質を結合した Dynabeads 存在下で培養した。 
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3(5.! ! ! HBZは SHP(2と PD(1の結合を阻害する!
!

 TIGIT,!PD(1,!BTLAは共通してチロシンフォスファターゼである SHP(2と結合す
るモチーフ（ITIMまたは ITSM）を持つ 18)。SHP(2は通常、ITIM,! ITSMモチーフ
と結合後リン酸化を受けて活性化すると、TCRシグナル下流分子（ZAP(70,!CD3ζ）
を脱リン酸化し、T細胞の活性を抑制する 18,37(40)。HBZ存在下におけるPD(1とSHP(2

の結合を免疫沈降法および免疫蛍光染色法で評価した。!

!

 まず始めに、PD(1,! SHP(2 および HBZ またはそのコントロール発現ベクター導
入細胞を pervanadateで処理して SHP(2のリン酸化を誘導後、PD(1と SHP(2の結
合を免疫沈降法で評価した。HBZ 非存在下では PD(1 と SHP(2 の結合が認められ
た一方、HBZ 存在下ではこれらの結合は阻害されていた（図 3(5(1）。!

!

!

!
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図 3-5-1. HBZ は SHP-2 と PD-1 の結合を阻害する 
293FT細胞株にSHP-2-FlagおよびHBZ (or mock)-IRES-mCD28/hPD1発現ベクターを導入し、
48時間後に pervanadate で 5 分間刺激し、細胞を回収した。SHP-2 と PD-1 の結合は、5 µg 抗
CD28 抗体を用いて免疫沈降法で評価した。 



 26 

 次に、HBZを定常発現する Jurkat細胞株を用いて、内在性 PD(1と SHP(2の局
在を免疫蛍光染色法で評価した。HBZ 非発現 Jurkat 細胞株（Jurkat(mock）では
pervanadate 処理後 PD(1 と SHP(2 が共局在している一方、HBZ 発現 Jurkat 細胞
株（Jurkat(HBZ）では、pervanadate処理の有無に関わらず PD(1と SHP(2が共局
在する割合は Jurkat(mockと比べて低下していた（図 3(5(2）。!

 以上の結果からHBZは PD(1と SHP(2の結合を抑制することが明らかとなった。!
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図 3-5-2. HBZ は SHP-2 と
PD-1 の共局在を抑制する 
(A) Jurkat-mock ま た は
Jurkat-HBZ を pervanadate
（37℃、2 分間）で刺激し、
内在性 PD-1（緑色）、SHP-2
（赤色）の局在を免疫蛍光染色
法および相対蛍光強度で評価
した（スケールバー：5 µm）。
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 PD(1/PD(L1の結合により PD(1シグナルが活性化すると、PD(1と TCRがマイク
ロクラスターを形成することが知られている 42)。本実験で用いた pervanadate刺激
が PD(1と TCRのマイクロクラスター形成を誘導することを、免疫蛍光染色法で確
認した（図 3(5(3）。!
 

 

3(6.! ! ! HBZは SHP(2の活性を抑制する!
!

 SHP(2は PD(1と結合し、リン酸化を受け活性化すると知られている 18,37,38)。そこ
で、HBZ(Tgの CD4陽性 T細胞およびレトロウイルスベクターで HBZを導入した
CD4陽性 T細胞における SHP(2のリン酸化レベルをフローサイトメトリーで評価
した。両細胞において、コントロールと比べて SHP(2のリン酸化、すなわち SHP(2

の活性は抑制されていた（図 3(6(1）。!

!

!

!
! !

図 3-5-3. Pervanadate 刺激は TCR と PD-1 のマイクロクラスター形成を誘導する 
Jurkat-mock を pervanadate（37℃、2 分間）で刺激し、内在性 PD-1（緑色）、TCR β（赤色）
の局在を免疫蛍光染色法および相対蛍光強度で評価した（スケールバー：2 µm）。 
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 さらに SHP(2 の活性を評価するため、通常、リン酸化を受け活性化した SHP(2

が脱リン酸化を誘導する TCRシグナル下流分子（ZAP(70,!CD3ζ）のリン酸化レベ
ルを、HBZ を定常発現する Jurkat 細胞株を用いてウエスタンブロッティング法で
解析した。H2O2または pervanadate処理後、Jurkat(mockでは ZAP(70,!CD3ζにお
ける SHP(2のリン酸化レベルが経時的に衰退したが、Jurkat(HBZでは脱リン酸化
が遅延することが明らかとなった（図 3(6(2.!A,!B）。!

図 3-6-1. HBZ は SHP-2 のリン酸化を抑制する 
(A) Non-Tg, HBZ-Tg の CD4 陽性 T 細胞における SHP-2 のリン酸化を評価した。(B) レトロウイ
ルスベクターを用いて HBZを導入したマウスの CD4 陽性 T細胞における SHP-2 のリン酸化を評
価した。リン酸化は、細胞に HBZ 導入後、抗 CD3 抗体および PD-L1.Fc 結合 Dynabeads（細胞
とビーズは 1:1 の割合）で 6時間刺激後に測定した。リン酸化はフローサイトメトリーで評価した。 
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図 3-6-2. HBZ は ZAP-70, CD3ζ の脱リン酸化を遅延させる 
(A, B) ZAP-70, CD3ζの脱リン酸化をウエスタンブロッティング法で評価した。Jurkat-mock お
よび Jurkat-HBZ は、20 mM H2O2または 0.5 mM pervanadate で 0, 5, 15, 30, 45 分間刺激し、
時間毎のリン酸化レベルを検出した。タンパク質量は densitometry も用いて評価した。各リン酸
化レベルを全タンパク質量と比較して算出した。 
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 一方、PD(1は SHP(2非依存的に PKCθのリン酸化を抑制することが知られてい
る 43)が、HBZは PKCθの脱リン酸化に影響は与えなかった（図 3(6(3）。!

 以上の結果から、HBZは SHP(2の活性を抑制することで TCRシグナル経路の活
性を維持することが示唆された。!

!

 

3(7.! ! ! HBZは THEMISと結合し、SHP(2/Grb2/THEMISの複合体形成
を抑制する!
!

 通常 SHP(2は Grb2,!THEMISと複合体を形成し、PD(1と結合する 25)。HBZ存在
下で SHP(2 と PD(1 の結合は阻害されるが、HBZ が SHP(2/Grb2/THEMIS 複合体
のどこと相互作用するか検討した。293FT細胞株に THEMIS,!SHP(2,!Grb2,!HBZ発
現ベクターを導入し、免疫沈降法で HBZ と各分子の結合を評価した。HBZ は
THEMISとのみ結合することが明らかとなった（図 3(7(1）。!

!
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図 3-6-3. HBZ は PKCθ の脱リン酸化に影響を与えない 
PKCθの脱リン酸化をウエスタンブロッティング法で評価した。Jurkat-mockおよび Jurkat-HBZ
は 20 mM H2O2で 0, 5, 15, 30, 45 分間刺激し、時間毎のリン酸化レベルを検出した。タンパク質
量は densitometry も用いて評価した。各リン酸化レベルを全タンパク質量と比較して算出した。 
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THEMIS または SHP-2 または Grb2 と HBZ との結合を免疫沈降法で評価した。THEMIS, SHP-2, 
Grb2, HBZ 発現ベクターを 293FT 細胞株に導入し、48 時間後に H2O2で 5 分間刺激後に免疫沈降
法で分子間の結合を評価した。 
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 さらに、293FT細胞株に THEMIS,!SHP(2,!Grb2,!HBZを導入し、免疫沈降法で各
分子間の結合を評価したところ、HBZ 存在下で Grb2 と THEMIS の結合が抑制さ
れた（図 3(7(2）。!

 以上の結果から、HBZは THEMISと結合することで SHP(2/Grb2/THEMISの複
合体形成を抑制し、SHP(2の ITIM,! ITSMモチーフとの結合を阻害することが示唆
された。!

!

!

 HBZ存在下における PD(1と SHP(2/Grb2/THEMIS複合体の局在は、抗 PD(1抗
体および抗 THEMIS抗体でも評価した。Jurkat(mockでは pervanadate処理後 PD(1

と THEMISが共局在している一方、Jurkat(HBZでは pervanadate処理の有無に関
わらずPD(1とTHEMISが共局在する割合は Jurkat(mockと比べて低下していた（図
3(7(3）。!

!

!

!

図3-7-2. HBZは THEMIS と結合し、
Grb2 と THEMIS の結合を抑制する 
(A) Grb2 または SHP-2 または HBZ と
THEMISとの結合を免疫沈降法で評価し
た。THEMIS, SHP-2, Grb2, HBZ 発現
ベクターを 293FT 細胞株に導入し、48
時間後に H2O2で 5 分間刺激後に免疫沈
降法で分子間の結合を評価した。(B) 
HBZ 存在下における THEMIS と Grb2
の結合を、densitometry で評価した。 
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!

3(8.! ! ! THEMISにより HBZは核から細胞質に局在を変える!
!

 HBZ は単独で主に核に存在し、THEMIS は細胞質に存在すると報告されてきた
29)。293T細胞株に HBZまたは THEMIS発現ベクターを導入し、局在を免疫蛍光染
色法で評価したところ、以前の報告通り、HBZは主に核に局在し（67/74細胞：90.5%）、
THEMISは細胞質に局在していた（50/50細胞：100%）（図 3(8(1.!A）。一方、HBZ

と THEMIS を共発現させると、一部の HBZ は THEMIS と細胞質で共局在してい
た（28/79細胞：35.4%）（図 3(8(1.!B）。すなわち、293T細胞株に導入した THEMIS

が HBZの局在を核から細胞質に移動させたと考えられる。!

!

!

図 3-7-3. HBZ は PD-1 と THEMIS の共局在を抑制する 
Jurkat-mock または Jurkat-HBZ を pervanadate（37℃、2 分間）で刺激し、内在性 PD-1（緑
色）、THEMIS（赤色）の局在を免疫蛍光染色法および相対蛍光強度で評価した（スケールバー：5 
µm）。 
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!

 一方、HBZを発現する Jurkat細胞株では、HBZは核と細胞質の両方に局在した
（図 3(8(2）。!

!

 次に、293T細胞株および Jurkat細胞株における THEMISの発現をウエスタンブ
ロッティング法で評価したところ、THEMIS は Jurkat 細胞株でのみ発現すること
が明らかとなり（図 3(8(3）、HBZの細胞質内局在は THEMISの発現に依存するこ
とが示唆された。!

図 3-8-1. THEMIS は HBZ の局在を核から細胞質に変える 
(A) 293T細胞株にHBZまたはTHEMISを単独導入した。(B) 293T細胞株にHBZおよびTHEMIS
を共導入した。HBZと THEMIS の共局在は矢印で示した。(A, B) HBZ（赤色）および THEMIS（緑
色）の局在を免疫蛍光染色法で評価した（スケールバー：30 µm）。核は DAPI（青色）で染色した。 

HBZおよびTHEMIS導入293T細胞株 
THEMIS 
核 

HBZ 
核 

HBZ 
THEMIS 

THEMIS導入293T細胞株 

HBZ導入293T細胞株 
H

B
Z 

核
 

TH
E

M
IS

 
核
 

A B

図 3-8-2. Jurkat-HBZ において HBZ は核と細胞質の両方
に局在する 
Jurkat-HBZ における HBZ（赤色）の局在を、抗 HBZ抗体を用
いて免疫蛍光染色法で評価した（スケールバー：10 µm）。核は
DAPI（青色）で染色した。 
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図 3-8-3. THEMIS は HBZ の局在を核から細胞質に変える 
293T細胞株およびJurkat細胞株におけるTHEMISの発現をウ
エスタンブロッティング法で評価した。 
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 さらに、THEMISをノックダウンした Jurkat細胞株（THEMIS(KD!Jurkat）にお
ける HBZ の局在を免疫蛍光染色法で評価した。コントロール Jurkat 細胞株
（control(KD! Jurkat）では HBZ は核と細胞質の両方に局在しているのに対し、
THEMIS(KD! Jurkatでは、HBZが核に存在していた（図 3(8(4）。HBZの核から細
胞質への局在移動は THEMISに依存することが明らかとなった。!

!

!

3(9.! ! !まとめ!
!

 以上の結果から、細胞質に移動した HBZ は THEMIS と結合することで
SHP(2/Grb2/THEMISの複合体形成を抑制し、SHP(2の抑制性免疫補助受容体との
結合を阻害することが明らかとなった。さらに、SHP(2の抑制性免疫補助受容体と
の結合抑制により、SHP(2の活性抑制および TCRシグナル下流分子（ZAP(70,!CD3ζ）
の脱リン酸化が遅延され、T細胞の増殖は促進されることが明らかとなった（図 3(9）。!

図 3-8-4. THEMIS の発現抑制は HBZ を核に局在させる 
HBZの局在におけるTHEMISの役割をTHEMIS-KDまたはcontrol-KD Jurkat細胞株で評価した。
各細胞株に HBZ 発現ベクターを導入して 36 時間後に、HBZ（赤色）の局在を免疫蛍光染色法で
評価した（スケールバー：5 µm）。shRNA 発現細胞はマーカーとして GFP を発現させ（灰色）、
核膜は核膜孔複合体（緑色）を染色した。 
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図 3-9. まとめ 
本研究で明らかにした、HBZが抑制性免疫補助受容体の機能を阻害し T細胞の増殖を促進させる機
構を図で示した。!
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第四章 考察 !

 HTLV(1 は様々な細胞に感染できるが、感染者の体内では主に CD4 陽性 T 細胞
に感染していることが知られている 16,28,45)。HTLV(1 が T 細胞を特異的に増殖させ
る機構が存在することが推定されていたが、その機構は不明であった。本研究では、
HBZ が複数の抑制性免疫補助受容体シグナルを 2 種類の機構で抑制することによ
り、TCRシグナルの感受性を高め、T細胞の増殖を促進させることを明らかにした。
一つ目は、抑制性免疫補助受容体である BTLA と LAIR(1 の発現を HBZ が抑制す
ることにより、T 細胞の増殖を促進させる機構である。二つ目は、HBZ が TIGIT,!

PD(1の発現を亢進させるがその抑制機能は阻害し、T細胞の増殖を促進させる機構
である。!

 T細胞上の PD(1は、樹状細胞上の PD(L1,! (L2との結合により、T細胞に抑制シ
グナルを伝達するだけでなく、リバースシグナルを介して樹状細胞の成熟抑制およ
び抑制性サイトカイン産生を亢進し、免疫回避に寄与すると報告されている 22(24)。
これらの報告から、HBZ が宿主の免疫機構を巧みに利用し、宿主免疫から回避し
ていることが示された。さらに、本研究により、HBZが T細胞において SHP(2を
介した抑制性シグナルを阻害することで、HTLV(1感染細胞の増殖を促進させるこ
とが明らかとなった。すなわち、HBZ は HTLV(1 が宿主免疫から逃れながら感染
細胞を増殖させるために、抑制性免疫補助受容体の発現を亢進させ、同時にその機
能を変換していると考えられる。!

 近年、RNA シーケンスにより 57 例の ATL におけるトランスクリプトーム解析
が行われた。その結果、約 7%の症例で CTLA(CD28または ICOS(CD28融合遺伝子
が認められ、本来 ATL 細胞に導入される抑制性シグナルが活性化シグナルに変換
される可能性が示唆された。さらに、CD28 遺伝子の増幅が高頻度で同定され、刺
激性免疫補助受容体である CD28 が ATL における遺伝子異常の主な標的であるこ
とが明らかとなった 41)。感染細胞および変異のない ATL細胞においては、HBZに
よる抑制性免疫補助受容体の抑制機能阻害により増殖が亢進しているが、TCRを介
するシグナル系に変異が生じると、その活性化が強化され発がんに繋がることが推
測される。!

 さらに、最近の報告で、ATL をはじめとする様々な種類のがん細胞において、
PD(L1遺伝子の 3’! UTRに欠失や逆位、転座などの異常が認められ、これらの構造
異常が PD(L1 遺伝子の発現を亢進することが明らかとなった 35)。通常がん細胞に
おける PD(L1 の過剰発現は、PD(1 を発現する CD8 陽性 T 細胞に抑制シグナルを
導入し、宿主免疫の回避に寄与する。ATL細胞では PD(L1だけでなく PD(1も発現
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するため、PD(1/PD(L1相互作用により ATL細胞の増殖抑制が予想される。しかし
ながら、本研究によって HBZが PD(1からの抑制シグナルを阻害することが明らか
となり、ATL細胞と CD8陽性 T細胞との PD(1/PD(L1相互作用による ATL細胞の
増殖抑制作用は阻害されることが示された。HTLV(1感染細胞および ATL細胞は、
刺激性免疫補助受容体と抑制性免疫補助受容体の両方の発現や機能に異常をもた
らすことで増殖を促進させ、免疫機能を錯乱することで宿主の攻撃から巧みに逃れ
ることが明らかとなった。!

 本研究で HBZと結合し PD(1と SHP(2との結合を阻害することが明らかとなっ
た THEMISは、T細胞でのみ発現することが知られている 25,26)。HTLV(1のレセプ
ターは glucose! transporterとして知られる GLUT(1であり 27)、in' vivoでは T細胞
だけでなく B細胞、単球など様々な細胞に感染できる 28)。しかし、なぜ in' vivo!で
T細胞のみが増殖するのかは、これまで不明であった。本研究によって、HBZが T

細胞特異的に発現する THEMISと結合することで、T細胞における増殖抑制機能を
阻害することが明らかになり、T 細胞特異的な HBZ の増殖促進機序を解明したと
考えられる。!

 これまで HBZは主に核に局在し 29)、p65や Smad3,!c(Junなどの転写因子や p300

などの宿主因子と相互作用することが報告されてきた 30(33)が、近年、HBZが、mTOR

シグナルを活性化させる GADD34 と細胞質で結合することが報告されている 34)。
本研究では、THEMISが HBZと結合して、その局在を核から細胞質に変化させる
ことで、HBZ が細胞質において抑制性免疫補助受容体の機能を阻害することを示
した。THEMIS の発現抑制により、HBZ が主に核に局在するようになったことか
ら、THEMISが T細胞において HBZの局在を変化させている責任分子であること
が明らかになった。!
 本研究によって得られた知見は、ATLに対する有効な治療薬開発に貢献できるも
のと考えられる。特に、HTLV(1 感染細胞および ATL 細胞の増殖促進に関わるシ
グナル経路、シグナル分子が明らかとなり、SHP(2/Grb2/THEMIS 複合体または免
疫補助受容体分子の ITIM,! ITSMモチーフは治療薬開発において有効な分子標的と
なり得ると期待される。!

!

!

!
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