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緒　言

　ヒト T 細胞白血病ウイルス（HTLV-1）の感染者は我が国に 100 万人以上存在し、その一部に発症する HTLV-1 関
連脊髄症（HAM）や成人 T 細胞白血病（ATL）は、有効な治療法に乏しい予後不良の深刻な病気である。HAM の病
態の特徴は、HTLV-1 感染細胞に起因した過剰な免疫応答による脊髄炎症と考えられているが、その発症機構には不明
な点が多い。従って、感染細胞に着目した解析は HAM 発症機構の理解及びその制御に必須である。HTLV-1 は免疫の
司令塔である CD4+ヘルパー T 細胞（Th）に持続感染する。Th は Th1、Th2、Th17、制御性 T 細胞（Treg）などの
サブセットから構成され、通常はバランスを保って存在するが、そのバランス破綻は宿主に免疫異常を引き起こす１）。
我々は、HAM において主に Treg、Th2 から構成される CD4+CD25+CCR4+ T 細胞に HTLV-1 の優位な感染を明らか
にし、この感染細胞が炎症性サイトカイン IFN-γ を異常産生する Th1 様細胞に変化し増加し、疾患活動性や過剰免疫
応答と相関していることを報告した２）。よって、HAM 病態形成におけるこの細胞群の病原性 T 細胞としての重要性を
予想し、本研究では、その発生機構を明らかにし病態への関与を解析した。

方法および結果

１．HTLV-1 による病原性 T 細胞発生の分子機構の解析
　HTLV-1 は宿主細胞の遺伝子発現に作用する機能性因子 Tax を発現する。その発現は HAM 感染細胞特異的に上昇
し、HAM の免疫応答と相関することを報告している２,３）。従って、本研究では、HAM における持続的な炎症を特徴
付けているウイルス因子として Tax に着目し、解析を進めた。まず、塩化カドミウム依存的に Tax を発現する細胞株

（JPX-9 細胞）を用いた検討により、Tax 発現誘導３日後から IFN-γ の発現上昇を観察した（図 1A）。よって、Tax
が間接的に IFN-γ の発現誘導に関与し得ることが予想された。そこで、Tax による IFN-γ 誘導を仲介し得る分子を
探索するため、DNA マイクロアレイ法を用いた健常者（HD）、HAM、ATL の CD4+CD25+CCR4+ T 細胞における網
羅的遺伝子発現比較解析を行った。その結果、HAM 特異的に発現上昇する遺伝子群より T-bet を同定した。T-bet は、
Th1 分化を決定するマスター因子であり、IFN-γ 発現を直接誘導する転写因子である。JPX-9 細胞を用いた検討にお
いて、塩化カドミウムを添加して Tax 発現の誘導開始から６時間という早期の段階から T-bet/Tbx21 の発現上昇が観
察されたことから、Tax による直接的な T-bet の誘導作用が予想された（図 1B）。複数例の HD と HAM 患者由来
CD4+CD25+CCR4+T 細胞における T-bet/Tbx21 の発現比較では、HD よりも HAM 由来細胞における T-bet/Tbx21 発
現の方が高値を示し（図 1C）、その T-bet/Tbx21 発現は、Tax siRNA の導入による Tax 発現阻害により抑制された

（図 1D）。また、HAM 患者由来 CD4+CCR4+細胞では培養することにより Tax タンパク質の発現上昇認められるが、
その Tax 発現に伴い T-bet、IFN-γ タンパク質レベルでの発現が順次誘導されることが明らかとなった（図 1E、F）。
従って、HTLV-1 感染細胞において Tax は T-bet を介して IFN-γ を誘導していることが示唆された。
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図 1． Tax は T-bet を介して IFN-γ を誘導する
（A）JPX9 細胞に 20μM 塩化カドミウムを添加し、図に示す培養時間毎の Tax および IFN-γ mRNA 発現変化
を解析した。（B）JPX9 細胞に 20μM 塩化カドミウムを添加し、図に示す培養時間毎の Tax および T-bet/Tbx21
mRNA 発現変化を解析した。（C）健常者（HD: 4 例）および HAM 患者（4 例）の CD4+CD25+CCR4+T 細胞に
おける T-bet/Tbx21 mRNA 発現比較。（D）HAM 患者の CD4+CD25+CCR4+T 細胞（5 例）へ Luciferase（Luc）
または Tax に対する siRNA をトランスフェクションし、24 時間培養後の Tax および T-bet/Tbx21 mRNA 発
現変化を解析した。（E、F）HD または HAM 患者 CD4+CCR4+細胞（各 4 例）を 24、48、72 時間培養後の
Tax、T-bet の発現変化を FACS で解析した（E）。また、培養上清中の IFN-γ 濃度変化を Cytokine Beads Array

（CBA）法により測定した（F）。Error bar: ±SD。P 値は、（A、B）1-Way Anova、（C）Mann-Whitney U
test、（D）paired t test、（E、F）Friedman test により算出した。*P < 0.05, ***P < 0.001.

　そこで、T-bet/Tbx21 の遺伝子発現における Tax の作用機構を解析した。その結果、HTLV-1 感染細胞株 MT-2 細
胞を用いた免疫沈降実験から内在性 Tax と Sp1 の相互作用を確認し（図 2A）、Tax および Sp1 が T-bet プロモーター
にリクルートされていることを ChIP assay により示した（図 2B）。また、Tbx21/T-bet プロモーターを用いたルシフ
ェラーゼアッセイから Tax が Sp1 依存的に Tbx21/T-bet プロモーターを活性化し得ることを明らかにした（図 2C）。
よって、Tax は Sp1 と相互作用し、Sp1 依存的に Tbx21/T-bet のプロモーターを活性化する転写コアクチベーターと
して作用することを明らかとした。
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図 2． Tax は Sp1 と協調的に T-bet/Tbx21 の転写を活性化する
（A）HTLV-1 感染細胞株 MT-2 核抽出液を用いた抗 Tax 抗体（左）および抗 Sp1 抗体（右）による免疫沈降。
Tax と Sp1 は核内で相互作用することを示した。（B）MT-2 細胞を用いて T-bet/Tbx21 プロモーター領域（－
179～－59）に Tax および Sp1 が相互作用することを ChIP assay により検証した。（C）T-bet/Tbx21 プロモー
ター領域（－179～－59）にルシフェラーゼ遺伝子をつないだものをレポーターとして、HEK293 細胞を用いて
レポーターアッセイを行い、Tax が Sp1 依存的に T-bet/Tbx21 プロモーターを活性化することを示した。
Error bar: ±SD。

２．HAM 病変部における CCR4+Th1 様異常細胞の局在
　次に、HAM 患者病変部における浸潤細胞の解析を行った。まず、HAM 患者脊髄組織を用いた蛍光抗体染色による
解析から、脊髄組織の血管周辺部に多数の CCR4 発現細胞が存在し、それら細胞の大部分に T-bet、IFN-γ 及び Th1
特異的受容体 CXCR3 の共発現が認められた（図 3A）。また、HAM 患者髄液中の CCR4 発現細胞における HTLV-1 感
染も確認された（図 3B）。さらに、髄液中の CD4+細胞における CCR4 と CXCR3 の発現解析から、CCR4+細胞の大多
数が CXCR3 を共発現し（図 3C）、この CCR4+CXCR3+異常 T 細胞は髄液 CD4+細胞中の 73.9 %を占めていることが示
された（図 3D）。よって、HAM 病変部には、多数の Th1 様に変化した異常 CCR4+細胞の集積が認められ、HAM 病
態形成に重要な役割を担っていることを示唆する結果を得た。
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図 3． HAM 患者病変部には CCR4+Th1 様異常細胞が集積している
（A）HAM 患者脊髄病理組織中の CCR4 発現細胞が T-bet、IFN-γ または CXCR3 を共発現していることを蛍光
免疫染色により解析した。（B）HAM 患者髄液細胞中の CCR4 発現細胞における HTLV-1 感染を蛍光 in situ ハ
イブリダイゼーションにより検出した（緑：CCR4、赤：HTLV-1）。（C、D）HAM 患者髄液 CD4+T 細胞にお
ける CCR4+CXCR3+細胞の割合。Scale bars: 20μm。

３．HAM に対する抗 CCR4 抗体療法の有用性の検討
　ATL の治療薬として既承認である抗 CCR4 抗体製剤４）の HAM に対する有用性を検討するため、HAM 患者由来
PBMC へ細胞障害活性（ADCC 活性）を有する抗 CCR4 抗体（KW-0761 または KM2760：10.0μg/ml からの 10 倍段
階希釈）あるいはコントロールとして Prednisolone（PSL）1.0μg/ml を添加し 7 日間培養後、細胞の HTLV-1 プロウ
イルス量、増殖応答および培養上清中の各種サイトカイン（IFN-γ、IL-2、IL-6、TNFα）濃度を測定した。HAM 患
者 PBMC は、無刺激条件下での培養において自発的に増殖し、HTLV-1 の感染拡大を示す特徴を有しており、この自
発的増殖応答は HAM の過剰免疫応答を反映するものである。結果、抗 CCR4 抗体は濃度依存的にプロウイルス量（図
4A）、自発的細胞増殖応答（図 4B）および各種サイトカイン産生（図 4C）を有意に抑制した。
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図 4． 抗 CCR4 抗体は HAM 患者 PBMC に対して抗感染細胞活性、抗炎症活性作用を示す
HAM 患者由来 PBMC（11 例）に ADCC 活性を有する抗 CCR4 抗体（KW0761、KM2760）または prednisolone

（PSL）を添加し７日間培養後、real-time PCR 法により細胞の HTLV-1 プロウイルス量（A）、3H-Thymidine
uptake により増殖応答測定（B）および CBA 法により培養上清中の各種サイトカイン濃度（IFN-γ、IL-6、
IL-2、TNFα）（C）を測定した。Error bar: ±SD。P 値は、（A、B）Repeated measures ANOVA、（C）
Friedman test により算出した。 *P < 0.05, ** P < 0.01, ***P < 0.001.

考　察

　以上の結果から、HAM 感染細胞における Tax の発現は、Sp1 と協調的に T-bet の転写を活性化し、炎症促進的な
IFN-γ 産生 Th1 様細胞への分化転換を誘導し、その結果、質的量的に宿主の Th 細胞バランスに異常をきたすと共に、
この様な異常細胞の脊髄への浸潤･蓄積が HAM 病態形成において重要な役割を果たすことが示唆された。また、
CCR4+T 細胞を破壊する抗 CCR4 抗体が、HAM 患者由来の細胞に対して、抗感染細胞活性、抗炎症活性を示すことか
ら、CCR4+細胞が HAM 病態における病因的役割を担う細胞群で有り、CCR4+細胞は HAM の有用な治療標的分子であ
り、抗 CCR4 抗体療法は、これまで実現しなかった HAM の感染細胞を標的とした根本的な治療になり得ると考えら
れた。
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