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2. 略語集 

ATL: adult T-cell leukemia 

Aza-dC: 5-aza-2-deoxycytidine 

BSA: bovine serum albumin 

CTL: cytotoxic T-lymphocyte 

DMEM: Dulbecco's modified eagle medium 

DMSO: dimethyl sulfoxide 

DZNep: 3-Deazaneplanocin A 

HAM/TSP: HTLV-1 associated myelopathy / tropical spastic paraparesisa 

HTLV-1: human T-cell leukemia virus type 1 

HEK: human embryonic kidney 

H3K27me3: histone H3 lysine 27 trimethylation 

IP: immunoprecipitation 

IRES: internal ribosome entry site 

LTR: long ter minal repeat 

MQ: MilliQ water 

NMD: nonsense mediated mRNA decay 

PBMC: peripheral blood mononuclear cell 

PBS: phosphate buffered saline 

PFA: paraformaldehyde 

PHA: phytohaemagglutinin 

rpm: rotation per minute 

RPMI: Roswell Park Memprial Institute 

SAHA: suberoylanilide hydroxamic acid 
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SIN: self inactivating 

TE: Tris-EDTA 

WT: Wild type 
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3. 背景 

T細胞白血病 1型 HTLV-1 成人 T細胞白血病 ATL  

T細胞白血病 １型 HTLV-1 δ 属 属

1980 人 感染 初 見 1

感染後約 50 いう長期潜伏感染期間 経 成人 T細胞白血病 ATL

HTLV-1関連脊髄症 HAM/TSP HTLV-1ぶ う膜炎 HU 原因

あ 知 い 2 3 HTLV-1感染者 生涯 通 ATL

症可能性 男性 6-7% 女性 2-3% HAM 症可能性 0.25% あ

大半 HTLV-1感染者 無症候性 あ 4 5 世界的 500-1000万人

国内 108 万人 HTLV-1 感染者 い 推測 後国内 100

万人超 感染者 約 5万人 ATL 約 3千人 HAM/TSP 約 1千人 HU

症 考え い 6 7  

 ATL 1977 報告 梢性成熟T細胞 白血病/ ン 腫 あ 8

病態 急性型 ン 腫型 慢性型 ぶ 型 4 類 9

ATL 症状 非常 多彩 あ 白血球増多 T 細胞 機能 全 日和見

感染 高 血症 意識 害 腫瘍細胞 潤 原因 ン 節腫脹

肝腫大 脾腫大 皮疹 あ ATL 病状 多彩 症例間 病状 幅広

特 い ATL 約 7割 白血病 病態 示 悪性 ン

腫 白血病化 え い 初 高悪性 ATL 対

標準的初回化学療法 mLSG15 用い い 生存期間中央値

12.7 他 造血器腫瘍 比 予後 悪い 10 初回治療例 場合約 7

割 寛解状態 無増悪生存期間 中央値 7 再 早 再

時 治療抵 性 問題 い 現状 造血幹細胞移植以外 長期間寛解

維持 治療法 確立 い い 造血幹細胞移植 効 患者 全体
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30%程 あ 生存期間中央値 6 程 あ 11 ATL患者

症 齢 高い 移植 適応 い患者 多 ATL 病態 映

治療薬 開 緊 課題 あ 2012 ATL 対 化 CCR4

体 国産初 対 体医薬 売 再 治性 ATL 対

第 2相試験 い 26例中 13例 い 完全寛解 部 寛

解 いう 望 成績 残 い ATL患者 約 9割 CCR4陽性 あ

実 期待 奏効率 あ 12 13 奏 患者 早期 再

依然 治癒 困 あ mLSG15 CCR4 体 併用療法

mLSG15 比 高い奏効率 成 い 14

標的 異 様々 薬 治療法 併用 相 的 効果 期待 更

新規治療薬開 ATL細胞 子生物学的 理解や薬 耐性

理解 必須 あ 考え 一方 悪性 い ぶ 型 予

後 良因子 い慢性型 い 国内 無治療経過観察 いう方針

い 2010 米国 英国 仏国 3 国 ATL治療 後 向

究 悪性 ATL 対 AZT/IFN療法 効 あ 5 生存率 100%

いう調査報告 15 国内 い AZT/IFN 臨床

試験 進行中 あ JCOG1111 後 向 究 治療方法 択

明瞭 点や 少 い患者数 結論付 疑問 比較 用い

化学療法 成績 悪 指摘 効能 疑問視 声 あ

16 従 悪性 ATL 対 積極的 治療法 確立 HTLV-1

無症候性 対 症予防法 確立 い 言え ATL

対 効 治療標的 索 症 解明 HTLV-1 細胞

死化 腫瘍化 礎的 理解 求 い  

 HTLV-1 2 Long Terminal Repeat LTR 挟 9.5 kb 長
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中 構造 ン 質 あ Gag Pro Pol Env え

pX領域 Rex p30 p13 p12 p8 Tax 6 ー ン

質 ン ン 鎖側 現 HBZ い 17 Rex

来 RNA 核外 輸送 や NMD 抑制 18 19 p30

Tax 競合 LTR 転写 抑制 翻訳 阻害

潜伏化 関 20 p13 p30 一部 解 ン 質

あ p30同様 Tax LTR 活性化 抑制 21 p12 p8

MHC class I 現 免疫系 回避 寄 や STAT5 活

性化 寄 明 い 22 23 HBZ hTERTや JunD

TGF- 活性化 Tax NF-B AP-1 Wnt 過剰 活性

化 抑制 細胞老化 抑制 細胞増殖 利 働 報告

い 24-29  

 

Tax 注目 3 理  

Tax 要性 様々 形 示 い 例え Tax ン

ッ ATL様 白血病 / ン 腫 症 30 31 Tax

特異的樹状細胞 活性化 ATL 患者 対 効 あ 可能性 示

32 ぶ 型 慢性型 効果 あ 報告 AZT/IFN Tax

現抑制 腫瘍効果 揮 可能性 あ 33 Tax 対 応

性 ATL 症 因子 あ 可能性 34 あ  

 HTLV-1 腫瘍化因子 Tax HTLV-1 pX 領域 ー 子

約 40 kDa ン 化 ン 質 あ Tax 主 機能 LTR

遺伝子 現 増強 CREB/ATF 知 い 100種類

超え 宿主細胞 ン 質 相互作用 宿主細胞遺伝子 現や細胞
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内 撹乱 明 い 35 36 子生物学的 知

見 Tax 強 現 HTLV-1 感染初期 い 感染細胞 増殖や生存

利 働 強 示唆 い え Tax 遺伝子 入 T 細胞

死化 Tax ン ッ ATL様白血病 ン 腫

症 Tax ATL 症 い 中心的 役割 果

明確 示 い 一方 Tax 免疫応答 惹起 Tax 現 細

胞 細胞 害性 T 細胞 CTL 標的 宿主免疫 体内 排除

いう ッ あ 37 実 ATL患者 直後 細胞

い Tax 現 ン ッ 検出限界以 あ 養

CTL や ン ー ン 抑制 Tax 現 検

出 報告 い 37-39 ATL患者 HTLV-1 配列

調 Tax 変異や LTR 損 DNA 化 抑制 認

腫瘍化 後期段階や ATL細胞 い Tax非依存的 影響 強

考え い 40  

 

ATL 多段階 癌  

 ATL 症 齢 布 独立 5 い 6 象 蓄積

症 いう多段階 癌 提唱 い 41 全 HTLV-1感染

細胞 腫瘍化 わ HTLV-1感染者 一部 ATL 症

妥当 あ 考え ATL 症前期 HTLV-1感

染 影響 強 Tax ン 質依存的 伝 経路

活性化や 細胞周期制御因子 活化 細胞増殖 利 働

腫瘍化 高 い 時期 え 内的要因 報告

い 特定 HLA型 関連性 強 影響 考え 42 ATL
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症後期 象 増殖能 獲得 免疫系 回避 あ

報告 い 機構 CDKN2A p53 変異 う 異

常や 後述 DNA 化 蓄積 考え い 43

44  

HTLV-1感染細胞 HTLV-1 挿入部 感染 ーン 識別

可能 あ 多段階 癌や ーン進化 非常

用 あ inverse PCR や 世代 ー ン ー 解析

ー 解析 行わ い 45 46 無症候性 段階

ーン ATL 症 感染細胞 過半数 占 例

報告 ーン 進化 捉え 究 進 い 47

結果 踏 え 現 HTLV-1感染 T細胞 樹状細胞 ー

HTLV-1 感染 広 感染 一部 T 細胞 死化 増殖 感染

ーン 形成 変化や 齢 影響 積

い ー ー 感染 ーン 増殖 最終的

変異 蓄積 ーン ー 増殖 ATL 症

考え い 17 48 49  

 

ATL ッ 異常 

 近 DNA 化 え ー 構成 ン ン

質 化 化 ン化 修飾 修

飾 ン 凝集や ン 質結合 足場 機能 遺伝子 現 維

持や制御 要 役割 果 細胞 裂 経 維持 遺伝情

報 機能 明 50-53 う DNA配列

変化 生 遺伝子 現 調節 維持 機構
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い X 染色体 活化や 生段階 遺伝子 現制御 同一

持 細胞 別々 表現型 示 来 機

能 あ う 来 機能 え 様々 悪性腫瘍 い

異常 遺伝子 現 撹乱 癌細胞 性状や悪性 関

い 明 い ATL細胞 い LTR

化 病型 進行 伴う CDKN2A DNA 化 蓄積や 他 細胞周期

制御因子 CDKN2B CDKN1A DNA 化 報告 い 40 54  

 当 究室 行 究 抑制的 ン修飾 ン H3 27番目

ン残 化 H3K27me3 異常 蓄積 miRNA 現

抑制 結果的 NF-B 恒常的活性化 誘 見出 い 55

ン修飾 H3K27me3 入 Polycomb ン 質 EZH2

ッ 制御 流 置 安定 DNA 化 可逆的

ン修飾 非翻訳 RNA 全 関 鍵 子

あ Polycomb 負 遺伝子 現制御 中心的

制御機構 あ 56-59 EZH2 幹細胞 究 癌 究 い 注目 集 い

ン 質 あ 造血幹細胞 幹細胞性 維持や ン 球 化 必須

あ ATL 固形 い 過剰 現 い 悪性 ン 腫 い

活性型変異 存 癌幹細胞 幹細胞性 必須 あ 示

い 60-67 ATL EZH2 標的 miR-31以

外 明 H3K27me3 異常 蓄積 全体像 細胞 え

影響 原因 時期 い ATL 症 進行 関 や

HTLV-1 関連 い 明 あ  

 HTLV-1感染細胞 ATL細胞 非常 似 表現型 示 癌化 初期段

階 Tax 誘 遺伝子 現 異常 Tax非存 ATL細胞
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保持 Tax 記憶 言う 現象 起 い 指摘 い

68 ATL細胞 見 NF-Bや AP-1 恒常的活性化 Tax 記憶

顕著 例 あ Tax 誘 異常 候補 変異 DNA

配列 変化 伴わ い ッ 変異 挙

ATL細胞 共通 異常 報告 い い 69 70 究室 行

わ ATL 細胞 現 解析 ー ン ー解析 miRNA 現

解析 ATL細胞 共通 異常 見 い い 高

損 見 9p21.3領域 異常 蓄積

い 明 55 Tax 記憶 実態

異常 異常 複合 あ 可能性 示唆

Tax 異常 関連 い 複数 報告 Tax

DNA PolII 現抑制 base excision repairや nucleotide excision 

repair 抑制や Chk1/2 p53 機能抑制 DNA 損傷修 機構 阻害

細胞周期 ッ ン 活化 あ 71-76 Tax

関連 ン脱 化酵素 HDAC 相互作用

究室 報告 ン 化酵素 SUV39H1 SMYD3 相互作

用 報告 い あ 77-79 Tax 相互作用 LTR

遺伝子 現 ッ 抑制 示 い

Tax 宿主細胞 対 異常 誘 いう

報告 い い  

 

4. 目的 

 究 目的 ATL 異常 実態 影響

明 HTLV-1感染 ATL 症 悪性化 過程
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ッ 異常 変 明 HTLV-1 誘

ッ 異常 実態 子 明 T 細胞 え

影響 解明  
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5. 実験材料 方法 

ATL及 HTLV-1 検体 

ATL 検体 HTLV-1 無症候性 検体 HTLV-1 感染者 ー 共

同 究班 Joint Study on Predisposing Factors of ATL Development

JSPFAD 供 使用 検体 ン ー

ン ン 書面 得 うえ 行 健常者 血 東京大学医 学 究

所 究用 血 指針 従 行 究 東京大学医 学 究 倫理

審査委員会 承認 得 実施 審査番 No. 14-155 検体 情報

Table 1 示  

 

ー 

 理化学 究所 好浩之 生 供 い い ン ー

CSII-EF-MCS-IRES2-Venus vector HTLV-1 Tax 生型 WT FLAG

付 WT F-Tax 変異型M22 C29A cDNA 挿入 Tax 鋳型

関西医 大学 藤澤 一 生 pCG-Tax vector 使用

使用 primer 配列 Table 2 示 CS-RfA-EVBsd-shEZH2

CS-RfA-EVBsd-shSUZ12 pGL4.10-EZH2 promoter 山岸誠博士 pME-

FLAG-Rex pME-FLAG-HBZ pME-FLAG-p30 中 和民博士 供 い

い 使用 19  

 

ー ン ー作製 

PCR Platinum Taq DNA Polymerase High Fidelity Invitrogen 用

い 推奨 い ー 従い行 応条件 94°C×2 min +

94°C×30 sec + 50°C×30 sec + 68°C×2 min ×32 cycles 行 得
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PCR産物 1% ー 電気泳動 目的 長 DNA断片 増幅

い 確認 後 出 Wizard SV Gel and PCR Clean-

Up System Promega 用い DNA 断片 精製 精製 DNA 断片

TA ー ン 行い pGEM T Easy vector Promega 挿入 配列

い 確認 後 CSII vector 挿入  

 

細胞 養 

 ATL 細胞株 TL-Om1 MT-1 ATN-1  10% FBS GIBCO 1000 U /ml 

Penicillin GIBCO 1000 g/ml Streptmycin GIBCO 含  RPMI1640

地 養 HEK293FT HeLa細胞 10% FBS 1000 U /ml Penicillin

1000 g /ml Streptmycin 含 DMEM 地 日水製薬株式会社 養

養 37°C 5% CO2 条件 行  

 

ー 電気泳動 

 EtBr 添 1～2% ー 用い 100 V 35 間電気泳動

行い Whealtec dolphin-View KURABO 影 ー ー

HindIII TaKaRa 100 bp marker GeneDireX DM003-R500 用い

 

 

体 

使用 体 以 通 あ  

H3K27me3 体 Millipore 07-449 H3K4me3 体 Millipore 07-

473 EZH2 体 D2C9 Cell Signaling 5246 EZH2 体 AC22

Cell Signaling Technology 3147 H3 体 Abcam 10799 TSLC1
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体 MBL CM005 Actin 体 Santa Cruz AC-15 RelA 体

Santa Cruz sc-8008 RelB 体 Santa Cruz sc-226 FLAG 

体M2 Sigma-Aldrich F1804 IgG 血清 来 SIGMA I3581-5MG

Normal rabbit IgG Cell Signaling 2729S ー 標識

体 体 IgG H&L Promega ッ 体 IgG Fc

Promega   

Tax 体 Lt-4 琉球大学 中勇悦 生 頂い 使用 80

TSLC1 体 biotin N-hydroxysuccinimide ester Sigma-Aldrich H1759-

5MG 用い ン化 使用 81  

 

阻害  

DZNep 13828 Cayman Chemical GSK126 15415 Cayman Chemical

U0126 V1121 Promega DMSO 溶解 使用 5-aza-2-

deoxycytidine Aza-dC A3656 SIGMA PBS 溶解 使用

Cyclosporin A 30024 SIGMA ー 溶解 使用  

 

ン ン 作製 

 遺伝子 入 行う前日 HEK293FT細胞 4×106 cells/10 cm dish 種

種後 約 24時間 養 SIN ー CSII-EF-Tax-

IRES-Venus vector  4.25 g 2種類 ッ ー ン pCMV-VSV-

G-RSV-Rev vector pCAG-HIV-gag pol vector  各 2.5 g 遺伝子 入

遺伝子 入 0.323 g/L PEI Polyethyleni mine "Max" Polysciences Inc.

使用 遺伝子 入後 6 時間 地交換 行い 72 時間後 養 清

回 養 清 400×g 1 min 遠心 0.45 m ー
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通 細胞 除去 得 養 清 6000×g 4°C 3時間遠心

ッ RPMI1640 地 FBS- 再懸 -80°C 保存  

 

PBMC 活性化 

 健常人 全血 等 Ficoll-Paque PLUS GE Healthcare 層 400×g

30 min 室温 遠心 遠心後 ン 球 含 層 PBS 2

洗浄 PBMC 以降 実験 用い 得 PBMC PHA

SIGMA 終濃 1 g/l 添 RPMI1640/10% FBS 48時間 養

PHA-activated PBMC 以降 実験 使用  

 

CD4陽性 T細胞  

 CD4 陽性 T 細胞 Dynabeads CD4 Positive Isolation kit

ThermoFisher 従 行 健常人 梢血

1×107個 PBMC 対 25 l Dynabeads え 4°C 20 間回転混和

Dynal MPC ッ 2 間静置 清 CD4 depleted PBMC 回

PBS/0.1% BSA beads 3 洗浄 10 l DETACHaBEAD

え 室温 45 間 応 10 置 tube 軽 ッ ン

撹拌 Dynal MPC ッ 1 間静置 清 CD4陽性 T細胞

画 回  

 

CD3/28 体 T細胞 活性化 

 あ CD3 体 Miltenyi 130-093-387 CD28 体 Miltenyi

130-093-375 0.5 g 固相化 96 well plate 1×106個 CD4

陽性 T細胞 48時間 養 活性化 T細胞 作製  
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Tax 入細胞 Tax-cell 作製 

 記 通 活性化 PHA-activated PBMC 1.5 ml tube 回

2,000×g 1 min 室温 遠心 清 捨 細胞 ッ

ン ン 溶液 懸 37°C 5 min静置 400×g 3 h

30°C 遠心 遠心後 5×106 cells/ml 濃 う RPMI1640/10% 

FBS/IL-2+ 終濃 10 ng/ml 懸 100 l 96 well plate 注

2日 地 半 捨 新 い 地 え 養  

 

RNA 出 

 目的 細胞 1.5 ml tube 回 2,000×g 1 min 室温 遠心 清

捨 得 細胞 ッ 1 ml ISOGEN ッ ン ーン え

数回 ッ ン ッ 完全 溶解 200 l

Wako 添 懸 後 16,000×g 30 min 4°C 遠心

清 等 ー Wako 添 -20°C 2時間以 静置

後 16,000×g 30 min 4°C 遠心 得 ッ DNase 

solution MQ 45 l 10×DNase I Buffer TaKaRa 5 l Recombinant DNase 

I RNase-free TaKaRa 2 l Recombinant Ribonuclease Inhibitor TakaRa

0.5 l え 37°C 30 min 応 再 ISOGEN 1 ml え

混和 200 l 添 懸 後 16,000×g 30 min

4°C 遠心 得 清 30 l 3 M NaOAc pH 6.0 え 清

等 ー 添 -20°C 2 時間以 静置 後

16,000×g 30 min 4°C 遠心 得 ッ MQ 溶解 RNA

溶液  
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逆転写 応 

 RNA 出 得 RNA Super Script II Invitrogen 用い

cDNA 合成 RNA溶液 8 l 2.5 l dNTP solution 1 l Random 

primer mix 300 ng/l 添 65°C 5 min 保温後 氷 静置

後 5×First strand buffer 4 l 0.1 M DTT 2 l reverse transcriptase

200 units 1 l え 42°C 50 min 70°C 15 min 応 応

後 溶液 RNA 濃 10 ng/l う MQ え realtime PCR

使用  

 

Realtime PCR 

 realtime PCR SYBR Premix Ex Taq Appliedbiosystems 用い 行

応 SYBR Premix Ex Taq 5 l MQ 2.5 l 10 M Forward primer 0.25 

µl 10 M Reverse primer 0.25 l sample 2 l 10 l 系 行い Thermal 

cycler Dice TAKARA 用い 応 測定 行 PCR 条件 95°C×30 

sec + 95°C×10 sec + 60°C×1 min ×45 cycles 行 ン ー ン

ー RPL19 用い 使用 primer Table 2 示  

 

miRNA 定  

miRNA 定 TaqMan® MicroRNA Assays Appliedbiosystems 用い

行 応 SYBR Premix Ex Taq 5 l MQ 2.5 l 10 M Forward primer 

0.25 l 10 M Reverse primer 0.25 l sample 2 l 10 l 系 行い

Thermal cycler Dice TAKARA 応 測定 行 PCR 条件 95°C×30 

sec + 95°C×10 sec + 60°C×1 min ×45 cycles 行 ン ー ン
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ー RNU48 使用 用い primer set Table 2 示  

 

蛍 免疫染色法 

 1×105個 細胞 50 l PBS 懸 cytospin 用い 800 rpm 3 min

室温 遠心 後 風乾 乾燥後 4% PFA 5 間固定 1% Triton 

X-100/PBS 膜透過処理 後 1% BSA/PBS 30 ッ ン 行

後 1% BSA/PBS 1/200 希釈 1 体 4°C 12時間以

応 応後 0.1% BSA/PBS 体 洗い流

1% BSA/PBS 1/500 希釈 2 体 室温 2 時間 応

0.1% BSA/PBS 体 洗い流 水 後

ン ン 80% glycerol 5 ng/l DAPI 30 l 入 共

焦点顕微鏡 Zeiss LSM 710 蛍 顕微鏡 Olympus BX50 観察 影

得 画像 ッ CS5 Adobe 用い 色付 画像 変

換 色調 調整 行 明 ン い 同 実験 ン

間 同一 処理 行  

 

ン ッ ン 質 検出 

 ン ッ 供 細胞 1.5 ml tube 回 PBS 2回洗浄

RIPA buffer 10 mM Tris-HCl pH 8.0 150 mM NaCl 1 mM EDTA pH 

8.0 1% NP-40 0.1% sodium deoxycholate 0.1% sodium dodecyl sulfate 

SDS 懸 20 min氷 静置 16,000×g 20 min 4°C 遠心

清 回 得 清 半 3×sample buffer 10% glycerol

3% SDS 65 mM Tris-HCl pH 6.8 0.01% bromophenol blue え 100°C

3 min処理 泳動用 ン 10~15% 泳動
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泳動線 流 直前 泳動 semi-dry 転写装置 BIO CRAFT 

BE-300 用い 定電 14 V 90 min 条件 ン 質 PVDF膜 転写

転写後 1% /TBST 20 mM Tris-HCl pH 7.5 150 mM 

NaCl 0.05% Triton X-100 30 min ッ ン 行い 終夜 一

体 応 TBST 10 min×3回洗浄 体 anti-mouse IgG AP 

conjugate Promega 室温 時間 応 後 TBST 10 min×3回

TBS 10 sec×1 回洗浄 NBT/BCIP Colour Development Substrate

Promega 色 画像 ー GT-X980 EPSON 込

ン 強 測定 ImageJ 用い 行  

 

ー ー ーン ッ  

 Opti-MEM 地 25 l effecter あ CSII-EF-Tax-IRES-Venus vector

100 ng reporter あ HTLV-1 LTR Luciferase vector 6B Luciferase vector

EZH2 promoter Luciferase vector 50 ng Internal control用 pRSV 

Renilla Luciferase vector 3.3 ng添 A液 Opti-

MEM 地 25 l Lipofectamine2000 Invitrogen 1 l添 穏や

混和 後 5 min以 室温 静置 B液 A液 B液 穏や

混和 20 min以 室温 静置 後 全 前日 HEK293FT細胞

1×105 cells/250 l 濃 種 48 well plate 添 種

生物質 含 い い DMEM 地 使用 添 4 時間後

地 交換 2日間 養 後 細胞 い う PBS 地 洗い流

200 l Passive Lysis Buffer Promega 添 細胞 溶解

室温 20 min静置 10,000×g 1 min 4°C 遠心 溶性画 殿

清 10 l 質 2 l 添 plate 2 振盪 10 測定 い
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う設定 測定 行  

 

Flow cytometry Venus 検出及 Venus ッ  

 接着細胞 場合 ン処理 細胞 FACS buffer

PBS/2%FBS 1 ml 細胞 懸 1,000×g 2 min 室温 遠心

清 除去 細胞濃 1×105 cells/ml程 う FACS buffer 懸

FACSCalibur Becton Dickinson 測定  

 浮 細胞 場合 養 い dish well 中 細胞 懸 1,000×g

2 min 室温 遠心 清 除去 細胞濃 1×105 cells/ml程

う FACS buffer 懸 FACSCalibur 測定  

 

Flow cytometry 細胞表面 ー ー 検出 

 浮 細胞 1.5 ml tube 回 1,000×g 2 min 室温 遠心 地

除去 後 FACS buffer 50 l 懸 FACS 用 fluorescence dye-

conjugated antibody 1 l添 遮 室温 30 min静置 後

FACS buffer 残存 体 洗い流 300 l FACS buffer 懸

FACSCalibur 測定 使用 FACS用 体 FITC anti-human CD7 

Antibody Biolegend 343104 PE anti-human CD8 Antibody BD 555367

APC anti-human CD4 Antibody BD 555349 あ  

 

Flow cytometry 細胞  

 前 Flow cytometry 細胞表面 ー ー 検出 同様 細胞 染色

1×107 cells/ml 濃 FACS buffer 懸 FACSAria 用

い 東京大学医 学 究所幹細胞治療 究 ン ーFACS ー
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ー ー 協力 行  

 

Flow cytometry H3K27me3 検出 

 1×106個 細胞 1.5 ml tube 回 1,000×g 2 min 室温 遠心

地 除去 後 4% PFA 懸 10 間 37°C 静置 細胞 固定

再 1,000×g 2 min 室温 遠心 清 除去 90% methanol 懸

氷 30 min静置 膜透過処理 行 1,000×g 2 min 室

温 遠心 清 除去 FACS buffer 細胞 懸 室温 10 min

ッ ン 行 後 H3K27me3 体 1/200 希釈率 う

添 室温 1時間 応 FACS buffer 1回洗浄 行い 1/500

希釈 Alexa fluor 546 Goat anti-Rabbit IgG Molecular Probes A-11035

30 min 室温 応 FACS buffer 2回洗浄 後 300 l FACS 

buffer 懸 FACSCalibur 測定  

 

ー ッ  

ー 検出 PE Annexin V Apoptosis Detection Kit I BD 

Biosciences 559763 用い 推奨 ー 従 行 細胞

Annexin V-PE 7-AAD 含 Annexin V binding buffer 懸 15 室温

静置 後 2 倍 Annexin V binding buffer え

FACSCalibur 測定 Annexin陽性細胞 ー 細胞  

 

Bisulfite sequence法 

 目的 細胞 QIAamp DNA mini kit QIAGEN 51304 用い genomic 

DNA 精製 2 g bisulfite処理 使用 bisulfite処理 Methyl 
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Easy Xceed Human Genetic Signatures ME002 用い 行い 20 ng/l

濃 う 溶出 PCR 使用 PCR Platinum Taq DNA 

Polymerase High Fidelity Invitrogen 用い 推奨 い ー

従い行 応条件 95°C×2 min + 95°C×30 sec + 55°C×30 sec + 

68°C×30 sec ×40 cycles 行 2% ー 電気泳動 行い 目的

長 DNA 断片 増幅 い 確認 後 出

Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System Promega 用い DNA 精製

精製 DNA TA ー ン pGEM T Easy vector 挿入

大腸菌 DH5 用い 増幅 DNA配列 確認  

 

Cell proliferation assay 

 1×103~5×104個 目的 細胞 96well plate 種 Cell Counting Kit-8

DOJINDO 347-07621 10 l添 1～3時間 養 450 nm 630 

nm 吸 測定  

 

ン免疫 降法 

 1×106個 細胞 含 地 10 ml formaldehyde Wako 064-00406

270 l添 室温 10 間静置 600×g 2 min 4°C 遠心 清

除去 ice cold PBS 10 ml え 懸 操作 2回繰 返

細胞 500 l SDS Lysis Buffer 50 mM Tris pH8.1 10 mM EDTA, 

1% SDS 懸 氷 10 間静置 後 超音波 DNA 断片

化 20,000×g 10 min 4°C 遠心 清 5 ml IP buffer 16.7 

mM Tris pH8.1 1.2 mM EDTA 16.7 mM NaCl 1.1% Triton X-100 0.01% 

SDS 50 l IP buffer/50% protein G sepharose GE, 17061801
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え 1時間回転混和 行 1,400×g 1 min 4°C 遠心 得 清

1 ml H3K27me3 体 2 g添 12時間以 4°C 回転混和 IP 

buffer/50% protein G sepharose え 1 時間回転混和 Wash 

buffer a 20mM Tris pH 8.1 2 mM EDTA 150 mM NaCl 0.1% SDS

1% Triton X-100 Wash buffer b 20 mM Tris pH8.1 2 mM EDTA 500 

mM NaCl 0.1% SDS 1% Triton X-100 Wash buffer c 10 mM Tris pH8.1

1 mM EDTA 1% sodium deoxycholate 1% NP-40 0.25 M LiCl TE buffer

TE buffer 洗浄 回 ー 洗浄 ー 250 l

Elution buffer 0.1 M NaHCO3 1% SDS え 15  vortex 攪拌

室温 15 min静置 3,300×g 30 室温 遠心 得 清 新

い ー 回 操作 繰 返 500 l Elution buffer

DNA- ン 質複合体 20 l 5 M NaCl 添

65°C 4時間 応 後 20 l 1 M Tris-HCl pH 6.5 10 µl 0.5 M 

EDTA 2 l Proteinase K ThermoFisher 10 mg/ml 25530-049 添

更 45°C 1 時 間 応 後 500 l

Phenol/Chloroform/Isoamylalcohol液 え ン 質 除去 等 2-

Propanol え 20,000×g 30 min 4°C 遠心 得 殿 70 l

MQ 溶 realtime PCR 応 使用  

 

ChIP ッ  

 1～5×104個 細胞 250 l RPMI/10% FBS 懸 終濃 1%

う formaldehyde 添 室温 8 間静置 ice cold PBS 400 

l え ン ー ー 遠心機 遠心 ice cold PBS 洗浄 2

回行 細胞 60 l Lysis buffer 50 mM Tris-HCl pH 8.0 10 
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mM EDTA 1% SDS 1 mM PMSF 20 mM Sodium butyrate 懸 氷

10 間静置 210 l RIPA buffer え Ultrasonic processor XL

Astrason 用い 10 間超音波破 行 20,000×g 10 min 4°C

遠心 清 回 残 殿物 210 l RIPA buffer え 10

間 Voltex mixer 懸 20,000×g 10 min 4°C 遠心 清 回

回 清 合わ ン 溶液 磁気 ー RIPA 

buffer 2回洗浄後 200 l RIPA buffer 懸 2 g 体 え 4°C

2 時間回転混和 磁気 ッ ー 吸着 清 除 150 l

ン 溶液 え 12時間以 4°C 回転混和 RIPA buffer

洗浄 3 回 ice cold TE buffer 洗浄 1 回行い 150 l complete 

elution buffer 20 mM Tris-HCl pH 7.5 5 mM EDTA 50 mM NaCl 20 

mM Sodium butyrate 1% SDS 50 g/ml Proteinase K 懸 65°C

2 時間 応 間 15 ー 撹拌 磁気 ッ ー

吸着 清 回 350 l Elution buffer 20 mM Tris-HCl pH 

7.5 5 mM EDTA 50 mM NaCl え Phenol/Chloroform/Isoamylalcohol

用い ン 質 除去 1 ml  ー え -80°C 30 静

置 20,000×g 10 min 4°C 遠心 得 殿 35 l MQ 溶

realtime PCR 使用  

 

ChIP-on-chip Coc 法 ー ー 解析 

 ChIP-on-chip Agilent ChIP-on-chip protocol v11.0 従 行

1×107個 細胞 tube 回 遠心後 清 捨 fixing solution 50 mM 

Hepes-KOH pH 7.5 100 mM NaCl 1 mM EDTA 0.5 mM EGTA 11% 

formaldehyde 懸 15 室温 静置 1.375 M glycine 1 ml え
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固定 応 後 1,400×g 10 min 4°C 遠心 PBS 2 洗浄

後 10 ml LB1 50 mM Hepes-KOH pH 7.5 140 mM NaCl 1 mM 

EDTA 10% Glycerol 0.5% IGEPAL CA-630 0.25% Triton X-100 細胞

懸 氷 10 静置 1,400×g 10 min 4°C 遠心 清 捨

10 ml LB2 10 mM Tris-HCl pH 8.0 200 mM NaCl 1 mM EDTA 0.5 

mM EGTA 細胞 懸 室温 10 静置 1,400×g 10 min 4°C

遠心 清 捨 MNase digestion buffer 50 mM Tris pH 7.4 4 mM 

MgCl2 1 mM CaCl2 懸 37°C 細胞 適 時間保温

応後 20 l 0.5 M EDTA え 応 室温 1,400×g 10 

min遠心 清 捨 500 l LB3 10 mM Tris-HCl pH 8.0 100 

mM NaCl 1 mM EDTA 0.5 mM EGTA 0.1% sodium deoxycholate 0.5% 

N-Lauroylsarcosine 1% Triton X-100 懸 20 間超音波破 行

核 破 確認 20,000×g 10 min 4°C 遠心 清 回

得 清 50 l Input 2.5 ml LB3 え 希

釈 あ 用意 Dynabeads M-280 sheep anti-rabbit IgG

Invitrogen 11203D Dynabeads Protein G Invitrogen 10003D

目的 体 10 g 混 4°C 12時間以 回転混和 え 4°C

12時間以 回転混和 翌日 磁気 ッ 用い ー 吸着 RIPA 

buffer 6 50 mM NaCl 添 TE buffer 1 洗浄 後 200 

l Elution buffer 50 mM Tris-HCl pH 8.0 10 mM EDTA 1% SDS

え 65°C 15 間保温 2 Vortex mixer 用い

ー 撹拌 磁気 ッ 用い ー 吸着 清 回 65°C

12時間以 保温 後 8 l RNaseA SIGMA R6513-50MG 添

37°C 2時間 応 Proteinase K ThermoFisher 10 mg/ml
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25530-049 え 55°C 30 応

Phenol/Chloroform/Isoamylalcohol え ン 質 除去 1 ml

ー え -80°C 30 冷却 後 20,000×g 10 min 4°C 遠心

得 ッ 70 l TE buffer 溶解 う 55 l

応 使用 T4 DNA Polymerase TaKaRa 2040A 12°C 30 応

DNA断片 端 滑化 Linker DNA 添 16°C 16時間 応

AmpliTaq DNA Polymerase ThermoFisher N8080160 用い 2

Linker-mediated PCR 行 1 目 応条件 55°C×4 min 

+72°C×3min + 95°C×30 sec + 60°C×30 sec + 72°C×1 min ×15 cycle 2 目

応条件 95°C×2min + 95°C×30 sec + 60°C×30 sec + 72°C×1 min ×25 

cycle 行 PCR 産物 ー 殿 後 Nanodrop 濃 測

定 2.6 g ン 使用 ン SureTag DNA Labeling 

Kit Agilent Technologies 用い ー 従 行 ン

後 Nanodrop 用い DNA 濃 Cy3 Cy5 濃 測定

ン 定 Yield Specific Activity 準 Yield > 5 g Specific 

Activity > 15 Cy3 or 18 Cy5 pmol / g 満 い 確認

化 DNA Sureprint G3 Human Promoter Microarrays Agilent 

Technologies 65°C 40時間 応 洗浄 画像化

全 定 い ー 従 行 得 画像 Feature 

Extraction 用い 数値化 GeneSpring 12.5 Agilent 

Technologies 規化 行い Cy5/Cy3 値 算出

わ 検出 probe い 除外 測定

誤差 減 全 probe 第 四 点 値 全 値 揃

え probe 値 遺伝子 均化 使用  
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遺伝子 現 解析 

 網羅的 遺伝子 現 ー 過去 当 究室 行わ 使用

55 81 4×44K Whole Human Genome Oligo Microarray Agilent 

Technologies 用い 測定 行い Gene spling 12.5 Agilent Technologies

ー 込 補 規化 行 GEO 録番 GSE33615

ATL検体 52例 健常人 21例 GSE55851 ATL検体 6例 HTLV-1

検体 2例 健常人 3例 あ GSE33615 ー い PVL

い ぶ 型 1検体 ー 除外 51例 ー 使用 GSE33615

検体 情報 Appendix 1 示  

 

統計学的 処理及 ー 解析 

 遺伝子 現 ン 化 種々 in vitro 行 ッ い

Welch T検定 用い q-value ン 相関 数 R version 3.1.3

用い 算出 https://cran.r-project.org/ 転写因子 結合 解析

oPOSSUM http://opossum.cisreg.ca/oPOSSUM3/ 使用 82 GO

解析 DAVID http://david.abcc.ncifcrf.gov/ 使用 83 過去 報告

い 網羅的 遺伝子 現 ー SNP ー Array Express

http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/ 及 GEO

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/ 得 SNP ー

CNAG 2.0 用い 解析 行 84 過去 報告 い ChIP-seq ー

SraTailor 用い SRA http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra 得

Bowtie2 ッ ン 行い MACS ー ー 行 85  
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6. 結果 

ATL細胞 PRC2 異常 

当 究室 行わ ATL検体 急性型 n=26 健常者 n=21 遺伝子

現 結果 再解析 ッ 遺伝子 現制御 関わ

遺伝子 現比較 行 SET ン ン 化酵素 中

EZH2 現 昇 最 顕著 あ Figure 1 86

ッ 遺伝子 現制御 行う複合体 いう視点 え PRC2 構

成因子 全 ATL 現 意 昇 い Figure 2 PRC1 や TrxG

SWI/SNF い 同様 現 比較 意 現 変動 い

遺伝子 複数見 複合体 構成因子全 現 昇

い いう PRC2 特 他 複合体 見  

 SNP 結果 GSE33602 解析 36/168検体 21.4%

EZH2 含 領域 複 観察 Figure 3 SUZ12 EED

RBBP4 い 同様 解析 SUZ12 EED 12/168検体 7.1%

RBBP4 4/168検体 2.4% 複 観察  

 

PRC2 ATL細胞 え 影響 

 PRC2 ATL 細胞 え 影響 調 EZH2 及 SUZ12 対

shRNA 用い 現 生存能 比較 shRNA 現

ン ー 用い ー H1 ー ー shRNA

EF-1 ー ー Venus 遺伝子 現 う 設計

shRNA 入 細胞 Venus 現 可視化 ン ー

firefly luciferase 対 shRNA 使用 shRNA 持

ン ATL細胞株 TL-Om1 MT-1 感染 3日後 FACSCalibur
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Venus陽性細胞 割合 測定 Venus陽性/陰性細胞 割合 同等

う 調整 感染 8 日目 2 日 Venus 陽性率 測定

shLuc 現 細胞群 Venus 陽性率 一定 あ 対

shEZH2 shSUZ12 現 細胞群 Venus 陽性率 観察

PRC2 構成因子 現 ATL 細胞 生存 寄 い わ

Figure 4  

 

EZH2 活性阻害 GSK126 ATL 細胞 生存率 時間 濃 依存的

 

 EZH2 活性化変異 B細胞 ン 腫細胞 対 効 あ GSK126

用い ATL 細胞 生存 え 影響 調 ATL 細胞株 TL-Om1

ATN1 用い DLBCL 細胞株WSU-DLCL2 比較対象 使用 GSK126

濃 2500 nM 1/4 希釈 7段階 希釈系列 DMSO処理群

2日 継代 14日目 生存率 測定 ATL細胞株 時間 濃

依存的 生存率 見 14日目 IC50 TL-Om1 307.7 nM

ATN1 272.9 nM あ Figure 5 EZH2 活性化変異

B細胞 ン 腫 同等 あ 67 生存率 EZH2 阻害

あ 細胞死 あ 検討 GSK126

処理 TL-Om1 ン ッ 供 H3K27me3 Annexin V

陽性率 測定 ン ッ 結果 H3K27me3 減少

い 確認 Figure 6A GSK126処理群 約 9割 細胞

Annexin V陽性 あ EZH2 阻害 ー 誘

わ Figure 6B 同様 患者検体 用い EZH2 阻害

H3K27me3 減少 見 検討 ATL 患者検体 6 日間 GSK126
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処理 ン ッ 供 Figure 6C 用い 3 検体全

H3K27me3 減少 見 GSK126 ATL 検体 対 影響 当 究

室 修士学生 中川翔太氏 検討 意 ー 誘

明 い Appendix 3  

GSK126処理 TL-Om1細胞 RNA 遺伝子 現 解析

行 1,807遺伝子 1.5倍以 現 昇 い Figure 7A

EZH2 阻害 複数 遺伝子 ー ー い H3K27me3 減少

遺伝子 現 昇 起 い Figure 7B-C 現 昇

HDACや DNMT 共阻害 増強 Figure 7C 結果

EZH2 阻害 H3K27me3 減少 様々 遺伝子 脱抑制 結

果 ATL細胞 ー 起 生存率 示唆  

 

ChIP-on-chip 用い 解析 

 異常 実態 明 常 CD4陽性 T細胞 ATL患

者検体 ATL 細胞株 TL-Om1 H3K27me3 転写活性化 関

H3K4me3 ワ 布 明 目的 ChIP-on-chip

法 Coc法 用い 検討 使用 ATL患者検体 情報 常 CD4陽性

T細胞 Table 1 Figure 8A 示 Coc法 2×400K Agilent G3 promoter 

array Agilent Technology 用い Agilent Technology 推奨

ー 則 行 ー ン 断片化 PCR

ン断片 増幅 及 Cy3 Cy5 ン 段階 ン

評価 行う 推奨 い Coc法 立 3点 評価 行  

 ン 断片化 い ン構造 保存 断片化 行

う MNase 用い ン 断 核 破 超音波破 用
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い ン断片 1000 bp 以 長 推奨

い MNase 適 検討 primary 細胞 1 kilo gel units

37°C 5 TL-Om1 MT-2 37°C 20 処理 目的 長

ン断片 得 わ Figure 8B 条件 免疫

降 行 H3K27me3 蓄積 あ 報告 い MYT-1

遺伝子 ー ー H3K27me3 蓄積 確認 Figure 8C 87  

 PCR ン断片 増幅 及 ン 効率 い

Nanodrop 測定 評価 行 2 増幅 SureTag DNA labeling Kit

Agilent Technology 用い ン 後 Nanodrop 用い DNA

Yield g Cy3 Cy5 ン 効率 Specific Activity pmol/g

測定 い 準値 回 Coc法 適 ン

調整 行え 確認 Table 3  

 ン 問題 い わ ン

ー ー 全 い ン 行わ

確認 得 ー Genespring 12.5 解析 Cy3

及 Cy5 値 極 い probe い 値 削除 間 測

定誤差 少 第 四 点 値 全 ン 値 揃

え 補 行 信 高い probe 出 標準

偏差 2 大 い probe 排除 Figure 9A  

 Coc 法 得 ー 常 T 細胞 用い H3K27me3 ChIP-

seq ー SRX000143 88 比較 実験系 評価 行 ChIP-seq

ー 解析 Sratailor 用い ー ン ー ッ ン ー

ー 行 ChIP-seq H3K27me3 ー 見 遺伝子 い Coc

ー 比較 Coc H3K27me3 意 高い
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わ Figure 9B 述 EZH2 阻害 現 昇 1,807

遺伝子 い ー ー H3K27me3 調 全

遺伝子 比 意 高い わ Figure 9C 結果 Coc

法 ン修飾 評価 い 検証  

 

ATL検体 常 T細胞 比較 

 ATL 異常 化 布 明 ATL検体 常 T

細胞 Coc ー probe 遺伝子 比較 意 H3K27me3

変化 見 probe 常 T 細胞 い 化状態 あ 領域

異常 化 蓄積 起 い わ H3K27me3 い

遺伝子 均化 ATL 全遺伝子 38.9% 増 10.6% 減

少 約半数 遺伝子 変動 起 い Figure 10A

ATL 常 T 細胞 化 ーン ー 析

全 検体 共通 化 変動 見 H3K4me3 比

H3K27me3 化 大規模 再構成 起 い Figure 10B-D

Figure 11 化 い ATL 常細胞

ー 形成 わ  

H3K27me3 蓄積 見 7,862遺伝子 い H3K4me3 変化 調

約半数 遺伝子 H3K4me3 減少 起 H3K27me3

蓄積 伴うH3K4me3 減少 ATL細胞 再構成

実態 あ わ Figure 12A-B  

 異常 化 蓄積 見 遺伝子 い PRC2 機能 要 あ

既知 ES 細胞 DLBCL 細胞 比較 ES 細胞 DLBCL ー

過去 報告 い ー 使用 67 89 大部 複 い



33 
 

ATL 特 的 化 ーン あ わ Figure 12C  

 H3K27me3 遺伝子 ー ー や ン ン ー 蓄積 遺伝子 現

負 制御 知 い 88 90 91 H3K27me3

転写開始点 TSS 距 従 調 常 T細胞 ATL

細胞 TSS付近 ー あ 緩や 山型 示

Figure 13A 意 H3K27me3 変化 probe い 布

同様 TSS 距 従 解析 ATL 意 高い probe

転写開始点 流 3000kb付近 高 存 TSS付近 gene body

あ わ Figure 13B 一方 述 通 ー

ー 遠 ン ン ー い H3K27me3 変化 遺伝子 現

影響 報告 い 常 CD4陽性 T細胞 ン ン ー領域

ATL 常 T細胞 H3K27me3 比較 ン ン

ー 定義 一般的 用い H3K4me1 H3K27ac 2 ン修飾

見 領域 92 常 T細胞 H3K4me1 H3K27ac 網

羅的 布 Epigenetic roadmap project ー 使用 93 結

果 常 T細胞 ン ン ー H3K27me3 あ

ATL 意 H3K27me3 蓄積 見 わ ATL 異

常 H3K27me3 蓄積 遺伝子 ー ー ン ン ー 両方 見

Figure 13C  

 H3K27me3 蓄積 い CpG ン 関連 報告 い 56

94 95 CpG ン 無 ATL 異常 H3K27me3 蓄

積 関 調 CpG ン 過去 報告 参考 UCSC Table 

Browser https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTables 得 TSS 含

300 bp以 G C 50%以 占 領域 定義 96
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無 H3K27me3 比較 CpG ン 遺伝子

方 H3K27me3 蓄積 顕著 あ Figure 13D  

  

化 変化 網羅的 遺伝子 現 統合解析 

 ATL い 大規模 化 変化 遺伝子 ー ー ン ン

ー 存 明 遺伝子 現 え 影響 解

析 遺伝子 現解析 当 究室 過去 行 網羅的 遺伝子 現解析

ー 使用 GSE33615 55 ATL 常 T細胞 遺伝子 現変

化 H3K27me3 変化 統合 ATL 現 遺伝子 過半

数 H3K27me3 異常 蓄積 見 わ Figure 14A

遺伝子 現 変化 H3K27me3 変化 緩や 逆相関関 あ

わ ATL い H3K27me3 増 遺伝子 現 逆

H3K27me3 遺伝子 現 昇 い Figure 14B-C ATL

H3K27me3 蓄積 NDRG2 CDKN1A ZEB1 BCL2L11 BIM

CD7 ATL い 要 癌抑制遺伝子や細胞表面 ー ー 含 い

Figure 7 Figure 14B 81 97-100 一方 H3K27me3 減少 CADM1

や EVC1/2 遺伝子 関連 い 101 102 結果 ATL

特 的 化 変化 遺伝子 現変化 密接 関 い わ

 

 

ATL ッ 抑制 遺伝子群 同定 機能解析 

 変化 ATL細胞 え 影響 調

ッ 抑制 遺伝子群 絞 込 GO解析 行 急性型 ATL 現

H3K27me3 蓄積 あ ッ 抑制
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考え 遺伝子群 絞 込 856遺伝子 同定 Figure 15 856

遺伝子 多数 抑制遺伝子 含 い 856 遺伝子 抑制 強

病態 関 性 調 856遺伝子 抑制 強 総腫瘍 映

sIL-2RやWBC 値 相関 い Figure 16 DNA 化

抑制 考え 遺伝子 比較 あ 複 い

わ Figure 17 現 推移 病型 進行 関

調 病型 進行 伴い 現 わ Figure 

18A 興味深い 遺伝子 大半 ぶ 型 慢性型

い 既 現 Figure 18B ATL 症初期 PRC2 依

存的 ッ 異常 存 ATL 進行 関 可能性 示

唆  

GO解析 ッ 抑制 遺伝子群 機能解析 行

転写制御 ン 球活性化 関 遺伝子 最 意 含

わ Figure 18C 転写制御 関 遺伝子群 多数 転写因

子 機能 知 Zinc ン ー ン 質 ン脱 化酵素 含

い Table 4 遺伝子 ES細胞や DLBCL H3K27me3

蓄積 見 い ATL 特 的 遺伝子群 あ わ Figure 

18D  

ン脱 化酵素 現 い EZH2 過剰 現 見

子宮頸 乳 網羅的 遺伝子 現解析 ー 比較 複数

ン脱 化酵素 現 ATL 顕著 見 Figure 19

中 H3K27me3 脱 化酵素 あ JMJD3 ー KDM6B

最 顕著 現 EZH2 阻害 処理 意 回

Figure 20A-C 103 ー ン ー解析 11/168検体
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6.5% い KDM6B 失 存 わ Figure 

20D KDM6B 抑制 H3K27me3 蓄積 関 可能性 検証

shKDM6B 現 細胞 H3K27me3 蓄積 見 Figure 

20E 結果 EZH2 直接的 KDM6B 抑制 間

接的 H3K27me3 蓄積 誘 い 明  

 

化 miRNA 現 統合解析 

 当 究室 大規模 miRNA 現解析 ATL 特 的 多 miRNA

現 明 特 EZH2 YY1 結合 miR-31 現

ッ 抑制 い 報告 い 55 回 Coc

得 H3K27me3 結果 miRNA 現解析 統合 ATL

い 現 見 miRNA H3K27me3 蓄積 見 miRNA

大部 複 わ Figure 21A 複 75 miRNA

い 現 病型 比較 ぶ 型 慢性型 い 既

現 い Figure 21B miRNA ー

ー領域 存 転写因子 結合 oPOSSUM 82 用い 解析

YY1 ZEB1 MZF1 結合 意 多 含 い Figure 

21C 結果 YY1 PRC2 ー ー 機能 miR-31

多数 miRNA 現抑制 関 い 可能性 示唆 い

全遺伝子 い ー ー YY1 結合 無

H3K27me3 調 YY1 結合 遺伝子 MotifMap

得 104 YY1 結合 遺伝子群 方 若

H3K27me3 高い わ Figure 21D  

 ッ 抑制 75種 miRNA 細胞 え 影響 調
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標的遺伝子 mirPath 得 Pathway解析 行 105

Neurotrophin signaling Insulin signaling Wnt signaling 膜

ー 伝 系 関 遺伝子群 多 含 わ

Figure 21E  

 

HOXA遺伝子 ー ッ 脱制御 

H3K27me3 常 T細胞 ATL 比較 遺伝子 少 い ATL

H3K27me3 減少 観察 い Figure 14B 中 HOXA遺

伝子群 含 い HOXA ー 化 現 調

H3K27me3 減少 伴う 現 昇 ー全体 起

い Figure 22A-B 現 昇 慢性型 急性型 顕

著 あ  

 

HTLV-1 ン 質 Tax EZH2 現 昇 誘 H3K27me3 蓄積

 

 ATL EZH2 過剰 現 miR-31 現抑制 必須 あ NF-B 恒

常的 活性化 EZH2 現 昇 必須 あ 当 究室 山岸誠博士

修士学生 中川翔太氏 示 い 常 T細胞 対 TNF-

処理 NF-B 活性化 EZH2 現 昇 起

CD3/28 体 TCR 刺 現 昇 併 明

Appendix 4 ATL い TCR 流 存 様々

伝 系 活性化 い 中 NF-B ン 機能 い 考え

 

 EZH2 現 抑制 強 関 調 若 あ
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EZH2 現 高い群 方 抑制 遺伝子群 現 い わ

EZH2 現 異常 一因 あ わ Figure 23  

ATL 症 HTLV-1 ン 質 様々 伝 系 撹乱

症 寄 い 考え い HTLV-1 EZH2 現亢

進 影響 可能性 検討 Tax HBZ p30 Rex  EZH2 ー

ー活性 え 影響 調 Tax EZH2 ー ー活性

昇 わ Figure 24A Tax 活性化 NF-B 阻

害 DHMEQ MEK1/2阻害 U0126 処理 意 抑制 Figure 

24B NF-B 活性化 い Tax mutant M22 生型 Tax

比 EZH2 ー ー活性 昇 意 Figure 24B-C  

 

Tax ン EZH2 共局  

Tax 多数 宿主因子 結合 細胞 増殖 死化過程 関 い 報

告 い 36 当 究室 Tax EZH2 含 複数 ン

化酵素 物理的 相互作用 明 い Appendix 5 78 79

回 新 HBZ Rex p30 EZH2 局 検討 Tax

核内 EZH2 共局 い Figure 24D Tax EZH2

結合 ン 局 抑制性 機能 可能性 検討

HTLV-1 感染細胞 MT-2 用い Tax EZH2 H3K27me3 い Coc法

ワ 布 解析 実験 当 究室 修士学生堀真琴氏

協力 行 Tax EZH2 結合 遺伝子 H3K27me3 蓄積

見 遺伝子 意 複 わ Figure 25A Tax 結合

無 EZH2 結合 H3K27me3 蓄積 比較 興味深い

Tax 結合 あ 遺伝子 EZH2 H3K27me3 蓄積 意 高
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Figure 25B-E  

 

Tax ATL様 異常 誘  

Tax 宿主細胞 え 影響 詳細 捉え Tax

現 ン ー 作出 健常人 梢血 来 核球

PBMC 遺伝子 入 行 Figure 26A ー Tax 直後

IRES 配列 Venus 遺伝子 い Venus Tax 現

細胞 割合 Tax 現 検出 Tax 生型 Tax

変異型M22 C29A F-Tax 遺伝子 入 Tax 生型 Venus

陽性細胞 増殖 死化 観察 Figure 26B 過程 EZH2依存的

ッ 変化 関 可能性 検討 2 種類

EZH2 阻害 処理 群 Venus 陽性細胞 増殖 見

EZH2 酵素活性 Tax 依存的 細胞増殖 死化過程 必須 あ わ

Figure 26B 増殖 Tax 入細胞 以降 Tax-cell CD4陽性

CD8陽性 T細胞 ー ー 現 NF-B活性化 指標 あ p65

p52 核内移行 観察 Figure 26C-D Tax 死化能

い 異 3人 健常人 来 PBMC 用い 検討 い

い Tax 入 細胞 増殖 死化 起 Tax 死化能

限定的 あ いう過去 報告 一 結果 Figure 27A-B

106  

Tax 遺伝子 入 ッ 変化 い 検討

Tax-cell EZH2 現 ン ー 群 意 昇 miR-31 現

意 減少 い Figure 28A 細胞内 H3K27me3 全体

評価 Tax-cell い H3K27me3 増 観察 Figure 
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28B Tax 入 細胞増殖 亢進 細胞周期制御因子 調

CDKN1A 現 起 い Figure 28C EZH2阻害

DZNep 処理 CDKN1A 現 昇 ー ー

領域 H3K27me3 蓄積 見 Tax 遺伝子 入

CDKN1A ッ 抑制 明 Figure 

28D-E CDKN1A ATL細胞 い DNA 化 抑制

報告 い 100 常 T細胞 Tax-cell ATL細胞株MT-1

い CDKN1A ー ー DNA 化 調 Tax-cell

わ MT-1細胞 高 DNA 化 起 い Figure 

28F  

Tax 依存的 ッ 変化 網羅的 明

Coc法 用い Tax-cell H3K27me3 布 解析 常 T細胞

CD3/28 体 刺 行 活性化 T細胞 同時 解析 記

ATL い H3K27me3 意 変化 probe い Tax-cell

H3K27me3 調 常T細胞 比 異常 増 観察

化 ーン ATL 似 い Figure 29A 化

い ー解析 行 Tax-cell ATL細胞 活

性化 T 細胞 常 T 細胞 類似 高い わ Figure 29B

ATL い 意 H3K27me3 増 probe い Tax-cell 比

較 驚 82.9% 複 複 領域

H3K27me3 常 T細胞 活性化 T細胞 Tax-cell ATL細胞

段階的 増 い Figure 29C-D TSS 距 従

H3K27me3 調 Tax-cell TSS 流 2～3kb付近

蓄積 顕著 あ 一方 Tax-cell H3K27me3
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ATL 細胞 意 い わ Figure 29E ATL い

ッ 抑制 NDRG2 BIM Tax-cell い

H3K27me3 高 Figure 30A GO解析 結果

転写制御や細胞 活性化 関わ 遺伝子 意 含 い わ

Figure 30B Tax-cell EZH2阻害 DZNep 処理 ATL

細胞 い 濃 依存的 生存率 異常 生存

寄 い わ Figure 30C  

 

HTLV-1感染細胞 い ッ 変化 存  

 ッ 抑制 遺伝子 ぶ 型 慢性型 い 既

現 い Figure 18 21 HTLV-1因子 Tax ATL様

変化 誘 Figure 29 ATL 症前 HTLV-1

感染無症候性 中 HTLV-1 感染細胞 い 既 ッ

変化 存 いう仮説 立 検証 行 HTLV-1無症候性

中 CD4 陽性 T 細胞 細胞表面 CD7 CADM1 現 ３

画 P, CD7+/CADM1−; D, CD7+/CADM1+; N, CD7−/CADM1+

HTLV-1感染細胞 D N 画 濃縮 D N 画 い miR-31

現 報告 い 81 107 当 究室 行わ

P D N 画 網羅的 遺伝子 現解析 結果 再解析 EZH2

現 P 画 比 D N 画 い 約 4倍 現 昇 い Figure 

31A ATL い ッ 抑制 い 856遺伝子

い 現 調 D N 画 い 意 現

い Figure 31B 結果 HTLV-1感染細胞 い

ッ 変化 存 示唆  
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 ATL い ッ 抑制 遺伝子群 い 段階

現 起 調 P 画 急性型 ATL N 画 3段

階 Stage I P D 画; Stage II D N 画; Stage III N

急性型 N 画 各段階 意 現 ATL H3K27me3 異

常 蓄積 見 遺伝子 比較 結果 Stage I 含 遺伝子

最 多 Stage III 含 遺伝子 多 Figure 31C Stage I

含 407 遺伝子 III 含 181 遺伝子 い

ー ー H3K27me3 変化 現変化 比 Stage I

含 遺伝子 方 H3K27me3 蓄積 現 い

Figure 31D  

 網羅的 遺伝子 現解析 結果 踏 え HTLV-1 無症候性 中

CD4T 細胞 細胞表面 CADM1 現 免疫染色法

H3K27me3 検出 結果 CADM1 陽性細胞 陰性 比

H3K27me3 蓄積 見 Figure 32A 同様 細胞

ChIP ッ 供 CADM1 陽性細胞 陰性細胞 比 複数

遺伝子 い H3K27me3 蓄積 見 Figure 32B HTLV-

1無症候性 PBMC EZH2阻害 GSK126 処理 CD4

陽性 T細胞中 CADM1陽性率 観察 Figure 32C  
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7. 考察 

ATL HTLV-1 感染 約 50 いう長期潜伏期間 経 HTLV-1無症

候性 数％ 症 化学療法 生存期間中央値 12.7

非常 予後 良 あ 新規 治療法 開 効 治療標的 索

ATL 症 解明 求 い 10 HTLV-1 感染者 布

地域性 あ 日 西 地域 中東 中央 沿岸地域 集

中 い 6 中 特 究 盛 わ い 日 情報

信 求 い 2012 CCR4 体 売 ATL再

例 26 例 対 奏効率 50% いう 望 結果 得 い CCR4

体 制 依然 ATL 治性 あ 更 治療法

開 求 い 悪性 ATL 対 無治療経過観察 現

国内 方針 あ 外 報告 AZT/IFN治療 臨床試験

ATL 症予防 いう新 ー 入 観点 効

治療標的 治療方法 求 い  

う 現状 対 2011 HTLV-1 体検査 妊婦 健康診査 標

準検査 目 追 国全体 HTLV-1 撲滅 力 入

断乳や 乳 凍結 子感染 率 著 成 い

108 全国 病院 協力 多数 ATL検体 HTLV-1無症候性

検体 集 大規模 症前兆 調査 検体 ン 構築 供 行

う HTLV-1 感染者 ー 共同 究班 JSPFAD 活動 希少

ATL 患者検体 用い 究や 症 関 大規模 疫学調査 行わ

HTLV-1 症 因子 様々 報告

い 101 109-111 究 使用 ATL患者検体 JSPFAD

供 い い あ 当 究室 JSPFAD 供 い い 多数
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ATL検体 用い 現京都大学 川誠 生 共同 究 大規模

遺伝子 現 解析 miRNA 解析 ー ン ー解析 行い ATL

共通 遺伝子 現異常 明 い 55 特 ATL細胞

EZH2 過剰 現 H3K27me3 蓄積 見 EZH2－miR-31－NF-B経

路 ATL細胞 生存 支配 い ッ 脱制御

EVC1/2 現 亢進 Hedgehog 経路 活性化 ATL 細胞 生存

寄 101 報告 細胞 可塑性 化 幹細胞性 維持 必要

ッ 遺伝子 現制御 ATL い 破綻 い

可能性 示 実態 解明 ATL細胞 新 子

解明 予想 ATL 様々 遺伝子 現異

常 存 明 維持 明 点

多 遺伝子 現 規定 細胞 状態 維持 役割 果

ッ 遺伝子 現制御 理解 役立 予想 治

療標的 いう観点 ッ 制御 可塑性 あ 異常

状態 あ 常 状態 変化 可能 あ 子標的

効 あ 可能性 考え  

背景 踏 え 究 PRC2 依存的 異常 実態

及 影響 解明 目的 ATL検体 異常 H3K27me3/H3K4me3

布 網羅的 明 得 結果 大規模 遺伝子 現解析 結果

統合 異常 ATL 症前 存 病型 進行

強 HTLV-1因子 Tax 関 明  

 

ATL い 異常 高 存  

行 究 当 究室 行わ 大規模 ATL検体 網羅的 遺伝子 現



45 
 

解析 結果 EZH2 含 PRC2 主要構成因子 現 昇 明

い 究 ATL 実態 理解

ッ 遺伝子 現制御 い 要 役割 果 複合体 PRC2

他 PRC1 TrxG SWI/SNF 遺伝子 現解析 行 結果 主要構

成因子 全 ATL 高 現 い PRC2 あ Figure 2

化活性 必須 SET ン 持 遺伝子 中 EZH2 最 現

昇 ATL PRC2 機能亢進 改 示 結果 踏

え 網羅的 H3K27me3 布 解析 7,000以 遺伝子

ー ー い H3K27me3 蓄積 見 Figure 10A

H3K27me3 異常 蓄積 あ 遺伝子 う 約半数 H3K4me3 減少

起 い わ 遺伝子 現 影響 強 示唆

ATL 実態 明 Figure 12 ATL い

現 変化 い SET ン 持 遺伝子 機能 知 含

H3K9me2/3 H3K36me3 他 様々 ン修飾 異常

い 可能性 示唆 86 ン脱 化酵素 現抑制

い ン脱 化酵素 現抑制 意味 述  

変化 遺伝子 現 影響 え い 考え 現

遺伝子 現 統合解析 行 856 遺伝子 異常 抑制 遺

伝子群 同定 遺伝子 ATL検体 共通 現

異常 高 存 示唆 Figure 15

ATL 共通 いう 異常 ATL 必須 あ 病態

深 関 可能性 示 治療標的 効性 期待

ATL EZH2 現 予後 相関 報告 い 112

回明 ッ 抑制 遺伝子 現 予後
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良因子 相関 EZH2 化活性依存的 機能 要性

示唆 Figure 16 一方 EZH2 阻害 対 感 性 い 見

Figure 5 Figure 30 113 活性 阻害 GSK126 細胞死 誘

最 4 日 い 対 EZH2 減少

DZNep 2 日 生存率 DZNep 他 ン修飾 影響

いう特異性 指摘 い 断定 い EZH2

化活性非依存的 non-canonical 機能 示唆 114 115 ATL

EZH2 全容 解明 後 課題 あ  

 

EZH2 DNA 化 関 性 

 H3K27me3 DNA 化 関 性 様々 報告 統

一見解 得 い い H3K27me3 DNA 化 関 PRC2

DNMT 相互作用 H3K27me3 蓄積 DNA 化 誘

報告 い 56 一方 H3K27me3 DNA 化箇所

複 H3K27me3 DNA 化 関連 い いう報告 存

116 非 化 CpG PRC2 ー いう報告 あ

94 95 回 CpG ン ー ー 持 遺伝子 持

い遺伝子 比 H3K27me3 蓄積 顕著 あ いう結果 得

Figure 13D CDKN1Aや NDRG2 H3K27me3 DNA

化 両方 抑制 い 遺伝子 見 Figure 7D 28F 98 100

全体的 捉え H3K27me3 抑制 遺伝子

DNA 高 化 抑制 遺伝子 あ 複 Figure 

17 結果 ATL い 非 化 CpG ン H3K27me3

蓄積 や い いう傾向 H3K27me3 蓄積 CpG 化 蓄積
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誘 可能性 限定的 あ 可能性 示 い PRC2や DNMT

ー い 詳細 ワ 布 調

解明 期待 後 課題 あ  

 

ッ 変化 遺伝子 現 調節 他 ン 影響

う  

ン構造 変化 RNA ー II 転写 影響 結果

ン 影響 知 い 117 当 究室

ATL い Helios 遺伝子 ン 変化 ATL 細胞 増殖 生存

寄 明 い 110 一部 ン 変化

失や点変異 説明 明 点 残

い 遺伝子 ー ー ン ッ

変化 ン ーン あ え 影響 い 後 検討課題

あ ン構造 包 的 明 転写 RNA

構造 え 影響 解明 期待  

 

H3K27me3 蓄積 ーン 

常 T細胞 ATL細胞 い H3K27me3 TSS付近 高

山型 示 いう 他 細胞 同 特 あ Figure 13A

ー ー ン ン ー領域 H3K27me3 変化 起

い Figure 13C ン ン ー 一般的 配列的 遠 領域

空間的 近 転写 影響 え

Med1 ー ー ン 質 仲 知 い 中

特 ー ー ン 質 親和性 高い ー ー ン ン ー
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領域 細胞 い 要 役割 果 報告 い

118 う 3 元的 ン構造 Topologically associated 

domain TAD 塊 形成 TAD 領域 含 遺伝子 現

制御 必須 あ 知 い 119 120 回明

HOXA 遺伝子 ー 全体的 脱制御 TAD 変化 典型的 例

あ 考え Figure 22 121 TAD 形成 因子 変化 い 可

能性 考え う 因子 一 CTCF 知 い HTLV-1

内 CTCF 結合配列 122 HTLV-1 挿入

部 遺伝子 ー ー 多い 46 報告 HTLV-

1 挿入 CTCF 結合 乱 遺伝子 ー ー近傍

TAD 大 変化 可能性 指摘 い ッ 変化

TAD 構造 HTLV-1 挿入 置 関 性 後明

い 期待  

 

異常 異常 関 性 

EZH2 活性阻害 H3K27me3 的 減少 起

Figure 6 EZH2 活性 H3K27me3 異常 蓄積 必須 あ 考え

B 細胞 ン 腫 い EZH2 活性化変異 高 存 腫瘍化

関 報告 い 64-67 123 ATL EZH2

活性化変異 無 い 当 究室 修士学生 中川翔太氏 ATL 検体 50

例 検討 い Appendix 2 結果 B細胞 ン 腫 見

Tyr641 Ala677 Ala687 活性化変異 検出 一方 NF-

B 経路 恒常的 活性化 EZH2 過剰 現 必須 あ 明

NF-B EZH2 現 昇 H3K27me3 蓄積 貢献
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い 考え 回 新 ATL 検体 SNP 結果 再解析

36/168検体 21.4% EZH2 遺伝子領域 含 複 起

い Figure 3 SUZ12 EED RBBP4 い 一部 検体 い

複 起 い 結果 一部 検体 い

複 EZH2 過剰 現 寄 異常 維持 亢進 関 可

能性 示唆 一方 異常 影響 い 腫瘍

起源 細胞 ン構造 腫瘍 遺伝子変異 部 最

説明 因子 あ いう報告 い 124 回 H3K27me3

H3K4me3 い 大規模 再構成 遺伝子 ー ー ン ン ー

存 明 ー ー 使用 遺伝子

や遺伝子 存 い領域 化 変化 検出 い い 後

ChIP-seq 用い 詳細 化 布 い 解析 遺伝子変異

関 性 い 検討 変異 蓄積部 傾向や 起

時期 い 知見 得 可能性 あ 後 課題 あ

異常 構造異常 影響 い ZNF ン 質 現抑制 意

味 述  

 

ZNF ン 質 現抑制 意味  

前述 通 ATL 多様 異常 存 示唆 一

方 共通 変異 報告 い い 当 究室 川誠 現京都大

学教授 究室 共同 行わ ー ン ー解析 結果 大

規模 遺伝子 複や 損 明 い 55 110 125 究

明 ッ 抑制 多数 ZNF ン 質

C2H2 あ KRAB ン い



50 
 

ZNF ン 質 ン ン Endogenous Retroelements

ERE 抑制 い 報告 い 126 わ ZNF ン

質 現抑制 ERE 活性化 誘 可能性 あ ERE 活性化 相

同組 換え 誘 構造変化 可能性 指摘 い

126 127 前述 通 PRC2 構成因子 遺伝子領域 複や 後述

KDM6B遺伝子領域 損 当 究室 報告 miR-31 損

異常 異常 補佐 い 可能性 あ 異常

ERE 脱制御 多様 構造変化 結果

異常 寄 いう 環 存 い  

 

miRNA 現抑制 意味  

 当 究室 行わ miRNA 解析 結果 ATL 多数 miRNA

減少傾向 あ 特 見出 い 55 回 変化 miRNA

現 統合 捉え 結果 現 miRNA 大部 い

遺伝子 ー ー 異常 H3K27me3 蓄積 起 い

わ Figure 21A miRNA 標的遺伝子 決定 ゆ 持 1

miRNA 複数 mRNA 標的 ッ miRNA

抑制 間接的 広範 遺伝子 現 影響 可能性 示唆  

 回明 75種 miRNA 標的 可能性 あ 遺伝子群

い GO解析 行 Neurotrophin signalingや Insulin signaling

Wnt signaling ErbB signaling 様々 伝 系 関 可能性

示唆 実 影響 及 い 検証 必要 あ 回 解

析結果 膜 ー 伝 系 影響 示

流 置 様々 伝 系 影響 可能性 あ  
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miRNA 様々 現異常 多 存 ッ 抑制

以外 伝 系 活性化 Dicer 異常 様々

引 起 い 報告 い 128 回明

う 大規模 ッ 抑制 報告

ATL 特 的 遺伝子 現異常 一 考え

ぶ 型 慢性型 ATL い 既 現 起 2 病型

急性型 差 見 miRNA 現 ATL 症初

期 存 考え Figure 21B miR-31 現 HTLV-1無

症候性 中 HTLV-1 感染細胞 起 い 報告

81 ATL 症前 存 生存や増殖 寄 い い  

miRNA siRNA う mRNA 安定性

mRNA 翻訳 機能 い 129 miRNA

現 標的mRNA 翻訳 活性化 予想 回

用い う 網羅的 遺伝子 現 解析 翻訳 評価

質 析器 ー 解析や ー 画

mRNA 解析 癌 悪性化 解明 後 課題 あ う Tax

miRNA 関 い 後述  

 

ン脱 化酵素 現抑制 意味  

 ATL 遺伝子 現解析 現 い ン脱 化酵素

複数見 Figure 19A EZH2 過剰 現 報告 い 乳 子

宮頸 比較 ン脱 化酵素 現 ATL 特

的 あ Figure 19B 特 現 顕著 あ KDM6B い 検討

H3K27me3 ATL 高 EZH2 阻害 現 回
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ッ 抑制 い Figure 

20A-C 他 ン脱 化酵素 い H3K27me3 蓄積 あ

ッ 抑制 い 考え え Figure 19A

実験的 乳 細胞株MCF-7 shKDM6B 入 H3K27me3

蓄積 見 Figure 20E KDM6B 現抑制 H3K27me3

蓄積 寄 来動的 ン 化 可塑性 失わ う

ッ ッ 存 示唆 ー ン ー

解析 結果 KDM6B い 一部 ATL検体 遺伝子領域 損

起 Figure 20D 遺伝子領域 い 異常

異常 補佐 い い  

ATL い SET ン ン 化酵素群 中 現

減少 い 遺伝子 方 多い Figure 1 一方 ン脱 化酵素

現 い あ 様々 ン修飾 動

的 衡状態 失わ い 可能性 あ う 可塑性 失

ン構造 安定 保 転写 維持 う 影響 い い  

 

PRC2 局 決定  

 当 究室 行 究 miR-31 遺伝子領域 い YY1 PRC2

ー ー 機能 明 い 55

YY1 結合配列 無 H3K27me3 全遺伝子 い 比較

わ い 見 YY1以外 要因 あ 推察 Figure 

21D い Polycomb response element PRE 存

報告 DNA配列依存的 PRC2 局 決定

明 い 130 現 哺乳類 う PRE
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HOXD遺伝子 報告 い 131 YY1 PRC2 ワ 局

YY1 ー ー 機能 い や non-coding RNA ncRNA

ー ー 働 報告 い 95 132 133 遺伝

子 現 PRC2 寄 いう報告や PRC1

ンH2A119Ub 修飾 PRC2 局 要 あ 報告 い 94

134 究 Tax EZH2 結合 PRC2 局 決定 一

あ 可能性 示唆 Figure 25 Tax 遺伝子 現 抑制

Tax-PRC2複合体 寄 ン 形成 抑制状

態 形成 Tax 現 抑制 維持

い Tax 存 非存 PRC2 局 決定 解明 後

課題 あ  

 

Tax ATL様 異常 誘  

常 T細胞 Tax 遺伝子 入 EZH2 現 昇 miR-31

現 H3K27me3 蓄積 ATL様 H3K27me3 布 引 起

Tax ッ 異常 誘 明

Figure 28-30 EZH2 阻害 Tax依存的 細胞増殖 死

化 起 Tax 死化 ッ 変

化 必須 あ 考え Tax 存 Tax NF-B や MEK-

ERK 経路 様々 伝 系 活性化 EZH2 現 亢進

CDKN1AやmiR-31 遺伝子 現 ッ 抑制 誘

示唆 Figure 24 28 miR-31 NIK 現 亢進

NF-B 活性化 誘 55 Tax EZH2－NF-B間

ー ッ ー 形成 ッ 異常 誘
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考え Tax 入 引 起 EZH2

現亢進 H3K27me3 蓄積 miR-31 抑制 い ATL 見

合い Tax ッ 異常 誘

EZH2－NF-B ー 形成 細胞 方向付 行う可能性 あ

何 EZH2－NF-B ー 進 ATL 症

う ATL 全 DNA配列解析 結果 TCR 流 置 遺伝

子 及 Tax interactome 属 遺伝子 高 変異 存

報告 125 わ ATL い Tax 影響 え 子 遺伝

子変異 蓄積 Tax 現 消失 影響 保持

い 考え TCR 流 置 様々 伝 系 活性化

EZH2 現 昇 誘 わ Appendix 4 遺伝子変異

蓄積 EZH2 過剰 現 大 影響 い 考え 統合

Tax EZH2－NF-B ー 形成 遺伝子変異 蓄積 置換

増強 Tax 記憶 細胞 定着 考え  

Tax miRNA 関連 い Jurkat細胞 Tax 現 41

種 miRNA 2倍以 現変化 あ う 35種 現 あ

報告 い 135 Tax Dicer 結合 miRNA 成

熟過程 阻害 いう報告 あ 136 回 Tax 遺伝子 入 miR-

31 現 以外 Tax miRNA 現や成熟過程 影響

細胞 遺伝子 現 撹乱 い 可能性 考え  

 

多段階 癌 ッ 変化 

究 明 Tax 異常 誘 HTLV-1 感

染細胞 ッ 異常 存 EZH2 阻害 HTLV-1
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感染細胞特異的 排除 ッ 異常 多段階 癌 初期

存 細胞 死化 生存 寄 い いう考え方 支持 あ

一方 急性型 ATL 特異的 現抑制 観察 Figure 13

Figure 31 ATL 悪性化 過程 深 関 い 可能性 示唆

前述 通 遺伝子変異 蓄積 EZH2‐NF-B ー 増強 い 可能

性 あ 異常 ATL 多段階 癌 広 影響 影響

考え  

 

治療標的 効性 

 述 通 ATL 非常 予後 悪 新規治療法 開 望 い

mLSG15 多 併用療法 標準治療 い CCR4

体 mLSG15 併用 奏効率 向 報告 標的 異 様々 薬

組 合わ 更 相 相 的 効果 期待 EZH2 阻

害 B 細胞 ン 腫 対 効 あ 報告 現 複数 臨床試験 進行

中 あ ATL 対 長期間 EZH2阻害 B細胞 ン 腫 同等

濃 細胞死 誘 効性 示唆 Figure 5 興

味深い 短期間 EZH2 阻害 あ 数日後 生存率

EZH2 間接的 支配 様々 遺伝子 現 撹乱 細胞 生存 影

響 数日要 考え EZH2 阻害 HTLV-

1 無症候性 中 HTLV-1 感染細胞 体内 排除 可能性 示唆

ATL 症予防や HAM/TSPや HU 対 応用可能性

考え  
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8. 総  

 究 ATL い PRC2 異常 大規模 遺伝

子 現 撹乱 転写因子 miRNA ッ 因子 現 抑制

ATL細胞 生存 増殖 寄 いう 新 ATL細胞 子

示 ッ 抑制 遺伝子群 病型 進行

現 い 抑制 強 予後 良因子 相関 見

PRC2依存的 異常 ATL 病態 大 影響 い

示唆 EZH2 子標的 要性 改 示 HTLV-

1 関連 HTLV-1 ン 質 Tax EZH2 現亢進 EZH2 結

合 ATL様 異常 誘 変化

Tax 死化 必須 あ 明 え EZH2 阻害

処理 濃 あ ATL細胞 対 ー 誘

わ EZH2 阻害 HTLV-1 無症候性 中

CADM1陽性細胞率 HTLV-1感染細胞 択的 体内

排除 ATL 症 予防 治療 応用可能性 期待 結果 得
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Figure 1 SET ン 有 遺伝子 ATL細胞 常T細胞 発現変化
ATL検体 急性型 n=26 健常人由来 常CD4陽性T細胞 n=21 遺伝子
発現 結果 GSE33615 ATL 最 発現 昇 い 遺伝子 降
順 発現変化 示 P < 1E-3 遺伝子 Not Significant NS

遺伝子 86 記載さ い 使用



Figure 2 ATL細胞 ッ 遺伝子制御 関わ 遺伝子
群 発現解析 ATL検体 急性型 n=26 健常人由来 常CD4陽性T細胞

n=21 網羅的 遺伝子発現解析 結果 GSE33615 再解析 遺伝
子 137 138 従 定 高発現 赤色 発現 青色 表示
p-value q-value Welch T検定 Benjamini-Hochberg法
算出 P < 1E-3 満 遺伝子 表示 常T細胞 対 ATL検
体 発現変化 棒 表示
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Figure 3  SNP PRC2構成因子 ー ン ー解析 EZH2

7q36.1 SUZ12 17q11.2 EED 11q14.2 RBBP4 1p35.1 結果 示

赤 複 緑 欠失 示 い 染色体全体 拡
大 複 あ 検体 割合 表示

Figure 3

75

SUZ12

12/168 (7.1%)

EED

12/168 (7.1%)

RBBP4

4/168 (2.4%)



Figure 4 PRC2構成因子 発現減少 ATL細胞 生存 え 影響 A ン
チ ベ ター 構造 shRNA 13 使用 B ATL細胞
株MT-1 TL-Om1 ンチ ベ ター 用い shControl shEZH2

shSUZ12 導入 shRNA 導入さ 細胞 割合 FACSCalibur 時
的 計測

Figure 4
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Figure 5
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Figure 5 A EZH2活性阻害剤GSK126 14日間処理 際 生存率 変化
WST-8法 測定 GSK126 8点 濃度 0 0.6 2.4 9.8 39 156

625 2500 nM 処理 DLBCL細胞株DLCL2 ン ー 使用
B 2500 nM GSK126 ATN1 2～14日間処理 際 生存率 変化

一部 途中 GSK126処理 中 培養 GSK126処理
行 日数 GSK126処理 中 培養 行 日数 系列 表示

B

TL-Om1



Figure 6 EZH2 阻害 ATL細胞 H3K27me3 減少さ 細胞死 誘導
A ATL細胞株TL-Om1 GSK126 異 4点 濃度 6日間処理

H3K27me3 タン ッ 検出 B ATL細胞株TL-Om1 対
5 μM GSK126 6日間処理 際 Annexin V陽性率 測定 C ATL患
者検体 GSK126 処理 際 H3K27me3 タン ッ 検出

ン 強度 ImageJ 用い 定 3検体 平均値 表示
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Figure 7 EZH2 阻害 標的遺伝子 H3K27me3 減少さ 発現 昇 誘導
A ATL細胞株TL-Om1 5 μM GSK126 48時間処理 遺伝子発現 変化 遺

伝子発現 解析 GSK126処理 発現 1.5倍以 変動 遺
伝子 ー ッ 表示 B C 5 μM GSK126 6日間処理 ATL細胞株TL-

Om1 ATN1 い 遺伝子 ーター H3K27me3 ChIP ッセ 検出
D ATL細胞株ATN-1 GSK126 4日間 DNMT阻害剤Aza-dC HDAC阻害剤SAHA

2日間共処理 際 遺伝子発現 変化 qRT-PCR 測定
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Figure 8 ChIP-on-chip 使用 ン 純度 応条件 確認 A 健
常人 PBMC CD4陽性T細胞 離 離後 陽性率 測定

B チン断片化 条件検討 ATL細胞株TL-Om1 MNase 37℃ 20

応さ ー 電気泳動 長さ 確認 C B) 1 

kilo gel units MNase 応さ ン 用い 行 ChIP ッセ 結
果 H3K27me3 蓄積 く評価 い 確認さ

Figure 8
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Figure 9 A H3K27me3 Coc 例 2 ATL検体 H3K27me3 結果 散布
示 全 probe 灰色 標準偏差 2以 probe 黒 表示

B ータベー 得 ChIP-seq SRX000143 ータ い H3K27me3

ー あ 遺伝子 peak + 以外 遺伝子 peak - 全遺
伝子 All 回得 常T細胞 H3K27me3 ータ 3 群

H3K27me3 ベ 表示 * P < 1E−5 C Figure 7A GSK126処理
発現 昇 1,807遺伝子 い ーター領域 H3K27me3

ベ 転写開始点 距離 従 算出 * P < E−5
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Figure 10 ATL細胞 H3K27me3 H3K4me3 変化 A 常T細胞
比較 ATL細胞 い H3K27me3 変化 見 遺伝子 割合

示 Gain Loss Fold change FC > ±1.5 B ATL細胞 い
有意 H3K27me3 変化 probe い H3K27me3 平均値
ベ 個数 示 P < .05 C H3K27me3 H3K4me3

い ATL細胞 ATL細胞株TL-Om1 常T細胞 チ 化 ベ

ター解析 チ 化 ベ 従 ー ッ 表示
LogFC > 3 D C 表示 probe い 常T細胞 比較 ATL細
胞 増加/減少 数 棒 表示
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Figure 11 共通 H3K27me3 ターン Figure 10B 表示 probe い
3例 ATL検体 2例 常T細胞 各 ン H3K27me3 ターン 表

示
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Figure 12 ATL細胞 異常 H3K27me3 蓄積 H3K4me3 減少 伴
う A 全遺伝子 H3K27me3 H3K4me3 ベ 表示 側 右側

H3K27me3 H3K4me3 チ 化 ベ
表示 B Figure 10A ATL い H3K27me3 蓄積 遺伝
子 い H3K4me3 変化 表示 Gain Loss FC > 

±1.5 C ATL細胞 異常 H3K27me3 蓄積 ES細胞 DLBCL

H3K27me3 蓄積 あ 複 い ATL い 常T細胞 2倍
以 H3K27me3 ベ 高い遺伝子 ES細胞 DLBCL細胞株DLCL2 結
果 比較
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Figure 13 ーター近傍及 ン ン ー領域 異常 H3K27me3

蓄積 A SD < 2 満 全 probe 転写開始点 TSS 距離
従 200bp毎 区 区画 H3K27me3 ベ 平
均化 表示 B Figure 10B 有意 H3K27me3 変化 probe

い A 様 200bp毎 区 各区画 probe数 設計さ い
probe数 比較 出現頻度 算出 黒い丸 有意 頻度 高く 白
い丸 有意 頻度 い 示 P < .05 C ATL い 有意 発現

い 遺伝子 FC < -2 P < .001 ーター silenced 

promoter 常T細胞 い H3K4me1 H3K27ac 蓄積 あ 領域
Enhancer 定義 H3K27me3 ベ 表示 * P

< E−5 常T細胞 H3K4me1 H3K27ac Epigenetic roadmap

project ータ 使用 D CpG ン 有無 H3K27me3 ベ
CpG ン 有無 全遺伝子 2群 H3K27me3 ベ

表示 白い点 中央値 黒い棒 四 数範 外側 曲線
ー 密度 示

Figure 13
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Figure 14 ATL 異常 H3K27me3 変化 遺伝子発現 変化 負
相関 A ATL い 有意 発現 遺伝子 FC < −1.5 P

< .001 い ーター H3K27me3 変化 示
Gain Loss FC > ±1.5 B 遺伝子発現 変化 H3K27me3 変化
緩や 逆相関関係 相関係数 P値 右 表示 全遺伝子
灰色 有意 発現 変動 遺伝子 P < .001 黒色 表示 C ATL

い H3K27me3 増加 FC > +1.5 減少 FC < −1.5 見 遺伝子
い 発現 ベ 示 * P < E−5

Figure 14
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Figure 15 ッ 抑制 ATL検体 共通 見 ATL

い H3K27me3 増加 発現 有意 856遺伝子 い
発現 ベ 表示 遺伝子間 ン 間 距離 Pearson 相関係数
算出 Ward法 従 ン 作成 856遺伝子 全遺伝子
発現 ベ 箱 表示
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Figure 16 ッ 抑制 強さ 病態 関連
Figure 15 示 856遺伝子 平均値 従 51 ATL検体 2群 H 平均
値 高い25検体；L 平均値 い25検体 群
PVL sIL-2R White blood cell WBC 値 比較 中央値 1検
体 除外 黒い横棒 中央値 示

Figure 16
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Figure 17 H3K27me3 抑制 DNA チ 化 抑制 あ 複 い
Figure 15 示 ATL い PRC2依存的 抑制さ 遺伝子 DNA 高 チ
化 遺伝子 125 比較

Figure 17
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Figure 18 ATL PRC2依存的 ッ 異常 病型 行
増強さ 転写制御因子 抑制 A Figure 15 ATL

い ッ 抑制さ い 856遺伝子 い 病
型 発現値 示 * P < E− B ATL H3K27me3 増加
各病型 発現 減少 FC < -1.5 P < .05 遺伝子 C A

856遺伝子 GO解析 結果 P値 い順 10 ー 表示 右
側 各病型 い 発現 抑制さ 遺伝子 割合 表示 D A

856遺伝子 い ES細胞 DLBCL H3K27m3 蓄積 有無 割
合 表示 ATL H3K27me3 蓄積 見 遺伝子 い GO解
析 行い 結果 P値 い順 3 ー 示

Figure 18
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Figure 19 ATL特異的 ン脱 チ 化酵素 発現抑制 A ATL い

有意 発現 変動 い ン脱 チ 化酵素 い 発現値
ー ッ 発現変化 H3K27me3 変化 棒 表示 B 乳

GSE3744 子宮頸 GSE9750 ATL ン脱 チ 化酵素
群 発現変動 P < 1E-3 満 遺伝子 黒色 以外 灰色 表示

Figure 19
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Figure 20 ATL ッ KDM6B 抑制 H3K27me3 蓄積
寄 A ATL検体 急性型 n=26 健常人由来 常CD4陽性T細胞

n=21 KDM6B 発現 ベ 中央値 線 表示 B KDM6B

ーター領域 H3K27me3 ベ C ATL細胞株MT-1 1 M

GSK126 5日間処理 際 KDM6B 発現変化 n = 3 mean ± SD P

< .05 D KDM6B 含 領域 ー ン ー解析 結果 染色
体全体 拡大 領域 欠失 割合 表示 E 乳 細胞
株MCF7 い 3種類 shRNA 作用さ 際 H3K27me3 ベ ンチ

ベ ター Figure 4 示 使用 ー ー 20 m

長さ 示

Figure 20
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Figure 21 ッ miRNA群 抑制 A ATL検体 n=40 健常
人由来 常CD4陽性T細胞 n=22 miRNA 解析 結果 Coc 統合解
析 ATL い 発現 減少 い miRNA 白 H3K27me3 増加
い miRNA 灰 示 B A 複 75 miRNA い 病型毎
発現値 示 * P < .0001 C ATL い ッ 抑制
さ 75 miRNA ーター領域 転写因子 結合配列解析 P

< .05 満 5 転写因子 示 D YY1 結合 H3K27me3

ベ YY1 結合配列 有無 全遺伝子 2群
H3K27me3 ベ 表示 E A 75 miRNA miRNA-pathway解
析 miRNA 標的遺伝子 mirPath 得 遺伝子 有
意 含 10 KEGG pathway 表示

Figure 21
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Figure 22 ATL HOXA遺伝子領域 脱抑制 A HOXA遺伝子領域
H3K27me3 ベ 染色体 置 従 表示 B

HOXA遺伝子群 発現 ベ 表示 * P < .05

Figure 22
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Figure 23 EZH2 発現 ベ 抑制 強さ 相関 A ATL く ぶ
型 慢性型 急性型 計50例 EZH2 発現 ベ 2群
EZH2 発現 ベ 示 B Figure 15 ATL ッ 抑
制さ 856遺伝子 い A 類 従 発現値 表示 *

P < .001

Figure 23
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Figure 24 HTLV-1 Tax EZH2 ーター活性 昇さ 核 い
共局在 A EZH2 promoter Luciferase 対 HTLV-1タン 質 影
響 HEK293FT細胞 発現さ 2日後 Luciferase 活性 測定

n = 3 mean ± SD P < .05 B Tax EZH2 ーター 活性化
NF- B MEK-ERK経路 抑制 減弱 n = 3 mean ± SD P

< .05 DHEMQ NF- B 阻害 cyclosporin A CsA NAFT 阻害 U0126

ERK1/2 阻害 使用 C Tax 生型 変異体 NF- B CREB

活性化 D HTLV-1タン 質 HeLa細胞 発現さ 免疫染色
EZH2 局在 比較 注 Tax EZH2 共局在 当研究室 先
行研究 明 い

Figure 24
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Figure 25 Tax チン EZH2 共局在 A H3K27me3 EZH2 Tax

蓄積 遺伝子 FC > 0 vs control IgG HTLV-1感染細胞株MT-2

用い H3K27me3 Tax EZH2 Coc解析 行 実験 当研究室 修
士学生堀真琴氏 共 行 B‐D Tax 蓄積 有無 遺伝子 2群

遺伝子 ーター B Tax C EZH2 D H3K27me3

ベ 転写開始点 距離 従 表示 * P < 1E-10 E Tax 結合
抑制性 機能 報告さ い RNASE T2遺伝子 ーター
Tax 結合

Figure 25
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Figure 26 EZH2 活性 Tax 死化 必須 あ A Tax 導入 使
用 ンチ ベ ター 構造 B 健常人由来PBMC Tax 遺伝子
導入 後 Venus陽性率 変化 生型 除 各群 細胞 死滅 時
点 測定 中 C Tax-cell CD4 CD8 陽性率 D Tax-cell

NF- B 活性化 p65 p52 核 移行 免疫染色 確認

Figure 26
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Figure 27 Tax 細胞 増殖 死化 限定的 あ A Figure 26 健
常人 異 3人 健常人由来 PBMC Tax 遺伝子導入 Venus陽性
率 時的 測定 い 細胞 12 間 培養 死滅 測
定 中 B Tax 細胞 死化 文献情報

Figure 27
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Figure 28 Tax ッ 異常 誘導 A EZH2及 miR-31

発現 qRT-PCR 定 n = 3 mean ± SD P < .05 B Flow

cytometry Tax-cell 非感染細胞 H3K27me3 定 C Tax導入後
EZH2 Tax CDKN1A 発現 推移 Tax導入 4 間後 値 1 相対
値 表示 D Tax-cell 5 μM DZNep 24時間処理 際 CDKN1A

発現 qRT-PC 定 E Tax-cell CDKN1A ーター領域
H3K27me3 蓄積 F 常T細胞 Tax-cell ATL細胞株MT-1 CDKN1A

ーター領域 DNA チ 化

Figure 28

100

A B

C
o

u
n

t

H3K27me3

Ab (-)
mock
Tax-cell

C

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

R
e
la

ti
v
e

 e
x
p

re
s
s
io

n

CDKN1A

0

0.5

1

1.5

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

EZH2 Tax CDKN1A

R
e
la

ti
v
e

 e
x
p

re
s
s
io

n

(W
e

e
k
4

=
1

)

Weeks after transduction

Tax-cell

CD4 T cell

CDKN1A promoter

MT-1

-204 -22

D E F

0

3

6

9

12

15

18

%
 I

n
p

u
t control IgG

H3K27me3



Figure 29 Tax-cell ATL様 異常 A Coc Tax-cell

常T細胞 ATL細胞 H3K27me3 比較 Figure 10B ATL 有意
H3K27me3 変化 probe い Tax-cell ータ 加え表示 B

A 示 probe い CD3/28 刺激 行 活性化T細胞 結果
加え ター解析 行 ン 間 距離 Pearson 相関係数
算出 Ward法 従 ン 作成 C 常T細胞 比
ATL 有意 H3K27me3 高いprobe P < .05 Tax-cell 高いprobe 比
較 Probe 割合 表示 D C ATL Tax-cell ち い
常T細胞 H3K27me3 高いprobe い ベ 箱 表示

* P < 1E-10 E D 示 probe H3K27me3 ベ 転写開始
点 距離 従 示 * P < 1E-10

Figure 29
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Figure 30 Tax-cell 異常 抑制遺伝子 転写因子
様々 遺伝子 影響 え 細胞 生存 寄 う A NDRG2 BIM

ーター領域 Coc 結果 B Tax-cell い H3K27me3 異常 蓄積 あ
遺伝子 GO解析結果 Figure 29D E 使用 ATL Tax-cell い
H3K27me3 蓄積 あ probe 遺伝子 ATL い 発現 遺伝子

FC <-1.5 P <.05 比較 複 遺伝子 GO解析 使用 C EZH2阻害
剤DZNep 生存率 え 影響 Tax-cell 非感染細胞 ATL細胞株TL-Om1

DZNep 48時間処理 WST-8法 定 n = 3 mean ± SD P < .05

Figure 30
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Figure 31 HTLV-1感染細胞 EZH2 発現 昇 ッ 抑制
A HTLV-1感染細胞 ATL細胞 EZH2 発現 昇 P CD7+/CADM1−
画；D CD7+/CADM1+ 画；N CD7−/CADM1+ 画；Acu-N 急性型ATL

CD7−/CADM1+ 画 B HTLV-1感染細胞 856遺伝子 発現 ATL

ッ 抑制さ 856遺伝子 い P D N Acu-N 画
発現値 表示 C 常細胞 ATL細胞 変 3 段階
ー I P D；II D N；III N Acu-N 各段階 発現 遺伝

子 FC < -1.5 P < .05 ATL い H3K27me3 蓄積 あ 遺伝子 比較 ベン
表示 D C I 発現 407遺伝子 III 発現

181遺伝子 い 常T細胞 ATL細胞 発現変化
H3K27me3 変化 表示 * P <.05

Figure 31
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Figure 32 HTLV-1感染細胞 ッ 異常 A HTLV-1感染
細胞 H3K27me3 蓄積 HTLV-1 CD4陽性T細胞 CADM1陰
性 陽性 免疫染色 供 ー ー= 20 m B

CADM1陽性細胞 H3K27me3 蓄積 ChIP ッセ 評価
n=3 mean±SD C EZH2阻害 HTLV-1 中 CADM1陽性率 さ

HTLV-1 PBMC 5 μM GSK126 9日間処理 CD4陽性T細胞
中 CADM1陽性細胞 割合 測定 D CD4陽性CADM1陽性T細胞 PVL

相関 C 14検体 CADM1陽性率 PVL 関係 表示

Figure 32
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Figure 33 本研究 明 異常 概念 Tax 発現
HTLV-1感染細胞 い Tax EZH2 発現 昇さ EZH2

結合 ッ 抑制 行う ATL細胞 い Tax ほ
発現 い い NF- B EZH2 positive feedback loop EZH2

発現 恒常的 亢 状態 ッ 抑制
増強さ 再構成 起 い 考え 多
数 抑制因子 抑制さ 細胞 生存 増殖 寄 転写因
子 miRNA ン脱 チ 化酵素 抑制さ 広範 遺伝子発
現 変動 維持 い 考え

Figure 33
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Table 1 使用 検体 情報
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Western blot (Figure 6C)

# Diagnosis Age Sex Proviral load (%)

1 Acute 56 M 57.01 

2 Chronic 62 F Not Tested

3 Smoldering 62 F Not Tested

ChIP-on-chip (Figure 9~)

# Diagnosis Age Sex Proviral load (%)

4 Acute 61 F 108.03

5 Chronic 58 F 111.74

6 Acute 56 M 345.83

Flow cytometry for TSLC1 (Figure 32C)

# Diagnosis Age Sex Proviral load (%)

7 Asymptomatic carrier 38 M 0.06 

8 Asymptomatic carrier 49 F 0.25 

9 Asymptomatic carrier 64 M 8.31 

10 Asymptomatic carrier 61 F 0.28 

11 Asymptomatic carrier 29 M 7.37 

12 Asymptomatic carrier 71 M 9.55 

13 Asymptomatic carrier 49 F 0.23 

14 Asymptomatic carrier 63 F 6.60 

15 Asymptomatic carrier 65 F 2.10 

16 Asymptomatic carrier 66 M 0.53 

17 Asymptomatic carrier 54 M 7.27 

18 Asymptomatic carrier 55 F 2.02 

19 Asymptomatic carrier 84 M 5.78 

20 Asymptomatic carrier 68 F 0.58 



Table 2 使用 primer
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Quantitative PCR Primer List (Target Gene: Sequence)

Gene symbol Forward Reverse

EZH2 5′-GCC AAG AGA GCC ATC CAG AC-3′ 5′-CCG ACA TAC TTC AGG GCA TCA-3′
RPL19 5′-ACC AAG GAA GCA CGC AAG C-3′ 5′-CAG ACA AAG TGG GAG GTT TTA TTT C-3′
SUZ12 5′-GTC ATG AAG CAT GGG TTT ATT G-3′ 5′-TGA CTA GAT GAA GCA TGA AGT TTC G-3′
EED 5′-CAT GAG GTT TTC TAT GGA TTT CTG G-3′ 5′-AGC AGC ACC ACA TTT ATG ATG AG-3′
Tax 5′-CGG ATA CCC AGT CTA CGT GTT-3′ 5′-CAG TAG GGC GTG ACG ATG TA-3′
KDM6B 5′-GCG GGC AGG GAA GAA AA-3′ 5′-TCT CAC TTG TCA CGA ACA GGA TG-3′
NDRG2 5'-AGC TGA CCG AGG CCT TCA AG-3' 5'-CAA CGG ATG CTG CAC TGG TC-3'

BIM 5'-CGG CGT ATT GGA GAC GAG TT-3' 5'-ACC ATT CGT GGG TGG TCT TC-3'

HEG1 5'-CGA GAA GCT ATT GAA ATG CAT GAG-3' 5'-CGG GTA GAG TCC GTT TCG TT-3'

CDKN1A 5′-CTG TCA CTG TCT TGT ACC CTT GTG-3′ 5′-CGG CGT TTG GAG TGG TAG A-3′

Primer List for ChIP Assay (Site: Sequence)

Gene symbol Forward Reverse

miR-31 5′-AAT GGG CCC TGC ATT CTC T-3′ 5′-AAA ACC CAC ACC CTC ACC AC-3′
JHDM1D 5′-CCA GCG GAC GAC AGT GAT GA-3′ 5′-AGC AAG GAG ACC AGA GCG TC-3′
HEG1 5′-TGT CCT CGC GGT GAC ATC TC-3′ 5′-ACG CCC TCT CAA GCT TGG AT-3′
NDRG2 5′-CAA AGG GCC CTA GAA TCT GTA TGT-3′ 5′-GTT TCC CAC CCT TCT CAA GTG G-3′
GAPDH 5′-AAC TTT CCC GCC TCT CAG C-3′ 5′-CAG GAG GAC TTT GGG AAC GA-3′
BIM 5'-ACA ACG CCT CCT CAC TTG CT-3' 5'-AGG GAC CAC CCT ACA CAC CA-3'

HEG1 5'-TGT CCT CGC GGT GAC ATC TC-3' 5'-ACG CCC TCT CAA GCT TGG AT-3'

CDKN1A 5′-GGG GCG GTT GTA TAT CAG G-3′ 5′-CTC TCT CAC CTC CTC TGA GTG C-3′

Primer List for bisulfite sequence (Site: Sequence)

Gene symbol Forward Reverse

CDKN1A 5′-GGG AGG AGG GAA GTG TTT TT-3′ 5′-ACA ACT ACT CAC ACC TCA ACT-3′

Insert Sequences for Lentiviral Vector (Name: Sequence) (Underlines represent antisense of shRNA target sequences)

Name Sequence

LV-shCtrl-top 5′-GAT CCC CCA TCG ACT GAA ATC CCT GGT AAT CCG TTG TTA ACA ACG GAT TAC CAG GGA TTT CAG TCG ATG TTT TTG GAA AT-3′
LV-shCtrl-bottom 5′-CTA GAT TTC CAA AAA CAT CGA CTG AAA TCC CTG GTA ATC CGT TGT TAA CAA CGG ATT ACC AGG GAT TTC AGT CGA TGG GG-3′
LV-shEZH2-top 5′-GAT CCC CGA GTG GAA GCA GTG AAG GAA CGT GTG CTG TCC GTT CCT TCG CTG TTT CCA TTC TTT TTG GAA AT-3′
LV-shEZH2-bottom 5′-CTA GAT TTC CAA AAA GAA TGG AAA CAG CGA AGG AAC GGA CAG CAC ACG TTC CTT CAC TGC TTC CAC TCG GG-3′
LV-shSUZ12-top 5′-GAT CCC CAA GTT GTT GCC AAG TTC CGT AAC GTG TGC TGT CCG TTA CGG AGC TTG GTA ACA GCT TTT TTT GGA AAT-3′
LV-shSUZ12-bottom 5′-CTA GAT TTC CAA AAA AAG CTG TTA CCA AGC TCC GTA ACG GAC AGC ACA CGT TAC GGA ACT TGG CAA CAA CTT GGG-3′
LV-shKDM6A-top 5′-GAT CCC CGC TGT GAG TCT CTA GTC TTA CGT GTG CTG TCC GTA AGA TTA GAG ATT CAT AGC TTT TTG GAA AT-3′
LV-shKDM6A-bottom 5′-CTA GAT TTC CAA AAA GCT ATG AAT CTC TAA TCT TAC GGA CAG CAC ACG TAA GAC TAG AGA CTC ACA GCG GG-3′
LV-shKDM6B-top 5′-GAT CCC CGG TGC TGA TCA TTG CCA AAA CGT GTG CTG TCC GTT TTG GTA ATG GTC AGC GCC TTT TTG GAA AT-3′
LV-shKDM6B-bottom 5′-CTA GAT TTC CAA AAA GGC GCT GAC CAT TAC CAA AAC GGA CAG CAC ACG TTT TGG CAA TGA TCA GCA CCG GG-3′



Sample Type Yield (g)
Specific activity 

(pmol/g)

CD4+T-cell#1
Input 9.53 46.04 

H3K27me3 10.78 37.66 

CD4+T-cell#2
Input 15.04 33.25 

H3K27me3 16.16 31.18 

ATL#1
Input 14.19 34.10 

H3K27me3 15.33 27.55 

ATL#2
Input 10.64 45.45 

H3K27me3 10.71 38.28 

ATL#3
Input 8.66 48.77 

H3K27me3 9.28 41.96 

TL-Om1
Input 5.60 36.58 

H3K27me3 6.12 33.51 

Activated T-cell
Input 15.58 32.09 

H3K27me3 15.18 30.31 

Tax-cell
Input 15.18 32.14 

H3K27me3 16.30 26.41 

MT2
Input 9.44 41.95 

H3K27me3 9.54 36.07 

MT2
Input 9.77 40.11 

Control IgG 9.18 35.31 

MT2
Input 9.70 41.65 

EZH2 9.37 35.00 

CD4+T-cell#1
Input 7.18 19.41 

H3K4me3 5.06 20.26 

ATL#1
Input 8.06 19.85 

H3K4me3 5.13 21.58 

ATL#2
Input 12.73 49.94 

H3K4me3 14.08 38.44 

ATL#3
Input 10.85 47.22 

H3K4me3 13.58 35.94 

TL-Om1
Input 5.65 36.31 

H3K4me3 6.23 32.89 

Table 3 ChIP-on-chip 使用 ン DNA ベ ン 効率
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Table 4 Figure 18B Regulation of transcription 含 遺伝子

ID GO term Gene list

GO:0045449
regulation of 

transcription

ABCG1, ABL1, ADRB2, APBB1, APP, ARID5A, ASXL2, BACH2, BAZ1A, BCL9L, 

BCOR, BMP6, BTG1, BTG2, CAND2, CCR6, CDYL, CHD3, CHD6, CREBZF, CREM, 

CRK, CSRNP1, CSRNP2, DENND4A, DNAJA3, ELK3, EPC2, ETV3, FAM120B, FOS, 

FOSB, FOSL2, FOXJ1, FOXK1, FOXP1, GATAD2B, GTF2H1, GTF2IRD1, HABP4, 

HINFP, HIVEP2, HLF, IFNG, IKZF3, IL1B, IRF1, JUNB, KDM2B, KDM5B, KDM6B, 

KLF3, KLF5, KLF9, LZTS1, MAML1, MAML2, MBD1, MED31, MLLT3, MOV10, MXI1, 

MYBL1, NCOA5, NFE2L2, NFKB1, NFKB2, NOTCH2, NPAT, NR3C2, NRIP1, PBX4, 

PDCD4, PDE8A, PHF20, PIM1, PLAG1, PNRC1, POU6F1, PRDM2, PURA, RAD54B, 

RARA, RASD1, RELB, RHOH, RPS6KA5, RQCD1, S1PR1, SALL2, SATB1, SCML1, 

SEC14L2, SETD1B, SIK1, SIRT1, SKI, SKIL, SMAD7, SMURF2, SNAPC1, SOX8, 

SREBF1, SSBP2, STAT3, STAT4, STAT5A, STAT5B, TAF4B, TBL1X, TBX21, 

TCEA3, TCEAL1, TCEAL2, TCEAL3, TCEAL4, TCF7, TFDP2, TGFBR3, TGIF1, 

TGIF2, THRA, TIGD2, TLE2, TLR3, TNF, TRPS1, WNT1, XBP1, ZBTB10, ZBTB3, 

ZBTB4, ZBTB6, ZEB1, ZFP14, ZHX2, ZIK1, ZNF10, ZNF132, ZNF155, ZNF165, 

ZNF175, ZNF189, ZNF200, ZNF219, ZNF222, ZNF223, ZNF250, ZNF256, ZNF268, 

ZNF283, ZNF284, ZNF287, ZNF320, ZNF347, ZNF354B, ZNF383, ZNF395, ZNF420, 

ZNF425, ZNF43, ZNF461, ZNF469, ZNF485, ZNF526, ZNF540, ZNF541, ZNF550, 

ZNF563, ZNF572, ZNF573, ZNF583, ZNF584, ZNF606, ZNF616, ZNF619, ZNF629, 

ZNF641, ZNF658, ZNF681, ZNF696, ZNF747, ZNF790, ZNF827, ZNF841, ZNF879, 

ZSCAN12, ZSCAN20, ZSCAN22, ZSCAN5A
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Appendix 1 遺伝子発現 解析 使用 ATL検体 情報

Appendix 1

Diagnosis Proviral load (%) sIL-2R (unit/mL) WBC (/l)

Chronic 78.43 40600 15180

Chronic 91.44 4890 26110

Acute 77.71 29900 50800

Acute 242.77 11100 10310

Acute 64.46 9730 10800

Acute 92.40 144000 130300

Chronic 78.28 20300 14300

Chronic 55.51 2920 9500

Chronic 69.07 4450 19600

Chronic 56.81 3920 16900

Acute 245.63 17700 40800

Smoldering 43.03 - 4720

Smoldering 36.39 814 7000

Smoldering 39.62 723 6200

Chronic 55.40 4430 18200

Chronic 63.88 4400 24300

Chronic 50.45 3470 14920

Acute 109.00 11300 39700

Chronic 66.83 9720 28900

Acute 181.36 31900 22900

Chronic 88.04 130000 51600

Acute 85.49 9720 22100

Chronic 111.74 18400 79900

Acute 97.68 38900 34200

Acute 86.57 46100 75300

Acute 78.63 45800 55700

Chronic 100.51 20100 35400

Acute 345.83 98600 116400

Chronic 98.17 5470 66500

Acute 78.38 15300 25200

Chronic 88.39 17800 7200

Chronic 85.34 12400 34000

Acute 88.23 22800 23500

Unknown 67.28 43300 16900

Lymphoma 84.11 158000 33300

Chronic 128.11 3430 12300

Acute 2.12 (Mutation) 50800 46300

Acute 87.54 18500 33600

Chronic 65.00 2800 14400

Acute 41.87 59800 15000

Acute 82.83 45000 14400

Acute 72.91 88600 124700

Chronic 61.06 8760 20500

Acute 49.33 86600 11600

Acute 63.97 44200 107100

Acute 103.36 33300 19200

Acute 62.10 37500 10600

Acute 63.33 59500 69400

Acute 99.85 69500 13900

Acute 187.23 45200 74300

Chronic 62.78 3240 15660



Appendix 2 ATL検体50例 ATL細胞株 EZH2 活性化変異 有無

当研究室 修士学生中川翔太氏 修士論文 結果 引用 中川翔太
氏 調査時 病型 明 あ 6例 検体 い 新 照合 結
果 4例 病型 明 一部修 最 部 Pfeiffer

SUDHL4 い 活性化変異 論文 報告さ い Positive control

使用 い

Appendix 2
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Acute 0/28 0/37 0/37

Primary
Chronic 0/16 0/11 0/11

Smoldering 0/4 0/1 0/1
Unknown 0/2 0/1 0/1

Total 0/50 0/50 0/50

TL-Om1 (ATL) WT WT WT Cell line
MT-1 (ATL) WT WT WT Cell line
KOB (ATL) WT WT WT Cell line
KK1 (ATL) WT WT WT Cell line
ST1 (ATL) WT WT WT Cell line

Pfeiffer (DLBCL) ND A677G WT Cell line
SUDHL4 (DLBCL) Y641S ND ND Cell line

ATL subtype
Tyr641 

mutation
Ala677 

mutation
Ala687 

mutation
Cell type

39



Appendix 3 EZH2阻害剤GSK126 患者由来ATL細胞 ー 誘導
A 5 μM GSK126 4日間処理 際 CD4陽性T細胞中 Annexin V陽性率
測定 B A 使用 検体情報

Appendix 3
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Chronic 83 F 45.27
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Acute 47 M 16.67
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Appendix 4 TCR 活性化 EZH2 発現 昇 実験 山岸誠博士
行 あ 許可 得 掲載 い A 健常人由来T細胞

PMA Ionomycin 処理 際 EZH2 発現 B 健常人由来T細胞 抗
CD3 CD28抗体 刺激 NF- B阻害剤BMS345541 NFAT阻害剤
Cyclosprin A 共処理 際 EZH2 発現変化 時 TNF-a NF- B

活性化 影響 い 検討

Appendix 4
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Appendix 5 Tax EZH2 核 相互作用
A B 当研究室 修士学生 黒川直也氏 C 副島あい氏 結果 あ

A-B FLAG-Tax A Tax FLAG-EZH2 B 発現さ HEK293FT細胞 核抽
出液 抗FLAG抗体 加え 免疫 降 行い 示 抗体 検出

C HTLV-1感染細胞株HUT102 細胞抽出液 抗EZH2抗体 加え 免疫
降 行い 示 抗体 検出
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