
 

 

 

 

博士論文 

 

成人 T細胞白血病におけるエピゲノム異常の包括的解析 

及びその機能的意義の解明 

 

 

 

 

 

 

 

藤川 大 

 



1 
 

1. 目ḟ 

 

1. 目ḟ･････････････････････････････････････････････････････････p.1 

2. 略語集････････････････････････････････････････････････････････p.2~3 

3. 背景･････････････････････････････････････････････････････････p.4~10 

4. 目的････････････････････････････････････････････････････p.10 

5. 実験材料ࠊ方法･････････････････････････････････････････････p.11~26 

6. 結果･･････････････････････････････････････････････････････p.27~42 

7. 考察･･･････････････････････････････････････････････････････p.43~55 

8. 総ᣓ･････････････････････････････････････････････････････････p.56 

9. 謝辞･････････････････････････････････････････････････････････p.57 

10. 参考文献･･･････････････････････････････････････････････････p.58~72 

11. 図表･･････････････････････････････････････････････････････p.73~114 

  



2 
 

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 

  



4 
 

3. 背景 

ࢺࣄ T細胞白血病࢘ࢫࣝ࢖ 1型㸦HTLV-1㸧ࠊ成人 T細胞白血病㸦ATL㸧ࡣ࡜ 

ࢺࣄ T細胞白血病࢘１ࢫࣝ࢖型㸦HTLV-1㸧ࡣ δࣞࢫࣝ࢖࢘ࣟࢺ属࡟属࢘ࡿࡍ

1980ࠊ࡛ࢫࣝ࢖ ᖺ࡟人࡟感染ࡿࡍ初࡚ࡋ࡜ࢫࣝ࢖࢘ࣟࢺࣞࡢⓎ見ࡓࢀࡉ㸦1㸧ࠋ

感染後約 50ᖺ࡜いう長期潜伏感染期間ࢆ経࡚成人 T細胞白血病㸦ATL㸧ࡇ࠾ࢆ

原因ࡢう膜炎㸦HU㸧࡝HTLV-1ぶࠊHTLV-1関連脊髄症㸦HAM/TSP㸧ࠊ࡜ࡇࡍ

ࡓࡌ通ࢆ生涯ࡢHTLV-1感染者ࠋ3㸧ࠊ㸦2ࡿい࡚ࢀࡽ知ࡀ࡜ࡇࡿあ࡛ࢫࣝ࢖࢘ ATL

Ⓨ症可能性ࡣ男性ࡀ ࡀ女性ࠊ6-7% ࡣⓎ症可能性ࡢHAMࠊ2-3% 0.25%࡛あࠊࡾ

大半ࡢHTLV-1感染者ࡣ無症候性࡛あࡿ㸦45ࠊ㸧ࠋ世界的ࡣ࡟ 500-1000万人ࠊ

国内ࡣ࡟ 108 万人ࡢ HTLV-1 感染者ࡀい࡜ࡿ推測ࠊࡾ࠾࡚ࢀࡉ௒後国内ࡢ 100

万人超ࡢ感染者ࡽ࠿約 5万人ࡀ ATLࠊ約 3千人ࡀ HAM/TSPࠊ約 1千人ࡀ HU

 ࠋ7㸧ࠊ㸦6ࡿい࡚ࢀࡽ考え࡜ࡿࡍⓎ症ࢆ

 ATL1977ࡣᖺ࡟報告ࡓࢀࡉᮎ梢性成熟T細胞ࡢ白血病/ࣜンࣃ腫࡛あࡿ㸦8㸧ࠋ

病態ࡽ࠿急性型ࣜࠊンࣃ腫型ࠊ慢性型ࡍࡃࠊぶࡾ型ࡢ 4 ࠋ㸦9㸧ࡿࢀࡉศ類࡟ࡘ

ATLࡢ症状ࡣ非常࡟多彩࡛あࠊࡾ白血球増多ࠊT 細胞ࡢ機能୙全ࡿࡼ࡟日和見

感染ࠊ高࣒࢝ࣝ࢘ࢩ血症ࡿࡼ࡟意識㞀害ࠊ腫瘍細胞ࡢᾐ潤ࡀ原因ࣜࡢンࣃ節腫脹ࠊ

肝腫大ࠊ脾腫大ࠊ皮疹ࡀ࡝࡞あࠋࡿATL 幅広ࡢ病状ࡢ症例間࡜ࡉ多彩ࡢ病状ࡢ

約ࡢࡑࡣATLࠋࡿい࡚ࡗ࡞࡜特ᚩࡀࡉ 7割ࡀ白血病ࡢ病態ࢆ示ࠊࡀࡍ悪性ࣜン

高悪性ᗘࡢ初Ⓨࠋࡿい࡚ࢀࡽえࡽ࡜࡜ࡢࡶࡓࡋ白血病化ࡀ腫ࣃ ATL࡟対ࡢ࡚ࡋ

標準的初回化学療法࡚ࡋ࡜ mLSG15 ࡀ生存期間中央値ࠊࡀࡿい࡚ࢀࡽ用いࡀ

場合約ࡢ初回治療例ࠋ悪い㸦10㸧ࡀ予後ࡶ࡚࡭比࡜造血器腫瘍ࡢ他࡜᭶࠿12.7 7

割࡛寛解状態ࠊࡀࡿ࡞࡜無増悪生存期間ࡢ中央値ࡀ 7 再Ⓨࠊࡃ早ࡀ再Ⓨ࡜᭶࠿

時ࡢ治療抵ᢠ性ࡀ問題࡚ࡗ࡞࡜いࠋࡿ現状ࠊ造血幹細胞移植以外࡟長期間寛解ࢆ

維持࡛ࡿࡁ治療法ࡣ確立࡚ࢀࡉい࡞いࠊࡀ造血幹細胞移植ࡀ᭷効࡞患者ࡣ全体
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ࡢ 30%程ᗘ࡛あࠊࡾ生存期間中央値ࡣ ATL患者ࠊࡓࡲࠋ㸦11㸧ࡿ᭶程ᗘ࡛あ࠿6

ATLࠊࡃ多ࡶい患者࡞ࡽ࡞࡜適応ࡢ移植ࠊࡵࡓ高いࡀⓎ症ᖺ齢ࡣ ཯映ࢆ病態ࡢ

化ᢠࢺࣄࡿࡍ対࡟ATLࠊ2012ᖺࠋࡿ課題࡛あࡢႚ緊ࡀ開Ⓨࡢ治療薬ࡓࡋ CCR4

ᢠ体ࡀ国産初࡟ࢇࡀࡢ対ࡿࡍᢠ体医薬࡚ࡋ࡜Ⓨ売ࠋࡓࢀࡉ再Ⓨ㞴治性 ATL࡟対

第ࡿࡍ 2相試験࠾࡟い࡚༢๣࡛ 26例中 13例࠾࡟い࡚完全寛解ࡣࡃࡋࡶ部ศ寛

解࡜いう᭷望࡞成績ࢆ残࡚ࡋいࠊࡀࡿATL患者ࡢ約 9割ࡀ CCR4陽性࡛あࡿ஦

実ࡽ࠿期待ࡓࢀࡉ奏効率ࡣ࡜஋㞳ࡀあࡿ㸦1213ࠊ㸧ࠋ奏ຌࡓࡋ患者ࡶ早期࡟再Ⓨ

ᢠ࡜mLSG15ࠋࡿ困㞴࡛あࡣ治癒࡚ࡋ࡜依然ࠊࡾ࠾࡚ࡋ CCR4ᢠ体ࡢ併用療法

ࠊ㸦14㸧ࡽ࠿࡜ࡇࡿい࡚ࡁ㐩成࡛ࢆ高い奏効率ࡾࡼࠊ࡚࡭比࡟ࡳࡢmLSG15ࡣ࡛

標的ࡢ異ࡿ࡞様々࡞薬๣ࠊ治療法ࡢ࡜併用ࡾࡼ࡟相஌的࡞効果ࡀ期待ࠊࢀࡉ更࡞

ࡢࡵࡓࡢࡑࠊ࡜新規治療薬開Ⓨࡿ ATL細胞ࡢศ子生物学的࡞理解や薬๣耐性࣓

予ࠊ型ࡾぶࡍࡃపいࡢ悪性ᗘࠊ一方ࠋࡿࢀࡽ考え࡜ࡿ必須࡛あࡀ理解ࡢ࣒ࢬࢽ࢝

後୙良因子ࢆ᭷࡞ࡉい慢性型ࡘ࡟い࡚ࡣ国内࡛ࡣ無治療経過観察࡜いう方針ࡀ

ࡢ仏国ࠊ英国ࠊ米国ࠊ࡟2010ᖺࠋࡿい࡚ࢀࡽ࡜ ࡢ国࡛࠿3 ATL治療ࡢ後ࢁ向ࡁ

◊究ࡽ࠿ప悪性ᗘ ATL࡟対ࡋ AZT/IFN療法ࡀ᭷効࡛あ5ࠊࡾᖺ生存率 ࡜100%

いう調査報告ࡓࢀࡉ࡞ࡀ㸦15㸧࡚ࡅཷࢆࢀࡇࠋ国内࠾࡟い࡚ࡶ AZT/IFN 臨床ࡢ

試験ࡀ進行中࡛あࡀࡿ㸦JCOG1111㸧ࡢࡇࠊ後ࢁ向ࡁ◊究࡛ࡢ治療方法ࡢ㑅択࡟

ࢀࡽ用い࡟比較ࠊ疑問ࡢ࡬࡜ࡇࡿࡅい患者数࡛結論付࡞少ࠊ点や࡞୙明瞭ࡿࡅ࠾

ࡿあࡶ声ࡿࡍ疑問視ࢆ効能ࡢࡑࠊࡾ࠾࡚ࢀࡉ指摘ࡀࡉ悪ࡢ成績ࡢ化学療法ࡓ

㸦16㸧ࠋ従ࠊ࡚ࡗప悪性ᗘ ATL࡟対ࡿࡍ積極的࡞治療法ࡢ確立ࠊࡓࡲࠊHTLV-1

無症候性࢟ࣕࣜ࡟࢔対ࡿࡍⓎ症予防法ࡢ確立࡚ࢀࡉ࡞ࡣいࡣ࡜ࡿ言えࠊࡎATL

୙ࡢ細胞ࡿࡼ࡟HTLV-1ࠊ解明ࡢ࣒ࢬࢽⓎ症࣓࢝ࠊ᥈索ࡢ治療標的࡞᭷効ࡋ対࡟

死化ࠊ腫瘍化࣓࢝ࡢ࣒ࢬࢽᇶ礎的࡞理解ࡀ求࡚ࢀࡽࡵいࠋࡿ 

 HTLV-1ࡣ ࡢࡘ2 Long Terminal Repeat㸦LTR㸧࡟挟ࡓࢀࡲ 9.5 kbࡢ長ࡢࡉ
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ࡿ質࡛あࢡࣃンࢱ構造ࡢࢫࣝ࢖࢘ࠊ࡟中࣒ࣀࢤ GagࠊProࠊPolࠊEnv ࠊຍえ࡟

pX領域࡟ Rexࠊp30ࠊp13ࠊp12ࠊp8࡚ࡋࡑࠊ Taxࡢ ࣃンࢱーࣜࢧࢭࢡ࢔ࡢࡘ6

ࡿࡍⓎ現ࡽ࠿鎖側ࢫンࢭࢳン࢔ࠊ࡜質ࢡ HBZࢆ᭷࡚ࡋいࡿ㸦17㸧ࠋRex ࢖࢘ࡣ

来⏤ࢫࣝ RNA や࡜ࡇࡿࡍ輸送࡟核外ࢆ NMD p30ࠊ19㸧ࠊ㸦18࡜ࡇࡿࡍ抑制ࢆ

ࡣ Tax࡜競合ࡋ LTRࡢࡽ࠿転写ࢆ抑制ࡓࡲࠊ࡜ࡇࡿࡍ翻訳ࢆ阻害ࡢࢫࣝ࢖࢘ࡋ

潜伏化࡟関୚࡜ࡇࡿࡍ㸦20㸧ࠊp13ࡣ p30ࡢ一部ࡀศ解ࢱࡿࡁ࡛࡚ࢀࡉンࢡࣃ質

࡛あࠊࡾp30同様 Taxࡿࡼ࡟ LTRࡢ活性化ࢆ抑制࡜ࡇࡿࡍ㸦21㸧ࠊp12ࠊp8ࡣ

MHC class IࡢⓎ現ࢆపୗࡏࡉ免疫系ࡢࡽ࠿回避࡟寄୚࡜ࡇࡿࡍや STAT5ࡢ活

性化࡟寄୚ࡀ࡜ࡇࡿࡍ明࡚ࢀࡉ࡟࠿ࡽいࡿ㸦2223ࠊ㸧ࠋHBZࡣ hTERTや JunDࠊ

TGF-ࡢ活性化ࢆ௓ࠊࡓࡲࠊ࡚ࡋTaxࡿࡼ࡟NF-BࠊAP-1ࠊWntࡢ過剰࡞活性

化ࢆ抑制ࡋ細胞老化ࢆ抑制ࠊ࡛࡜ࡇࡿࡍ細胞増殖࡟᭷利࡟働ࡀ࡜ࡇࡃ報告ࢀࡉ

࡚いࡿ㸦24-29㸧ࠋ 

 

Tax࡟注目ࡿࡍ  ⏤理ࡢࡘ3

Taxࡢ㔜要性࡛ࡲࢀࡇࡣ様々࡞形࡛示࡚ࡁ࡚ࢀࡉいࠋࡿ例えࠊࡤTaxࣛࢺンࢫ

ࡀࢫ࣐࢘ࢡッࢽ࢙ࢪ ATL様ࡢ白血病 / ࣜンࣃ腫ࢆⓎ症࡜ࡇࡿࡍ㸦3031ࠊ㸧ࠊTax

特異的樹状細胞ࡢ活性化ࡀ ATL 患者࡟対ࡋ᭷効࡛あࡿ可能性ࡀ示࡜ࡇࡓࢀࡉ

㸦32㸧ࡍࡃࠊぶࡾ型ࠊ慢性型࡟効果ࡀあ࡜ࡿ報告ࡓࢀࡉ AZT/IFN Taxࠊࡣ Ⓨࡢ

現抑制ࡾࡼ࡟ᢠ腫瘍効果ࢆⓎ揮ࡿࡍ可能性ࡀあ࡜ࡇࡿ㸦33㸧ࠊTax࡟対ࡿࡍ཯応

性ࡢపࡀࡉ ATLⓎ症ࢡࢫࣜࡢ因子࡛あࡿ可能性㸦34㸧࡛࡝࡞あࠋࡿ 

 HTLV-1 腫瘍化因子 Tax ࡣ HTLV-1 ࡢ࣒ࣀࢤ pX 領域ࢥ࡟ーࡿࢀࡉࢻศ子㔞

約 40 kDaࣜࡢン㓟化ࢱンࢡࣃ質࡛あࠋࡿTaxࡢ主࡞機能ࡣ࡚ࡋ࡜ LTRࡢࡽ࠿

࡛ࡅࡔࡿい࡚ࢀࡽ知࡝࡞CREB/ATFࠊ࡜増強ࡢ遺伝子Ⓨ現ࢫࣝ࢖࢘ 100種類ࢆ

超えࡿ宿主細胞ࢱンࢡࣃ質ࡢ࡜相互作用ࢆ௓ࠊࡓࡋ宿主細胞遺伝子Ⓨ現や細胞
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内ࡢࣝࢼࢢࢩ撹乱ࡀ明࡚ࢀࡉ࡟࠿ࡽいࡿ㸦3536ࠊ㸧ࡢࡽࢀࡇࠋศ子生物学的࡞知

見ࠊࡣTax ࡿࡍⓎ現ࡃ強ࡀ HTLV-1 感染初期࠾࡟い࡚感染細胞ࡢ増殖や生存࡟

᭷利࡟働ࢆ࡜ࡇࡃ強ࡃ示唆࡚ࡋいࠋࡿຍえ࡚ࠊTax ࡾࡼ࡟遺伝子ᑟ入ࡢ T 細胞

ࡀࢫ࣐࢘ࢡッࢽ࢙ࢪࢫンࣛࢺTaxࠊ࡜ࡇࡿࡍ୙死化ࡀ ATL様白血病ࣜࠊンࣃ腫

ࡀTaxࠊࡽ࠿࡜ࡇࡿࡍⓎ症ࢆ ATLࡢⓎ症࠾࡟い࡚中心的࡞役割ࢆ果ࡀ࡜ࡇࡍࡓ

明確࡟示࡚ࢀࡉいࠋࡿ一方ࠊTaxࡣ免疫応答ࢆ惹起ࠊࡵࡓࡿࡍTaxࢆⓎ現ࡿࡍ細

胞ࡣ細胞㞀害性 T 細胞㸦CTL㸧ࡢ標的ࠊࡾ࡞࡜宿主免疫ࡾࡼ࡟体内ࡽ࠿排除ࡉ

細胞ࡢ直後ࡓࢀࡉ᥇ྲྀࡽ࠿ATL患者ࠊ実㝿ࠋ㸦37㸧ࡿあࡶࢺッ࣓ࣜࢹいう࡜ࡿࢀ

ᇵ養ࠊࡀࡿ検出限界以ୗ࡛あࡢ࡛ࢺッࣟࣈンࢱࢫ࢙࢘ࡣⓎ現ࡢTaxࠊࡣい࡚࠾࡟

ࡾࡼ࡟ CTL や࢖ンࢱー࢙ࣟࣇンࡿࡼ࡟抑制࡜ࡿ࡞ࡃ࡞ࡅཷࢆ Tax 検ࡀⓎ現ࡢ

出ࡀ࡜ࡇࡿࢀࡉ報告࡚ࢀࡉいࡿ㸦37-39㸧ࠊࡓࡲࠋATL患者ࡢ HTLV-1ࡢ配列ࢆ

調࡜ࡿ࡭ Taxࡢ変異や LTRࡢḞ損ࠊDNAࣝࢳ࣓ࡢ化ࡿࡼ࡟抑制ࡀ認ࡿࢀࡽࡵ

後期段階やࡢ腫瘍化ࠊࡽ࠿࡜ࡇ ATL細胞࠾࡟い࡚ Tax非依存的࡞影響ࡀ強࡞ࡃ

 ࠋ㸦40㸧ࡿい࡚ࢀࡽ考え࡜ࡿ

 

ATLࡢ多段階Ⓨ癌ࣔࣝࢹ 

 ATLࡢࡑࡣⓎ症ᖺ齢ࡢศ布ࠊࡽ࠿独立ࡓࡋ ࡋい࡞5 ࡚ࡗࡼ࡟蓄積ࡢ஦象ࡢ6

Ⓨ症࡜ࡿࡍいう多段階Ⓨ癌ࣔࡀࣝࢹ提唱࡚ࢀࡉいࡿ㸦41㸧ࠋ全࡚ࡢ HTLV-1感染

細胞ࡀ腫瘍化ࡿࡍわࠊࡃ࡞ࡣ࡛ࡅHTLV-1感染者ࡢ一部ࡀ ATLࢆⓎ症࡜ࡇࡿࡍ

ࡣATLⓎ症前期࡛ࠋࡿࢀࡽ考え࡜ࡿ妥当࡛あࡀࣝࢹࣔࡢࡇࠊࡶࡽ࠿ HTLV-1感

染ࡿࡼ࡟影響ࡀ強ࠊࡃTax 伝㐩経路ࣝࢼࢢࢩ࡞質依存的ࢡࣃンࢱࢫࣝ࢖࢘࡝࡞

࡜ࡇࡃ働࡟᭷利࡟細胞増殖ࡾࡼ࡟࡝࡞୙活化ࡢ細胞周期制御因子ࠊ活性化やࡢ

࡛腫瘍化ࢆࢡࢫࣜࡢ࡬高࡚ࡵいࡿ時期ࡽ࡜࡜えࠋࡿࢀࡽ内的要因࡚ࡋ࡜報告ࡉ

ࡢ特定ࡿい࡚ࢀ HLA型ࡢ࡜関連性ࡀ強ࡃ影響࡜ࡢࡶࡿࡍ考えࡿࢀࡽ㸦42㸧ࠋATL
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ࢀࡇࠊࡾあࡀ࡝࡞回避ࡢࡽ࠿免疫系ࠊ獲得ࡢ増殖能ࠊࡣ࡚ࡋ࡜஦象ࡢⓎ症後期ࡢ

ࡣ࡚ࡋ࡜機構ࡿい࡚ࢀࡉ報告࡟࡛ࡲ CDKN2Aࠊp53ࡢ変異ࡼࡢうࡢ࣒ࣀࢤ࡞異

常やࠊ後述ࡿࡍ DNA ࠊ㸦43ࡿい࡚ࢀࡽ考え࡜ࡔࡢࡶࡿࡼ࡟蓄積ࡢ化ࣝࢳ࣓ࡢ

44㸧ࠋ 

HTLV-1感染細胞ࠊࡣHTLV-1ࡢ࡬࣒ࣀࢤࡢ挿入部఩ࡽ࠿感染ࣟࢡーンࢆ識別

࡟非常࡚ࡋ࡜ࣝࢹࣔࡢーン進化ࣟࢡ多段階Ⓨ癌やࠊࡵࡓࡿ可能࡛あࡀ࡜ࡇࡿࡍ

᭷用࡛あࠊࡾinverse PCR やḟ世代ࢩー࢚ࢡンࢧーࡿࡼ࡟解析ࣜࢼࣟࢡࡾࡼ࡟

ࡢࢬ࢖ࢧࡣ段階࡛ࡢ࢔無症候性࢟ࣕࣜࠋ46㸧ࠊ㸦45ࡿい࡚ࢀ行わࡀ解析ࡢー࢖ࢸ

ᑠࣟࢡࡓࡗ࠿ࡉーンࠊࡀATL ࡶ例ࡿࡵ占ࢆ過半数ࡢ感染細胞ࡣ࡟㝿ࡓࡋⓎ症ࢆ

報告ࣟࢡࠊࡾ࠾࡚ࢀࡉーンࡢ進化ࢆ捉えࡿ◊究ࡀ進࡚ࢀࡽࡵいࡿ㸦47㸧ࡽࢀࡇࠋ

HTLV-1感染ࠊࡣ現ᅾࠊえࡲ踏ࢆ結果ࡢ T細胞ࠊ樹状細胞࢓ࣇࣟࢡ࣐ࠊーࡽ࠿ࢪ

HTLV-1 ࡢ一部ࡓࡋ感染ࠊࡾࡀ広ࡀ感染ࡢ T 細胞ࡀ୙死化ࠊ増殖࡚ࡋ感染ࣟࢡ

ーンࢆ形成ࠊ࢚࣒ࣀࢤࠊࡋ ࡚ࡗ࡞㔜ࡳ積ࡀ࡝࡞影響ࡿࡼ࡟変化やຍ齢ࡢ࣒ࣀࢤࣆ

いࣟࢡ࣏࡛ࣜ࡜ࡇࡃーࠊ࢜ࣝࢼ 最終的ࠊࡋ増殖ࡀーンࣟࢡ感染࡟ࣝࢼーࣟࢡࢦࣜ

ATLࠊ࡚ࡋࢆ増殖࡞ࣝࢼーࣟࢡࣀࣔࡀーンࣟࢡࡓࡋ蓄積ࡢ変異࡟ ࡜ࡿࡍⓎ症ࢆ

考え࡚ࢀࡽいࡿ㸦1749ࠊ48ࠊ㸧ࠋ 

 

ATL࢕ࢸࢿ࢙ࢪࣆ࢚ࡿࡅ࠾࡟ッ࡞ࢡ異常 

 近ᖺ DNAࣝࢳ࣓ࡢ化࡟ຍえ࡚ࢯ࢜ࣞࢡࢾࠊー࣒ࢆ構成ࢺࢫࣄࡿࡍンࢱンࢡࣃ

質ࣝࢳ࣓ࡀ化ࣝࢳࢭ࢔ࠊ化ࣘࠊ 修ࡢࡽࢀࡇࠊ࡜ࡇࡿࡅཷࢆ修飾ࡢ࡝࡞ン化ࢳ࢟ࣅ

飾ࢳ࣐ࣟࢡࡀンࡢ凝集やࢱンࢡࣃ質結合ࡢ足場࡚ࡋ࡜機能ࠊࡋ遺伝子Ⓨ現ࡢ維

持や制御࡟㔜要࡞役割ࢆ果ࠊࡓࡲࠊ࡜ࡇࡍࡓ細胞ศ裂ࢆ経࡚ࡶ維持ࡿࢀࡉ遺伝情

報࡚ࡋ࡜機能ࡀ࡜ࡇࡿࡍ明ࡓࡁ࡚ࢀࡉ࡟࠿ࡽ㸦50-53㸧ࡼࡢࡇࠋう࡞ DNA配列࡟

変化ࢆ生࡟ࡎࡌ遺伝子Ⓨ現ࢆ調節ࢆࢀࡑࠊࡋ維持ࡿࡍ機構ࢡ࢕ࢸࢿ࢙ࢪࣆ࢚ࡣ
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Xࠋࡿい࡚ࢀࡤ࿧࡜ࢫ 染色体ࡢ୙活化やⓎ生段階࡛ࡢ遺伝子Ⓨ現制御࡝࡞同一

機ࡢࢫࢡ࢕ࢸࢿ࢙ࢪࣆ࢚ࡢᮏ来ࡀࡢࡍ示ࢆ表現型ࡢ別々ࡀ細胞ࡘ持ࢆ࣒ࣀࢤࡢ

能࡛ࡢࡶࡿࡼ࡟あࡼࡢࡇࠋࡿう࡞ᮏ来ࡢ機能࡟ຍえ࡚ࠊ様々࡞悪性腫瘍࠾࡟い࡚

関࡟性状や悪性ᗘࡢ癌細胞ࠊࡋ撹乱ࢆ遺伝子Ⓨ現ࡀ異常ࡢࢫࢡ࢕ࢸࢿ࢙ࢪࣆ࢚

୚࡚ࡋいࡀ࡜ࡇࡿ明࡚ࡁ࡚ࡗ࡞࡜࠿ࡽいࠋࡿATL細胞࠾࡟い࡚ࡶ LTRࣝࢳ࣓ࡢ

化ࠊ病型ࡢ進行࡟伴う CDKN2Aࡢ DNAࣝࢳ࣓ࡢ化ࡢ蓄積やࡢࡑ他ࡢ細胞周期

制御因子 CDKN2BࠊCDKN1Aࡢ DNAࣝࢳ࣓ࡢ化ࡀ報告࡚ࢀࡉいࡿ㸦4054ࠊ㸧ࠋ 

 当◊究室ࡢඛ行◊究ࠊࡾࡼ࡟抑制的ࢺࢫࣄ࡞ン修飾ࢺࢫࣄࠊン H3ࡢ 27番目

ࡀ蓄積࡞異常ࡢ化㸦H3K27me3㸧ࣝࢳ࣓ࣜࢺࡢン残ᇶࢪࣜࡢ miRNA ࢆⓎ現ࡢ

抑制ࠊࡋ結果的࡟ NF-Bࡢ恒常的活性化ࢆ誘ᑟࢆ࡜ࡇࡿࡍ見出࡚ࡋいࡿ㸦55㸧ࠋ

ン修飾ࢺࢫࣄࡢࡇ H3K27me3 ࡿࡍᑟ入ࢆ Polycomb 質ࢡࣃンࢱ EZH2 ࣆ࢚ࡣ

ࡓࡋ安定ࠊࡋ఩置࡟流ୖࡢ制御࡞ࢡッ࢕ࢸࢿ࢙ࢪ DNAࣝࢳ࣓ࡢ化ࠊ可逆的ࣄ࡞

非翻訳ࠊン修飾ࢺࢫ RNAࡢ全࡚࡟関୚ࡢࢫࢡ࢕ࢸࢿ࢙ࢪࣆ࢚ࡿࡍ鍵ࡿ࡞࡜ศ子

࡛あࠊࡾPolycombࡿࡼ࡟負ࡢ遺伝子Ⓨ現制御ࡢࢫࢡ࢕ࢸࢿ࢙ࢪࣆ࢚ࡣ中心的࡞

制御機構࡛あࡿ㸦56-59㸧ࠋEZH2ࡣ幹細胞◊究ࠊ癌◊究࠾࡟い࡚注目ࢆ集࡚ࡵい

必須࡛࡟ศ化ࡢ球ࣃ維持やࣜンࡢ幹細胞性ࡢ造血幹細胞ࠊࡾ質࡛あࢡࣃンࢱࡿ

あࠊ࡜ࡇࡿATLࠊ固形࠾࡟ࢇࡀい࡚過剰Ⓨ現࡚ࡋいࠊ࡜ࡇࡿ悪性ࣜンࣃ腫࠾࡟い

࡚活性型変異ࡀ存ᅾࠊ࡜ࡇࡿࡍ癌幹細胞ࡢ幹細胞性࡟必須࡛あࡀ࡝࡞࡜ࡇࡿ示

ࡿࡅ࠾࡟ATLࠊࡽࡀ࡞ࡋ࠿ࡋࠋ㸦60-67㸧ࡿい࡚ࢀࡉ EZH2ࡢ標的ࡣmiR-31以

外ࡣ࡟明ࠊࡎࡽ࠾࡚ࡗ࡞࡟࠿ࡽH3K27me3ࡢ異常࡞蓄積ࡢ全体像ࠊ細胞࡟୚え

ATLࠊࡓࡲࠊい࡚ࡘ࡟時期ࠊ࣒ࢬࢽ原因࣓࢝ࠊ影響ࡿ 関୚やࡢ࡬進行ࠊⓎ症ࡢ

HTLV-1ࡢ࡜関連ࡘ࡟い࡚ࡣ୙明࡛あࠋࡿ 

 HTLV-1感染細胞࡜ ATL細胞ࡣ非常ࡃࡼ࡟似ࡓ表現型ࢆ示ࠊࡋ癌化ࡢ初期段

階࡛ Taxࡾࡼ࡟誘ᑟࡓࢀࡉ遺伝子Ⓨ現ࡢ異常ࠊࡀTax非存ᅾୗࡢ ATL細胞࡛ࡶ
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保持ࠕࡿࢀࡉTaxࡢ記憶 ࡿい࡚ࢀࡉ指摘ࡀ࡜ࡇࡿい࡚ࡁ起ࡀ現象ࡁ࡭言うࡶࠖ࡜

㸦68㸧ࠋATL細胞࡛見ࡿࢀࡽ NF-Bや AP-1ࡢ恒常的活性化ࠕࡣTaxࡢ記憶ࠖ

Taxࠋࡿ例࡛あ࡞顕著ࡢ DNAࠊ࡜変異ࡢ࣒ࣀࢤࠊ࡚ࡋ࡜候補ࡢ異常ࡿࡍ誘ᑟࡀ

配列ࡢ変化ࢆ伴わ࡞い࢚࢕ࢸࢿ࢙ࢪࣆッ࡞ࢡ変異ࡀ挙࡟࡛ࡲࢀࡇࠊࡀࡿࢀࡽࡆ

ATL細胞࡟共通ࡢ࣒ࣀࢤࡓࡋ異常ࡣ報告࡚ࢀࡉい࡞い㸦6970ࠊ㸧ࠋᮏ◊究室࡛行

わࡓࢀ ATL 細胞ࡢⓎ現࢖ࣞ࢔解析ࣆࢥ࣒ࣀࢤࠊーࢼンࣂー解析ࠊmiRNA Ⓨ現

ࡶࡽ࠿解析࢖ࣞ࢔ ATL細胞࡟共通ࡢ࣒ࣀࢤࡓࡋ異常ࡣ見࡚ࡗ࠿ࡘい࡞いࠊࡀ高

㢖ᗘࡢ࣒ࣀࢤ࡟Ḟ損ࡀ見ࡓࢀࡽ 9p21.3領域ࢫࢡ࢕ࢸࢿ࢙ࢪࣆ࢚ࡣ࡟異常ࡶ蓄積

ࢤࡣ実態ࡢ記憶ࠖࡢTaxࠕࡽ࠿࡜ࡇࡢࡇࠋ㸦55㸧ࡓࡗ࡞࡜࠿ࡽ明ࡀ࡜ࡇࡿい࡚ࡋ

࡟࡛ࡲࢀࡇࠋࡓࢀࡉ示唆ࡀ可能性ࡿ複合࡛あࡢ異常ࡢ࣒ࣀࢤࣆ࢚࡜異常ࡢ࣒ࣀ

Tax Taxࠊࡾ࠾࡚ࢀࡉ࡞ࡀ報告ࡢ複数ࡣい࡚ࡘ࡟関連ࡢ࡜異常ࡢ࣒ࣀࢤ࡜ ࡼ࡟

ࡿ DNA PolIIࡢⓎ現抑制ࢆ௓ࡓࡋ base excision repairや nucleotide excision 

repair p53ࠊChk1/2ࠊ抑制やࡢ ࡿࡼ࡟機能抑制ࡢ DNA 損傷修᚟機構ࡢ阻害࡜

細胞周期࢙ࢳッ࢖࣏ࢡンࡢࢺ୙活化࡛࡝࡞あࡿ㸦71-76㸧ࠊࡋ࠿ࡋࠋTaxࢪࣆ࢚࡜

ࠊ࡜相互作用ࡢ࡜化酵素㸦HDAC㸧ࣝࢳン脱࣓ࢺࢫࣄࠊࡣ関連ࡢ࡜ࢫࢡ࢕ࢸࢿ࢙

ᮏ◊究室ࡾࡼ報告ࢺࢫࣄࡓࢀࡉン࣓ࣝࢳ化酵素 SUV39H1ࠊSMYD3ࡢ࡜相互作

用ࡀ報告࡚ࢀࡉい࡛ࡳࡢࡿあࡿ㸦77-79㸧ࠋTaxࡢࡽࢀࡇࡀ相互作用ࢆ௓࡚ࡋ LTR

い࡚ࢀࡉ示ࡣ࡜ࡇࡿࡍ抑制࡟ࢡッ࢕ࢸࢿ࢙ࢪࣆ࢚ࢆ遺伝子Ⓨ現ࢫࣝ࢖࢘ࡢࡽ࠿

Taxࠊࡢࡢࡶࡿ いう࡜ࡿࡍ誘ᑟࢆ異常ࢫࢡ࢕ࢸࢿ࢙ࢪࣆ࢚࡚ࡋ対࡟宿主細胞ࡀ

報告࡚ࢀࡉ࡞ࡣい࡞いࠋ 

 

4. 目的 

 ᮏ◊究ࡢ目的ࠊࢆATL 影響ࡍࡽࡓࡶࡀࢀࡑ࡜実態ࡢ異常࣒ࣀࢤࣆ࢚ࡿࡅ࠾࡟

ࡓࡲࠊࡋ࡟࠿ࡽ明ࢆ HTLV-1感染ࡽ࠿ ATLⓎ症ࠊ悪性化ࡢ過程࡛ࢿ࢙ࢪࣆ࢚ࡢ
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࡚ࡋࡑࠊ࡜ࡇࡿࡍ࡟࠿ࡽ明ࢆ変㑄ࡢ異常࡞ࢡッ࢕ࢸ HTLV-1 ࢪࣆ࢚ࡿࡍ誘ᑟࡀ

Tࠊࡋ࡟࠿ࡽ明ࢆ࣒ࢬࢽศ子࣓࢝ࡢࡑ࡜実態ࡢ異常࡞ࢡッ࢕ࢸࢿ࢙ 細胞࡟୚え

 ࠋࡓࡋ࡜࡜ࡇࡿࡍ解明ࢆ影響ࡿ
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5. 実験材料ࠊ方法 

ATL及ࡧ HTLV-1࢟ࣕࣜ࢔検体 

ATL 検体ࡧࡼ࠾ HTLV-1 無症候性࢟ࣕࣜ࢔検体ࠊࡣHTLV-1 感染者࣍ࢥーࢺ共

同◊究班㸦 Joint Study on Predisposing Factors of ATL Development

㸦JSPFAD㸧㸧ࡾࡼ供୚ࢆࡢࡶࡓࢀࡉ使用ࠋࡓࡋ検体ࡢ᥇ྲྀ࢖ࠊࡣン࢛ࣇー࣒ࢻ

東京大学医⛉学◊究ࠊࡣ᥇血ࡢ健常者ࠋࡓࡗうえ࡛行ࡓ得࡚࡟書面ࢆࢺンࢭンࢥ

所ࡢ◊究用᥇血ࡢ指針࡟従࡚ࡗ行ࠋࡓࡗᮏ◊究ࡣ東京大学医⛉学◊究⛉ࡢ倫理

審査委員会ࡢ承認ࢆ得࡚実施ࡓࢀࡉ㸦審査番ྕ No. 14-155㸧ࠋ検体ࡢᇶᮏ情報ࡣ

Table 1࡟示ࠋࡓࡋ 

 

 ーࢱࢡ࣋

 理化学◊究所 ୕好浩之ඛ生ࡾࡼ供୚いࡔࡓいࣞࡓンࢱࢡ࣋ࢫࣝ࢖࢘ࢳー

CSII-EF-MCS-IRES2-Venus vectorࠊ࡟HTLV-1 Taxࡢ㔝生型㸦WT㸧ࠊFLAG

ࡢC29Aࠊ変異型M22ࠊWT㸦F-Tax㸧ࡁ付ࢢࢱ cDNAࢆ挿入ࠋࡓࡋTaxࡢ鋳型

ࡓࢀࡉศ୚ࡾࡼ関西医⛉大学 藤澤㡰一ඛ生ࡣ࡟ pCG-Tax vectorࢆ使用ࠋࡓࡋ

使用ࡓࡋ primerࡢ配列ࡣ Table 2࡟示ࠊࡓࡲࠋࡓࡋCS-RfA-EVBsd-shEZH2ࠊ

CS-RfA-EVBsd-shSUZ12ࠊpGL4.10-EZH2 promoterࡣ山岸誠博士ࠊࡾࡼpME-

FLAG-RexࠊpME-FLAG-HBZࠊpME-FLAG-p30ࡣ中㔝和民博士ࡾࡼ供୚いࡓ

 ࠋ㸦19㸧ࡓࡋ使用ࢆࡢࡶࡓいࡔ

 

 ー作製ࢱࢡ࣋࡜ࢢンࢽーࣟࢡ

PCRࡣ࡟ Platinum Taq DNA Polymerase High Fidelity㸦Invitrogen㸧ࢆ用

いࠊ推奨࡚ࢀࡉいࢥࢺࣟࣉࡿーࣝ࡟従い行ࠋࡓࡗ཯応条件ࡣ 94°C×2 min +

㸦94°C×30 sec + 50°C×30 sec + 68°C×2 min㸧×32 cycles࡛行ࠋࡓࡗ得ࡓࢀࡽ
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PCR産物ࢆ ࡢࡉ長ࡢ目的ࠊࡋ電気泳動࡛ࣝࢤࢫーࣟ࢞࢔1% DNA断片ࡀ増幅ࡉ

-Wizard SV Gel and PCR Cleanࠊࡋ出ࡾษࢆࣝࢤࠊ後ࡓࡋ確認ࢆ࡜ࡇࡿい࡚ࢀ

Up System㸦Promega㸧ࢆ用い࡚ DNA 断片ࢆ精製ࠋࡓࡋ精製ࡓࡋ DNA 断片

行いࢆࢢンࢽーࣟࢡTAࠊࡣ pGEM T Easy vector㸦Promega㸧࡟挿入ࠊࡋ配列

 ࠋࡓࡋ挿入࡬CSII vectorࠊ後ࡓࡋ確認ࢆ࡜ࡇいࡋṇࡀ

 

細胞ᇵ養 

 ATL 細胞株 TL-Om1ࠊMT-1ࠊATN-1  U /ml 1000ࠊFBS㸦GIBCO㸧 %10 ࡣ

Penicillin㸦GIBCO㸧1000ࠊ g/ml Streptmycin㸦GIBCO㸧ࢆ含ࡴ RPMI1640

ᇵ地࡛ᇵ養ࠋࡓࡋHEK293FTࠊHeLa細胞ࡣ 10% FBS1000ࠊ U /ml Penicillinࠊ

1000 g /ml Streptmycin ࢆ含ࡴDMEMᇵ地㸦日水製薬株式会社㸧࡛ ᇵ養ࠋࡓࡋ

ᇵ養࡚࡭ࡍࡣ 37°C5%ࠊ CO2ࡢ条件ୗ࡛行ࠋࡓࡗ 

 

 電気泳動ࣝࢤࢫーࣟ࢞࢔

 EtBrࢆ添ຍࡓࡋ 用い࡚ࢆࣝࢤࢫーࣟ࢞࢔ࡢ2%～1 100 V࡛ 35ศ間電気泳動

࡟ー࢝ー࣐ࠋࡓࡋWhealtec dolphin-View㸦KURABO㸧࡛᧜影ࢆࣝࢤࠊ行いࢆ

࡜HindIII㸦TaKaRa㸧ࡣ 100 bp marker㸦GeneDireXࠊDM003-R500㸧ࢆ用い

 ࠋࡓ

 

ᢠ体 

使用ࡓࡋᢠ体ࡣ以ୗࡢ通࡛ࡾあࠋࡿ 

ᢠ H3K27me3ᢠ体㸦Millipore07-449ࠊ㸧ࠊᢠ H3K4me3ᢠ体㸦Millipore07ࠊ-

473㸧ࠊᢠ EZH2ᢠ体㸦D2C9㸧㸦Cell Signaling5246ࠊ㸧ࠊᢠ EZH2ᢠ体㸦AC22㸧

㸦Cell Signaling Technology3147ࠊ㸧ࠊᢠ H3ᢠ体㸦Abcam10799ࠊ㸧ࠊᢠ TSLC1
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ᢠ体㸦MBLࠊCM005㸧ࠊᢠ Actin ᢠ体㸦Santa CruzࠊAC-15㸧ࠊᢠ RelA ᢠ体

㸦Santa Cruzࠊsc-8008㸧ࠊᢠ RelBᢠ体㸦Santa Cruzࠊsc-226㸧ࠊᢠ FLAG ᢠ

体M2㸦Sigma-AldrichࠊF1804㸧ࠊIgG࣐࢘ࢫ血清⏤来㸦SIGMAࠊI3581-5MG㸧ࠊ

Normal rabbit IgG㸦Cell Signaling2729ࠊS㸧ࢱ࢓ࣇࢫ࢛ࣇࣜ࢝ࣝ࢔ࠊーࢮ標識

ࠊᢠ体 IgG㸦FcࢺッࣅᢠࣛࠊPromega㸧ࠊᢠ体 IgG㸦H&Lࢫᢠ࣐࢘ࠊ஧ḟᢠ体ࡢ

Promega㸧  

ᢠ Taxᢠ体㸦Lt-4㸧ࡣ琉球大学 ⏣中勇悦ඛ生ࡾࡼ頂いࢆࡢࡶࡓ使用ࡓࡋ㸦80㸧ࠋ

ᢠ TSLC1ᢠ体ࡣ biotin N-hydroxysuccinimide ester㸦Sigma-AldrichࠊH1759-

5MG㸧ࢆ用い࡚ࢳ࢜ࣅン化ࢆࡢࡶࡓࡋ使用ࡓࡋ㸦81㸧ࠋ 

 

阻害๣ 

DZNep㸦13828ࠊCayman Chemical㸧ࠊGSK126㸦15415ࠊCayman Chemical㸧ࠊ

U0126㸦V1121ࠊ Promega㸧ࡣ DMSO ࠋࡓࡋ使用ࡏࡉ溶解࡟ 5-aza-2-

deoxycytidine 㸦Aza-dC㸧㸦A3656ࠊSIGMA㸧ࡣ PBS ࠋࡓࡋ使用ࡏࡉ溶解࡟

Cyclosporin A㸦30024ࠊSIGMA㸧ࣀࢱ࢚ࡣーࣝ࡟溶解ࡏࡉ使用ࠋࡓࡋ 

 

 作製ࢫࣝ࢖࢘ࢺンࢼࣅンࢥࣜ

 遺伝子ᑟ入ࢆ行う前日࡟ HEK293FT細胞ࢆ 4×106 cells/10 cm dish࡛᧛種ࡋ

約ࠊ᧛種後ࠋࡓ 24時間ᇵ養ࠊࡕࡢࡓࡋSIN࣋ࢱࢡーࢻ࣑ࢫࣛࣉ㸦CSII-EF-Tax-

IRES-Venus vector㸧 4.25 g2ࠊ種類ࣃࡢッࢣーࢪンࢻ࣑ࢫࣛࣉࢢ㸦pCMV-VSV-

G-RSV-Rev vectorࠊpCAG-HIV-gag pol vector㸧 各 2.5 gࢆ遺伝子ᑟ入ࠋࡓࡋ

遺伝子ᑟ入0.323ࡣ࡟ g/LࡢPEI㸦Polyethyleni mine "Max"ࠊPolysciences Inc.㸧

6ࠊ遺伝子ᑟ入後ࠋࡓࡋ使用ࢆ 時間࡛ᇵ地交換ࢆ行い72ࠊ 時間後࡟ᇵ養ୖ清ࢆ

回཰ࡢࡑࠋࡓࡋ㝿ࠊᇵ養ୖ清ࢆ 400×g࡛ 1 min 遠心0.45ࠊࡋ mࢱࣝ࢕ࣇーࢆ
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通࡛࡜ࡇࡍ細胞ࢆ除去ࠋࡓࡋ得ࡓࢀࡽᇵ養ୖ清ࢆ 6000×g4°ࠊC࡛ 3時間遠心ࠊࡋ

࣌ࣞッࢆࢺ RPMI1640ᇵ地㸦FBS-㸧࡛再懸⃮80°-ࠊࡋC࡟保存ࠋࡓࡋ 

 

PBMCࡢศ㞳ࠊ活性化 

 健常人ࡢ全血ࢆ等㔞ࡢ Ficoll-Paque PLUS㸦GE Healthcare㸧࡟㔜層400ࠊࡋ×gࠊ

30 minࠊ室温࡛遠心ࠋࡓࡋ遠心後ࣜࠊンࣃ球ࢆ含ࡴ層ࢆࡳࡢศྲྀࠊࡋPBS࡛ 2

ᗘ洗浄ࢆࡢࡶࡓࡋ PBMC࡚ࡋ࡜以降ࡢ実験࡟用いࠋࡓ得ࡓࢀࡽ PBMCࠊࢆPHA

㸦SIGMAࠊ終濃ᗘ 1 g/l㸧ࢆ添ຍࡓࡋ RPMI1640/10% FBS࡛ 48時間ᇵ養ࡋ

ࢆࢀࡇࠋࡓ PHA-activated PBMC࡚ࡋ࡜以降ࡢ実験࡟使用ࠋࡓࡋ 

 

CD4陽性 T細胞ࡢศ㞳 

 CD4 陽性 T 細胞ࡢศ㞳ࡣ Dynabeads CD4 Positive Isolation kit

㸦ThermoFisher㸧࡟ࣝ࢔ࣗࢽ࣐ࡢ従࡚ࡗ行ࠋࡓࡗ健常人ᮎ梢血ࡽ࠿ศ㞳ࡓࡋ

1×107個ࡢ PBMC࡟対ࡋ 25 lࡢ Dynabeadsࢆຍえ 4°C࡛ 20ศ間回転混和ࡋ

࡟ࢡDynal MPCࣛッࠋࡓ 2ศ間静置ୖࠊࡋ清ࢆ CD4 depleted PBMC࡚ࡋ࡜回

཰ࠋࡓࡋPBS/0.1% BSA࡛ beadsࢆ 3ᗘ洗浄10ࠊࡋ lࡢ DETACHaBEADࢆ

ຍえࠊ室温࡛ 45ศ間཯応ࡢࡇࠋࡓࡏࡉ㝿10ࠊศ置࡟ࡁ tubeࢆ軽ࢱࡃッࣆンࢢ

࡟ࢡDynal MPCࣛッࠋࡓࡋ撹拌࡚ࡋ 1ศ間静置ୖࠊࡋ清ࢆ CD4陽性 T細胞ศ

画࡚ࡋ࡜回཰ࠋࡓࡋ 

 

ᢠ CD3/28ᢠ体ࡿࡼ࡟ T細胞ࡢ活性化 

 あࡵࡌ࠿ࡽᢠ CD3ᢠ体㸦Miltenyi130-093-387ࠊ㸧ࠊᢠ CD28ᢠ体㸦Miltenyiࠊ

130-093-375㸧ࢀࡒࢀࡑ 0.5 gࢆ固相化ࡓࡏࡉ 96 well plate࡟ 1×106個ࡢ CD4

陽性 T細胞ࢆ 48時間ᇵ養࡛࡜ࡇࡿࡍ活性化 T細胞ࢆ作製ࠋࡓࡋ 
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Taxᑟ入細胞㸦Tax-cell㸧ࡢ作製 

 ୖ記ࡢ通࡟ࡾศ㞳ࠊࡋ活性化ࡓࡋ PHA-activated PBMCࢆ 1.5 ml tube࡟回

཰2,000ࠊࡋ×g1ࠊ minࠊ室温࡛遠心ୖࠋࡓࡋ清ࢆ捨࡚ࠊ細胞ࣞ࣌ࡢッࢥࣜࢆࢺ

ンࢼࣅンࢫࣝ࢖࢘ࢺ溶液࡛懸⃮37°ࠊࡋC࡛ 5 min静置ࡕࡢࡓࡋ 400×g3ࠊ hࠊ

30°C࡛遠心ࠋࡓࡋ遠心後106×5ࠊ cells/mlࡢ濃ᗘࡼࡿ࡞࡟う࡟ RPMI1640/10% 

FBS/IL-2+㸦終濃ᗘ 10 ng/ml㸧࡟懸⃮100ࠊࡋ lࡘࡎ 96 well plate࡟ศ注ࠋࡓࡋ

2日࡟ࡁ࠾ᇵ地ࡢ半㔞ࢆ捨࡚ࠊ新ࡋいᇵ地ࢆຍえ࡚ᇵ養ࠋࡓࡋ 

 

RNAᢳ出 

 目的ࡢ細胞ࢆ 1.5 ml tube࡟回཰2,000ࠊࡋ×g1ࠊ minࠊ室温࡛遠心ୖࠋࡓࡋ清

࡟ࢺッࣞ࣌ࡢ細胞ࡓࢀࡽ得ࠊ捨࡚ࢆ 1 mlࡢ ISOGEN㸦ࢽッ࣏ンࢪーン㸧ࢆຍえ

࡚数回࣌ࣆッ࢕ࢸンࣞ࣌ࠊࡋࢆࢢッࢆࢺ完全࡟溶解200ࠋࡓࡏࡉ l ࣍ࣟࣟࢡࡢ

࣒ࣝ㸦Wako㸧ࢆ添ຍࡃࡼࡋ懸⃮ࡓࡋ後16,000ࠊ×g30ࠊ min4°ࠊC࡛遠心ࠋࡓࡋ

ୖ清࡟等㔞ࣀࣃࣟࣉࢯ࢖ࡢーࣝ㸦Wako㸧ࢆ添ຍ20°-ࠊࡋC࡛ 2時間以ୖ静置ࡋ

4°Cࠊmin 30ࠊg×16,000ࠊ後ࡢࡑࠋࡓ ࡛遠心ࠊࡋ得ࣞ࣌ࡓࢀࡽッ࡟ࢺ DNase 

solution㸦MQ 45 l10ࠊ×DNase I Buffer㸦TaKaRa㸧5 lࠊRecombinant DNase 

I㸦RNase-free㸧㸦TaKaRa㸧2 lࠊRecombinant Ribonuclease Inhibitor㸦TakaRa㸧

0.5 l㸧ࢆຍえ 37°C࡛ 30 min ཯応ࠋࡓࡏࡉ再ࡧ ISOGEN 1 mlࢆຍえ࡚ࡃࡼ

混和200ࠊࡋ l ࠊmin 30ࠊg×16,000ࠊ後ࡓࡋ懸⃮ࡃࡼࡋ添ຍࢆ࣒ࣝ࣍ࣟࣟࢡࡢ

4°C࡛遠心ࠋࡓࡋ得ୖࡓࢀࡽ清࡟ 30 lࡢ 3 M NaOAc㸦pH 6.0㸧ࢆຍえୖࠊ清

20°C-ࠊࡋ添ຍࢆーࣝࣀࣃࣟࣉࢯ࢖ࡢ等㔞࡜ ࡛ 2 時間以ୖ静置ࡢࡑࠋࡓࡋ後ࠊ

16,000×g30ࠊ min4°ࠊC࡛遠心ࠊࡋ得ࣞ࣌ࡓࢀࡽッࢆࢺMQ࡟溶解ࠊࡏࡉRNA

溶液ࠋࡓࡋ࡜ 
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逆転写཯応 

 RNAᢳ出ࡾࡼ࡟得ࡓࢀࡽ RNAࡽ࠿ Super Script II㸦Invitrogen㸧ࢆ用い࡚

cDNAࢆ合成ࠋࡓࡋRNA溶液 8 l࡟ 2.5 lࡢ dNTP solution1ࠊ lࡢ Random 

primer mix㸦300 ng/l㸧ࢆ添ຍ65°ࠊࡋC5ࠊ minࡢ保温後ࠊ氷ୖ࡟静置ࠋࡓࡋ

reverse transcriptaseࠊM DTT 2 l 0.1ࠊFirst strand buffer 4 l×5ࠊ後ࡢࡑ

㸦200 units㸧1 lࢆຍえ42°ࠊC࡛ 50 min70°ࠊC࡛ 15 min཯応ࠋࡓࡏࡉ཯応

後ࡢ溶液ࠊ࡟RNAࡢ濃ᗘࡀ 10 ng/lࡼࡿ࡞࡜う࡟MQࢆຍえࠊrealtime PCR

 ࠋࡓࡋ使用࡟

 

Realtime PCR 

 realtime PCR ࡣ SYBR Premix Ex Taq㸦Appliedbiosystems㸧ࢆ用い࡚行ࡗ

ࡣ཯応ࠋࡓ SYBR Premix Ex Taq 5 lࠊMQ 2.5 l10ࠊ M Forward primer 0.25 

µl10ࠊ M Reverse primer 0.25 lࠊsample 2 lࡢ 10 lࡢ系࡛行いࠊThermal 

cycler Dice㸦TAKARA㸧ࢆ用い࡚཯応ࠊ測定ࢆ行ࠋࡓࡗPCRࡢ条件ࡣ 95°C×30 

sec +㸦95°C×10 sec + 60°C×1 min㸧×45 cycles࡛行࢖ࠋࡓࡗンࢱーࢥࣝࢼンࢺ

ࣟーࣝࡣ࡟ RPL19ࢆ用いࠋࡓ使用ࡓࡋ primerࡣ Table 2࡟示ࠋࡓࡋ 

 

miRNAࡢ定㔞 

miRNAࡢ定㔞ࡣ TaqMan® MicroRNA Assays㸦Appliedbiosystems㸧ࢆ用い࡚

行ࠋࡓࡗ཯応ࡣ SYBR Premix Ex Taq 5 lࠊMQ 2.5 l10ࠊ M Forward primer 

0.25 l10ࠊ M Reverse primer 0.25 lࠊsample 2 lࡢ 10 lࡢ系࡛行いࠊ

Thermal cycler Dice㸦TAKARA㸧࡛ ཯応ࠊ測定ࢆ行ࠋࡓࡗPCRࡢ条件ࡣ 95°C×30 

sec +㸦95°C×10 sec + 60°C×1 min㸧×45 cycles࡛行࢖ࠋࡓࡗンࢱーࢥࣝࢼンࢺ
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ࣟーࣝࡣ࡟ RNU48ࢆ使用ࠋࡓࡋ用いࡓ primer setࡣ Table 2࡟示ࠋࡓࡋ 

 

蛍ග免疫染色法 

 1×105個ࡢ細胞ࢆ 50 lࡢPBS࡟懸⃮ࠊࡋcytospinࢆ用い࡚ 800 rpm3ࠊ minࠊ

室温࡛遠心ࡓࡋ後ࠊ風乾ࠋࡓࡏࡉ乾燥後4%ࠊ PFA࡛ 5ศ間固定1%ࠊࡋ Triton 

X-100/PBS࡛膜透過処理ࡓࡋࢆ後1%ࠊ BSA/PBS࡛ 30ศࣟࣈッ࢟ンࢆࢢ行ࡗ

BSA/PBS࡛ 1%ࠊ後ࡢࡑࠋࡓ ࡓࡋ希釈࡟1/200 1ḟᢠ体ࢆ 4°C࡛ 12時間以ୖ

཯応ࠋࡓࡏࡉ཯応後ࢆࢫࣛ࢞ࢻ࢖ࣛࢫࠊ 0.1% BSA/PBS࡟ᾐ࡚ࡋᢠ体ࢆ洗い流

BSA/PBS 1%ࠊࡋ ࡛ 1/500 ࡓࡋ希釈࡟ 2 ḟᢠ体ࢆ室温࡛ 2 時間཯応ࠋࡓࡏࡉ

0.1% BSA/PBS࡛஧ḟᢠ体ࢆ洗い流ࡢࢫࣛ࢞ࢻ࢖ࣛࢫࠊࡋ水ศࢆᣔࡓࡗྲྀࡁ後ࠊ

࣐࢘ン࢕ࢸン࣒࢘࢕ࢹ࣓ࢢ㸦80% glycerol5ࠊ ng/l DAPI㸧30 l࡛ᑒ入ࠊࡋ共

焦点顕微鏡 Zeiss LSM 710ࡣࡃࡋࡶࠊ蛍ග顕微鏡 Olympus BX50࡛観察ࠊ᧜影

ࣉッࣙࢩࢺ࢛ࣇࡣ画像ࡓࢀࡽ得ࠋࡓࡋ CS5㸦Adobe㸧ࢆ用い࡚色付ࠊࡅ画像ࡢ変

換ࠊ色調ࡢ調整ࢆ行ࠋࡓࡗ明ࢥࠊࡉࡿンࡘ࡟ࢺࢫࣛࢺい࡚ࡣ同ࡌ実験ࢧࡢンࣝࣉ

間࡛ࡣ同一ࡢ処理ࢆ行ࠋࡓࡗ 

 

 検出ࡢ質ࢡࣃンࢱࡿࡼ࡟ࢺッࣟࣈンࢱࢫ࢙࢘

ࢆ細胞ࡿࡍ供࡟ࢺッࣟࣈンࢱࢫ࢙࢘  1.5 ml tube࡟回཰ࠊࡋPBS࡛ 2回洗浄

 mM EDTA㸦pH 1ࠊmM NaCl 150ࠊRIPA buffer㸦10 mM Tris-HCl㸦pH 8.0㸧ࠊࡋ

8.0㸧1%ࠊ NP-400.1%ࠊ sodium deoxycholate0.1%ࠊ sodium dodecyl sulfate 

㸦SDS㸧࡟懸⃮20ࠊࡋ min氷ୖ࡛静置16,000ࠋࡓࡋ×g20ࠊ min4°ࠊC࡛遠心ࠊࡋ

ୖ清ࢆ回཰ࠋࡓࡋ得ୖࡓࢀࡽ清ࡢࡑࠊ࡟半㔞ࡢ 3×sample buffer㸦10% glycerolࠊ

3% SDS65ࠊ mM Tris-HCl㸦pH 6.8㸧0.01%ࠊ bromophenol blue㸧ࢆຍえ 100°C

࡛ 3 min処理ࠊࡋ泳動用ࢧン࡛ࣝࢤࢻ࣑࢔ࣝࣜࢡ࢔ࡢ15%~10ࠋࡓࡋ࡜ࣝࣉ泳動
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semi-dryࠊࡵṆࢆ直前࡛泳動ࡿษࢀ流ࡀ泳動線ࠊࡋ  転写装置㸦BIO CRAFTࡢ

BE-300㸧ࢆ用い࡚定電ᅽ 14 V90ࠊ minࡢ条件࡛ࢱンࢡࣃ質ࢆ PVDF膜࡟転写

 mM 150ࠊTBST㸦20 mM Tris-HCl㸦pH 7.5㸧/ࢡ࣑࣒ࣝ࢟ࢫ 1%ࠊ転写後ࠋࡓࡋ

NaCl0.05%ࠊ Triton X-100㸧࡟ 30 minᾐࣟࣈ࡚ࡋッ࢟ンࢆࢢ行いࠊ終夜࡛一ḟ

ᢠ体ࢆ཯応ࠋࡓࡏࡉTBST࡛ 10 min×3回洗浄ࠊࡋ஧ḟᢠ体 anti-mouse IgG AP 

conjugate㸦Promega㸧ࢆ室温࡛஧時間཯応ࡓࡏࡉ後ࠊTBST࡛ 10 min×3回ࠊ

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

㸦Promega㸧࡛Ⓨ色ࠋࡓࡏࡉ画像ࢼࣕ࢟ࢫࡣー㸦GT-X980ࠊEPSON㸧࡛ྲྀࡾ込

ࡣ測定ࡢ強ᗘࢻンࣂࠊࡳ ImageJࢆ用い࡚行ࠋࡓࡗ 

 

࣏ࣞーࢱーࢪーン࢔ッ࢖ࢭ 

 Opti-MEMᇵ地 25 l࡟ effecter࡛あࡿ CSII-EF-Tax-IRES-Venus vectorࢆ

100 ngࠊreporter࡛あࡿHTLV-1 LTR Luciferase vector6ࠊB Luciferase vectorࠊ

ࡣࡃࡋࡶ EZH2 promoter Luciferase vectorࢆ 50 ngࠊInternal control用 pRSV 

Renilla Luciferase vectorࢆ 3.3 ng添ຍࢆࢀࡇࠊࡋ A液ࡃࡌ࡞࠾ࠋࡓࡋ࡜ Opti-

MEMᇵ地 25 l࡟ Lipofectamine2000㸦Invitrogen㸧ࢆ 1 l添ຍࠊࡋ穏や࠿

後ࡓࡋ混和࡟ 5 min以ୖ室温࡛静置ࢆࡢࡶࡓࡋ B液ࠋࡓࡋ࡜A液࡜ B液ࢆ穏や

࡟前日ࠊࢆ全㔞ࠊ後ࡓࡋmin以ୖ室温࡛静置 20ࠊࡋ混和࡟࠿ HEK293FT細胞

ࢆ 1×105 cells/250 lࡢ濃ᗘ࡛᧛種ࡓࡋ 48 well plate࡬添ຍࠋࡓࡋ᧛種ࡓࡋ㝿

い࡞い࡚ࢀࡲ含ࡢᢠ生物質ࡣ DMEM ᇵ地ࢆ使用ࠋࡓࡋ添ຍࡽ࠿ 4 時間後࡟ᇵ

地ࢆ交換2ࠊࡋ日間ᇵ養ࡓࡋ後ࠊ細胞ࢆ๤࡞ࡉࡀいࡼう࡟ PBS࡛ᇵ地ࢆ洗い流

ࡢl 200ࠊࡋ Passive Lysis Buffer㸦Promega㸧ࢆ添ຍ࡚ࡋ細胞ࢆ溶解ࠋࡓࡏࡉ

室温࡛ 20 min静置10,000ࠊࡋ×g1ࠊ min4°ࠊCࡢ遠心ࡾࡼ࡟୙溶性画ศࢆỿ殿

ᇶ質࡟清 10 lୖࡢࡇࠋࡓࡏࡉ 2 lࢆ添ຍࠊplateࢆ 2⛊振盪10ࠊ⛊測定࡜い
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う設定࡛Ⓨග㔞ࡢ測定ࢆ行ࠋࡓࡗ 

 

Flow cytometryࡿࡼ࡟ Venusࡢ検出及ࡧ Venus࢔ッ࢖ࢭ 

 接着細胞ࡢ場合ࢩࣉࣜࢺࠊン処理ࡾࡼ࡟細胞ࢆ๤ࠊࡋࡀFACS buffer

㸦PBS/2%FBS㸧1 ml࡛細胞ࢆ懸⃮1,000ࠊࡋ×g2ࠊ minࠊ室温࡛遠心ୖࠋࡓࡋ

清ࢆ除去ࠊࡋ細胞濃ᗘࡀ 1×105 cells/ml程ᗘࡼࡿ࡞࡟う࡟ FACS buffer࡛懸⃮

 ࠋࡓࡋ測定ࡾࡼ࡟FACSCalibur㸦Becton Dickinson㸧ࠊࡋ

 浮㐟細胞ࡢ場合ࠊᇵ養࡚ࡋいࡿ dishࡣࡓࡲwellࡢ中࡛細胞ࢆ懸⃮1,000ࠊࡋ×gࠊ

2 minࠊ室温࡛遠心ୖࠋࡓࡋ清ࢆ除去ࠊࡋ細胞濃ᗘࡀ 1×105 cells/ml程ᗘࡿ࡞࡟

࡟うࡼ FACS buffer࡛懸⃮ࠊࡋFACSCaliburࡾࡼ࡟測定ࠋࡓࡋ 

 

Flow cytometryࡿࡼ࡟細胞表面࣐ー࢝ーࡢ検出 

 浮㐟細胞ࢆ 1.5 ml tube࡟回཰1,000ࠊࡋ×g2ࠊ minࠊ室温࡛遠心࡚ࡋࢆᇵ地ࢆ

除去ࡓࡋ後࡟ FACS buffer 50 l FACSࠊࡋ懸⃮࡟ 用ࡢ fluorescence dye-

conjugated antibodyࢆ 1 l添ຍࠊࡋ遮ග࡚ࡋ室温࡛ 30 min静置ࡢࡑࠋࡓࡋ後ࠊ

FACS buffer ࡛残存ࡿࡍᢠ体ࢆ洗い流300ࠊࡋ l ࡢ FACS buffer ࠊࡋ懸⃮࡟

FACSCaliburࡾࡼ࡟測定ࠋࡓࡋ使用ࡓࡋFACS用ᢠ体ࡣFITC anti-human CD7 

Antibody㸦Biolegend343104ࠊ㸧ࠊPE anti-human CD8 Antibody㸦BD555367ࠊ㸧ࠊ

APC anti-human CD4 Antibody㸦BD555349ࠊ㸧࡛あࠋࡿ 

 

Flow cytometryࡿࡼ࡟細胞ࡢศ㞳 

 前㡯ࡢ Flow cytometry 染色ࢆ細胞࡟同様࡜検出ࡢ細胞表面࣐ー࢝ーࡿࡼ࡟

濃ᗘ࡛ࡢcells/ml 107×1ࠊࡋ FACS buffer࡟懸⃮ࠋࡓࡋศ㞳ࡣ FACSAriaࢆ用

い࡚ࠊ東京大学医⛉学◊究所幹細胞治療◊究ࢭンࢱーFACS ーࣜࢺࣛ࣎ࣛ࢔ࢥ
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 ࠋࡓࡗ行࡜ࡶࡢ協力ࡢーࢱーࣞ࣌࢜ࡢ

 

Flow cytometryࡿࡼ࡟ H3K27me3ࡢ検出 

 1×106個ࡢ細胞ࢆ 1.5 ml tube࡟回཰1,000ࠊࡋ×g2ࠊ minࠊ室温࡛遠心࡚ࡋࢆ

ᇵ地ࢆ除去ࡓࡋ後࡟ 4% PFA࡛懸⃮10ࠊࡋศ間 37°C࡟静置ࡋ細胞ࢆ固定ࠋࡓࡋ

再ࡧ 1,000×g2ࠊ minࠊ室温࡛遠心ୖ࡚ࡋࢆ清ࢆ除去90%ࠊࡋ methanol࡛懸⃮

࡟氷ୖ࡚ࡋ 30 min静置ࠊࡋ膜透過処理ࢆ行1,000ࠊࡧࡓ୕ࠋࡓࡗ×g2ࠊ minࠊ室

温࡛遠心ୖ࡚ࡋࢆ清ࢆ除去ࠊࡋFACS buffer࡛細胞ࢆ懸⃮ࠊࡋ室温࡛ 10 minࣈ

ࣟッ࢟ンࢆࢢ行ࡢࡑࠋࡓࡗ後ࠊᢠ H3K27me3ᢠ体ࢆ うࡼࡿ࡞࡟希釈率ࡢ1/200

室温࡛ࠊࡋ添ຍ࡟ 1時間཯応ࠋࡓࡏࡉFACS buffer࡛ 1回洗浄ࢆ行い࡟1/500ࠊ

希釈ࡓࡋ Alexa fluor 546 Goat anti-Rabbit IgG㸦Molecular ProbesࠊA-11035㸧

ࢆ 30 minࠊ室温࡛཯応ࠋࡓࡏࡉFACS buffer࡛ 2回洗浄ࡓࡋ後300ࠊ lࡢ FACS 

buffer࡟懸⃮ࠊࡋFACSCaliburࡾࡼ࡟測定ࠋࡓࡋ 

 

 ࢖ࢭッ࢔ࢫࢩーࢺ࣏࢔

ࡣ࡟検出ࡢࢫࢩーࢺ࣏࢔ PE Annexin V Apoptosis Detection Kit I㸦BD 

Biosciences559763ࠊ㸧ࢆ用いࠊ推奨ࢥࢺࣟࣉーࣝ࡟従࡚ࡗ行ࠋࡓࡗ細胞ࠊࢆ

Annexin V-PE7ࠊ-AADࢆ含ࡴ Annexin V binding buffer࡟懸⃮15ࠊࡋศ室温

ࡢࡑࠊ後ࡢࡑࠋࡓࡋ静置࡟ 2 倍㔞ࡢ Annexin V binding buffer ࠊຍえࢆ

FACSCalibur࡚࡟測定ࠊࡋAnnexin陽性細胞ࢺ࣏࢔ࢆーࢫࢩ細胞ࠋࡓࡋ࡜ 

 

Bisulfite sequence法 

 目的ࡢ細胞ࡽ࠿ QIAamp DNA mini kit㸦QIAGEN51304ࠊ㸧ࢆ用い࡚ genomic 

DNAࢆศ㞳ࠊ精製2ࠊࡋ gࢆ bisulfite処理࡟使用ࠋࡓࡋbisulfite処理ࡣMethyl 
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Easy Xceed㸦Human Genetic SignaturesࠊME002㸧ࢆ用い࡚行い20ࠊ ng/lࡢ

濃ᗘࡼࡿ࡞࡟う࡟溶出ࠊࡋPCR PCRࠋࡓࡋ使用࡟ ࡣ࡟ Platinum Taq DNA 

Polymerase High Fidelity㸦Invitrogen㸧ࢆ用いࠊ推奨࡚ࢀࡉいࢥࢺࣟࣉࡿーࣝ

ࡣ཯応条件ࠋࡓࡗ従い行࡟ 95°C×2 min +㸦95°C×30 sec + 55°C×30 sec + 

68°C×30 sec㸧×40 cycles࡛行ࣟ࢞࢔2%ࠋࡓࡗー࡛ࣝࢤࢫ電気泳動ࢆ行いࠊ目的

ࡢࡉ長ࡢ DNA 断片ࡀ増幅࡚ࢀࡉいࢆ࡜ࡇࡿ確認ࡓࡋ後ࢆࣝࢤࠊษࡾ出ࠊࡋ

Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System㸦Promega㸧ࢆ用い࡚ DNAࢆ精製

ࡓࢀࡉ精製ࠋࡓࡋ DNAࢆ TAࣟࢡーࢽンࡾࡼ࡟ࢢ pGEM T Easy vector࡟挿入

大腸菌ࠊࡋ DH5ࢆ用い࡚増幅ࠊࡋDNA配列ࢆ確認ࠋࡓࡋ 

 

Cell proliferation assay 

 1×103~5×104個ࡢ目的ࡢ細胞ࢆ 96well plate࡟᧛種ࠊࡋCell Counting Kit-8

㸦DOJINDO347-07621ࠊ㸧ࢆ 10 l添ຍ࡚ࡋ 1～3時間ᇵ養450ࠊࡋ nm࡜ 630 

nmࡢ吸ගᗘࢆ測定ࠋࡓࡋ 

 

 ン免疫ỿ降法ࢳ࣐ࣟࢡ

 1×106個ࡢ細胞ࢆ含ࡴᇵ地 10 ml ࡟ formaldehyde㸦Wako064-00406ࠊ㸧ࢆ

270 l添ຍࠊࡋ室温࡛ 10ศ間静置600ࠋࡓࡋ×g2ࠊ min4°ࠊC࡛遠心ୖࠊࡋ清

ࢆice cold PBSࠊࡋ除去ࢆ 10 mlຍえࠊ懸⃮ࡢࡇࠋࡓࡋ操作ࢆ 2回繰ࡾ返ࡓࡋ

ࢆ細胞ࠊࡕࡢ 500 lࡢ SDS Lysis Buffer㸦50 mM Tris㸦pH8.1㸧10ࠊ mM EDTA, 

1% SDS㸧࡛懸⃮ࠊࡋ氷ୖ࡟ 10ศ間静置ࡢࡑࠋࡓࡋ後ࠊ超音波࡛ DNAࢆ断片

化20,000ࠊࡋ×g10ࠊ min4°ࠊC࡛遠心ୖࡢࡇࠋࡓࡋ清࡟ 5 mlࡢ IP buffer㸦16.7 

mM Tris㸦pH8.1㸧1.2ࠊ mM EDTA16.7ࠊ mM NaCl1.1%ࠊ Triton X-1000.01%ࠊ 

SDS㸧50ࠊ࡜ lࡢ IP buffer/50% protein G sepharose㸦GE, 17061801㸧ࢆຍ
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え࡚ 1時間回転混和ࢆ行1,400ࠋࡓࡗ×g1ࠊ min4°ࠊC࡛遠心ࠊࡋ得ୖࡓࢀࡽ清

1 ml࡟ᢠ H3K27me3ᢠ体ࢆ 2 g添ຍࡋ 12時間以ୖ 4°C࡛回転混和ࠋࡓࡋIP 

buffer/50% protein G sepharose ࡟ࡽࡉຍえ࡚ࢆ 1 時間回転混和ࠊࡋWash 

buffer a㸦20mM Tris㸦pH 8.1㸧2ࠊ mM EDTA150ࠊ mM NaCl0.1%ࠊ SDSࠊ

1% Triton X-100㸧ࠊWash buffer b㸦20 mM Tris㸦pH8.1㸧2ࠊ mM EDTA500ࠊ 

mM NaCl0.1%ࠊ SDS1%ࠊ Triton X-100㸧ࠊWash buffer c㸦10 mM Tris㸦pH8.1㸧ࠊ

1 mM EDTA1%ࠊ sodium deoxycholate1%ࠊ NP-400.25ࠊ M LiCl㸧ࠊTE buffer

㸦TE bufferࡿࡼ࡟洗浄ࡣ஧回㸧ࡢ㡰࡛ࣅーࢆࢬ洗浄ࣅࠋࡓࡋー࡟ࢬ 250 lࡢ

Elution buffer㸦0.1 M NaHCO31%ࠊ SDS㸧ࢆຍえ࡚ 15⛊ vortex࡛攪拌ࠊࡋ

室温࡛ 15 min静置3,300ࠋࡓࡋ×gࠊ⛊30ࠊ室温࡛遠心ࠊࡋ得ୖࡓࢀࡽ清ࢆ新

l 500ࠊࡋ返ࡾ繰ࢆ操作ࡢࡇࠋࡓࡋ回཰࡟ࣈーࣗࢳいࡋ ࡢ Elution buffer ࡛

DNA-ࢱンࢡࣃ質複合体ࢆ㐟㞳࡟ࡇࡑࠋࡓࡏࡉ 20 lࡢ 5 M NaClࢆ添ຍࠊࡋ

65°C࡛ 4時間཯応ࡓࡏࡉ後20ࠊ lࡢ 1 M Tris-HCl㸦pH 6.5㸧10ࠊ µlࡢ 0.5 M 

EDTA2ࠊ lࡢ Proteinase K㸦ThermoFisher10ࠊ mg/ml25530-049ࠊ㸧ࢆ添

ຍ ࡋ ࠊ 更 ࡟ 45°C ࡛ 1 時 間 ཯ 応 ࡉ ࡏ ࡓ ࠋ ࡑ ࡢ 後 ࠊ 500 l ࡢ

Phenol/Chloroform/Isoamylalcohol液ࢆຍえ࡚ࢱンࢡࣃ質ࢆ除去ࠊࡋ等㔞ࡢ 2-

Propanolࢆຍえ࡚ 20,000×g30ࠊ min4°ࠊC࡛遠心ࠊࡋ得ࡓࢀࡽỿ殿ࢆ 70 l

 ࠋࡓࡋ使用࡟཯応ࡢrealtime PCRࠊࡋ࠿溶࡟MQࡢ

 

ChIP࢔ッ࢖ࢭ 

 1～5×104個ࡢ細胞ࢆ 250 lࡢ RPMI/10% FBS࡟懸⃮ࠊࡋ終濃ᗘࡀ ࡞࡟1%

࡟うࡼࡿ formaldehydeࢆ添ຍࠋࡓࡋ室温࡛ 8ศ間静置ࠊࡋice cold PBSࢆ 400 

l ຍえ࢖ࢫࠊンࣟࢢーࢱーࡢ遠心機࡛遠心ࠋࡓࡋice cold PBS ࢆ洗浄ࡿࡼ࡟ 2

回行ࠊࡕࡢࡓࡗ細胞ࢆ 60 l ࡢ Lysis buffer㸦50 mM Tris-HCl㸦pH 8.0㸧10ࠊ 
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mM EDTA1%ࠊ SDS1ࠊ mM PMSF20ࠊ mM Sodium butyrate㸧࡛懸⃮ࠊࡋ氷

࡟ୖ 10ศ間静置210ࠋࡓࡋ l ࡢ RIPA bufferࢆຍえࠊUltrasonic processor XL

㸦Astrason㸧ࢆ用い࡚10ࠊศ間超音波破○ࢆ行20,000ࠋࡓࡗ×g10ࠊ min4°ࠊC

࡛遠心ୖࠊࡋ清ࢆ回཰ࠋࡓࡋ残ࡓࡗỿ殿物࡟ 210 l ࡢ RIPA bufferࢆຍえ10ࠊ

⛊間 Voltex mixer࡛懸⃮20,000ࠊࡋ×g10ࠊ min4°ࠊC࡛遠心ୖࡕࡢࡓࡋ清ࢆ回

཰ࠊࡋඛ࡟回཰ୖࡓࡋ清࡜合わࢧ࡚ࡏンࣝࣉ溶液ࠋࡓࡋ࡜磁気ࣅーࢆࢬ RIPA 

buffer࡛ 2回洗浄後200ࠊ l ࡢ RIPA buffer࡟懸⃮2ࠊࡋ gࡢᢠ体ࢆຍえ4°ࠊC

࡛ 2 時間回転混和ࠋࡓࡋ磁気ࣛッࣅ࡟ࢡーࢆࢬ吸着ୖ࡚ࡏࡉ清ࢆ除150ࠊࡁ l

12時間以ୖࠊຍえࢆ溶液ࣝࣉンࢧࡢ 4°C࡛回転混和ࠋࡓࡋRIPA bufferࡿࡼ࡟

洗浄ࢆ 3 回ࠊice cold TE buffer ࢆ洗浄ࡿࡼ࡟ 1 回行い150ࠊ l ࡢ complete 

elution buffer㸦20 mM Tris-HCl㸦pH 7.5㸧5ࠊ mM EDTA50ࠊ mM NaCl20ࠊ 

mM Sodium butyrate1%ࠊ SDS50ࠊ g/ml Proteinase K㸧࡟懸⃮65°ࠊࡋC࡛

2 時間཯応ࡢࡇࠋࡓࡏࡉ間15ࠊ ศẖࣅ࡟ーࢆࢬ撹拌ࠋࡓࡋ磁気ࣛッࣅ࡟ࢡーࢬ

ࡢl 350ࠊࡋ回཰ࢆ清ୖ࡚ࡏࡉ吸着ࢆ Elution buffer㸦20 mM Tris-HCl㸦pH 

7.5㸧5ࠊ mM EDTA50ࠊ mM NaCl㸧ࢆຍえࠊPhenol/Chloroform/Isoamylalcohol

࡟ຍえ࡚-80°Cࢆーࣝࣀࢱ࢚ ࡢml 1ࠋࡓࡋ除去ࢆ質ࢡࣃンࢱ用い࡚ࢆ 30ศ静

置20,000ࠊࡋ×g10ࠊ min4°ࠊC࡛遠心ࠊࡋ得ࡓࢀࡽỿ殿ࢆ 35 lࡢMQ࡟溶࠿

 ࠋࡓࡋ使用࡟realtime PCRࠊࡋ

 

ChIP-on-chip㸦Coc㸧法ࣔࣟࣉࡿࡼ࡟ーࢱー࢖ࣞ࢔解析 

 ChIP-on-chip ࡣ Agilent ChIP-on-chip protocol㸦v11.0㸧࡟従࡚ࡗ行ࠋࡓࡗ

1×107個ࡢ細胞ࢆ tube࡟回཰ࠊࡋ遠心後ୖ࡟清ࢆ捨࡚ fixing solution㸦50 mM 

Hepes-KOH㸦pH 7.5㸧100ࠊ mM NaCl1ࠊ mM EDTA0.5ࠊ mM EGTA11%ࠊ 

formaldehyde㸧࡟懸⃮15ࠊࡋศ室温࡟静置1.375ࠋࡓࡋ M glycineࢆ 1 mlຍえ
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固定཯応ࢆṆࡓࡵ後1,400ࠊ×g10ࠊ min4°ࠊC࡛遠心ࠊࡋPBS࡛ 2ᗘ洗浄ࠋࡓࡋ

ࡢml 10ࠊ後ࡢࡑ LB1㸦50 mM Hepes-KOH㸦pH 7.5㸧140ࠊ mM NaCl1ࠊ mM 

EDTA10%ࠊ Glycerol0.5%ࠊ IGEPAL CA-6300.25%ࠊ Triton X-100㸧࡟細胞ࢆ

懸⃮ࠊࡋ氷ୖ࡛ 10ศ静置1,400ࠋࡓࡋ×g10ࠊ min4°ࠊC࡛遠心ୖࡋ清ࢆ捨࡚ࠊ

10 mlࡢ LB2㸦10 mM Tris-HCl㸦pH 8.0㸧200ࠊ mM NaCl1ࠊ mM EDTA0.5ࠊ 

mM EGTA㸧࡟細胞ࢆ懸⃮ࠊࡋ室温࡛ 10ศ静置1,400ࠋࡓࡋ×g10ࠊ min4°ࠊC

࡛遠心ୖࡋ清ࢆ捨࡚ࠊMNase digestion buffer㸦50 mM Tris㸦pH 7.4㸧4ࠊ mM 

MgCl21ࠊ mM CaCl2㸧࡟懸⃮37°ࠊࡋC ࡋ時間保温࡞適ษ࡟細胞ࡢࢀࡒࢀࡑ࡛

l 20ࠊ཯応後ࠋࡓ ࡢ 0.5 M EDTA 室温࡛ࠊࡵṆࢆຍえ࡚཯応ࢆ 1,400×g10ࠊ 

min遠心ୖࠋࡓࡋ清ࢆ捨࡚500ࠊ lࡢ LB3㸦10 mM Tris-HCl㸦pH 8.0㸧100ࠊ 

mM NaCl1ࠊ mM EDTA0.5ࠊ mM EGTA0.1%ࠊ sodium deoxycholate0.5%ࠊ 

N-Lauroylsarcosine1%ࠊ Triton X-100㸧࡟懸⃮20ࠊࡋศ間超音波破○ࢆ行ࠋࡓࡗ

核ࡀ破○ࢆ࡜ࡇࡓࢀࡉ確認20,000ࠊࡋ×g10ࠊ min4°ࠊC࡛遠心ୖࡋ清ࢆ回཰ࡋ

ࡽ࠿清ୖࡓࢀࡽ得ࠋࡓ 50 lࢆ Input࡚ࡋ࡜ศྲྀ2.5ࠊࡋ mlࡢ LB3ࢆຍえ࡚希

釈ࠊ࡛ୖࡓࡋあࡵࡌ࠿ࡽ用意ࡓࡋ Dynabeads M-280 sheep anti-rabbit IgG

㸦Invitrogen11203ࠊD㸧ࡣࡃࡋࡶ Dynabeads Protein G㸦Invitrogen10003ࠊD㸧

ᢠ体ࡢ目的࡜ 10 gࢆ混ࡐ 4°C࡛ 12時間以ୖ回転混和ࢆࡢࡶࡓࡋຍえ4°ࠊC࡛

12時間以ୖ回転混和ࠋࡓࡋ翌日ࠊ磁気ࣛッࢆࢡ用い࡚ࣅーࢆࢬ吸着ࠊࡏࡉRIPA 

buffer࡛ 6ᗘ50ࠊ mM NaClࢆ添ຍࡓࡋ TE buffer࡛ 1ᗘ洗浄ࡢࡑࠊࡋ後 200 

lࡢ Elution buffer㸦50 mM Tris-HCl㸦pH 8.0㸧10ࠊ mM EDTA1%ࠊ SDS㸧ࢆ

ຍえ࡚ 65°C࡛ 15ศ間保温ࡢࡇࠋࡓࡋ㝿2ࠊศ࡟࡜ࡈ Vortex mixerࢆ用い࡚ࣅ

ーࢆࢬ撹拌ࠋࡓࡋ磁気ࣛッࢆࢡ用い࡚ࣅーࢆࢬ吸着ୖࠊࡏࡉ清ࢆ回཰65°ࠊࡋC

࡛ 12時間以ୖ保温ࡓࡋ後8ࠊ lࡢ RNaseA㸦SIGMAࠊR6513-50MG㸧ࢆ添ຍ

࡚ࡋ 37°C࡛ 2時間཯応࡟ࡽࡉࠋࡓࡏࡉProteinase K㸦ThermoFisher10ࠊ mg/mlࠊ
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25530-049 㸧 ࢆ ຍ え ࡚ 55°C ࡛ 30 ศ ཯ 応 ࡉ ࡏ ࡓ ࠋ

Phenol/Chloroform/Isoamylalcoholࢆຍえ࡚ࢱンࢡࣃ質ࢆ除去1ࠊࡋ mlࢱ࢚ࡢ

80°C࡛-ࠊຍえࢆーࣝࣀ 30ศ冷却ࡓࡋ後20,000ࠊ×g10ࠊ min4°ࠊC࡛遠心ࠋࡓࡋ

得ࣞ࣌ࡓࢀࡽッࢆࢺ 70 lࡢ TE buffer࡟溶解ࡢࡑࠊࡏࡉうࡢࡕ 55 lࢆḟࡢ཯

応࡟使用ࠋࡓࡋT4 DNA Polymerase㸦TaKaRa2040ࠊA㸧ࢆ 12°C࡛ 30ศ཯応

ࡏࡉ DNA断片ࡢᮎ端ࢆᖹ滑化ࠊࡋLinker DNAࢆ添ຍࡋ 16°C࡛ 16時間཯応

用い࡚ࢆN8080160㸧ࠊAmpliTaq DNA Polymerase㸦ThermoFisherࠋࡓࡏࡉ 2

ᗘ Linker-mediated PCR ࠋࡓࡗ行ࢆ 1 ᗘ目ࡢ཯応条件ࡣ 55°C×4 min 

+72°C×3min +㸦95°C×30 sec + 60°C×30 sec + 72°C×1 min㸧×15 cycle2ࠊᗘ目

ࡣ཯応条件ࡢ 95°C×2min +㸦95°C×30 sec + 60°C×30 sec + 72°C×1 min㸧×25 

cycle ࡛行ࠋࡓࡗPCR 産物ࣀࢱ࢚ࡣーࣝỿ殿ࡓࡋࢆ後࡟ Nanodrop ࡛濃ᗘࢆ測

定2.6ࠊࡋ gࣜ࣋ࣛࢆン࡟ࢢ使用ࣜ࣋ࣛࠋࡓࡋンࡣࢢ SureTag DNA Labeling 

Kit㸦Agilent Technologies㸧ࢆ用い࡚ࢥࢺࣟࣉーࣝ࡟従࡚ࡗ行ࠋࣛࡓࡗ ࣋ࣜンࢢ

後࡟ Nanodropࢆ用い࡚ DNAࡢ濃ᗘࠊ࡜Cy3ࡣࡃࡋࡶ Cy5ࡢ濃ᗘࢆ測定ࠊࡋ

ࡿࡵ定ࡢࢺンࣞࢪ࢔ YieldࠊSpecific Activity  Specificࠊᇶ準㸦Yield > 5 gࡢ

Activity > 15㸦Cy3㸧or 18㸦Cy5㸧pmol / g㸧ࢆ満࡚ࡋࡓいࢆ࡜ࡇࡿ確認ࠋࡓࡋ

ࣛ࣋ࣝ化ࡓࢀࡉDNAࢆ Sureprint G3 Human Promoter Microarrays 㸦Agilent 

Technologies㸧࡜ 65°C ࡛ 40時間཯応ࡢ࢖ࣞ࢔ࠋࡓࡏࡉ洗浄ࡢ࢖ࣞ࢔ࠊ画像化

ࡣ画像ࡓࢀࡽ得ࠋࡓࡗ行࡚ࡗ従࡟ーࣝࢥࢺࣟࣉࡿい࡚ࢀࡽࡵ全࡚定ࡣ Feature 

Extraction  GeneSpring 12.5㸦Agilentࠊࡋ用い࡚数値化ࢆ࢔࢙࢘ࢺࣇࢯ

Technologies㸧࡛ ṇ規化ࢆ行いࠊCy5/Cy3ࣝࢼࢢࢩࡢ値ࢆ算出ࡢࡑࠋࡓࡋ㝿ࠊⓎ

ගࡀわ࠿ࡋ࠿ࡎ検出ࡓࡗ࠿࡞ࢀࡉ probe 測定ࡢẖ࢖ࣞ࢔ࠋࡓࡋ除外ࡣい࡚ࡘ࡟

誤差ࢆ減ࠊࡵࡓࡍࡽ全࡚ࡢ probe 揃ࢆ値ࡢ࢖ࣞ࢔ࡢ値࡛全࡚ࡢ第୕四ศ఩点ࡢ

えࠊprobeࡢ値ࢆ遺伝子ẖ࡟ᖹ均化ࢆࡢࡶࡓࡋ使用ࠋࡓࡋ 
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遺伝子Ⓨ現࢖ࣞ࢔解析 

 網羅的࡞遺伝子Ⓨ現ࢹࡢーࡣࢱ過去࡟当◊究室࡛行わࢆࡢࡶࡓࢀ使用ࡓࡋ

㸦5581ࠊ㸧44×4ࠋK Whole Human Genome Oligo Microarray 㸦Agilent 

Technologies㸧ࢆ用い࡚測定ࢆ行いࠊGene spling 12.5㸦Agilent Technologies㸧

GEOࠋࡓࡗ行ࢆṇ規化ࠊ補ṇࠊࡳ込ࡾྲྀࡢࢱーࢹ࡛ ࡣⓏ録番ྕࡢ GSE33615

㸦ATL検体 52例ࠊ健常人 21例㸧ࠊGSE55851㸦ATL検体 6例ࠊHTLV-1࢟ࣕ

検体࢔ࣜ 2例ࠊ健常人 3例㸧࡛あࠋࡿGSE33615ࢹࡢーࡘ࡟ࢱい࡚ࡣ PVLࡢప

いࡍࡃぶࡾ型 1検体ࢹࡢーࡣࢱ除外ࡓࡋ 51例ࢹࡢーࢆࢱ使用ࠋࡓࡋGSE33615

ࡣ情報ࡢ検体ࡢ Appendix 1࡟示ࠋࡓࡋ 

 

統計学的࡞処理及ࢹࡧーࢱ解析 

 遺伝子Ⓨ現ࢺࢫࣄࠊンࣝࢳ࣓ࡢ化ࠊ種々ࡢ in vitro࡛行࢔ࡓࡗッࡘ࡟࢖ࢭい࡚

ࡢWelchࡣ T検定ࢆ用いࠋࡓq-valueࢯ࢔ࣆࠊンࡢ相関ಀ数ࡣ R version 3.1.3

࡟解析ࡢࢺ࢖ࢧ結合ࡢ転写因子ࠋ㸦https://cran.r-project.org/㸧ࡓࡋ用い࡚算出ࢆ

ࡣ oPOSSUM㸦http://opossum.cisreg.ca/oPOSSUM3/㸧ࢆ使用ࡓࡋ㸦82㸧ࠋGO

解析ࡣ࡟ DAVID㸦http://david.abcc.ncifcrf.gov/㸧ࢆ使用ࡓࡋ㸦83㸧ࠋ過去࡟報告

SNPࠊࢱーࢹ遺伝子Ⓨ現࡞網羅的ࡿい࡚ࢀࡉ ࡣࢱーࢹ࢖ࣞ࢔ Array Express

㸦 http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/ 㸧 及 ࡧ GEO

㸦http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/㸧ྲྀࡽ࠿得ࠋࡓࡋSNP ࡣࢱーࢹࡢ࢖ࣞ࢔

CNAG 2.0ࢆ用い࡚解析ࢆ行ࡓࡗ㸦84㸧ࠋ過去࡟報告࡚ࢀࡉいࡿ ChIP-seqࢹー

ࡣࢱ SraTailorࢆ用い࡚ SRA㸦http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra㸧ྲྀࡾࡼ得ࠊࡋ

Bowtie2࣐ࡾࡼ࡟ッࣆンࢆࢢ行いࠊMACSࣆࡾࡼ࡟ーࢥࢡーࣝࢆ行ࡓࡗ㸦85㸧ࠋ 

  



28 
 

6. 結果 

ATL細胞ࡿࡅ࠾࡟ PRC2ࡢ異常 

当◊究室࡛行わࠊࡓࢀATL検体㸦急性型ࠊn=26㸧ࠊ健常者㸦n=21㸧ࡢ遺伝子

Ⓨ現ࡢ࢖ࣞ࢔結果ࢆ再解析࢕ࢸࢿ࢙ࢪࣆ࢚ࠊࡋッ࡞ࢡ遺伝子Ⓨ現制御࡟関わࡿ

遺伝子ࡢⓎ現比較ࢆ行ࠋࡓࡗSET 中ࡢ化酵素ࣝࢳン࣓ࢺࢫࣄࡿࡍ᭷ࢆン࢖࣓ࢻ

ࢿ࢙ࢪࣆ࢚ࠊࡓࡲࠋ㸦Figure 1㸧㸦86㸧ࡓࡗ顕著࡛あࡶ最ࡀⓎ現ୖ昇ࡢEZH2ࠊ࡛

PRC2ࠊ࡜ࡿえࡽ࡜いう視点࡛࡜行う複合体ࢆ遺伝子Ⓨ現制御࡞ࢡッ࢕ࢸ 構ࡢ

成因子ࡣ全࡚ ATL ࡛Ⓨ現ࡀ᭷意ୖ࡟昇࡚ࡋいࡓ㸦Figure 2㸧ࠋPRC1 や TrxGࠊ

SWI/SNFࡘ࡟い࡚ࡶ同様࡟Ⓨ現ࢆ比較ࠊࢁࡇ࡜ࡓࡋ᭷意࡟Ⓨ現ࡀ変動࡚ࡋいࡿ

遺伝子ࡀ複数見ࠊࡽࡀ࡞ࡋ࠿ࡋࠋࡓࡗ࠿ࡘ複合体ࡢ構成因子全࡚ࡢⓎ現ୖࡀ昇ࡋ

࡚い࡜ࡿいう PRC2ࡢ特ᚩࠊࡣ他ࡢ複合体ࡣ࡟見ࠋࡓࡗ࠿࡞ࢀࡽ 

 SNPࡢ࢖ࣞ࢔結果㸦GSE33602㸧ࢆ解析36/168ࠊࢁࡇ࡜ࡓࡋ検体㸦21.4%㸧

࡛ EZH2 ࠊEEDࠊSUZ12ࠋ㸦Figure 3㸧ࡓࢀࡉ観察ࡀ㔜複ࡢ領域࣒ࣀࢤࡴ含ࢆ

RBBP4ࡘ࡟い࡚ࡶ同様࡟解析ࠊࢁࡇ࡜ࡓࡋSUZ12ࠊEEDࡣ 12/168検体㸦7.1%㸧ࠊ

RBBP4ࡣ 4/168検体㸦2.4%㸧࡛ࡢ࣒ࣀࢤ㔜複ࡀ観察ࠋࡓࢀࡉ 

 

PRC2ࡀ ATL細胞࡟୚えࡿ影響 

 PRC2 ࡀ ATL 細胞࡟୚えࡿ影響ࢆ調ࠊࡵࡓࡿ࡭EZH2 及ࡧ SUZ12 ࡿࡍ対࡟

shRNA shRNAࠋࡓࡋ比較ࢆ生存能ࠊࡏࡉపୗࢆ用い࡚Ⓨ現㔞ࢆ ࣞࡣ࡟Ⓨ現ࡢ

ンࢱࢡ࣋ࢫࣝ࢖࢘ࢳーࢆ用いࢱࢡ࣋ࡢࡇࠋࡓーࡣ H1ࣔࣟࣉーࢱーࡽ࠿ shRNA

EF-1ࠊࡀ ࡽ࠿ーࢱーࣔࣟࣉ Venus 遺伝子ࡀⓎ現ࡼࡿࡍう࡟設計ࠊࡾ࠾࡚ࢀࡉ

shRNA ࢆ細胞ࡓࢀࡉᑟ入ࡢ Venus ࡋ࡜ーࣝࣟࢺンࢥࠋࡿࡁⓎ現࡛可視化࡛ࡢ

࡚ firefly luciferase࡟対ࡿࡍ shRNAࢆ使用ࡢࢀࡒࢀࡑࠋࡓࡋ shRNAࢆ持ࣞࡘ

ンࢆࢫࣝ࢖࢘ࢳ ATL細胞株 TL-Om1ࠊMT-1࡟感染3ࠊࡏࡉ日後࡟ FACSCalibur
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࡚࡟ Venus陽性細胞ࡢ割合ࢆ測定ࠋࡓࡋVenus陽性/陰性細胞ࡢ割合ࡰ࡯ࡀ同等

感染ࠊࡋ調整࡟うࡼࡿ࡞࡟ 8 日目ࡽ࠿ 2 日࡟࡜ࡈ Venus 陽性率ࢆ測定ࠋࡓࡋ

shLuc ࡣ細胞群࡛ࡓࡏࡉⓎ現ࢆ Venus 陽性率ࡰ࡯ࡣ一定࡛あ࡟ࡢࡓࡗ対ࠊࡋ

shEZH2ࠊshSUZ12 ࡣ細胞群࡛ࡓࡏࡉⓎ現ࢆ Venus 陽性率ࡢపୗࡀ観察ࠊࢀࡉ

PRC2 ࡣⓎ現ࡢ構成因子ࡢ ATL 細胞ࡢ生存࡟寄୚࡚ࡋいࡀ࡜ࡇࡿわࡓࡗ࠿

㸦Figure 4㸧ࠋ 

 

EZH2 活性阻害๣ GSK126 ࡣ ATL 細胞ࡢ生存率ࢆ時間ࠊ濃ᗘ依存的࡟పୗࡉ

 ࡿࡏ

 EZH2ࡢ活性化変異ࢆ᭷ࡿࡍ B細胞ࣜンࣃ腫細胞࡟対ࡋ᭷効࡛あࡿ GSK126

ATLࠊ用い࡚ࢆ 細胞ࡢ生存࡟୚えࡿ影響ࢆ調ࠋࡓ࡭ATL 細胞株ࡣ࡟ TL-Om1ࠊ

ATN1ࢆ用いࠊDLBCLࡢ細胞株WSU-DLCL2ࢆ比較対象࡟使用ࠋࡓࡋGSK126

ࢆ濃ᗘࡢ 2500 nMࡽ࠿ ࡓࡋ希釈ࡘࡎ1/4 7段階ࡢ希釈系列࡜ DMSO処理群ࢆ

2日ẖ࡟継代14ࠊࡘࡘࡋ日目࡛ࡲ生存率ࢆ測定ࠋࡓࡋATL細胞株࡛ࡣ時間ࠊ濃

ᗘ依存的࡟生存率ࡢపୗࡀ見14ࠊࢀࡽ日目࡛ࡢ IC50ࡣ TL-Om1࡛ 307.7 nMࠊ

ATN1࡛ 272.9 nM࡛あࡓࡗ㸦Figure 5㸧ࡣࢀࡇࠋ EZH2ࡢ活性化変異ࢆ᭷ࡿࡍ

B細胞ࣜンࣃ腫࡜同等࡛あࡓࡗ㸦67㸧ࠋḟࡢࡇࠊ࡟生存率ࡢపୗࡀ EZH2ࡢ阻害

GSK126ࠋࡓࡋ検討ࢆ࠿ࡢࡿあ࡛ࡢࡶࡿࡼ࡟細胞死ࡓࡲࠊ࠿ࡢࡿあ࡛ࡢࡶࡿࡼ࡟

ࡓࡋ処理ࢆ TL-Om1 H3K27me3ࠊࡋ供࡟ࢺッࣟࣈンࢱࢫ࢙࢘ࢆ ࡜ Annexin V

陽性率ࢆ測定ࠋ࢘ࡓࡋ ࡽ࠿結果ࡢࢺッࣟࣈンࢱࢫ࢙ H3K27me3ࡢ㔞ࡀ減少࡚ࡋ

いࡀ࡜ࡇࡿ確認ࡓࢀࡉ㸦Figure 6A㸧ࠊࡓࡲࠋGSK126処理群࡛ࡣ約 9割ࡢ細胞

ࡀ Annexin V陽性࡛あࠊࡾEZH2ࡢ阻害ࢺ࣏࢔ࡾࡼ࡟ーࡀࢫࢩ誘ᑟ࡜ࡇࡓࢀࡉ

用い࡚ࢆ患者検体ࠊ࡟同様ࠋ㸦Figure 6B㸧ࡓࡗ࠿わࡀ EZH2 阻害ࡾࡼ࡟

H3K27me3 ATLࠋࡓࡋ検討ࢆ࠿ࡿࢀࡽ見ࡀ減少ࡢ 患者検体࡟ 6 日間 GSK126



30 
 

ࡓ用いࠋ㸦Figure 6C㸧ࡓࡋ供࡟ࢺッࣟࣈンࢱࢫ࢙࢘ࠊࡋ処理ࢆ 3 検体全࡚࡛

H3K27me3 GSK126ࠋࡓࢀࡽ見ࡀ減少ࡢ ࡢ ATL 検体࡟対ࡿࡍ影響ࠊࡣ当◊究

室ࡢ修士学生ࡢ中川翔太氏ࡀ検討ࠊࡾ࠾࡚ࡋ᭷意ࢺ࣏࢔࡟ーࡀࢫࢩ誘ᑟࡿࢀࡉ

 ࠋ㸦Appendix 3㸧ࡿい࡚ࡋ࡟࠿ࡽ明ࢆ࡜ࡇ

GSK126処理ࡓࡋ TL-Om1細胞ࡽ࠿ RNAࢆ᥇ྲྀࠊࡋ遺伝子Ⓨ現࢖ࣞ࢔解析

1,807遺伝子࡛ࠊࢁࡇ࡜ࡓࡗ行ࢆ 1.5倍以ୖⓎ現ୖࡀ昇࡚ࡋいࡓ㸦Figure 7A㸧ࠋ

EZH2 阻害ࡾࡼ࡟複数ࡢ遺伝子ࣔࣟࣉーࢱーୖ࠾࡟い࡚ H3K27me3 ࡜減少ࡢ

ࡣⓎ現ୖ昇ࡢࡑࠊࡓࡲࠋ㸦Figure 7B-C㸧ࡓい࡚ࡗࡇ起ࡀ昇ୖࡢ遺伝子Ⓨ現ࡢࡑ

HDACや DNMTࡢ共阻害ࡾࡼ࡟増強ࡓࢀࡉ㸦Figure 7C㸧ࡢࡽࢀࡇࠋ結果ࠊࡽ࠿

EZH2ࡢ阻害ࡾࡼ࡟ H3K27me3ࡢ㔞ࡀ減少ࠊࡋ様々࡞遺伝子ࡀ脱抑制ࡓࢀࡉ結

果ࠊATL細胞ࢺ࣏࢔ࡀーࢆࢫࢩ起ࠊࡋࡇ生存率ࡀపୗࡀ࡜ࡇࡓࡋ示唆ࠋࡓࢀࡉ 

 

ChIP-on-chipࢆ用い࣒ࣀࢤࣆ࢚ࡓ解析 

ṇ常ࠊࡵࡓࡿࡍ࡟࠿ࡽ明ࢆ実態ࡢ異常ࡢ࣒ࣀࢤࣆ࢚  CD4陽性 T細胞ࠊATL患

者検体ࠊATL 細胞株 TL-Om1 ࡿࡅ࠾࡟ H3K27me3ࠊ転写活性化࡟関୚ࡿࡍ

H3K4me3࣒ࣀࢤࡢワ࡞ࢻ࢖ศ布ࢆ明ࢆ࡜ࡇࡿࡍ࡟࠿ࡽ目的ࠊࡋ࡜ChIP-on-chip

法㸦Coc法㸧ࢆ用い࡚検討ࠋࡓࡋ使用ࡓࡋ ATL患者検体ࡢ情報ࠊṇ常 CD4陽性

T細胞ࡣ Table 1ࠊFigure 8A࡟示ࠋࡓࡋCoc法ࡣ࡟ 2×400K Agilent G3 promoter 

array㸦Agilent Technology㸧ࢆ用いࠊAgilent Technologyࡢ推奨ࢥࢺࣟࣉࡿࡍ

ーࣝ࡟則࡚ࡗ行ࢥࢺࣟࣉࡢࡇࠋࡓࡗー࡛ࣝࡣձࢳ࣐ࣟࢡンࡢ断片化ࠊղPCR ࡟

ࡧ及ࠊ増幅ࡢン断片ࢳ࣐ࣟࢡࡿࡼ Cy3ࠊCy5 ࡢࣝࣉンࢧ段階࡛ࡢࢢンࣜ࣋ࣛࡢ

評価ࢆ行うࡀ࡜ࡇ推奨࡚ࢀࡉいࠊࡵࡓࡿCoc法࡟ඛ立࡚ࡗ 3点ࡢ評価ࢆ行ࠋࡓࡗ 

 ձࢳ࣐ࣟࢡࡢンࡢ断片化ࡘ࡟い࡚ࢳ࣐ࣟࢡࠊン構造ࢆ保存ࡘࡘࡋ断片化ࢆ行

うࠊࡵࡓMNaseࢆ用い࡚ࢳ࣐ࣟࢡンࢆษ断ࠊࡋ核ࡢ破○ࡳࡢ࡟超音波破○ࢆ用
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いࢳ࣐ࣟࢡࠋࡓࡋ࡜࡜ࡇࡿン断片ࡣ 1000 bp 以ୗࡢ長ࡀ࡜ࡇࡿࡍ࡟ࡉ推奨ࢀࡉ

࡚いࠊࡵࡓࡿMNaseࡢ適ṇ࡞㔞ࢆ検討ࠋࡓࡋprimaryࡢ細胞࡛ࡣ 1 kilo gel units

ࢆ 37°C ࡛ 5ศࠊTL-Om1ࠊMT-2࡛ࡣ 37°C ࡛ 20ศࡢ処理ࠊࡾࡼ࡟目的ࡢ長

条件࡛免疫ࡢࡇࠋ㸦Figure 8B㸧ࡓࡗ࠿わࡀ࡜ࡇࡿࢀࡽ得ࡀン断片ࢳ࣐ࣟࢡࡢࡉ

ỿ降ࢆ行ࠊࢁࡇ࡜ࡓࡗH3K27me3 ࡿい࡚ࢀࡉ報告ࡀ࡜ࡇࡿあࡀ蓄積ࡢ MYT-1

遺伝子ࣔࣟࣉーࢱーୖ࡟ H3K27me3  ࠋ㸦Figure 8C㸧㸦87㸧ࡓࢀࡉ確認ࡀ蓄積ࡢ

 ղࡢ PCR ࠊい࡚ࡘ࡟効率ࢢンࣜ࣋ࣛࡧ及ࠊ増幅ࡢン断片ࢳ࣐ࣟࢡࡿࡼ࡟

Nanodropࡢ測定ࡾࡼ࡟評価ࢆ行2ࠋࡓࡗᗘࡢ増幅࡜ SureTag DNA labeling Kit

㸦Agilent Technology㸧ࢆ用いࣜ࣋ࣛࡓンࢢ後࡟ Nanodropࢆ用い࡚ DNAࡢ཰

㔞㸦Yield㸦g㸧㸧ࠊCy3ࠊCy5ࣜ࣋ࣛࡢンࢢ効率㸦Specific Activity㸦pmol/g㸧㸧

ࡢࣝࣉンࢧࡓࡋ適࡟Coc法ࠊࡾ࠾࡚ࡗ回ୖࢆᇶ準値ࡶࢀࡎいࠊࢁࡇ࡜ࡓࡋ測定ࢆ

調整ࡀ行えࡀ࡜ࡇࡓ確認ࡓࢀࡉ㸦Table 3㸧ࠋ 

ࣉࢆࣝࣉンࢧ࡟ḟࠊࡵࡓࡓࡗ࠿わࡀ࡜ࡇい࡞ࡀ問題࡟࢕ࢸࣜ࢜ࢡࡢࣝࣉンࢧ 

ࣟࣔーࢱーࠊࡋࣜࣈ࢖ࣁ࡟࢖ࣞ࢔全࡚ࡘ࡟࢖ࣞ࢔ࡢい࡚ࣕ࢟ࢫンࡀṇࡃࡋ行わ

ࢆࢱーࢹࡓࢀࡽ得ࠊ࡛ୖࡓࡋ確認ࢆ࡜ࡇࡓࢀ Genespring 12.5࡛解析ࠋࡓࡋCy3

及ࡧ Cy5ࡢ値ࡀ極࡚ࡵᑠࡉい probeࡘ࡟い࡚ࡢࡑࡣ値ࢆ削除࢖ࣞ࢔ࠊࡋ間ࡢ測

定誤差ࢆ少ࠊࡵࡓࡿࡍࡃ࡞第୕四ศ఩点ࡢ値࡚ࡗࡼ࡟全࡚ࢧࡢンࡢࣝࣉ値ࢆ揃

え࡛࡜ࡇࡿ補ṇࢆ行ࠊ࡟ࡽࡉࠋࡓࡗ信㢗ᗘࡢ高い probeࢆᢳ出ࠊ࡟ࡵࡓࡿࡍ標準

偏差ࡀ いࡁ大ࡾࡼ2 probeࡣ排除ࡓࡋ㸦Figure 9A㸧ࠋ 

 Coc 法ࡾࡼ࡟得ࢹࡓࢀࡽーࠊࢆࢱṇ常 T 細胞ࢆ用いࡓ H3K27me3 ࡢ ChIP-

seqࢹーࢱ㸦SRX000143㸧㸦88㸧࡜比較ࠊࡋ実験系ࡢ評価ࢆ行ࠋࡓࡗChIP-seqࢹ

ーࡢࢱ解析ࡣ Sratailorࢆ用い࡚ࢹー࢘ࢲࡢࢱンࣟー࣐ࠊࢻッࣆンࣆࠊࢢーࢥࢡ

ーࣝࢆ行ࠋࡓࡗChIP-seq࡛H3K27me3ࣆࡢーࡢࢡ見ࡓࢀࡽ遺伝子ࡘ࡟い࡚Coc

ࡶCoc࡛ࠊࢁࡇ࡜ࡓࡋ比較࡜ࢱーࢹࡢ H3K27me3ࡀࣝ࣋ࣞࡢ᭷意࡟高いࡀ࡜ࡇ
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わࡓࡗ࠿㸦Figure 9B㸧ୖࠊࡓࡲࠋ述ࡢ EZH2 阻害ࡾࡼ࡟Ⓨ現ୖࡀ昇ࡓࡋ 1,807

遺伝子ࡘ࡟い࡚ࣔࣟࣉࡢࡑーࢱーୖࡢ H3K27me3ࢆࣝ࣋ࣞࡢ調ࠊࢁࡇ࡜ࡓ࡭全

遺伝子࡟比࡭᭷意࡟高いࡀ࡜ࡇわࡓࡗ࠿㸦Figure 9C㸧ࡢࡽࢀࡇࠋ結果ࠊࡽ࠿Coc

法ࢺࢫࣄࡾࡼ࡟ン修飾ࡢ評価࡚ࡁ࡛ࡀいࡀ࡜ࡇࡿ検証ࠋࡓࢀࡉ 

 

ATL検体࡜ṇ常 T細胞ࡢ比較 

 ATLࡿࡅ࠾࡟異常ࣝࢳ࣓࡞化ࡢศ布ࢆ明ࠊࡵࡓࡿࡍ࡟࠿ࡽATL検体ࠊṇ常 T

細胞ࡢCocࢹーࢆࢱ probeࣞ࣋ࣝࠊ遺伝子࡛ࣞ࣋ࣝ比較ࠋࡓࡋ᭷意࡟H3K27me3

ࡓࢀࡽ見ࡢ変化ࡢ probe ṇ常ࠊࡣ࡛ T 細胞࠾࡟い࡚ప࣓ࣝࢳ化状態࡟あࡿ領域

い࡚ࡘ࡟H3K27me3ࠋࡓࡗ࠿わࡀ࡜ࡇࡿい࡚ࡗࡇ起ࡀ蓄積ࡢ化ࣝࢳ࣓࡞異常࡟

遺伝子ẖ࡟ᖹ均化ࠊࢁࡇ࡜ࡓࡋATL ࡢ全遺伝子ࡣ࡛ 38.9%࡛増ຍ10.6%࡛ࠊ減

少ࠊࡾ࠾࡚ࡋ約半数ࡢ遺伝子ୖ࡟変動ࡀ起࡚ࡗࡇいࡓ㸦Figure 10A㸧ࠊ࡟ࡽࡉࠋ

ATLࠊṇ常 T 細胞ࣝࢳ࣓ࡢࢀࡒࢀࡑ化ࢱࣃーンࢱࢫࣛࢡࢆーศ析ࠊࢁࡇ࡜ࡓࡋ

全࡚ࡢ検体࡟共通ࣝࢳ࣓ࡓࡋ化ࡢ変動ࡀ見ࠊࢀࡽH3K4me3 ࠊ࡚࡭比࡟

H3K27me3 ࠊ㸦Figure 10B-Dࡓい࡚ࡗࡇ起ࡀ再構成࡞大規模ࡢ化ࣝࢳ࣓ࡢ

Figure 11㸧ࣝࢳ࣓ࠊࡓࡲࠋ化࡙ࣞ࣋ࣝ࡜ࡶ࡟い࡚ ATL࡜ṇ常細胞ࡢࢀࡒࢀࡑࡀ

 ࠋࡓࡗ࠿わࡀ࡜ࡇࡿࡍ形成ࢆーࢱࢫࣛࢡ

H3K27me3ࡢ蓄積ࡀ見ࡓࢀࡽ 7,862遺伝子ࡘ࡟い࡚H3K4me3ࡢ変化ࢆ調࡭

遺伝子࡛ࡢ約半数ࠊࢁࡇ࡜ࡓ H3K4me3ࡢ減少ࡀ起ࠊࡾ࠾࡚ࡗࡇH3K27me3ࡢ

蓄積࡟ࢀࡑ࡜伴うH3K4me3ࡢ減少ࡀATL細胞ࡢ࣒ࣀࢤࣆ࢚ࡿࡅ࠾࡟再構成ࡢ

実態࡛あࡀ࡜ࡇࡿわࡓࡗ࠿㸦Figure 12A-B㸧ࠋ 

 異常ࣝࢳ࣓࡞化ࡢ蓄積ࡢ見ࡓࢀࡽ遺伝子ࡘ࡟い࡚ࠊPRC2 㔜要࡛あࡀ機能ࡢ

ࡢ既知ࡀ࡜ࡇࡿ ES 細胞ࠊDLBCL 細胞࡜比較ࠋࡓࡋES 細胞ࠊDLBCL ーࢹࡢ

ࠊい࡞ࡋ㔜複ࡣ大部ศࠋ89㸧ࠊ㸦67ࡓࡋ使用ࢆࢱーࢹࡿい࡚ࢀࡉ報告࡟過去ࡣࢱ
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ATL࡟特ᚩ的ࣝࢳ࣓࡞化ࢱࣃーン࡛あࡀ࡜ࡇࡿわࡓࡗ࠿㸦Figure 12C㸧ࠋ 

 H3K27me3ࡣ遺伝子ࣔࣟࣉーࢱーୖや࢚ンࣁンࢧーୖ࡟蓄積ࠊࡋ遺伝子Ⓨ現

H3K27me3ࠊ࡛ࡇࡑࠋ91㸧ࠊ90ࠊ㸦88ࡿい࡚ࢀࡽ知ࡀ࡜ࡇࡿࡍ制御࡟負ࢆ ࣞࡢ

ṇ常ࠊࢁࡇ࡜ࡓ࡭調࡚ࡗ従࡟距㞳ࡢࡽ࠿転写開始点㸦TSS㸧ࢆࣝ࣋ T細胞ࠊATL

細胞ࡶ࡛ࡽࡕ࡝ࡢ TSS付近ࣆ࡟ーࡢࢡあࡿ緩や࡞࠿山型ࢆ示ࡀ࡜ࡇࡍศࡓࡗ࠿

㸦Figure 13A㸧ࠊࡓࡲࠋ᭷意࡟ H3K27me3ࡢ変化ࡓࡋ probeࡘ࡟い࡚ࡢࡑศ布

࡟同様ࢆ TSSࡢࡽ࠿距㞳࡟従࡚ࡗ解析ࠊࢁࡇ࡜ࡓࡋATL࡟᭷意࡟高い probeࡣ

転写開始点ୖࡽ࠿流 3000kb付近࡟高㢖ᗘ࡟存ᅾࠊࡋTSS付近ࠊgene bodyୖ࡛

ࢱーࣔࣟࣉࠊࡾ通ࡢ述ୖࠊ一方ࠋ㸦Figure 13B㸧ࡓࡗ࠿わࡀ࡜ࡇࡿప㢖ᗘ࡛あࡣ

ーࡽ࠿遠ࡃ㞳࢚ࡓࢀンࣁンࢧーࡘ࡟い࡚ࡶ H3K27me3 ࡟遺伝子Ⓨ現ࡀ変化ࡢ

影響ࡀ࡜ࡇࡿࡍ報告࡚ࢀࡉいࠊࡵࡓࡿṇ常 CD4陽性 T細胞࢚ࡢンࣁンࢧー領域

ࡿࡅ࠾࡟ ATL࡜ṇ常 T細胞࡛ࡢ H3K27me3ࢆࣝ࣋ࣞࡢ比較࢚ࠋࡓࡋンࣁンࢧ

ーࡢ定義ࡣ一般的࡟用いࡿࢀࡽ H3K4me1 ࡜ H3K27ac ࡢ 2 ン修飾ࢺࢫࣄࡢࡘ

ṇ常ࠋ㸦92㸧ࡓࡋ࡜領域ࡿࢀࡽ見ࡢ T細胞ࡿࡅ࠾࡟ H3K4me1࡜H3K27acࡢ網

羅的࡞ศ布ࡣ Epigenetic roadmap project 結ࡢࡑࠋ㸦93㸧ࡓࡋ使用ࢆࢱーࢹࡢ

果ࠊṇ常 T細胞࢚ࡿࡅ࠾࡟ンࣁンࢧーࡣ H3K27me3ࡀప࡛ࣞ࣋ࣝあࠊ࡜࡜ࡇࡿ

ATL ࡟᭷意ࡣ࡛ H3K27me3 ATLࠊࡾ࠿わࡀ࡜ࡇࡿࢀࡽ見ࡀ蓄積ࡢ 異ࡿࡅ࠾࡟

常࡞H3K27me3ࡢ蓄積ࡣ遺伝子ࣔࣟࣉーࢱーୖ࢚ࠊ ンࣁンࢧーୖࡢ両方࡟見ࡽ

 ࠋ㸦Figure 13C㸧ࡓࡗ࠿ศࡀ࡜ࡇࡿࢀ

 H3K27me3ࡢ蓄積ࡘ࡟い࡚ࡣCpGࣛ࢖࢔ンࡢ࡜ࢻ関連ࡀ報告࡚ࢀࡉいࡿ㸦56ࠊ

࡜᭷無ࡢࢻンࣛ࢖࢔CpGࠊ࡛ࡇࡑࠋ95㸧ࠊ94 ATL࡛ࡢ異常࡞ H3K27me3ࡢ蓄

積ࡢ関ಀࢆ調ࠋࡓ࡭CpG  UCSC Tableࠊ࡟参考ࢆ報告ࡢ過去ࡣࢻンࣛ࢖࢔

Browser㸦https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTables㸧ྲྀࡾࡼ得ࠊࡓࡋTSSࢆ含

ࡴ 300 bp以ୖࡢ Gࡣࡃࡋࡶ Cࡀ 50%以ୖࢆ占ࡿࡵ領域࡜定義ࡋ㸦96㸧ࡢࡑࠊ᭷
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無࡛ H3K27me3 CpGࠊࢁࡇ࡜ࡓࡋ比較ࢆࣝ࣋ࣞࡢ 遺伝子ࡿࡍ᭷ࢆࢻンࣛ࢖࢔

 ࠋ㸦Figure 13D㸧ࡓࡗ顕著࡛あࡀ蓄積ࡢH3K27me3ࡀ方ࡢ

  

 統合解析ࡢ遺伝子Ⓨ現࡞網羅的࡜変化ࡢ化ࣝࢳ࣓

 ATL ࢧンࣁン࢚ࠊーୖࢱーࣔࣟࣉ遺伝子ࡀ変化ࡢ化ࣝࢳ࣓࡞い࡚大規模࠾࡟

ーୖ࡟存ᅾࡀ࡜ࡇࡿࡍ明ࠊࡵࡓࡓࡗ࡞࡟࠿ࡽḟ࡟遺伝子Ⓨ現࡟୚えࡿ影響ࢆ解

析ࠋࡓࡋ遺伝子Ⓨ現解析ࡣ࡟当◊究室࡛過去࡟行ࡓࡗ網羅的࡞遺伝子Ⓨ現解析

ṇ常࡜ATLࠋ㸦GSE33615㸧㸦55㸧ࡓࡋ使用ࢆࢱーࢹࡢ T細胞ࡢ࡜遺伝子Ⓨ現変

化ࠊH3K27me3ࡢ変化ࢆ統合ࠊࢁࡇ࡜ࡓࡋATL࡛Ⓨ現ࡢపୗࡓࡋ遺伝子ࡢ過半

数࡟H3K27me3ࡢ異常࡞蓄積ࡀ見ࡀ࡜ࡇࡿࢀࡽわࡓࡗ࠿㸦Figure 14A㸧ࠊࡓࡲࠋ

遺伝子Ⓨ現ࡢ変化࡜ H3K27me3 ࡀ࡜ࡇࡿあࡀ逆相関関ಀ࡞࠿緩やࡣ࡟変化ࡢ

わࠊࡾ࠿ATL い࡚࠾࡟ H3K27me3 ࡟逆ࠊࡋపୗࡀⓎ現ࡣ遺伝子ࡓࡋ増ຍࡢ

H3K27me3ࡀపୗࡓࡋ遺伝子ࡣⓎ現ୖࡀ昇࡚ࡋいࡓ㸦Figure 14B-C㸧ࠋATL࡟

ࠊBCL2L11㸦BIM㸧ࠊZEB1ࠊCDKN1AࠊNDRG2ࠊࡣ蓄積ࡢH3K27me3ࡿࡅ࠾

CD7 ࡝࡞ ATL い࡚ࢀࡲ含ࡀ癌抑制遺伝子や細胞表面࣐ー࢝ー࡞い࡚㔜要࠾࡟

ࡣ減少ࡢH3K27me3ࠊ一方ࠋ97-100㸧ࠊFigure 14B㸧㸦81ࠊ㸦Figure 7ࡓ CADM1

や EVC1/2ࡢ࡝࡞遺伝子࡜関連࡚ࡋいࡓ㸦101102ࠊ㸧ࡢࡽࢀࡇࠋ結果ࠊࡽ࠿ATL

࠿わࡀ࡜ࡇࡿい࡚ࡋ関୚࡟密接࡜遺伝子Ⓨ現変化ࡣ変化ࡢ化ࣝࢳ࣓࡞特ᚩ的࡟

 ࠋࡓࡗ

 

ATL࢕ࢸࢿ࢙ࢪࣆ࢚ࡿࡅ࠾࡟ッ࡟ࢡ抑制ࡿࢀࡉ遺伝子群ࡢ同定࡜機能解析 

ࡀ変化ࡢ࣒ࣀࢤࣆ࢚  ATL細胞࡟୚えࡿ影響ࢆ調࢕ࢸࢿ࢙ࢪࣆ࢚ࠊ࡟ࡵࡓࡿ࡭

ッ࡟ࢡ抑制ࡿࢀࡉ遺伝子群ࢆ絞ࡾ込ࠊࡳGO解析ࢆ行ࠋࡓࡗ急性型 ATL࡛Ⓨ現

ཷࢆ抑制࡟ࢡッ࢕ࢸࢿ࢙ࢪࣆ࢚ࡾࡲࡘࠊࡓࡗあࡀ蓄積ࡢH3K27me3ࠊࡋపୗࡀ
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ࡳ込ࡾ絞ࢆ遺伝子群ࡿࢀࡽ考え࡜ࡿࡅ 856遺伝子ࢆ同定ࡓࡋ㸦Figure 15㸧856ࠋ

遺伝子ࡣ࡟多数ࢇࡀࡢ抑制遺伝子ࡀ含࡚ࢀࡲい856ࠋࡓ 遺伝子ࡢ抑制ࡢ強࡜ࡉ

病態ࡢ関ಀ性ࢆ調856ࠊࢁࡇ࡜ࡓ࡭遺伝子ࡢ抑制ࡢ強ࠊ࡜ࡉ総腫瘍㔞ࢆ཯映ࡿࡍ

sIL-2RやWBCࡢ値ࡣ相関࡚ࡋいࡓ㸦Figure 16㸧ࠊࡓࡲࠋDNAࣝࢳ࣓ࡢ化ࡼ࡟

࡜ࡇい࡞ࡋ㔜複ࡾࡲあࠊࢁࡇ࡜ࡓࡋ比較࡜遺伝子ࡿࢀࡽ考え࡜ࡿࡅཷࢆ抑制ࡿ

関ಀࡢ࡜進行ࡢ病型࡜推移ࡢⓎ現ࣞ࣋ࣝࡢࡑࠊ࡟ࡽࡉࠋ㸦Figure 17㸧ࡓࡗ࠿わࡀ

 㸦Figureࡓࡗ࠿わࡀ࡜ࡇࡿࡍపୗࡀ伴いⓎ現࡟進行ࡢ病型ࠊࢁࡇ࡜ࡓ࡭調ࢆ

18A㸧ࠋ興味深いࡢࡽࢀࡇࠊ࡟࡜ࡇ遺伝子ࡢ大半ࡍࡃࡣぶࡾ型ࡣࡃࡋࡶ慢性型࡟

ATLࠊ㸦Figure 18B㸧ࡾ࠾࡚ࡋపୗࡀⓎ現࡟い࡚既࠾ ࡽ࠿Ⓨ症初期ࡢ PRC2 依

存的࢕ࢸࢿ࢙ࢪࣆ࢚࡞ッ࡞ࢡ異常ࡀ存ᅾࠊࡋATL 示ࡀ可能性ࡿࡍ関୚࡟進行ࡢ

唆ࠋࡓࢀࡉ 

GO解析ࠊ࢚ࡾࡼ࡟ ࡗ行ࢆ機能解析ࡢ遺伝子群ࡿࢀࡉ抑制࡟ࢡッ࢕ࢸࢿ࢙ࢪࣆ

ࠊ転写制御ࣜࠊࢁࡇ࡜ࡓ ンࣃ球活性化࡟関୚ࡿࡍ遺伝子ࡀ最ࡶ᭷意࡟含ࡇࡿࢀࡲ

転写因ࡢ多数ࠊࡣ࡟遺伝子群ࡿࡍ関୚࡟転写制御ࠋ㸦Figure 18C㸧ࡓࡗ࠿わࡀ࡜

子࡜機能ࡀᮍ知ࡢ Zinc࢕ࣇン࢞ーࢱンࢡࣃ質ࢺࢫࣄࠊン脱࣓ࣝࢳ化酵素ࡀ含ࡲ

ࡣ遺伝子ࡢࡽࢀࡇࠋ㸦Table 4㸧ࡓい࡚ࢀ ES細胞や DLBCL࡛ࡣ H3K27me3ࡢ

蓄積ࡢ見࡞ࢀࡽいࠊATL  㸦Figureࡓࡗ࠿わࡀ࡜ࡇࡿ遺伝子群࡛あ࡞特ᚩ的࡟

18D㸧ࠋ 

EZH2ࠊい࡚ࡘ࡟Ⓨ現పୗࡢ化酵素ࣝࢳン脱࣓ࢺࢫࣄ ࡿࢀࡽ見ࡢ過剰Ⓨ現ࡢ

子宮頸ࠊࢇࡀ乳ࡢࢇࡀ網羅的࡞遺伝子Ⓨ現解析ࢹー࡜ࢱ比較ࠊࢁࡇ࡜ࡓࡋ複数ࡢ

ࡣⓎ現పୗࡢ化酵素ࣝࢳン脱࣓ࢺࢫࣄ ATL࡟顕著࡟見ࡓࢀࡽ㸦Figure 19㸧ࡑࠋ

ࡿ化酵素࡛あࣝࢳ脱࣓ࡢH3K27me3ࠊࡶ中࡛ࡢ JMJD3ࢥࢆーࡿࡍࢻ KDM6B

ࡣⓎ現ࡢࡑࠊࡾ࠾࡚ࡋపୗ࡟顕著ࡶ最ࡀ EZH2 阻害๣処理ࡾࡼ࡟᭷意࡟回᚟ࡋ

ࡽ࠿ー解析ࣂンࢼーࣆࢥ࣒ࣀࢤࠊࡓࡲࠋ㸦Figure 20A-C㸧㸦103㸧ࡓ 11/168検体
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㸦6.5%㸧࠾࡟い࡚ KDM6Bࡢ࣒ࣀࢤࡢḞ失ࡀ存ᅾࡀ࡜ࡇࡿࡍわࡓࡗ࠿㸦Figure 

20D㸧ࠋKDM6B ࡀ抑制ࡢ H3K27me3 ࡇ࡜ࡓࡋ検証ࢆ可能性ࡿࡍ関୚࡟蓄積ࡢ

shKDM6Bࠊࢁ ࡣ細胞࡛ࡓࡏࡉⓎ現ࢆ H3K27me3  㸦Figureࡓࢀࡽ見ࡀ蓄積ࡢ

20E㸧ࡢࡇࠋ結果ࠊࡽ࠿EZH2 KDM6Bࠊࡎࡽ࡞ࡳࡢ直接的ࡣ 間࡚ࡋ௓ࢆ抑制ࡢ

接的ࡶ࡟H3K27me3ࡢ蓄積ࢆ誘ᑟ࡚ࡋいࡀ࡜ࡇࡿ明ࠋࡓࡗ࡞࡜࠿ࡽ 

 

 統合解析ࡢmiRNAⓎ現࡜化ࣝࢳ࣓

 当◊究室࡛ࠊࡣ大規模࡞miRNAⓎ現解析ࠊࡽ࠿ATL࡟特ᚩ的࡞多ࡃmiRNA

࡟特ࠊࡋ࡟࠿ࡽ明ࢆⓎ現పୗࡢ EZH2ࡀ YY1ࡢ࡜結合ࢆ௓࡚ࡋmiR-31ࡢⓎ現

௒回ࠋ㸦55㸧ࡿい࡚ࡋ報告ࢆ࡜ࡇࡿい࡚ࡋ抑制࡟ࢡッ࢕ࢸࢿ࢙ࢪࣆ࢚ࢆ Cocࡼ࡟

࡟ATLࠊࢁࡇ࡜ࡓࡋ統合ࢆⓎ現解析ࡢmiRNA࡜結果ࡢH3K27me3ࡓࢀࡽ得ࡾ

ࡣmiRNAࡓࢀࡽ見ࡢ蓄積ࡢH3K27me3࡜miRNAࡿࢀࡽ見ࡢい࡚Ⓨ現పୗ࠾

大部ศࡀ㔜複ࡀ࡜ࡇࡿࡍわࡓࡗ࠿㸦Figure 21A㸧ࠋ㔜複ࡓࡋ ࡘ࡟miRNAࡢ75

い࡚ࡢࡑࠊⓎ現࡜病型ࢆ࡜比較ࡍࡃࠊࢁࡇ࡜ࡓࡋぶࡾ型ࠊ慢性型࠾࡟い࡚既࡟Ⓨ

現ࡀపୗ࡚ࡋいࡀ࡜ࡇࡿศࡓࡗ࠿㸦Figure 21B㸧ࡢࡽࢀࡇࠋmiRNAࣔࣟࣉࡢー

ࡋ用い࡚解析ࢆoPOSSUM㸦82㸧ࠊࢆࢺ࢖ࢧ結合ࡢ転写因子ࡿࡍ存ᅾ࡟ー領域ࢱ

 㸦Figureࡓい࡚ࢀࡲ含ࡃ多࡟᭷意ࡀࢺ࢖ࢧ結合ࡢMZF1ࠊZEB1ࠊYY1ࠊࢁࡇ࡜ࡓ

21C㸧ࡢࡇࠋ結果ࠊࡣYY1ࡀ PRC2ࣝࢡࣜࡢーࢱー࡚ࡋ࡜機能ࠊࡋmiR-31ࡳࡢ

ࡢ多数ࡎࡽ࡞ miRNA ࡇࡑࠋࡿい࡚ࡋ示唆ࢆ可能性ࡿい࡚ࡋ関୚࡟Ⓨ現抑制ࡢ

࡛ḟࠊ࡟全遺伝子ࡘ࡟い࡚ࣔࣟࣉーࢱーୖࡢ YY1 ࡜᭷無ࡢࢺ࢖ࢧ結合ࡢ

H3K27me3ࢆࣝ࣋ࣞࡢ調ࠋࡓ࡭YY1ࡢ結合ࢆࢺ࢖ࢧ᭷ࡿࡍ遺伝子ࡣMotifMap

YY1ࠋ㸦104㸧ࡓࡋ得ྲྀࡽ࠿ 若ᖸࡀ方ࡢ遺伝子群ࡿࡍ᭷ࢆࢺ࢖ࢧ結合ࡢ

H3K27me3ࡀࣝ࣋ࣞࡢ高いࡀ࡜ࡇわࡓࡗ࠿㸦Figure 21D㸧ࠋ 

ࡿࡅཷࢆ抑制࡞ࢡッ࢕ࢸࢿ࢙ࢪࣆ࢚  75種ࡢmiRNAࡀ細胞࡟୚えࡿ影響ࢆ調
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ࠋ㸦105㸧ࡓࡗ行ࢆPathway解析ࠊࡋ得ྲྀࡽ࠿mirPathࢆ標的遺伝子ࡢࡑࠊࡵࡓࡿ࡭

Neurotrophin signalingࠊInsulin signalingࠊWnt signaling࡝࡞膜ୖࣉࢭࣞࡢ

ࡓࡗ࠿わࡀ࡜ࡇࡿࢀࡲ含ࡃ多ࡀ遺伝子群ࡿࡍ関୚࡟伝㐩系ࣝࢼࢢࢩࡢࡽ࠿ーࢱ

㸦Figure 21E㸧ࠋ 

 

HOXA遺伝子ࢱࢫࣛࢡー࢕ࢸࢿ࢙ࢪࣆ࢚ࡿࡅ࠾࡟ッ࡞ࢡ脱制御 

H3K27me3ࡢṇ常 T細胞࡜ ATLࡢ比較ࠊࡽ࠿遺伝子ࡣ少࡞いࡢࡢࡶ ATL࡟

࡟中ࡢࡇࠋ㸦Figure 14B㸧ࡿい࡚ࢀࡉ観察ࡶ減少ࡢH3K27me3ࡿࡅ࠾ HOXA遺

伝子群ࡀ含࡚ࢀࡲいࠊࡵࡓࡓHOXA ࡭調ࢆⓎ現ࣞ࣋ࣝ࡜化ࣝࢳ࣓ࡢーࢱࢫࣛࢡ

ࡇ起࡟ー全体ࢱࢫࣛࢡࡀ昇ୖࡢ伴うⓎ現࡟ࢀࡑ࡜減少ࡢH3K27me3ࠊࢁࡇ࡜ࡓ

顕ࡾࡼ࡚ࡅ࠿࡟急性型ࡽ࠿慢性型ࡣ昇ୖࡢⓎ現ࡢࡇࠋ㸦Figure 22A-B㸧ࡓい࡚ࡗ

著࡛あࠋࡓࡗ 

 

HTLV-1ࢱンࢡࣃ質 Taxࡣ EZH2ࡢⓎ現ୖ昇ࢆ誘ᑟࠊࡋH3K27me3ࢆ蓄積ࡏࡉ

 ࡿ

 ATL࡛ࡣ EZH2ࡢ過剰Ⓨ現ࡀmiR-31ࡢⓎ現抑制࡟必須࡛あࠊࡾNF-Bࡢ恒

常的࡞活性化ࡀ EZH2 ࠊ山岸誠博士ࡢ当◊究室ࡀ࡜ࡇࡿ必須࡛あ࡟Ⓨ現ୖ昇ࡢ

修士学生ࡢ中川翔太氏ࡾࡼ࡟示࡚ࢀࡉいࠊࡋࡔࡓࠋࡿṇ常 T細胞࡟対࡚ࡋ TNF-

処理࡚ࡋࢆ NF-B ࡣ࡛ࡅࡔࡓࡋ活性化ࢆ EZH2 ᢠࠊࡎࡽࡇ起ࡣⓎ現ୖ昇ࡢ

CD3/28ᢠ体ࡾࡼ࡟ TCRࢆ刺⃭࡜ࡿࡍⓎ現ୖࡀ昇ࡶ࡜ࡇࡿࡍ併࡚ࡏ明ࡋ࡟࠿ࡽ

ࡣい࡚࠾࡟ATLࠊ㸦Appendix 4㸧ࡾ࠾࡚ TCRࡢୗ流࡟存ᅾࡿࡍ様々ࣝࢼࢢࢩ࡞

伝㐩系ࡀ活性化࡚ࡋいࡿ中࡛ࠊNF-B ࢀࡽ考え࡜ࡿい࡚ࡋ機能࡟ࢺンࢼ࣑ࢻࡀ

 ࠋࡿ

 EZH2ࡢⓎ現㔞ࡢࡑࠊ࡜抑制ࡢ強ࡢ࡜ࡉ関ಀࢆ調ࠊࢁࡇ࡜ࡓ࡭若ᖸ࡛ࡣあࡀࡿ
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EZH2ࡢⓎ現ࡀ高い群ࡢ方ࠊࡀ抑制ࡿࢀࡉ遺伝子群ࡢⓎ現ࡀపいࡀ࡜ࡇわࠊࡾ࠿

EZH2ࡢⓎ現㔞ࡢ࣒ࣀࢤࣆ࢚ࡀ異常ࡢ一因࡛あࡀ࡜ࡇࡿわࡓࡗ࠿㸦Figure 23㸧ࠋ 

ATLⓎ症ࡣ࡟࡛ࡲࡿ⮳࡟ HTLV-1ࢱンࢡࣃ質ࡀ様々ࣝࢼࢢࢩ࡞伝㐩系ࢆ撹乱

HTLV-1ࠊ࡛ࡇࡑࠋࡿい࡚ࢀࡽ考え࡜ࡿい࡚ࡋ寄୚࡟Ⓨ症ࡋ ࡀ EZH2 Ⓨ現亢ࡢ

進࡟影響ࡿࡍ可能性ࢆ検討ࠋࡓࡋTaxࠊHBZࠊp30ࠊRexࡀ EZH2ࣔࣟࣉࡢーࢱ

ー活性࡟୚えࡿ影響ࢆ調ࠊࢁࡇ࡜ࡓ࡭Tax ࡀࡳࡢ EZH2 ࢆー活性ࢱーࣔࣟࣉࡢ

ୖ昇ࡀ࡜ࡇࡿࡏࡉわࡓࡗ࠿㸦Figure 24A㸧ࡢࡇࠋ Taxࡿࡼ࡟活性化ࡣ NF-B 阻

害๣ DHMEQࠊMEK1/2阻害๣ U0126ࡢ処理ࡾࡼ࡟᭷意࡟抑制ࡓࢀࡉ㸦Figure 

24B㸧ࠊࡓࡲࠋNF-Bࢆ活性化࡛࡞ࡁい Tax mutantࡢM22࡛ࡣ㔝生型 Tax࡟

比ࠊ࡭EZH2ࣔࣟࣉーࢱー活性ୖࡢ昇ࡣ᭷意࡟పࡓࡗ࠿㸦Figure 24B-C㸧ࠋ 

 

Taxࢳ࣐ࣟࢡࡣンୖ࡟ EZH2࡜共局ᅾࡿࡍ 

Taxࡣ多数ࡢ宿主因子࡜結合ࠊࡋ細胞ࡢ増殖ࠊ୙死化過程࡟関୚࡚ࡋい࡜ࡿ報

告࡚ࢀࡉいࡿ㸦36㸧ࠋ当◊究室࡛ࡣ TaxࠊࡀEZH2ࢆ含ࡴ複数ࢺࢫࣄࡢン࣓ࣝࢳ

化酵素࡜物理的࡟相互作用ࢆ࡜ࡇࡿࡍ明࡚ࡋ࡟࠿ࡽいࡿ㸦Appendix 5㸧㸦7879ࠊ㸧ࠋ

௒回ࠊ新࡟ࡓ HBZࠊRexࠊp30࡜ EZH2ࡢ࡜局ᅾࢆ検討ࠊࢁࡇ࡜ࡓࡋTaxࡳࡢ

核内࡛ࡀ EZH2࡜共局ᅾ࡚ࡋいࡓ㸦Figure 24D㸧ࠊ࡛ࡇࡑࠋTaxࡀ EZH2ࡢ࡜

結合ࢆ௓ࢳ࣐ࣟࢡ࡚ࡋンୖ࡟局ᅾࠊࡋ抑制性࡟機能ࡿࡍ可能性ࢆ検討ࠋࡓࡋ

HTLV-1 感染細胞 MT-2 用い࡚ࢆ TaxࠊEZH2ࠊH3K27me3 い࡚ࡘ࡟ Coc法࡟

修士学生堀真琴氏ࡢ当◊究室ࡣ実験ࡢࡇࠋࡓࡋ解析ࢆศ布࡞ࢻ࢖ワ࣒ࣀࢤࡾࡼ

EZH2ࠊTaxࠋࡓࡗ行࡟࡜ࡶࡢ協力ࡢ H3K27me3ࠊ遺伝子ࡿࡍ結合ࡢ ࡢ蓄積ࡢ

見ࡿࢀࡽ遺伝子ࡣ᭷意࡟㔜複ࡀ࡜ࡇࡿࡍわࡓࡗ࠿㸦Figure 25A㸧ࠋTaxࡢ結合ࡢ

᭷無࡛ EZH2ࡢ結合ࠊH3K27me3ࡢ蓄積ᗘࢆ比較ࠊࢁࡇ࡜ࡓࡋ興味深い࡟࡜ࡇ

Tax ࡣ遺伝子࡛ࡿあࡀ結合ࡢ EZH2ࠊH3K27me3 ࡓࡗ࠿高࡟᭷意ࡀ蓄積ࡢ
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㸦Figure 25B-E㸧ࠋ 

 

Taxࡣ ATL様ࡢ࣒ࣀࢤࣆ࢚࡞異常ࢆ誘ᑟࡿࡍ 

Tax Taxࠊࡵࡓࡿ捉え࡟詳細ࡾࡼࢆ影響ࡿ୚え࡟࣒ࣀࢤࣆ࢚ࡢ宿主細胞ࡀ ࢆ

Ⓨ現ࣞࡿࡏࡉンࢱࢡ࣋ࢫࣝ࢖࢘ࢳーࢆ作出ࠊࡋ健常人ࡢᮎ梢血⏤来༢核球

㸦PBMC㸧࡟遺伝子ᑟ入ࢆ行ࡓࡗ㸦Figure 26A㸧ࢱࢡ࣋ࡢࡇࠋーࡣ Taxࡢ直後࡟

IRES 配列ࠊVenus 遺伝子ࢆ᭷࡚ࡋいࠊࡵࡓࡿVenus ࡾࡼ࡟Ⓨගࡢ Tax Ⓨ現ࢆ

TaxࠊTax㔝生型ࠋࡿࡁ࡛ࡀ࡜ࡇࡿࡍ検出ࢆⓎ現ࣞ࣋ࣝࡢTaxࠊ割合ࡢ細胞ࡿࡍ

変異型M22ࠊC29AࠊF-Taxࢆ遺伝子ᑟ入ࠊࢁࡇ࡜ࡓࡋTax㔝生型࡛ࡳࡢ Venus

陽性細胞ࡢ増殖࡜୙死化ࡀ観察ࡓࢀࡉ㸦Figure 26B㸧ࡢࡇࠋ過程࡟ EZH2依存的

2ࠊࢁࡇ࡜ࡓࡋ検討ࢆ可能性ࡿࡍ関୚ࡀ変化࡞ࢡッ࢕ࢸࢿ࢙ࢪࣆ࢚࡞ 種類ࡢ

EZH2 阻害๣ࢆ処理ࡓࡋ群࡛ࡶࡽࡕ࡝ࡣ Venus 陽性細胞ࡢ増殖ࡣ見ࠊࡎࢀࡽ

EZH2 ࡀ酵素活性ࡢ Tax 依存的࡞細胞増殖ࠊ୙死化過程࡟必須࡛あࡀ࡜ࡇࡿわ

ࡓࡋ増殖ࠋ㸦Figure 26B㸧ࡓࡗ࠿ Taxᑟ入細胞㸦以降 Tax-cell㸧ࠊࡣCD4陽性ࡶ

ࠊp65ࠊࡿ指標࡛あࡢNF-B活性化ࠊࡋⓎ現ࢆT細胞࣐ー࢝ーࡢCD8陽性ࡣࡃࡋ

p52ࡢ核内移行ࡀ観察ࡓࢀࡉ㸦Figure 26C-D㸧ࠊࡓࡲࠋTaxࡿࡼ࡟୙死化能ࡘ࡟

い࡚異ࡿ࡞ 3人ࡢ健常人⏤来ࡢ PBMCࢆ用い࡚検討ࡢࡑࠊࢁࡇ࡜ࡓࡋい࡟ࢀࡎ

ࡶい࡚࠾ Tax Taxࠊࡎࡽࡇ起ࡣ୙死化ࠊ増殖ࡢ細胞ࡓࡋᑟ入ࢆ ୙死化能ࡿࡼ࡟

㸦Figure 27A-B㸧ࡓࡗ࡞࡜結果ࡿࡍ⮴一࡜報告ࡢいう過去࡜ࡿ限定的࡛あࡣ

㸦106㸧ࠋ 

Tax ࠋࡓࡋ検討࡟い࡚ḟࡘ࡟変化࡞ࢡッ࢕ࢸࢿ࢙ࢪࣆ࢚ࡿࡼ࡟遺伝子ᑟ入ࡢ

Tax-cell࡛ࡣ EZH2ࡢⓎ現ࢥࡀンࣟࢺーࣝ群ࡾࡼ᭷意ୖ࡟昇ࠊࡋmiR-31ࡢⓎ現

ࡢ細胞内ࠊࡓࡲࠋ㸦Figure 28A㸧ࡓい࡚ࡋ減少࡟᭷意ࡣ H3K27me3ࡢ全体㔞ࢆ

評価ࠊࢁࡇ࡜ࡓࡋTax-cell い࡚࠾࡟ H3K27me3  㸦Figureࡓࢀࡉ観察ࡀ増ຍࡢ
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28B㸧ࠋTax ࡜ࡓ࡭調ࢆ細胞周期制御因子ࡵࡓࡓࡋ亢進ࡀ細胞増殖ࡾࡼ࡟ᑟ入ࡢ

EZH2阻害๣ࠋ㸦Figure 28C㸧ࡓい࡚ࡗࡇ起ࡀపୗࡢⓎ現㔞ࡢCDKN1Aࠊࢁࡇ

DZNepࡢ処理ࡾࡼ࡟ CDKN1AࡢⓎ現㔞ୖࡀ昇ࣔࣟࣉࠊࡓࡲࠊ࡜ࡇࡓࡋーࢱー

領域࡟ H3K27me3 ࡽ࠿࡜ࡇࡓࢀࡽ見ࡀ蓄積ࡢ Tax ࡾࡼ࡟遺伝子ᑟ入ࡢ

CDKN1A࢕ࢸࢿ࢙ࢪࣆ࢚ࡀッ࡞ࢡ抑制ࡀ࡜ࡇࡓࡅཷࢆ明ࡓࡗ࡞࡜࠿ࡽ㸦Figure 

28D-E㸧ࠋCDKN1Aࡣ ATL細胞࠾࡟い࡚ DNAࣝࢳ࣓ࡢ化ࡿࡼ࡟抑制ࡿࡅཷࢆ

ṇ常ࠊ㸦100㸧ࡵࡓࡿい࡚ࢀࡉ報告ࡀ࡜ࡇ T細胞ࠊTax-cellࠊATL細胞株MT-1࡟

い࡚ࡘ CDKN1Aࣔࣟࣉーࢱーࡢ DNAࣝࢳ࣓ࡢ化ࢆ調ࠊࢁࡇ࡜ࡓ࡭Tax-cell࡛

࡟高㢖ᗘࡣMT-1細胞࡛ࠊ࡟࠿ࡎわࡣ DNAࣝࢳ࣓ࡢ化ࡀ起࡚ࡗࡇいࡓ㸦Figure 

28F㸧ࠋ 

ḟ࡟ Tax 依存的࢕ࢸࢿ࢙ࢪࣆ࢚࡞ッ࡞ࢡ変化ࢆ網羅的࡟明ࠊࡵࡓࡿࡍ࡟࠿ࡽ

Coc法ࢆ用い࡚ Tax-cellࡢ H3K27me3ࡢศ布ࢆ解析ࡢࡑࠋࡓࡋ㝿ࠊṇ常 T細胞

活性化ࡓࡗ行ࢆ刺⃭ࡿࡼ࡟ᢠCD3/28ᢠ体࡟ T細胞ࡶ同時࡟解析ࠋୖࡓࡋ 記ࠊࡢ

ATL い࡚࠾࡟ H3K27me3 ࡓࡋ変化࡟᭷意ࡀ probe Tax-cellࠊい࡚ࡘ࡟ ࡢ

H3K27me3ࣞ࣋ࣝࢆ調ࠊࢁࡇ࡜ࡓ࡭ṇ常T細胞࡟比࡚࡭異常࡞増ຍࡀ観察ࠊࢀࡉ

ࡣーンࢱࣃ化ࣝࢳ࣓ࡢࡑ ATL 化ࣝࢳ࣓ࠋ㸦Figure 29A㸧ࡓい࡚ࡋ㓞似࡜ࡢࡶࡢ

࡜Tax-cellࠊࢁࡇ࡜ࡓࡗ行ࢆー解析ࢱࢫࣛࢡᇶ࡙い࡚࡟ࣝ࣋ࣞࡢ ATL細胞ࠊ活

性化 T 細胞࡜ṇ常 T 細胞ࡢ類似ᗘࡀ高いࡀ࡜ࡇわࡓࡗ࠿㸦Figure 29B㸧ࡽࡉࠋ

࡟い࡚᭷意࠾࡟ATLࠊ࡟ H3K27me3ࡢ増ຍࡓࡋ probeࡘ࡟い࡚ Tax-cell࡜比

較ࠊࢁࡇ࡜ࡓࡋ驚࡟࡜ࡇࡁ࡭ࡃ ࡿࡅ࠾࡟領域ࡓࡋ㔜複ࠊࡋ㔜複ࡀ82.9%

H3K27me3ࡣࣝ࣋ࣞࡢṇ常 T細胞ࠊ活性化 T細胞ࠊTax-cellࠊATL細胞ࡢ㡰࡟

段階的࡟増ຍ࡚ࡋいࡓ㸦Figure 29C-D㸧ࠊࡓࡲࠋTSS ࡚ࡗ従࡟距㞳ࡢࡽ࠿

H3K27me3ࢆࣝ࣋ࣞࡢ調ࠊࢁࡇ࡜ࡓ࡭Tax-cell࡛ࡣ TSSୖࡾࡼ流 2～3kb付近

一方࡛ࡢࡑࠊ࡜ࡇࡿ顕著࡛あࡀ蓄積ࡢ Tax-cellࡿࡅ࠾࡟ H3K27me3ࡣࣝ࣋ࣞࡢ
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ATL 細胞ࡾࡼ᭷意࡟పいࡀ࡜ࡇわࡓࡗ࠿㸦Figure 29E㸧ࠋATL ࢪࣆい࡚࢚࠾࡟

ࡿࡅཷࢆ抑制࡞ࢡッ࢕ࢸࢿ࢙ NDRG2ࠊBIM ࡣ࡛ Tax-cell ࡶい࡚࠾࡟

H3K27me3ࡀࣝ࣋ࣞࡢ高ࡓࡗ࠿㸦Figure 30A㸧ࠊ࡟ࡽࡉࠋGO解析ࡢ結果ࠊࡽ࠿

転写制御や細胞ࡢ活性化࡟関わࡿ遺伝子ࡀ᭷意࡟含࡚ࢀࡲいࡀ࡜ࡇࡿわࡓࡗ࠿

㸦Figure 30B㸧ࠊࡓࡲࠋTax-cell࡟ EZH2阻害๣ DZNepࢆ処理ࠊࢁࡇ࡜ࡓࡋATL

細胞࡞ࡣ࡛࡝࡯いࠊࡀ濃ᗘ依存的࡟生存率ࡀపୗࠊ࢚ࡋ ࡟生存ࡀ異常ࡢ࣒ࣀࢤࣆ

寄୚࡚ࡋいࡀ࡜ࡇࡿわࡓࡗ࠿㸦Figure 30C㸧ࠋ 

 

HTLV-1感染細胞࠾࡟い࡚࢚࢕ࢸࢿ࢙ࢪࣆッ࡞ࢡ変化ࡀ存ᅾࡿࡍ 

࡟い࡚既࠾࡟慢性型ࠊ型ࡾぶࡍࡃࡣ遺伝子ࡿࢀࡉ抑制࡟ࢡッ࢕ࢸࢿ࢙ࢪࣆ࢚ 

Ⓨ現ࡀపୗ࡚ࡋい࡜ࡇࡿ㸦Figure 1821ࠊ㸧ࠊHTLV-1因子 Taxࡾࡼ࡟ ATL様࡞

ࡢATLⓎ症前ࠊࡽ࠿㸦Figure 29㸧࡜ࡇࡿࢀࡉ誘ᑟࡀ変化ࡢ࣒ࣀࢤࣆ࢚ HTLV-1

感染無症候性࢟ࣕࣜ࢔中ࡢ HTLV-1 感染細胞࠾࡟い࡚既࢕ࢸࢿ࢙ࢪࣆ࢚࡟ッࢡ

࢔HTLV-1無症候性࢟ࣕࣜࠋࡓࡗ行ࢆ検証ࠊ立࡚ࢆいう仮説࡜ࡿࡍ存ᅾࡀ変化࡞

中ࡢ CD4 陽性 T 細胞ࠊࡣ細胞表面ࡢ CD7ࠊCADM1 ศࡢࡘ３࡚ࡗࡼ࡟Ⓨ現ࡢ

画㸦P, CD7+/CADM1−; D, CD7+/CADM1+; N, CD7−/CADM1+㸧࡟ศࠊࢀࡽࡅ

HTLV-1感染細胞ࡣ DࠊNศ画࡟濃縮ࠊ࡜ࡇࡿࢀࡉDࠊNศ画࠾࡟い࡚miR-31

ࡓࢀ当◊究室࡛行わࠋ107㸧ࠊ㸦81ࡿい࡚ࢀࡉ報告ࡀ࡜ࡇࡿࢀࡽࡳࡀⓎ現పୗࡢ

PࠊDࠊNศ画ࡢ網羅的࡞遺伝子Ⓨ現解析ࡢ結果ࢆ再解析ࠊࢁࡇ࡜ࡓࡋEZH2ࡢ

Ⓨ現㔞ࡣ Pศ画࡟比ࠊ࡭DࠊNศ画࠾࡟い࡚約 4倍Ⓨ現ୖࡀ昇࡚ࡋいࡓ㸦Figure 

31A㸧ࠊࡓࡲࠋATL࠾࡟い࡚࢚࢕ࢸࢿ࢙ࢪࣆッ࡟ࢡ抑制࡚ࢀࡉいࡿ 856遺伝子࡟

࡚ࡋపୗࡀⓎ現࡟い࡚᭷意࠾࡟Nศ画ࠊDࠊࢁࡇ࡜ࡓ࡭調ࢆⓎ現㔞ࡢࡑࠊい࡚ࡘ

いࡓ㸦Figure 31B㸧ࡢࡽࢀࡇࠋ結果ࠊࡽ࠿HTLV-1感染細胞࠾࡟い࡚࢙ࢪࣆ࢚ࡶ

 ࠋࡓࢀࡉ示唆ࡀ存ᅾࡢ変化࡞ࢡッ࢕ࢸࢿ
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 ATL 段階࡛ࡢ࡝い࡚ࡘ࡟遺伝子群ࡿࢀࡉ抑制࡟ࢡッ࢕ࢸࢿ࢙ࢪࣆい࡚࢚࠾࡟

Ⓨ現పୗࡀ起ࢆ࠿ࡢࡿࡇ調ࠊ࡟ࡵࡓࡿ࡭Pศ画ࡽ࠿急性型 ATLࡢ Nศ画ࢆ 3段

階࡟ศࡅ㸦Stage IࠊPࡽ࠿ Dศ画; Stage IIࠊDࡽ࠿ Nศ画; Stage IIIࠊNࡽ࠿

急性型 N ศ画㸧ࠊ各段階࡛᭷意࡟Ⓨ現ࡀపୗࡘ࠿ࠊࡋ ATL ࡛ H3K27me3 異ࡢ

常࡞蓄積ࡢ見ࡿࢀࡽ遺伝子ࢆ比較ࡢࡑࠋࡓࡋ結果ࠊStage I࡟含ࡿࢀࡲ遺伝子ࡀ

最ࡶ多ࠊࡃḟ࡟ Stage III࡟含ࡿࢀࡲ遺伝子ࡀ多ࡓࡗ࠿㸦Figure 31C㸧ࠋStage I

ࡿࢀࡲ含࡟ࡳࡢ 407 遺伝子࡜ III ࡿࢀࡲ含࡟ࡳࡢ 181 遺伝子ࡘ࡟い࡚ࣉࡢࡑࠊ

ࣟࣔーࢱーୖࡢ H3K27me3ࡢ変化ࠊⓎ現変化ࢆ比ࠊࢁࡇ࡜ࡓ࡭Stage I࡟ࡳࡢ

含ࡿࢀࡲ遺伝子ࡢ方ࠊࡀH3K27me3 ࡓい࡚ࡋపୗࡾࡼࡀⓎ現ࠊࡋ蓄積ࡾࡼࡀ

㸦Figure 31D㸧ࠋ 

 網羅的࡞遺伝子Ⓨ現解析ࡢ結果ࢆ踏ࡲえࠊHTLV-1 無症候性࢟ࣕࣜ࢔中ࡢ

CD4T 細胞ࢆ細胞表面ࡢ CADM1 ࡾࡼ࡟免疫染色法ࠊࡋⓎ現࡛ศྲྀࡢ

H3K27me3 CADM1ࠊ結果ࡢࡑࠋࡓࡋ検出ࢆ 陽性細胞࡛ࡣ陰性࡟比࡭

H3K27me3 ࢆ細胞ࡓࡋศྲྀ࡟同様ࠊࡓࡲࠋ㸦Figure 32A㸧ࡓࢀࡽ見ࡀ蓄積ࡢ

ChIP CADM1ࠊࢁࡇ࡜ࡓࡋ供࡟࢖ࢭッ࢔ 陽性細胞࡛ࡣ陰性細胞࡟比࡭複数ࡢ

遺伝子ᗙ࠾࡟い࡚ H3K27me3ࡢ蓄積ࡀ見ࡓࢀࡽ㸦Figure 32B㸧ࠊ࡟ࡽࡉࠋHTLV-

1無症候性࢟ࣕࣜࡢ࢔ PBMC࡟ EZH2阻害๣ GSK126ࢆ処理ࠊࢁࡇ࡜ࡓࡋCD4

陽性 T細胞中ࡢ CADM1陽性率ࡢపୗࡀ観察ࡓࢀࡉ㸦Figure 32C㸧ࠋ 
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7. 考察 

ATLࠊࡣHTLV-1ࡢ感染ࡽ࠿約 50ᖺ࡜いう長期潜伏期間ࢆ経࡚ HTLV-1無症

候性࢟ࣕࣜࡢ࢔数％ࡀⓎ症ࠋࡿࡍ化学療法ࡿࡼ࡟生存期間中央値ࡀ ࡜᭶࠿12.7

非常࡟予後୙良࡛あࠊࡾ新規ࡢ治療法ࡢ開Ⓨࠊ࡟ࡵࡓࡢ᭷効࡞治療標的ࡢ᥈索ࠊ

ATLⓎ症࣓࢝ࡢ࣒ࢬࢽ解明ࡀ求࡚ࢀࡽࡵいࡿ㸦10㸧ࠋHTLV-1ࡢ感染者ࡢศ布࡟

集࡟ᾏ沿岸地域ࣈࣜ࢝ࠊ࢝ࣜࣇ࢔中央ࠊ中東ࠊ西༡地域ࡢ日ᮏࠊࡾあࡀ地域性ࡣ

中࡚ࡋいࡿ㸦6㸧ࡢࡇࠋ中࡛ࡶ特࡟◊究ࡀ盛࡞ࡇ࠾࡟ࢇわ࡚ࢀいࡿ日ᮏࡢࡽ࠿情報

Ⓨ信ࡀ求࡚ࢀࡽࡵい2012ࠋࡿᖺ࡟ᢠ CCR4ᢠ体࣏ࡀ࢜ࢪࣜࢸⓎ売ࠊࢀࡉATL再

Ⓨ例 26 例࡟対ࡋ奏効率 ᢠࠊࡀࡿい࡚ࢀࡽ得ࡀ結果࡞いう᭷望࡜50% CCR4 ᢠ

体ࡣ࡛ࡳࡢ制ᅽ࡛ࡎࡽ࠾࡚ࡁ依然࡚ࡋ࡜ ATLࡣ㞴治性࡛あࠊࡾ更ࡿ࡞治療法ࡢ

開Ⓨࡀ求࡚ࢀࡽࡵいࠊࡓࡲࠋࡿప悪性ᗘ ATL࡟対ࡣ࡚ࡋ無治療経過観察ࡀ現ᅾ

ࡣࡀ臨床試験ࡢAZT/IFN治療ࠊࡅཷࢆ報告ࡢࡽ࠿ᾏ外ࠊࡀࡿ方針࡛あࡢ国内ࡢ

ATLࠊࡾࡲࡌ ᭷効ࡶࡽ࠿観点ࡢࡇࠋࡓࡗ入࡟ࢬー࢙ࣇ࡞ࡓいう新࡜Ⓨ症予防ࡢ

 ࠋࡿい࡚ࢀࡽࡵ求ࡀ治療方法ࠊ治療標的࡞

ࡋ対࡟現状࡞うࡼࡢࡇ 2011 ᖺࡽ࠿ HTLV-1 ᢠ体検査ࡀ妊婦ࡢ健康診査ࡢ標

準検査㡯目࡟追ຍࠊ࡝࡞ࡿࢀࡉ国全体࡚ࡋ࡜HTLV-1ࡢ撲滅࡟力ࢆ入ࠊࡾ࠾࡚ࢀ

断乳やẕ乳ࡢ凍結ࡾࡼ࡟ẕ子感染ࡢ率ࢆ著ࡃࡋపୗ࡟࡜ࡇࡿࡏࡉ成ຌ࡚ࡋいࡿ

㸦108㸧ࠊࡓࡲࠋ全国ࡢ病院ࡢ協力ࠊ࡜ࡶࡢ多数ࡢ ATL検体ࠊHTLV-1無症候性

行ࢆ供୚ࠊ構築ࡢࢡンࣂ検体࡜調査ࡢⓎ症前兆࡞大規模ࠊࡋ཰集ࢆ検体࢔ࣜࣕ࢟

う HTLV-1 感染者࣍ࢥーࢺ共同◊究班㸦JSPFAD㸧ࡢ活動ࠊࡾࡲࡌࡣࡀ希少࡞

ATL 患者検体ࢆ用いࡓ◊究やⓎ症ࣜ࡟ࢡࢫ関ࡿࡍ大規模࡞疫学調査ࡀ行わࠊࢀ

HTLV-1 ࡞ࡀ報告࡞様々࡝࡞࡜ࡇࡿ࡞࡟因子ࢡࢫࣜࡢⓎ症ࡀ㔞ࢫࣝ࢖࢘ࣟࣉࡢ

ࡓࡋᮏ◊究࡛使用ࠋ109-111㸧ࠊ㸦101ࡿい࡚ࢀࡉ ATL患者検体ࡶ JSPFADࡾࡼ

供୚いࡔࡓい࡛ࡢࡶࡓあࠋࡿ当◊究室࡛ࠊࡣJSPFAD 多数ࡓいࡔࡓ供୚いࡾࡼ
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ࡢ ATL検体ࢆ用い࡚ࠊ現京都大学ࡢᑠ川誠ྖඛ生ࡢ࡜共同◊究ࡾࡼ࡟大規模࡞

遺伝子Ⓨ現࢖ࣞ࢔解析ࠊmiRNA࢖ࣞ࢔解析ࣆࢥࠊーࢼンࣂー解析ࢆ行いࠊATL

ࡣATL細胞࡛ࠊ࡟特ࠋ㸦55㸧ࡿい࡚ࡁ࡚ࡋ࡟࠿ࡽ明ࢆ遺伝子Ⓨ現異常ࡓࡋ共通࡟

EZH2ࡀ過剰Ⓨ現ࠊࡋH3K27me3ࡢ蓄積ࡀ見ࠊࢀࡽEZH2－miR-31－NF-B経

路ࡀ ATL細胞ࡢ生存ࢆ支配࡚ࡋい࢕ࢸࢿ࢙ࢪࣆ࢚ࠊ࡜ࡇࡿッ࡞ࢡ脱制御ࡾࡼ࡟

EVC1/2 Hedgehogࠊࡋ亢進ࡀⓎ現ࡢ 経路ࡢ活性化ࢆ௓࡚ࡋ ATL 細胞ࡢ生存࡟

寄୚࡜ࡇࡿࡍ㸦101㸧ࢆ報告ࠋࡓࡋ細胞ࡢ可塑性ࠊศ化ࠊ幹細胞性ࡢ維持࡟必要

ࡀ࣒ࢬࢽ遺伝子Ⓨ現制御࣓࢝࡞ࢡッ࢕ࢸࢿ࢙ࢪࣆ࢚࡞ ATL࠾࡟い࡚破綻࡚ࡋい

ࡣ解明ࡢ実態ࡢࡑࠊࡽ࠿࡜ࡇࡓࢀࡉ示ࡀ可能性ࡿ ATL細胞ࡢ新࡞ࡓศ子࣓࢝ࢽ

ATLࠊࡓࡲࠋࡓࢀࡉ予想࡜ࡿࡀ࡞ࡘ࡟解明ࡢ࣒ࢬ 遺伝子Ⓨ現異࡞様々ࡿࡅ࠾࡟

常ࡢ存ᅾࡣ明ࡀࢀࡑࠊࡀࡓࡁ࡚ࡗ࡞࡟࠿ࡽ維持ࡣ࡟࣒ࢬࢽ࣓࢝ࡿࢀࡉ୙明࡞点

ࣆ࢚ࡍࡓ果ࢆ役割ࡿࡍ維持ࢆ状態ࡢ細胞ࡋ規定ࢆⓎ現ࣞ࣋ࣝࡢ遺伝子ࠊࡃ多ࡀ

治ࠋࡓࢀࡉ予想࡜ࡘ役立ࡀ理解ࡢ࣒ࢬࢽ遺伝子Ⓨ現制御࣓࢝࡞ࢡッ࢕ࢸࢿ࢙ࢪ

療標的࡜いう観点ࠊ࢚ࡶࡽ࠿ 異常ࠊࡵࡓࡿあࡀ可塑性ࡣ制御࡞ࢡッ࢕ࢸࢿ࢙ࢪࣆ

ࡋ࡜ศ子標的ࠊࡾ可能࡛あࡀ࡜ࡇࡿࡏࡉ変化࡜࡬状態࡞ṇ常ࡶ࡚ࡗ状態࡛あ࡞

࡚᭷効࡛あࡿ可能性ࡀ考えࠋࡓࢀࡽ 

ࡣᮏ◊究ࠊえࡲ踏ࢆ背景ࡢࡽࢀࡇ PRC2 依存的࣒ࣀࢤࣆ࢚࡞異常ࡢ実態ࡑ࡜

࡞異常ࡢATL検体ࠊࡋ࡜目的ࢆ解明ࡢ影響ࡍࡰ及ࡀࢀ H3K27me3/H3K4me3ࡢ

ศ布ࢆ網羅的࡟明ࠋࡓࡋ࡟࠿ࡽ得ࡓࢀࡽ結果ࢆ大規模࡞遺伝子Ⓨ現解析ࡢ結果

ࡀ異常࣒ࣀࢤࣆ࢚ࠊ࡛࡜ࡇࡿࡍ統合࡜ ATLⓎ症前ࡽ࠿存ᅾࠊࡋ病型ࡢ進行࡜࡜

࡟ࡽࡉࠊ࡜ࡇࡿࡲ強࡟ࡶ HTLV-1因子 Taxࡀ関୚ࢆ࡜ࡇࡿࡍ明ࠋࡓࡋ࡟࠿ࡽ 

 

ATL࠾࡟い࡚࢚࣒ࣀࢤࣆ異常ࡣ高㢖ᗘ࡟存ᅾࡿࡍ 

ඛ行◊究࡚ࡋ࡜当◊究室࡛行わࡓࢀ大規模࡞ ATL検体ࡢ網羅的࡞遺伝子Ⓨ現
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解析ࡢ結果ࠊࡽ࠿EZH2ࢆ含ࠊࡴPRC2ࡢ主要構成因子ࡢⓎ現ୖ昇ࡀ明࡞࡜࠿ࡽ

ࡣᮏ◊究࡛ࠋࡓい࡚ࡗ ATLࡢ࣒ࣀࢤࣆ࢚ࡢ実態ࢆ理解ࢿ࢙ࢪࣆ࢚ࠊ࡟ࡵࡓࡿࡍ

ࡢPRC2ࠊ࡚ࡋ࡜複合体ࡍࡓ果ࢆ役割࡞い࡚㔜要࠾࡟遺伝子Ⓨ現制御࡞ࢡッ࢕ࢸ

他ࠊ࡟PRC1ࠊTrxGࠊSWI/SNFࡢ遺伝子Ⓨ現解析ࢆ行ࡢࡑࠋࡓࡗ結果ࠊ主要構

成因子ࡀ全࡚ ATL ࡛高Ⓨ現࡚ࡋいࡣࡢࡿ PRC2 ࣓ࠋ㸦Figure 2㸧ࡓࡗあ࡛ࡅࡔ

࡞必須࡟化活性ࣝࢳ SET ࡶ中࡛ࡢ遺伝子ࡘ持ࢆン࢖࣓ࢻ EZH2 Ⓨ現ୖࡶ最ࡀ

昇ࠊࡾ࠾࡚ࡋATLࡿࡅ࠾࡟ PRC2ࡢ機能亢進ࡀ改࡚ࡵ示ࡢࡇࠋࡓࢀࡉ結果ࢆ踏

ࣟࣉ遺伝子ࡢ7,000以ୖࠊࢁࡇ࡜ࡓࡋ解析ࢆศ布ࡢH3K27me3࡟網羅的ࠊえࡲ

ࣔーࢱー࠾࡟い࡚ H3K27me3 ࡢࡇࠋ㸦Figure 10A㸧ࡓࢀࡽ見ࡀ蓄積ࡢ

H3K27me3ࡢ異常࡞蓄積ࡢあࡓࡗ遺伝子ࡢうࠊࡕ約半数࡛ࡣ H3K4me3ࡢ減少

ࠊ࡟ࡶ࡜࡜ࡿࢀࡉ示唆ࡃ強ࡀ影響ࡢ࡬遺伝子Ⓨ現ࠊࡾ࠿わࡀ࡜ࡇࡿい࡚ࡗࡇ起ࡀ

ATLࡢ࣒ࣀࢤࣆ࢚ࡢ実態ࡀ明ࡓࡗ࡞࡜࠿ࡽ㸦Figure 12㸧ࠊࡓࡲࠋATL࠾࡟い࡚

Ⓨ現ࡀ変化࡚ࡋいࡿ SET࢖࣓ࢻンࢆ持ࡘ遺伝子ࡢࡑࡣ࡟機能ࡀᮍ知ࡶࡢࡶࡢ含

異常ࡀン修飾ࢺࢫࣄ࡞様々ࡶ࡟他ࡢ࡝࡞H3K36me3ࠊH3K9me2/3ࠊࡾ࠾࡚ࢀࡲ

࡟Ⓨ現抑制ࡢ化酵素ࣝࢳン脱࣓ࢺࢫࣄࠋ㸦86㸧ࡓࢀࡉ示唆ࡀ可能性ࡿい࡚ࡗ࡞࡟

 ࠋࡿ࡭㡯࡛述ࡢࡢࡶࡿࡍ意味ࡀⓎ現抑制ࡢ化酵素ࣝࢳン脱࣓ࢺࢫࣄࡣい࡚ࡘ

Ⓨ現ࠊࡵࡓࡓࢀࡽ考え࡜ࡿ୚え࡚いࢆ影響࡟遺伝子Ⓨ現ࡀ変化ࡢ࣒ࣀࢤࣆ࢚

遺伝子Ⓨ現ࡢ࡜統合解析ࢆ行856ࠊࢁࡇ࡜ࡓࡗ 遺伝子ࡀ異常࡞抑制ࡿࡅཷࢆ遺

伝子群࡚ࡋ࡜同定ࡢࡽࢀࡇࠋࡓࢀࡉ遺伝子ࡣ ATL検体࡟共通࡚ࡋⓎ現ࡀపୗࡋ

ࠋ㸦Figure 15㸧ࡓࢀࡉ示唆ࡀ࡜ࡇࡿࡍ存ᅾ࡟高㢖ᗘࡣ異常࣒ࣀࢤࣆ࢚ࠊࡾ࠾࡚

ATL࡟共通࡜ࡿࡍいうࠊ࢚ࡣ࡜ࡇ ࡀ異常࣒ࣀࢤࣆ ATL࡟必須࡛あࡢࡑࠊࡾ病態

ࠋࡿࢀࡉ期待ࡀ᭷効性ࡢ࡚ࡋ࡜治療標的ࠊࡾ࠾࡚ࡋ示ࢆ可能性ࡿࡍ関୚ࡃ深࡟

ATLࡿࡅ࠾࡟ EZH2ࡢⓎ現ࡣ予後࡜相関ࡀ࡜ࡇࡿࡍ報告࡚ࢀࡉいࡿ㸦112㸧ࠋ௒

回明࢕ࢸࢿ࢙ࢪࣆ࢚ࡓࡋ࡟࠿ࡽッ࡟ࢡ抑制ࡿࢀࡉ遺伝子ࡢⓎ現ࣞ࣋ࣝࠊ࡜予後
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୙良因子ࡀ࡜相関ࠊࡽ࠿࡜ࡇࡓࡋEZH2 㔜要性ࡢ機能࡞化活性依存的ࣝࢳ࣓ࡢ

一方࡛ࠋ㸦Figure 16㸧ࡓࢀࡉ示唆ࡀ EZH2 見ࡀ㐪い࡟感ཷ性ࡿࡍ対࡟阻害๣ࡢ

ࡿࡍ阻害ࢆ活性ࠋFigure 30㸧㸦113㸧ࠊ㸦Figure 5ࡓࢀࡽ GSK126ࡣ細胞死ࢆ誘

ᑟ࡟ࡢࡿࡍ最ప࡛ࡶ 4 日࡚ࡗ࠿࠿ࡣい࡟ࡢࡿ対ࠊࡋEZH2 ࡿࡏࡉ減少ࢆ㔞ࡢ

DZNep ࡣ 2 日࡛生存率ࢆపୗࠋࡓࡏࡉDZNep ࡍ影響ࡶ࡟ン修飾ࢺࢫࣄࡢ他ࡣ

EZH2ࠊࡀい࡞ࡁ࡛ࡣ断定ࡵࡓࡿい࡚ࢀࡉ指摘ࡀࡉపࡢいう特異性࡜ࡿ ࢳ࣓ࡢ

ࣝ化活性非依存的࡞ non-canonical࡞機能ࡶ示唆ࡓࢀࡉ㸦114115ࠊ㸧ࠋATL࠾࡟

ࡿࡅ EZH2ࡢ全容ࡢ解明ࡣ௒後ࡢ課題࡛あࠋࡿ 

 

EZH2࡜ DNAࣝࢳ࣓ࡢ化ࡢ࡜関ಀ性 

 H3K27me3 ࡜ DNA 統ࠊࡾ࠾࡚ࢀࡉ࡞ࡀ報告࡞様々ࡣ࡟関ಀ性ࡢ化ࣝࢳ࣓ࡢ

一見解ࡣ得࡚ࢀࡽい࡞いࠋH3K27me3 ࡜ DNA PRC2ࠊࡣ࡚ࡋ関࡟化ࣝࢳ࣓ࡢ

࡜ DNMT H3K27me3ࠊࡋ相互作用ࡀ ࡀ蓄積ࡢ DNA ࡇࡿࡍ誘ᑟࢆ化ࣝࢳ࣓ࡢ

࡜H3K27me3ࠊ一方࡛ࡢࡑࠋ㸦56㸧ࡿい࡚ࢀࡉ報告ࡀ࡜ DNAࣝࢳ࣓ࡢ化箇所ࡣ

㔜複ࠊࡎࡏH3K27me3 ࡜ DNAࣝࢳ࣓ࡢ化ࡣ関連࡞ࡋい࡜いう報告ࡶ存ᅾࡿࡍ

㸦116㸧ࠊࡓࡲࠋ非࣓ࣝࢳ化 CpG࡟ PRC2ࣝࢡࣜࡀー࡜ࡿࢀࡉࢺいう報告ࡶあࡿ

㸦9495ࠊ㸧ࠋ௒回ࠊCpGࣛ࢖࢔ンࣔࣟࣉࢆࢻーࢱーୖ࡟持ࡘ遺伝子࡛ࠊࡣ持࡞ࡓ

い遺伝子࡟比࡭ H3K27me3 ࡓࢀࡽ得ࡀいう結果࡜ࡿ顕著࡛あࡾࡼࡀ蓄積ࡢ

㸦Figure 13D㸧ࠊࡓࡲࠋCDKN1Aや NDRG2ࠊ࡝࡞H3K27me3࡜ DNAࢳ࣓ࡢ

ࣝ化ࡢ両方࡟抑制࡚ࢀࡉいࡿ遺伝子ࡀ見ࡓࡗ࠿ࡘ㸦Figure 7D28ࠊF㸧㸦98100ࠊ㸧ࠋ

H3K27me3ࠊ࡜ࡿ捉え࡟全体的ࠊࡽࡀ࡞ࡋ࠿ࡋ ࡜遺伝子ࡿࢀࡉ抑制࡚ࡗࡼ࡟

DNAࡢ高࣓ࣝࢳ化࡚ࡗࡼ࡟抑制ࡿࢀࡉ遺伝子ࡣあࡾࡲ㔜複ࡓࡗ࠿࡞ࡋ㸦Figure 

17㸧ࡢࡇࠋ結果ࠊࡣATL 化ࣝࢳ非࣓ࡣい࡚࠾࡟ CpG ࡟ࢻンࣛ࢖࢔ H3K27me3

H3K27me3ࠊ࡜いう傾向࡜いࡍやࡋ蓄積ࡀ ࡀ蓄積ࡢ CpG ࢆ蓄積ࡢ化ࣝࢳ࣓ࡢ
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誘ᑟࡿࡍ可能性ࡣ限定的࡛あࡿ可能性ࢆ示࡚ࡋいࠋࡿPRC2や DNMTࣝࢡࣜࡢ

ーࡘ࡟࣒ࢬࢽ࣓࢝ࢺい࡚ࡾࡼࠊࡣ詳細࣒ࣀࢤࡢࢀࡒࢀࡑ࡟ワ࡞ࢻ࢖ศ布ࢆ調࡭

 ࠋࡿ課題࡛あࡢ௒後ࠊࢀࡉ期待ࡀ解明࡛࡜ࡇࡿ

 

影響ࡶ࡟ࢢンࢩ࢖ࣛࣉࢫ࡟他ࡢ調節ࡢ遺伝子Ⓨ現ࡣ変化࡞ࢡッ࢕ࢸࢿ࢙ࢪࣆ࢚

 ࡿうࡋ

ࡣ変化ࡢン構造ࢳ࣐ࣟࢡ RNA ࣏࣓ࣜࣛーࢮ II 結果ࠊࡋ影響࡟ࡉ㏿ࡢ転写ࡢ

ࠊࡣ当◊究室࡛ࠋ㸦117㸧ࡿい࡚ࢀࡽ知ࡀ࡜ࡇࡿࡍ影響࡟ࢢンࢩ࢖ࣛࣉࢫ࡚ࡋ࡜

ATL い࡚࠾࡟ Helios 遺伝子ࢩ࢖ࣛࣉࢫࡢンࡢࢢ変化ࡀ ATL 細胞ࡢ増殖ࠊ生存

ࢤࡣ変化ࡢࢢンࢩ࢖ࣛࣉࢫࡢ一部ࠋ㸦110㸧ࡿい࡚ࡋ࡟࠿ࡽ明ࢆ࡜ࡇࡿࡍ寄୚࡟

残ࡀ点࡞୙明ࡣ࡟࣒ࢬࢽ࣓࢝ࡢࡑࠊࡀࡿࡁ説明࡛࡚ࡗࡼ࡟Ḟ失や点変異ࡢ࣒ࣀ

ࠊ࢚ࡎࡽ࡞ࡳࡢーࢱーࣔࣟࣉ遺伝子ࠋࡿい࡚ࢀࡉ ッ࢕ࢸࢿ࢙ࢪࣆ࢚ࡢンୖ࡛ࢯ࢟

検討課題ࡢ௒後ࡣい࡚ࡘ࡟影響ࡿえࡓあ࡟ーンࢱࣃࢢンࢩ࢖ࣛࣉࢫࡀ変化࡞ࢡ

࡛あࢳ࣐ࣟࢡࠋࡿン構造ࢆ包ᣓ的࡟明ࠊ࡛࡜ࡇࡿࡍ࡟࠿ࡽ転写㔞ࡎࡽ࡞ࡳࡢRNA

 ࠋࡿࢀࡉ期待ࡀ解明ࡢ影響ࡿ୚え࡟構造ࡢ

 

H3K27me3ࡢ蓄積ࢱࣃーン 

ṇ常 T細胞ࠊATL細胞࠾࡟い࡚ H3K27me3ࡣࣝ࣋ࣞࡢ TSS付近࡟高࡞ࠊࡃ

ࠊࡓࡲࠋ㸦Figure 13A㸧ࡓࡗ特ᚩ࡛あࡌ同࡜細胞ࡢ他ࠊいう࡜ࡍ示ࢆ山型࡞࠿ࡽࡔ

ࠊ࢚ࡎࡽ࡞ࡳࡢーࢱーࣔࣟࣉ ンࣁンࢧー領域ࡶ࡟ H3K27me3ࡢ変化ࡀ起࡚ࡗࡇ

いࡓ㸦Figure 13C㸧࢚ࠋンࣁンࢧーࡣ一般的࡟配列的ࡣ࡟遠ࡃ㞳ࡓࢀ領域ࡀᢡࡾ

㝿ࡢࡑࠊ࡜ࡇࡿ୚えࢆ影響࡟転写ࠊࡁ近࡙࡟空間的࡚ࡗࡼ࡟࡜ࡇࡿࢀࡲࡓࡓ

Med1࢚࢕ࢹ࣓ࡢ࡝࡞ーࢱーࢱンࢡࣃ質ࡀ仲௓ࡀ࡜ࡇࡿࡍ知࡚ࢀࡽいࡢࡑࠋࡿ中

ーࢧンࣁー࢚ンࣃーࢫ高いࡀ親和性ࡢ࡜質ࢡࣃンࢱーࢱー࢚࢕ࢹ࣓ࠊ࡟特ࡶ࡛
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ࡿい࡚ࢀࡉ報告ࡀ࡜ࡇࡍࡓ果ࢆ役割࡞い࡚㔜要࠾࡟細胞ࢇࡀࡀ領域ࡿࢀࡤ࿧࡜

㸦118㸧ࡼࡢࡇࠋう࡞ 3 ḟ元的ࢳ࣐ࣟࢡ࡞ン構造ࡣ Topologically associated 

domain㸦TAD㸧࡜࿧ࡿࢀࡤ塊ࢆ形成ࠊࡋTADࡢࡑࡣ領域࡟含ࡿࢀࡲ遺伝子Ⓨ現

ࡓࡗ࡞࡜࠿ࡽ௒回明ࠋ120㸧ࠊ㸦119ࡿい࡚ࢀࡽ知ࡀ࡜ࡇࡿ必須࡛あ࡟制御ࡢ

HOXA 遺伝子ࢱࢫࣛࢡーࡢ全体的࡞脱制御ࡢࡇࡣ TAD 例࡞典型的ࡓࡋ変化ࡀ

࡛あ࡜ࡿ考えࢀࡽ㸦Figure 22㸧㸦121㸧ࠊTADࢆ形成ࡿࡍ因子ࡀ変化࡚ࡋいࡿ可

能性ࡀ考えࡼࡢࡑࠋࡿࢀࡽう࡞因子ࡢ一࡟ࡘ CTCFࡀ知࡚ࢀࡽいࠋࡿHTLV-1ࡣ

࡟内࣒ࣀࢤ CTCF HTLV-1ࠊ㸦122㸧࡜ࡇࡿࡍ᭷ࢆ結合配列ࡢ 挿入ࡢ࡬࣒ࣀࢤࡢ

部఩ࡣ遺伝子ࣔࣟࣉーࢱー࡟多い࡜ࡇ㸦46㸧ࡀ報告࡟࣒ࣀࢤࠊࡾ࠾࡚ࢀࡉ HTLV-

1 ࡚ࡗࡼ࡟࡜ࡇࡿࢀࡉ挿入ࡀ CTCF ࡢー近傍ࢱーࣔࣟࣉ遺伝子ࠊࢀ乱ࡀ結合ࡢ

TAD ࡜変化࡞ࢡッ࢕ࢸࢿ࢙ࢪࣆ࢚ࠋࡿい࡚ࢀࡉ指摘ࡀ可能性ࡿࡍ変化ࡃࡁ大ࡀ

TAD HTLV-1ࠊ構造ࡢ ࡚ࡗ࡞࡟࠿ࡽ௒後明ࡣ関ಀ性ࡢ࡜挿入఩置ࡢ࡬࣒ࣀࢤࡢ

い࡜ࡢࡶࡃ期待ࠋࡿࢀࡉ 

 

 関ಀ性ࡢ࡜異常ࡢ࣒ࣀࢤ࡜異常ࡢ࣒ࣀࢤࣆ࢚

EZH2 ࡾࡼ࡟活性阻害ࡢ H3K27me3 ࡽ࠿࡜ࡇࡓࡗࡇ起ࡀ減少࡞的⃭ࡢ

㸦Figure 6㸧ࠊEZH2 ࡀ活性ࡢ H3K27me3 ࡽ考え࡜ࡿ必須࡛あ࡟蓄積࡞異常ࡢ

Bࠋࡿࢀ 細胞ࣜンࣃ腫࠾࡟い࡚ EZH2 腫瘍化ࠊࡋ存ᅾ࡟高㢖ᗘࡀ活性化変異ࡢ

ATLࠊ123㸧ࠊ㸦64-67ࡵࡓࡿい࡚ࢀࡉ報告ࡀ࡜ࡇࡿࡍ関୚࡟ ࡿࡅ࠾࡟ EZH2 ࡢ

活性化変異ࡢ᭷無ࡘ࡟い࡚ࠊ当◊究室ࡢ修士学生ࡢ中川翔太氏ࡀ ATL 検体 50

例࡛検討࡚ࡋいࡿ㸦Appendix 2㸧ࡢࡑࠋ結果ࠊ࡜ࡿࡼ࡟B細胞ࣜンࣃ腫࡛見ࢀࡽ

ࡿ Tyr641ࠊAla677ࠊAla687ࡢ活性化変異ࡣ検出ࡢࡑࠋࡓࡗ࠿࡞ࢀࡉ一方࡛ NF-

B 経路ࡢ恒常的࡞活性化ࡀ EZH2 ࡋ࡟࠿ࡽ明ࢆ࡜ࡇࡿ必須࡛あ࡟過剰Ⓨ現ࡢ

ࡿࡼ࡟NF-Bࠊࡾ࠾࡚ EZH2ࡢⓎ現㔞ୖࡢ昇ࡀ H3K27me3ࡢ蓄積࡟貢献࡚ࡋ
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い࡜ࡿ考えࠋࡿࢀࡽ௒回ࠊ新࡟ࡓ ATL 検体ࡢ SNP ࡓࡋ再解析ࢆ結果ࡢ࢖ࣞ࢔

36/168検体㸦21.4%㸧࡛ࠊࢁࡇ࡜ EZH2ࡢ遺伝子領域ࢆ含ࡢ࣒ࣀࢤࡴ㔜複ࡀ起

い࠾࡟検体ࡢ一部ࡶい࡚ࡘ࡟RBBP4ࠊEEDࠊSUZ12ࠋ㸦Figure 3㸧ࡓい࡚ࡗࡇ

ࡢ࣒ࣀࢤࡣい࡚࠾࡟検体ࡢ一部ࠊࡽ࠿結果ࡢࡇࠋࡓい࡚ࡗࡇ起ࡀ㔜複ࡢ࣒ࣀࢤ࡚

㔜複ࡶ EZH2 可ࡿࡍ関୚࡟亢進ࠊ維持ࡢ異常࣒ࣀࢤࣆ࢚ࠊࡋ寄୚࡟過剰Ⓨ現ࡢ

能性ࡀ示唆ࠋࡓࢀࡉ一方࢚ࠊ 腫瘍ࠊࡣい࡚ࡘ࡟影響ࡢ࡬異常࣒ࣀࢤࡽ࠿࣒ࣀࢤࣆ

ࡶ最ࢆ部఩ࡢ遺伝子変異ࡿࡅ࠾࡟腫瘍ࠊࡀン構造ࢳ࣐ࣟࢡࡢ細胞ࡿ࡞࡜起源ࡢ

H3K27me3ࠊ௒回ࠋ㸦124㸧ࡿい࡚ࢀࡉ࡞ࡀいう報告࡜ࡿ因子࡛あࡿࡁ説明࡛ࡃࡼ

࡜ H3K4me3 ーୖࢧンࣁン࢚ࠊーࢱーࣔࣟࣉ遺伝子ࡀ再構成࡞い࡚大規模ࡘ࡟

遺伝子ࡵࡓࡓࡋ使用ࢆ࢖ࣞ࢔ーࢱーࣔࣟࣉࠊࡀࡓࡋ࡟࠿ࡽ明ࢆ࡜ࡇࡿࡍ存ᅾ࡟

ୖや遺伝子ࡢ存ᅾ࡞ࡋい領域࡛ࣝࢳ࣓ࡢ化ࡢ変化ࡣ検出࡛࡚ࡁい࡞いࠋ௒後ࠊ

ChIP-seqࢆ࡝࡞用い࡚ࡾࡼ詳細ࣝࢳ࣓࡟化ࡢศ布ࡘ࡟い࡚解析ࠊࡋ遺伝子変異

ࡇ起ࡢࡑ傾向やࡢ蓄積部఩ࡢ変異࣒ࣀࢤࠊ࡛࡜ࡇࡿࡍい࡚検討ࡘ࡟関ಀ性ࡢ࡜

ࠋ࢚ࡿ課題࡛あࡢ௒後ࠊࡾあࡀ可能性ࡿࢀࡽ得ࡀ知見ࡢい࡚ࡘ࡟時期ࡿ ࣒ࣀࢤࣆ

異常ࡢ࣒ࣀࢤࡽ࠿構造異常ࡢ影響ࡘ࡟い࡚ࡣ ZNF 意ࡀⓎ現抑制ࡢ質ࢡࣃンࢱ

味ࡢࡢࡶࡿࡍ㡯࡛述ࠋࡿ࡭ 

 

ZNFࢱンࢡࣃ質ࡢⓎ現抑制ࡀ意味ࡢࡶࡿࡍ 

前述ࡢ通ࠊࡾATL 一ࡓࡁ࡚ࢀࡉ示唆ࡀ࡜ࡇࡿࡍ存ᅾࡀ異常࣒ࣀࢤ࡞多様ࡣ࡟

方࡛ࠊ共通ࡢ࣒ࣀࢤࡓࡋ変異ࡣ報告࡚ࢀࡉい࡞いࠋ当◊究室࡜ᑠ川誠ྖ現京都大

学教授ࡢ◊究室ࡢ࡜共同࡛行わࣆࢥ࣒ࣀࢤࡓࢀーࢼンࣂー解析ࡢ結果ࠊࡽ࠿大

規模࡞遺伝子㔜複やḞ損ࡀ明࡚ࡗ࡞࡜࠿ࡽいࡿ㸦55125ࠊ110ࠊ㸧ࠋᮏ◊究ࡾࡼ࡟

明࢕ࢸࢿ࢙ࢪࣆ࢚ࠊࡓࡗ࡞࡟࠿ࡽッ࡟ࢡ抑制ࡿࢀࡉ多数ࡢ ZNF ࠊࡣ質ࢡࣃンࢱ

ࡀ࡝ࢇ࡜࡯ࡢࡑ C2H2࡛ࣉ࢖ࢱあࠊࡾKRAB࢖࣓ࢻンࢆ᭷࡚ࡋいࡢࡽࢀࡇࠋࡓ
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ZNF ࡢ࡝࡞ンࢰ࣏ࢫンࣛࢺࣟࢺࣞࡣ質ࢡࣃンࢱ Endogenous Retroelements

㸦ERE㸧ࢆ抑制࡚ࡋいࡀ࡜ࡇࡿ報告࡚ࢀࡉいࡿ㸦126㸧࡞ࡍࠋわࠊࡕZNFࢱンࣃ

ࡣⓎ現抑制ࡢ質ࢡ ERE EREࠋࡿあࡀ可能性ࡿࡍ誘ᑟࢆ活性化ࡢ 相ࡣ活性化ࡢ

同組ࡳ換えࢆ誘Ⓨࡢ࣒ࣀࢤࠊࡋ構造変化ࡍࡽࡓࡶࢆ可能性ࡀ指摘࡚ࢀࡉいࡿ

㸦126127ࠊ㸧ࠋ前述ࡢ通ࠊࡾPRC2 構成因子ࡢ遺伝子領域ࡢ㔜複やࠊ後述ࡿࡍ

KDM6B遺伝子領域ࡢḞ損ࠊ当◊究室ࡀ報告ࡓࡋmiR-31ࡢḞ損ࡢ࣒ࣀࢤࠊ࡝࡞

異常ࡢ࣒ࣀࢤࣆ࢚ࡀ異常ࢆ補佐࡚ࡋいࡿ可能性ࡀあࡢ࣒ࣀࢤࣆ࢚ࠊࡾ異常ࡀ

EREࡢ脱制御ࢆ௓࡚ࡋ多様ࡢ࣒ࣀࢤ࡞構造変化ࠊࡋࡽࡓࡶࢆ結果ࢤࣆ࢚࡚ࡋ࡜

 ࠋい࡞ࢀࡋࡶ࠿ࡢࡿࡍ存ᅾࡀいうᚠ環࡜ࡿࡍ寄୚࡟異常ࡢ࣒ࣀ

 

miRNAࡢⓎ現抑制ࡀ意味ࡢࡶࡿࡍ 

 当◊究室࡛行わࡓࢀmiRNA࢖ࣞ࢔解析ࡢ結果ࠊࡽ࠿ATL࡛ࡣ多数ࡢmiRNA

ࠊ௒回࢚ࠋ㸦55㸧ࡿい࡚ࡋ見出ࢆ特ᚩࡿあ࡟減少傾向ࡀ miRNA࡜変化ࡢ࣒ࣀࢤࣆ

ࠊい࡚࠾࡟大部ศࡢmiRNAࡓࡋపୗࡀⓎ現ࠊ結果ࡓ捉え࡚ࡋ統合ࢆⓎ現పୗࡢ

࡞異常࡟ーୖࢱーࣔࣟࣉ遺伝子ࡢࡑ H3K27me3 ࡀ࡜ࡇࡿい࡚ࡗࡇ起ࡀ蓄積ࡢ

わࡓࡗ࠿㸦Figure 21A㸧ࠋmiRNAࡢࡑࡣ標的遺伝子ࡢ決定࡟ゆࢆࡂࡽ持ࡘ1ࠊࡕ

ࡢ miRNAࡀ複数ࡢ mRNAࢆ標的࢕ࢸࢿ࢙ࢪࣆ࢚ࠊࡵࡓࡿࡍ࡜ッ࡞ࢡ miRNA

 ࠋࡓࢀࡉ示唆ࡀ可能性ࡿࡍ影響࡟遺伝子Ⓨ現࡞広範࡟間接的ࡣ抑制ࡢ

 ௒回明ࡓࡗ࡞࡜࠿ࡽ 75種ࡢmiRNAࡀ標的ࡿࡍ࡜可能性ࡢあࡿ遺伝子群ࡘ࡟

い࡚ GO解析ࢆ行ࠊࢁࡇ࡜ࡓࡗNeurotrophin signalingや Insulin signalingࠊ

Wnt signalingࠊErbB signaling࡝࡞様々ࣝࢼࢢࢩ࡞伝㐩系࡟関୚ࡿࡍ可能性ࡀ

示唆ࠋࡓࢀࡉ実㝿࡟影響ࢆ及ࡘ࡟࠿ࡢࡍࡰい࡚ࡣ検証ࡀ必要࡛あࠊࡀࡿ௒回ࡢ解

析結果ࡣ膜ୖࢱࣉࢭࣞࡢーࣝࢼࢢࢩࡢࡽ࠿伝㐩系࡟影響ࢆ࡜ࡇࡿࡍ示ࠊࡾ࠾࡚ࡋ

ୗ流࡟఩置ࡿࡍ様々ࣝࢼࢢࢩ࡞伝㐩系࡟影響ࡿࡍ可能性ࡀあࠋࡿ 
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miRNAࡢ様々࡞Ⓨ現異常ࡣ多࡟ࢇࡀࡢࡃ存ᅾࠊ࢚ࡋ 抑制࡞ࢡッ࢕ࢸࢿ࢙ࢪࣆ

以外ࣝࢼࢢࢩࡶ࡟伝㐩系ࡢ活性化ࠊDicerࡢ異常࡝࡞様々࡚ࡗࡼ࡟࣒ࢬࢽ࣓࢝࡞

引ࡁ起࡚ࢀࡉࡇいࡀ࡜ࡇࡿ報告࡚ࢀࡉいࡿ㸦128㸧ࠊࡽࡀ࡞ࡋ࠿ࡋࠋ௒回明࡟࠿ࡽ

ࠊࡎࡽ࠾࡚ࢀࡉ報告࡝ࢇ࡜࡯ࡣ抑制࡞ࢡッ࢕ࢸࢿ࢙ࢪࣆ࢚࡞大規模࡞うࡼࡓࡗ࡞

ATL ࡍࡃࠊࡓࡲࠋࡿࢀࡽ考え࡟ࡘ一ࡢ࣒ࢬࢽ࣓࢝ࡢ遺伝子Ⓨ現異常࡞特ᚩ的࡟

ぶࡾ型ࠊ慢性型 ATL࠾࡟い࡚既࡟Ⓨ現పୗࡀ起ࡢࡑࠊࡾ࠾࡚ࡗࡇ ࡜病型ࡢࡘ2

急性型ࡢ࡜差ࡣ見ࠊࡽ࠿࡜ࡇࡓࡗ࠿࡞ࢀࡽmiRNA ࡣⓎ現పୗࡢ ATL Ⓨ症初ࡢ

期ࡽ࠿存ᅾ࡜ࡿࡍ考えࡿࢀࡽ㸦Figure 21B㸧ࠋmiR-31ࡢⓎ現పୗࡣ HTLV-1無

症候性࢟ࣕࣜ࢔中ࡢ HTLV-1 感染細胞࡛࡟࡛ࡍ起࡚ࡗࡇいࡀ࡜ࡇࡿ報告࡚ࢀࡉ

 ࠋい࡞ࢀࡋࡶ࠿ࡢࡿい࡚ࡋ寄୚࡟生存や増殖ࠊࡋ存ᅾࡽ࠿ATLⓎ症前ࠊ㸦81㸧ࡾ࠾

miRNAࠊࡣsiRNAࡼࡢう࡟mRNAࡢ安定性ࢆపୗࡢࡑࠊࡎࡽ࡞ࡳࡢࡿࡏࡉ

mRNAࡢ翻訳ࣞ࣋ࣝࢆపୗࡿࡏࡉ機能ࢆ᭷࡚ࡋいࡿ㸦129㸧ࠊࡵࡓࡢࡑࠋmiRNA

௒回ࠋࡿࢀࡉ予想࡜ࡿࡀ࡞ࡘ࡟活性化ࡢ翻訳ࣞ࣋ࣝࡢ標的mRNAࡣⓎ現పୗࡢ

用いࡼࡓう࡞網羅的࡞遺伝子Ⓨ現࢖ࣞ࢔解析࡛ࠊࡣ翻訳ࣞ࣋ࣝࢆ評価࡜ࡇࡿࡍ

ࡢー࣒ศ画ࢯ࣏ࣜࠊー࣒解析や࢜ࢸࣟࣉࡿࡼ࡟質㔞ศ析器ࠊࡎࡽ࠾࡚ࡁ࡛ࡣ

mRNA 解析ࡿࡼ࡟Ⓨ癌ࠊ悪性化࣓࢝ࡢ࣒ࢬࢽ解明ࡣ௒後ࡢ課題࡛あࢁうࠋTax

 ࠋࡿࡍ後述ࡣい࡚ࡘ࡟関ಀࡢ࡜miRNA࡜

 

 ࡢࡶࡿࡍ意味ࡀⓎ現抑制ࡢ化酵素ࣝࢳン脱࣓ࢺࢫࣄ

 ATL ࡀ化酵素ࣝࢳン脱࣓ࢺࢫࣄࡿい࡚ࡋపୗࡀⓎ現ࠊࡽ࠿遺伝子Ⓨ現解析ࡢ

複数見ࡓࡗ࠿ࡘ㸦Figure 19A㸧ࠋEZH2ࡢ過剰Ⓨ現ࡀ報告࡚ࢀࡉいࡿ乳ࠊࢇࡀ子

宮頸࡜ࢇࡀ比較ࢺࢫࣄࠊࢁࡇ࡜ࡓࡋン脱࣓ࣝࢳ化酵素ࡢⓎ現పୗࡣ ATL࡟特ᚩ

的࡛あࡓࡗ㸦Figure 19B㸧ࠋ特࡟Ⓨ現పୗࡀ顕著࡛あࡓࡗ KDM6Bࡘ࡟い࡚検討

ࡣࣝ࣋ࣞࡢH3K27me3ࠊࢁࡇ࡜ࡓࡋ ATL࡛高ࠊࡃEZH2ࡢ阻害ࡾࡼ࡟Ⓨ現ࡀ回
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᚟࢕ࢸࢿ࢙ࢪࣆ࢚ࡽ࠿࡜ࡇࡓࡋッ࡟ࢡ抑制࡚ࢀࡉいࡀ࡜ࡇࡿศࡓࡗ࠿㸦Figure 

20A-C㸧ࠋ他ࢺࢫࣄࡢン脱࣓ࣝࢳ化酵素ࡘ࡟い࡚ࡶ H3K27me3 ࡇࡿあࡀ蓄積ࡢ

ࠊࡓࡲࠋ㸦Figure 19A㸧ࡿえࡽ考え࡜ࡿい࡚ࢀࡉ抑制࡟ࢡッ࢕ࢸࢿ࢙ࢪࣆ࢚ࡽ࠿࡜

実験的࡟乳ࢇࡀ細胞株MCF-7࡟ shKDM6Bࢆᑟ入ࠊࢁࡇ࡜ࡓࡋH3K27me3ࡢ

蓄積ࡀ見ࡽ࠿࡜ࡇࡓࢀࡽ㸦Figure 20E㸧ࠊKDM6BࡢⓎ現抑制ࡣ H3K27me3ࡢ

蓄積࡟寄୚ࠊࡾ࠾࡚ࡋᮏ来動的ࢺࢫࣄ࡞ンࣝࢳ࣓ࡢ化ࡢ可塑性ࡀ失わࡼࡿࢀう

࡞͆ ࢡッࣟ࡞ࢡッ࢕ࢸࢿ࢙ࢪࣆ࢚ ーࣂンࢼーࣆࢥ࣒ࣀࢤࠋࡓࢀࡉ示唆ࡀ存ᅾࡢ͇

解析ࡢ結果ࠊࡽ࠿KDM6Bࡘ࡟い࡚一部ࡢ ATL検体࡛ࡢࡑ遺伝子領域ࡢḞ損ࡀ

起ࡾ࠾࡚ࡗࡇ㸦Figure 20D㸧ࡢࡇࠊ遺伝子領域࠾࡟い࡚ࡢ࣒ࣀࢤࡶ異常ࢤࣆ࢚ࡀ

 ࠋい࡞ࢀࡋࡶ࠿ࡢࡿい࡚ࡋ補佐ࢆ異常ࡢ࣒ࣀ

ATL࠾࡟い࡚ࠊSET࢖࣓ࢻンࢆ᭷ࢺࢫࣄࡿࡍン࣓ࣝࢳ化酵素群ࡢ中࡛ࡣⓎ現

化酵素ࣝࢳン脱࣓ࢺࢫࣄ一方࡛ࠋ多い㸦Figure 1㸧ࡀ方ࡢ遺伝子ࡿい࡚ࡋ減少ࡀ

動ࡢン修飾ࢺࢫࣄ࡞様々ࠊࡵࡓࡓࡗあ࡛࡝ࢇ࡜࡯ࡀࡢࡶࡿい࡚ࡋపୗࡀⓎ現ࡶ

的ᖹ衡状態ࡀ失わ࡚ࢀいࡿ可能性ࡀあࡼࡢࡇࠋࡿう࡞可塑性ࡢ႙失ࢳ࣐ࣟࢡࠊࡣ

ン構造ࢆ安定࡟保ࠊࡕ転写ࢆ維持ࡼࡿࡍう࡟影響࡚ࡋい࡞ࢀࡋࡶ࠿ࡢࡿいࠋ 

 

PRC2ࡢ局ᅾࢆ決定࣒ࢬࢽ࣓࢝ࡿࡍ 

 当◊究室ࡢඛ行◊究ࠊࡾࡼ࡟miR-31 ࡣい࡚࠾࡟遺伝子領域ࡢ YY1 ࡀ PRC2

ࠊࡽࡀ࡞ࡋ࠿ࡋࠋ㸦55㸧ࡿい࡚ࡗ࡞࡜࠿ࡽ明ࡀ࡜ࡇࡿࡍ機能࡚ࡋ࡜ーࢱーࣝࢡࣜࡢ

YY1 ࡜᭷無ࡢ結合配列ࡢ H3K27me3 ࡜ࡓࡋい࡚比較ࡘ࡟全遺伝子ࢆࣝ࣋ࣞࡢ

 㸦Figureࡓࢀࡉ推察࡜ࡿあࡀ要因࡟YY1以外ࠊࡎࢀࡽ見࠿ࡋ㐪い࡞࠿ࡎわࠊࢁࡇ

21D㸧࠾࡟࢚ࣂ࢘ࣙࢪ࢘ࣙࢩࠋい࡚ࡣ Polycomb response element㸦PRE㸧ࡀ存

ᅾࡀ࡜ࡇࡿࡍ報告ࠊࡾ࠾࡚ࢀࡉDNA配列依存的࡞ PRC2ࡢ局ᅾ決定࣓࣒࢝ࢬࢽ

࡞うࡼࡢࡑࡣ哺乳類࡛ࠊࢁࡇ࡜ࡢ現ᅾࠋ㸦130㸧ࡿい࡚ࡗ࡞࡜࠿ࡽ明ࡀ PRE ࡣ
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HOXD遺伝子࡛ࡳࡢ報告࡚ࢀࡉいࡿ㸦131㸧ࠋYY1࡜ PRC2࣒ࣀࢤࡢワ࡞ࢻ࢖局

ᅾࡽ࠿ YY1ࣝࢡࣜࡣーࢱー࡚ࡋ࡜機能࡞ࡋい࡜ࡇや non-coding RNA㸦ncRNA㸧

遺伝ࠊࡓࡲࠋ133㸧ࠊ132ࠊ㸦95ࡿい࡚ࢀࡉ報告ࡀ࡜ࡇࡃ働࡚ࡋ࡜ーࢱーࣝࢡࣜࡀ

子Ⓨ現ࡀపୗࡀ࡜ࡇࡿࡍ PRC2 PRC1ࠊいう報告や࡜ࡿࡏ寄ࡧ࿧ࢆ ࢫࣄࡿࡼ࡟

ࠊ㸦94ࡿい࡚ࢀࡉ報告ࡀ࡜ࡇࡿ㔜要࡛あ࡟局ᅾࡢPRC2ࡀ修飾ࡢンH2A119Ubࢺ

134㸧ࠋᮏ◊究࡛ࡣ Tax࡜ EZH2ࡢ࡜結合ࡀ PRC2ࡢ局ᅾࢆ決定ࡿࡍ一࣓࢝ࡢࡘ

Taxࠋ㸦Figure 25㸧ࡓࡋ示唆ࢆ可能性ࡿあ࡛࣒ࢬࢽ ࡀ抑制ࡢ遺伝子Ⓨ現ࡿࡼ࡟

Tax-PRC2複合体ࢆ࿧ࡧ寄ࠊ࣊ࡏ 抑制状ࡢࡑࡧࡓ࡜ࡦࠊࡋ形成ࢆンࢳ࣐ࣟࢡࣟࢸ

態ࡀ形成ࠊࡤࢀࢀࡉTax ࡞ࢀࡋࡶ࠿ࡢࡿࢀࡉ維持ࡣ抑制ࡢࡑࡶ࡜ࡃ࡞ࡀⓎ現ࡢ

いࠋTax 存ᅾୗࠊ非存ᅾୗࡿࡅ࠾࡟ PRC2 ௒後ࡣ解明ࡢ࣒ࢬࢽ局ᅾ決定࣓࢝ࡢ

 ࠋࡿ課題࡛あࡢ

 

Taxࡣ ATL様ࡢ࣒ࣀࢤࣆ࢚࡞異常ࢆ誘ᑟࡿࡍ 

ṇ常 T細胞࡟ Taxࢆ遺伝子ᑟ入ࠊࡾࡼ࡟࡜ࡇࡿࡍEZH2ࡢⓎ現ୖ昇ࠊmiR-31

࡞ATL様ࠊ蓄積ࡢH3K27me3ࠊⓎ現పୗࡢ H3K27me3ࡢศ布ࡀ引ࡁ起ࢀࡉࡇ

Taxࠊࡽ࠿࡜ࡇࡓ ࡗ࡞࡜࠿ࡽ明ࡀ࡜ࡇࡿࡍ誘ᑟࢆ異常࡞ࢡッ࢕ࢸࢿ࢙ࢪࣆ࢚ࡀ

ࡾࡼ࡟阻害ࡢEZH2ࠊ࡚ࡋࡑࠋ㸦Figure 28-30㸧ࡓ Tax依存的࡞細胞増殖ࠊ୙死

化ࡀ起ࠊࡽ࠿࡜ࡇࡓࡗ࠿࡞ࡽࡇTax 変࡞ࢡッ࢕ࢸࢿ࢙ࢪࣆ࢚ࡣ࡟୙死化ࡿࡼ࡟

化ࡀ必須࡛あ࡜ࡿ考えࠋࡿࢀࡽTax 存ᅾୗ࡛ࠊࡣTax ࡿࡼ࡟ NF-B や MEK-

ERK 経路࡝࡞様々ࣝࢼࢢࢩ࡞伝㐩系ࡢ活性化ࡀ EZH2 ࠊࡏࡉ亢進ࢆⓎ現ࡢ

CDKN1AやmiR-31ࡢ࡝࡞遺伝子Ⓨ現࢕ࢸࢿ࢙ࢪࣆ࢚ࡢッ࡞ࢡ抑制ࢆ誘ᑟࡿࡍ

ࡣపୗࡢmiR-31ࠋ28㸧ࠊ㸦Figure 24ࡓࢀࡉ示唆ࡀ࡜ࡇ NIKࡢⓎ現㔞ࡢ亢進ࢆ

௓࡚ࡋ NF-Bࡢ活性化ࢆ誘ᑟࡵࡓࡿࡍ㸦55㸧ࠊTaxࡾࡼ࡟ EZH2－NF-B間ࡢ

誘ࡀ異常࡞ࢡッ࢕ࢸࢿ࢙ࢪࣆ࢚ࠊࢀࡉ形成ࡀࣉーࣝࢡッࣂࢻー࢕ࣇࣈ࢕ࢸࢪ࣏
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ᑟ࡜ࡿࢀࡉ考えࠊࡽࡀ࡞ࡋ࠿ࡋࠋࡿࢀࡽTaxᑟ入࡚ࡗࡼ࡟引ࡁ起ࡓࢀࡉࡇ EZH2

ࡶࢀࡎいࡣ抑制ࡢmiR-31ࠊ蓄積ࡢH3K27me3ࠊⓎ現亢進ࡢ ATL࡟見ࡶࡿࢀࡽ

ࠊࡋ誘ᑟࢆ異常࡞ࢡッ࢕ࢸࢿ࢙ࢪࣆ࢚ࡣTaxࠊࡵࡓࡓࡗ࠿పࡀᗘ合いࡢࡑࡾࡼࡢ

EZH2－NF-B あࡀ行う可能性ࢆࡳࡢࡅ方向付ࡢ細胞㐠࿨ࠊࡋ形成ࢆࣉーࣝࡢ

ࡀ何ࠊࡣ࡛ࠋࡿ EZH2－NF-Bࣝࡢーಁࢆࣉ進ࠊࡋATLⓎ症ࢁࡔࡢࡿࡀ࡞ࡘ࡟

うࠋ࠿ATLࡢ全࣒ࣀࢤ DNA配列解析ࡢ結果ࠊࡽ࠿TCRࡢୗ流࡟఩置ࡿࡍ遺伝

子ࠊ及ࡧ Tax ࡢ interactome ࡀ࡜ࡇࡿࡍ存ᅾࡀ変異࡟高㢖ᗘ࡟遺伝子ࡿࡍ属࡟

報告ࡓࢀࡉ㸦125㸧࡞ࡍࠋわࠊࡕATL࠾࡟い࡚ࡣ Taxࡀ影響ࢆ୚えࡿศ子࡟遺伝

子変異ࡀ蓄積ࠊࡾࡼ࡟࡜ࡇࡓࡋTax ࡚ࢀࡉ保持ࡣ影響ࡢࡑࡶ࡚ࡋ消失ࡀⓎ現ࡢ

い࡜ࡿ考えࡓࡲࠋࡿࢀࡽ TCRࡢୗ流࡟఩置ࡿࡍ様々ࣝࢼࢢࢩ࡞伝㐩系ࡢ活性化

ࡣ EZH2ࡢⓎ現ୖ昇ࢆ誘ᑟࡶ࡜ࡇࡿࡍわࡾ࠾࡚ࡗ࠿㸦Appendix 4㸧ࠊ遺伝子変異

ࡣ蓄積ࡢ EZH2ࡢ過剰Ⓨ現ࡶ࡟大ࡃࡁ影響࡚ࡋい࡜ࡿ考えࠋࡿࢀࡽ統合ࠊ࡜ࡿࡍ

Taxࡾࡼ࡟EZH2－NF-Bࣝࡢーࡀࣉ形成ࠊࢀࡉ遺伝子変異ࡢ蓄積ࡾࡼ࡟置換ࠊ

増強ࠕࠊࢀࡉTaxࡢ記憶࡚ࠖࡋ࡜細胞࡟定着࡜ࡿࡍ考えࠋࡿࢀࡽ 

Tax࡜miRNAࡢ関連ࡘ࡟い࡚ࠊࡣJurkat細胞࡟ TaxࢆⓎ現ࢁࡇ࡜ࡓࡏࡉ 41

種ࡢmiRNA࡛ 2倍以ୖࡢⓎ現変化ࡀあࡢࡑࠊࡾうࡕ 35種ࡀⓎ現పୗ࡛あࡓࡗ

Taxࠊࡓࡲࠋ㸦135㸧ࡿい࡚ࢀࡉ報告࡜ ࡣ Dicer ࡚ࡋ௓ࢆ結合ࡢ࡜ miRNA 成ࡢ

熟過程ࢆ阻害࡜ࡿࡍいう報告ࡶあࡿ㸦136㸧ࠋ௒回ࠊTaxࡢ遺伝子ᑟ入ࡾࡼ࡟miR-

ࡶ࡟以外ࢀࡑࠊࡀࡓࡋపୗࡀⓎ現ࡢ31 TaxࡣmiRNAࡢⓎ現や成熟過程࡟影響

 ࠋࡿࢀࡽ考えࡀ可能性ࡿい࡚ࡋ撹乱ࢆ遺伝子Ⓨ現ࡢ細胞ࠊࡋ

 

多段階Ⓨ癌࢕ࢸࢿ࢙ࢪࣆ࢚࡜ッ࡞ࢡ変化 

ᮏ◊究ࡾࡼ࡟明ࡓࡗ࡞࡜࠿ࡽ Tax HTLV-1ࠊ誘ᑟࡢ異常࣒ࣀࢤࣆ࢚ࡿࡼ࡟ 感

染細胞࢕ࢸࢿ࢙ࢪࣆ࢚ࡿࡅ࠾࡟ッ࡞ࢡ異常ࡢ存ᅾࠊEZH2 阻害ࡿࡼ࡟ HTLV-1



55 
 

感染細胞特異的࡞排除࢕ࢸࢿ࢙ࢪࣆ࢚ࠊࡣッ࡞ࢡ異常ࡀ多段階Ⓨ癌ࡢ初期ࡽ࠿

存ᅾࠊࡋ細胞ࡢ୙死化ࠊ生存࡟寄୚࡚ࡋい࡜ࡿいう考え方ࢆ支持࡛ࡢࡶࡿࡍあࠋࡿ

一方࡛ࠊ急性型 ATL ࠊ㸦Figure 13ࡽ࠿࡜ࡇࡓࢀࡉ観察ࡶⓎ現抑制࡞特異的࡟

Figure 31㸧ࠊATL ࠋࡓࢀࡉ示唆ࡀ可能性ࡿい࡚ࡋ関୚ࡃ深ࡶ࡟過程ࡢ悪性化ࡢ

前述ࡢ通ࠊࡾ遺伝子変異ࡢ蓄積ࡀ EZH2‐NF-B 可能ࡿい࡚ࡋ増強ࢆࣉーࣝࡢ

性ࡀあࡢ࣒ࣀࢤࣆ࢚ࠊࡾ異常ࡣ ATLࡢ多段階Ⓨ癌࡟広ࡃ影響ࡓࡲࠊࡋ影響ࢀࡉ

 ࠋࡿࢀࡽ考え࡜ࡢࡶࡿ

 

治療標的ࡢ࡚ࡋ࡜᭷効性 

 ୖ述ࡢ通ࠊࡾATL ࠋࡿい࡚ࢀࡲ望ࡀ開Ⓨࡢ新規治療法ࠊࡃ悪ࡀ予後࡟非常ࡣ

mLSG15ࠊࡓࡲ ᢠࠊࡀࡿい࡚ࡗ࡞࡟標準治療ࡀ多๣併用療法ࡿࢀࡤ࿧࡜ CCR4

ᢠ体࡜mLSG15ࡢ併用ࡿࡼ࡟奏効率ࡢ向ୖࡀ報告ࠊࢀࡉ標的ࡢ異ࡿ࡞様々࡞薬

๣ࢆ組ࡳ合わࠊ࡛࡜ࡇࡿࡏ更ࡿ࡞相ຍࠊ相஌的࡞効果ࡀ期待࡛ࠋࡿࡁEZH2ࡢ阻

害ࡣ B 細胞ࣜンࣃ腫࡟対ࡋ᭷効࡛あ࡜ࡿ報告ࠊࢀࡉ現ᅾ複数ࡢ臨床試験ࡀ進行

中࡛あࠋࡿATL࡟対ࡶ࡚ࡋ長期間ࡢ EZH2阻害ࡾࡼ࡟ B細胞ࣜンࣃ腫࡜同等ࡢ

濃ᗘ࡛細胞死ࢆ誘ᑟ࡛ࡢࡑࠊࡽ࠿࡜ࡇࡓࡁ᭷効性ࡀ示唆ࡓࢀࡉ㸦Figure 5㸧ࠋ興

味深いࠊ࡟࡜ࡇ短期間ࡢ EZH2 阻害࡛あࡶ࡚ࡗ数日後࡟生存率ࢆపୗࠋࡓࡏࡉ

ࡣࢀࡇ EZH2 影࡟生存ࡢ細胞ࠊࡀ撹乱ࡢ遺伝子Ⓨ現࡞様々ࡿࡍ支配࡟間接的ࡀ

響࡟࡛ࡲࡿࡍ数日要࡜ࡢࡶࡓࡋ考えࠊࡓࡲࠋࡿࢀࡽEZH2 ࡾࡼ࡟阻害ࡢ HTLV-

1 無症候性࢟ࣕࣜ࢔中ࡢ HTLV-1 感染細胞ࢆ体内ࡽ࠿排除࡛ࡿࡁ可能性ࡀ示唆

ࡣ࡟ࡽࡉࠊⓎ症予防やࡢATLࠊࢀࡉ HAM/TSPや HU࡟対ࡶ࡚ࡋ応用可能性ࡀ

考えࠋࡿࢀࡽ 
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8. 総ᣓ 

 ᮏ◊究ࠊࡾࡼ࡟ATL࠾࡟い࡚ PRC2ࡢ࣒ࣀࢤࣆ࢚ࡿࡼ࡟異常ࡀ大規模࡟遺伝

子Ⓨ現ࢆ撹乱ࠊࡋ転写因子ࠊmiRNA࢚ࠊ ࠊࡋ抑制ࢆⓎ現ࡢ因子ࢡッ࢕ࢸࢿ࢙ࢪࣆ

ATL細胞ࡢ生存ࠊ増殖࡟寄୚࡜ࡿࡍいうࠊ新࡞ࡓ ATL細胞ࡢศ子࣓࢝ࡀ࣒ࢬࢽ

示࢕ࢸࢿ࢙ࢪࣆ࢚ࠋࡓࢀࡉッ࡞ࢡ抑制ࡿࡅཷࢆ遺伝子群ࡣ病型ࡢ進行࡟ࡶ࡜࡜

Ⓨ現ࡀపୗ࡚ࡋいࠊ࡜ࡇࡓ抑制ࡢ強࡜ࡉ予後୙良因子ࡣ࡟相関ࡀ見࡜ࡇࡓࢀࡽ

ࡀ異常ࡢ࣒ࣀࢤࣆ࢚࡞PRC2依存的ࠊࡽ࠿ ATLࡢ病態࡟大ࡃࡁ影響࡚ࡋいࡇࡿ

-HTLVࠊࡓࡲࠋࡓࢀࡉ示࡚ࡵ改ࡀ㔜要性ࡢ࡚ࡋ࡜ศ子標的ࡢEZH2ࠊࢀࡉ示唆ࡀ࡜

ࡽ࠿関連ࡢ࡜1 HTLV-1ࢱンࢡࣃ質 TaxࠊࡀEZH2ࡢⓎ現亢進࡜ EZH2ࡢ࡜結

合ࢆ௓࡚ࡋ ATL様ࡢ࣒ࣀࢤࣆ࢚࡞異常ࢆ誘ᑟࡢ࣒ࣀࢤࣆ࢚ࡢࡇࠊ࡜ࡇࡿࡍ変化

ࡣ Tax EZH2ࠊຍえ࡚ࠋࡓࡗ࡞࡜࠿ࡽ明ࡀ࡜ࡇࡿ必須࡛あ࡟୙死化ࡿࡼ࡟ 阻害

๣ࡢ処理ࡾࡼ࡟ప濃ᗘ࡛あࡶ࡚ࡗ ATL細胞࡟対ࢺ࣏࢔ࡋーࢆࢫࢩ誘ᑟ࡛ࡇࡿࡁ

EZH2ࠊ࡟ࡽࡉࠊࡾ࠿わࡀ࡜ ࡾࡼ࡟阻害ࡢ HTLV-1 無症候性࢟ࣕࣜ࢔中ࡢ

CADM1陽性細胞率ࡀపୗࠊࡽ࠿࡜ࡇࡓࡋHTLV-1感染細胞ࢆ㑅択的࡟体内ࡽ࠿

排除ࠊࡋATL ࢀࡽ得ࡀ結果ࡿࡁ期待࡛ࡀ応用可能性ࡢ࡬治療ࡿࡍ予防ࢆⓎ症ࡢ

 ࠋࡓ
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䛯䚹䠄B䠅2500 nM䛾GSK126䜢ATN1䛻2～14日間処理䛧䛯際䛾生存率䛾変化䚹
一部䛿途中䛷GSK126処理䜢中Ṇ䛧䚸䛭䛾䜎䜎培養䜢⥆䛡䛯䚹GSK126処理䜢
行䛳䛯日数䛸GSK126処理䜢中Ṇ䛧培養䛾䜏䜢行䛳䛯日数䜢系列ྡ䛻表示䛧
䛯䚹
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Figure 6 EZH2䛾阻害䛿ATL細胞䛾H3K27me3䜢減少さ䛫細胞死䜢誘導䛩䜛䚹
䠄A䠅 ATL細胞株TL-Om1䛻GSK126䜢異䛺䜛4点䛾濃度䛷6日間処理䛧䚸
H3K27me3䜢䜴䜵䝇タン䝤䝻ッ䝖䛻䜘䜚検出䛧䛯䚹䠄B䠅ATL細胞株TL-Om1䛻対䛧
5 μM䛾GSK126䜢6日間処理䛧䛯際䛾Annexin V陽性率䜢測定䛧䛯䚹䠄C䠅ATL患
者検体䛻GSK126䜢処理䛧䛯際䛾H3K27me3䜢䜴䜵䝇タン䝤䝻ッ䝖䛻䜘䜚検出䛧
䛯䚹䝞ン䝗䛾強度䛿ImageJ䜢用い䛶定㔞䛧䚸3検体䛾平均値䜢䜾䝷䝣䛻表示䛧
䛯䚹
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Figure 7 EZH2䛾阻害䛿䚸䛭䛾標的遺伝子䛾H3K27me3䜢減少さ䛫発現ୖ昇䜢誘導䛩
䜛䚹䠄A䠅ATL細胞株TL-Om1䛻5 μM䛾GSK126䜢48時間処理䛧䚸遺伝子発現䛾変化䜢遺
伝子発現䜰䝺䜲䛻䜘䛳䛶解析䛧䛯䚹GSK126処理䛻䜘䛳䛶発現䛜1.5倍以ୖ変動䛧䛯遺
伝子䜢䝠ー䝖䝬ッ䝥䛻表示䛧䛯䚹䠄B䚸C䠅 5 μM䛾GSK126䜢6日間処理䛧䛯ATL細胞株TL-

Om1䚸ATN1䛻䛚い䛶遺伝子䝥䝻䝰ーターୖ䛾H3K27me3䜢ChIP䜰ッセ䜲䛻䜘䜚検出䛧
䛯䚹䠄D䠅ATL細胞株ATN-1䛻GSK126䜢4日間䚸DNMT阻害剤Aza-dC䚸HDAC阻害剤SAHA

䜢2日間共処理䛧䛯際䛾遺伝子発現䛾変化䜢qRT-PCR䛻䜘䜚測定䛧䛯䚹

Figure 7
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Figure 8 ChIP-on-chip䛻使用䛧䛯䝃ン䝥䝹䛾純度䚸཯応条件䛾確認 䠄A䠅健
常人䛾PBMC䜘䜚CD4陽性T細胞䜢ศ離䛧䚸ศ離後䛻䛭䛾陽性率䜢測定䛧䛯䚹
䠄B䠅䜽䝻䝬チン断片化䛾条件検討䚹ATL細胞株TL-Om1䛻MNase䜢37℃䛷20ศ
཯応さ䛫䚸䜰䜺䝻ー䝇䝀䝹電気泳動䛻䜘䜚䛭䛾長さ䜢確認䛧䛯䚹䠄C䠅䠄B)䛾1 

kilo gel units䛾MNase䜢཯応さ䛫䛯䝃ン䝥䝹䜢用い䛶行䛳䛯ChIP䜰ッセ䜲䛾結
果䚹H3K27me3䛾蓄積䛜ṇ䛧く評価䛷䛝䛶い䜛䛣䛸䛜確認さ䜜䛯䚹

Figure 8

80

CD4

Normal#1

96.7%

94.04%

Normal#2
S

S
C

A

CB

mono

di

tri
tetra
penta

MNase

(kilo gel units)
- 0.50.2 1 2

500

1000

100

-

-

-

M
a

rk
e

r

0

5

10

15

20

25

control IgG
H3K27me3

R
e
la

ti
v
e

 e
n

ri
c
h
m

e
n

t

v
s
 c

o
n

tr
o

l 
Ig

G



Figure 9 䠄A䠅H3K27me3䛾Coc䛾例䚹2䛴䛾ATL検体䛾H3K27me3䛾結果䜢散布
ᅗ䛻示䛧䛯䚹全䛶䛾probe䜢灰色䛷䚸標準偏差䛜2以ୗ䛾probe䜢黒䛷表示䛧䛯䚹
䠄B䠅䝕ータベー䝇䜘䜚ྲྀ得䛧䛯ChIP-seq䠄SRX000143䠅䛾䝕ータ䛻䛚い䛶H3K27me3

䛾䝢ー䜽䛾あ䛳䛯遺伝子䜢peak䠄+䠅䛸䛧䚸䛭䜜以外䛾遺伝子䜢䠄peak䠄-䠅䠅䚸全遺
伝子䜢䠄All䠅䛸䛧䛯䚹௒回得䜙䜜䛯ṇ常T細胞䛾H3K27me3䛾䝕ータ䛛䜙3䛴䛾群
䛾H3K27me3䝺ベ䝹䜢表示䛧䛯䠄*䚸P < 1E−5䠅䚹䠄C䠅Figure 7A䛾GSK126処理䛻䜘䜚
発現䛜ୖ昇䛧䛯1,807遺伝子䛻䛴い䛶䚸䛭䛾䝥䝻䝰ーター領域䛾H3K27me3䛾䝺
ベ䝹䜢転写開始点䛛䜙䛾距離䛻従䛳䛶算出䛧䛯䠄*䚸P < ϭE−5䠅 䚹
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Figure 10 ATL細胞䛻䛚䛡䜛H3K27me3䚸H3K4me3䛾変化䚹䠄A䠅ṇ常T細胞䛸
比較䛧䚸ATL細胞䛻䛚い䛶H3K27me3䛾変化䛾見䜙䜜䛯遺伝子䛾割合䜢෇䜾
䝷䝣䛻示䛧䛯䠄Gain䚸Loss䛸䜒䛻Fold change䠄FC䠅> ±1.5䠅䚹䠄B䠅ATL細胞䛻䛚い
䛶有意䛻H3K27me3䛾変化䛧䛯probe䛻䛴い䛶䚸䛭䛾H3K27me3䛾平均値䛾
䝺ベ䝹䛸個数䜢䝠䝇䝖䜾䝷䝮䛻示䛧䛯䠄P < .05䠅䚹䠄C䠅H3K27me3䛸H3K4me3䛻
䛴い䛶䚸ATL細胞䚸ATL細胞株TL-Om1䚸ṇ常T細胞䛻䛚䛡䜛䝯チ䝹化䝺ベ䝹䜢

䜽䝷䝇ター解析䛧䚸䛭䛾䝯チ䝹化䛾䝺ベ䝹䛻従䛳䛶䝠ー䝖䝬ッ䝥䛻表示䛧䛯
䠄LogFC > 3䠅䚹䠄D䠅䠄C䠅䛻表示䛧䛯probe䛻䛴い䛶䚸ṇ常T細胞䛸比較䛧䛶ATL細
胞䛷増加/減少䛧䛯数䜢棒䜾䝷䝣䛻表示䛧䛯䚹

Figure 10
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Figure 11 共通䛧䛯H3K27me3䝟ターン䚹Figure 10B䛻表示䛧䛯probe䛻䛴い
䛶䚸3例䛾ATL検体䚸2例䛾ṇ常T細胞䛾各䝃ン䝥䝹䛾H3K27me3䝟ターン䜢表
示䛧䛯䚹
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Figure 12 ATL細胞䛻䛚䛡䜛異常䛺H3K27me3䛾蓄積䛿H3K4me3䛾減少䜢伴
う䚹䠄A䠅全遺伝子䛾H3K27me3䚸H3K4me3䛾䝺ベ䝹䜢表示䛧䛯䚹ୖ側䚸右側䛻
䛭䜜䛮䜜H3K27me3䛾䜏䚸H3K4me3䛾䜏䛾䝯チ䝹化䝺ベ䝹䜢䝠䝇䝖䜾䝷䝮䛻
表示䛧䛯䚹䠄B䠅Figure 10A䛾䚸ATL䛻䛚い䛶H3K27me3䛾蓄積䛾䜏䜙䜜䛯遺伝
子䛻䛴い䛶䚸H3K4me3䛾変化䜢෇䜾䝷䝣䛻表示䛧䛯䠄Gain䚸Loss䛸䜒䛻FC > 

±1.5䠅䚹䠄C䠅ATL細胞䛻䛚䛡䜛異常䛺H3K27me3䛾蓄積䛿䚸ES細胞䚸DLBCL䛻
䛚䛡䜛H3K27me3䛾蓄積䛸あ䜎䜚㔜複䛧䛺い䚹ATL䛻䛚い䛶ṇ常T細胞䜘䜚2倍
以ୖH3K27me3䛾䝺ベ䝹䛜高い遺伝子䛸䚸ES細胞䚸DLBCL細胞株DLCL2䛾結
果䜢比較䛧䛯䚹
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Figure 13 䝥䝻䝰ーター近傍及䜃䜶ン䝝ン䝃ー領域䛻䛚䛡䜛異常䛺H3K27me3

䛾蓄積䚹䠄A䠅SD < 2䜢満䛯䛩全䛶䛾probe䜢転写開始点䠄TSS䠅䛛䜙䛾距離䛻
従䛳䛶200bp毎䛻区ษ䜚䚸䛭䜜䛮䜜䛾区画䛻䛚䛡䜛H3K27me3䛾䝺ベ䝹䜢平
均化䛧䚸表示䛧䛯䚹䠄B䠅Figure 10B䛾䚸有意䛻H3K27me3䛜変化䛧䛯probe䛻䛴
い䛶䠄A䠅䛸ྠ様䛻200bp毎䛻区ษ䜚䚸各区画䛾probe数䜢䚸設計さ䜜䛶い䜛
probe数䛸比較䛧䚸䛭䛾出現頻度䜢算出䛧䛯䚹黒い丸䛜有意䛻頻度䛜高く䚸白
い丸䛜有意䛻頻度䛜పい䛣䛸䜢示䛩䠄P < .05䠅䚹䠄C䠅ATL䛻䛚い䛶有意䛻発現
䛜పୗ䛧䛶い䜛遺伝子䠄FC < -2䚸P < .001䠅䛾䝥䝻䝰ーター䜢䇾silenced 

promoter䇿䚸ṇ常T細胞䛻䛚い䛶H3K4me1䛸H3K27ac䛾蓄積䛾あ䜛領域䜢
䇾Enhancer䇿䛸定義䛧䚸䛭䜜䛮䜜䛻䛚䛡䜛H3K27me3䛾䝺ベ䝹䜢表示䛧䛯䠄*䚸P

< ϭE−5䠅 䚹ṇ常T細胞䛻䛚䛡䜛H3K4me1䛸H3K27ac䛿Epigenetic roadmap

project䛾䝕ータ䜢使用䛧䛯䚹䠄D䠅CpG䜰䜲䝷ン䝗䛾有無䛸H3K27me3䛾䝺ベ䝹䚹
CpG䜰䜲䝷ン䝗䛾有無䛷全遺伝子䜢2群䛻ศ䛡䚸䛭䜜䛮䜜䛾H3K27me3䛾䝺ベ

䝹䜢表示䛧䛯䚹白い点䛜中央値䜢䚸黒い棒䛜四ศ఩数範ᅖ䜢䚸外側䛾曲線
䛜䜹ー䝛䝹密度䜢示䛩䚹
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Figure 14 ATL䛻䛚䛡䜛異常䛺H3K27me3䛾変化䛿遺伝子発現䛾変化䛸負䛻
相関䛩䜛䚹䠄A䠅ATL䛻䛚い䛶有意䛻発現䛜పୗ䛧䛯遺伝子䠄FC < −1.5䚸P

< .001䠅䛻䛴い䛶䚸䛭䛾䝥䝻䝰ーターୖ䛾H3K27me3䛾変化䜢෇䜾䝷䝣䛻示䛧
䛯䠄Gain䚸Loss䛸䜒䛻FC > ±1.5䠅䚹䠄B䠅遺伝子発現䛾変化䛸H3K27me3䛾変化
䛾緩や䛛䛺逆相関関係䚹相関係数䛸䛭䛾P値䜢右ୖ䛻表示䛧䛯䚹全遺伝子䜢
灰色䛻䚸有意䛻発現䛜変動䛧䛯遺伝子䠄P < .001䠅䜢黒色䛻表示䛧䛯䚹䠄C䠅ATL

䛻䛚い䛶H3K27me3䛾増加䠄FC > +1.5䠅䚸減少䠄FC < −1.5䠅䛾見䜙䜜䛯遺伝子䛻
䛴い䛶䚸䛭䛾発現䝺ベ䝹䜢示䛧䛯䠄*䚸P < ϭE−5䠅 䚹

Figure 14

86

BA

C

Gain

Loss

No change

4.0%

54.6%

Expression change (log2)

ATL vs Normal

-4

-2

0

2

4

6

-8 -4 0 4 8
H

3
K

2
7

m
e

3
 c

h
a

n
g

e
 (

lo
g

2
)

A
T

L
 v

s
 N

o
rm

a
l

P < 1E-15

r = -0.36

CADM1

EVC

EVC2

NDRG2

CDKN1A

CD7

BCL2L11

Loss GainH3K27me3

N
o
rm

a
l

A
T

L

N
o
rm

a
l

A
T

L

E
x
p

re
s
s
io

n
 l
e

v
e

l

1
0

-1
-2

-3
2 **

*



2
0

-2
-4

CD7
NDRG2

IKZF3
PTPN13

BCL2L11

PDCD4

PRDM2

KDM6B
GADD45A
TNFAIP3
SOCS3
ZEB1

MBD1

Normal
Smoldering

Chronic
Acute

Lymphoma
Unknown

3-3 0

Expression level 
(log2)

2
0

-2
-4

Normal ATL

8
5
6
 g

e
n
e
s

A
ll 

g
e
n
e
s

Figure 15

E
x
p
re

s
s
io

n
 le

v
e
l

E
x
p
re

s
s
io

n
 le

v
e
l

Figure 15 䜶䝢䝆䜵䝛䝔䜱ッ䜽䛺抑制䛿ATL検体䛻共通䛧䛶見䜙䜜䜛䚹ATL䛻䛚
い䛶H3K27me3䛜増加䛧䚸発現䛜有意䛻పୗ䛧䛯856遺伝子䛻䛴い䛶䚸䛭䛾
発現䝺ベ䝹䜢表示䛧䛯䚹遺伝子間䚸䝃ン䝥䝹間䛾距離䛿Pearson䛾相関係数
䛷算出䛧䚸Ward法䛻従䛳䛶䝕ン䝗䝻䜾䝷䝮䜢作成䛧䛯䚹856遺伝子䛸全遺伝子
䛾発現䝺ベ䝹䜢ୗ䛾箱䜂䛢ᅗ䛻表示䛧䛯䚹
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Figure 16 䜶䝢䝆䜵䝛䝔䜱ッ䜽䛺抑制䛾強さ䛸病態䛸䛾関連
Figure 15䛻示䛧䛯856遺伝子䛾平均値䛻従䛳䛶51䛾ATL検体䜢2群䠄H䚸平均
値䛜高い25検体；L䚸平均値䛜పい25検体䠅䛻ศ䛡䚸䛭䜜䛮䜜䛾群䛻䛚䛡䜛
PVL䚸sIL-2R䚸White blood cell䠄WBC䠅䛾値䜢比較䛧䛯䚹中央値䛸䛺䛳䛯䛾1検
体䛿除外䛧䛯䚹黒い横棒䛿中央値䜢示䛩䚹

Figure 16
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Figure 17 H3K27me3䛻䜘䜛抑制䛸DNA䛾䝯チ䝹化䛻䜘䜛抑制䛿あ䜎䜚㔜複䛧䛺い
Figure 15䛻示䛧䛯ATL䛻䛚い䛶PRC2依存的䛻抑制さ䜜䜛遺伝子䛸䚸DNA䛾高䝯チ䝹
化䜢ཷ䛡䜛遺伝子䠄125䠅䛸䜢比較䛧䛯䚹

Figure 17
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Figure 18 ATL䛻䛚䛡䜛PRC2依存的䛺䜶䝢䝆䜵䝛䝔䜱ッ䜽䛺異常䛿病型䛜㐍行
䛩䜛䛻䛴䜜䛶増強さ䜜䚸転写制御因子䜢抑制䛩䜛䚹䠄A䠅Figure 15䛾ATL䛻䛚
い䛶䜶䝢䝆䜵䝛䝔䜱ッ䜽䛻抑制さ䜜䛶い䜛856遺伝子䛻䛴い䛶䚸䛭䜜䛮䜜䛾病
型䛻䛚䛡䜛䛭䛾発現値䜢示䛧䛯䠄*䚸P < ϭE−ϭϬ䠅䚹䠄B䠅ATL䛷H3K27me3䛜増加
䛧䚸各病型䛷発現䛜減少䛩䜛䠄FC < -1.5䚸P < .05䠅遺伝子䛾㔜䛺䜚䚹䠄C䠅䠄A䠅䛾
856遺伝子䛾GO解析䛾結果䚹P値䛾పい順䛻10䛾䜹䝔䝂䝸ー䜢表示䛧䛯䚹右
側䛻䚸各病型䛻䛚い䛶発現䛜抑制さ䜜䛯遺伝子䛾割合䜢表示䛧䛯䚹䠄D䠅䠄A䠅
䛾856遺伝子䛻䛴い䛶䚸ES細胞䚸DLBCL䛻䛚䛡䜛H3K27m3䛾蓄積䛾有無䜢割
合䛷表示䛧䛯䚹ATL䛷䛾䜏H3K27me3䛾蓄積䛾見䜙䜜䛯遺伝子䛻䛴い䛶GO解
析䜢行い䚸䛭䛾結果䜢P値䛾పい順䛻3䛴䛾䜹䝔䝂䝸ー䜢ୗ䛻示䛧䛯䚹

Figure 18
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Figure 19 ATL特異的䛺䝠䝇䝖ン脱䝯チ䝹化酵素䛾発現抑制䚹䠄A䠅ATL䛻䛚い

䛶有意䛻発現䛾変動䛧䛶い䛯䝠䝇䝖ン脱䝯チ䝹化酵素䛻䛴い䛶䛭䛾発現値䜢
䝠ー䝖䝬ッ䝥䛻䚸発現変化䚸H3K27me3䛾変化䜢棒䜾䝷䝣䛻表示䛧䛯䚹䠄B䠅乳䛜
䜣䠄GSE3744䠅䚸子宮頸䛜䜣䠄GSE9750䠅䚸ATL䛻䛚䛡䜛䝠䝇䝖ン脱䝯チ䝹化酵素
群䛾発現変動䚹P < 1E-3䜢満䛯䛩遺伝子䜢黒色䛻䚸䛭䜜以外䜢灰色䛻表示䛧
䛯䚹

Figure 19
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Figure 20 ATL䛻䛚䛡䜛䜶䝢䝆䜵䝛䝔䜱ッ䜽䛺KDM6B䛾抑制䛿H3K27me3䛾蓄積
䛻寄୚䛩䜛䚹䠄A䠅 ATL検体䠄急性型䚸n=26䠅䚸健常人由来ṇ常CD4陽性T細胞
䠄n=21䠅䛾KDM6B䛾発現䝺ベ䝹䚹中央値䜢線䛷表示䛧䛯䚹䠄B䠅KDM6B䛾䝥䝻
䝰ーター領域䛻䛚䛡䜛H3K27me3䛾䝺ベ䝹䚹䠄C䠅ATL細胞株MT-1䛻1 M䛾
GSK126䜢5日間処理䛧䛯際䛾KDM6B䛾発現変化䠄n = 3䚸mean ± SD䚸P

< .05䠅䚹䠄D䠅KDM6B䜢含䜐領域䛾䝀䝜䝮䝁䝢ー䝘ン䝞ー解析䛾結果䚹ୖ䛻染色
体全体䚸ୗ䛻拡大䛧䛯領域䛸䝀䝜䝮䛾欠失䛾割合䜢表示䛧䛯䚹䠄E䠅乳䛜䜣細胞
株MCF7䛻䛚い䛶3種類䛾shRNA䜢作用さ䛫䛯際䛾H3K27me3䛾䝺ベ䝹䚹䝺ンチ
䜴䜲䝹䝇ベ䜽ター䛿Figure 4䛻示䛧䛯䜒䛾䜢使用䛧䛯䚹䝇䜿ー䝹䝞ー䛿20 m䛾
長さ䜢示䛩䚹

Figure 20
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Figure 21 䜶䝢䝆䜵䝛䝔䜱ッ䜽䛺miRNA群䛾抑制䚹䠄A䠅 ATL検体䠄n=40䠅䚸健常
人由来ṇ常CD4陽性T細胞䠄n=22䠅䛾miRNA䜰䝺䜲解析䛾結果䛸Coc䛾統合解
析䚹ATL䛻䛚い䛶発現䛾減少䛧䛶い䜛miRNA䜢白෇䛷䚸H3K27me3䛾増加䛧䛶
い䜛miRNA䜢灰෇䛻示䛧䛯䚹䠄B䠅䠄A䠅䛾㔜複䛧䛯75䛾miRNA䛻䛴い䛶䚸病型毎
䛾発現値䜢示䛧䛯䠄 *䚸P < .0001 䠅䚹䠄C䠅ATL䛻䛚い䛶䜶䝢䝆䜵䝛䝔䜱ッ䜽䛻抑制
さ䜜䜛75䛾miRNA䛾䝥䝻䝰ーター領域䛻䛚䛡䜛転写因子䛾結合配列解析䚹P

< .05䜢満䛯䛩ୖ఩5䛴䛾転写因子䜢示䛧䛯䚹䠄D䠅YY1䛾結合䛸H3K27me3䛾䝺
ベ䝹䚹YY1䛾結合配列䛾有無䛷全遺伝子䜢2群䛻ศ䛡䚸䛭䜜䛮䜜䛾
H3K27me3䛾䝺ベ䝹䜢表示䛧䛯䚹䠄E䠅䠄A䠅䛾75䛾miRNA䛾miRNA-pathway解
析䚹䛭䜜䛮䜜䛾miRNA䛾標的遺伝子䜢mirPath䜘䜚ྲྀ得䛧䚸䛭䛾遺伝子䜢有
意䛻含䜐ୖ఩10䛾KEGG pathway䜢表示䛧䛯䚹

Figure 21
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Figure 22 ATL䛻䛚䛡䜛HOXA遺伝子領域䛾脱抑制䚹䠄A䠅HOXA遺伝子領域䛻
䛚䛡䜛H3K27me3䛾䝺ベ䝹䜢䛭䛾染色体ୖ䛾఩置䛻従䛳䛶表示䛧䛯䚹䠄B䠅
HOXA遺伝子群䛾発現䝺ベ䝹䜢表示䛧䛯䠄*䚸P < .05䠅䚹

Figure 22
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Figure 23 EZH2䛾発現䝺ベ䝹䛿䛭䛾抑制䛾強さ䛸相関䛩䜛䚹䠄A䠅ATL䛾く䛩ぶ
䜚型䚸慢性型䚸急性型䛾計50例䜢EZH2䛾発現䝺ベ䝹䛷2群䛻ศ䛡䚸䛭䜜䛮䜜
䛾EZH2䛾発現䝺ベ䝹䜢示䛧䛯䚹䠄B䠅Figure 15䛾䚸ATL䛷䜶䝢䝆䜵䝛䝔䜱ッ䜽䛻抑
制さ䜜䜛856遺伝子䛻䛴い䛶䚸䠄A䠅䛾ศ類䛻従䛳䛶䛭䛾発現値䜢表示䛧䛯䠄*䚸
P < .001䠅䚹

Figure 23
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Figure 24 HTLV-1 Tax䛿EZH2䛾䝥䝻䝰ーター活性䜢ୖ昇さ䛫䚸核ෆ䛻䛚い䛶
共局在䛩䜛䚹䠄A䠅EZH2 promoter Luciferase䛻対䛩䜛HTLV-1タン䝟䜽質䛾影
響䚹HEK293FT細胞䛻䝥䝷䝇䝭䝗䜢発現さ䛫䚸2日後䛻Luciferase䛾活性䜢測定
䛧䛯䠄n = 3䚸mean ± SD䚸P < .05䠅䚹䠄B䠅Tax䛻䜘䜛EZH2䝥䝻䝰ーター䛾活性化
䛿NF- B䚸MEK-ERK経路䛾抑制䛻䜘䜚減弱䛩䜛䠄n = 3䚸mean ± SD䚸P

< .05䠅䚹DHEMQ䛿NF- B䛾阻害䚸cyclosporin A䠄CsA䠅䛿NAFT䛾阻害䚸U0126

䛿ERK1/2䛾阻害䛻使用䛧䛯䚹䠄C䠅Tax䛾㔝生型䚸変異体䛻䜘䜛NF- B䚸CREB

䛾活性化䚹䠄D䠅HTLV-1タン䝟䜽質䜢HeLa細胞䛻発現さ䛫䚸免疫染色䛻䜘䜚
EZH2䛸䛾局在䜢比較䛧䛯䚹䠄注䚸Tax䛜EZH2䛸共局在䛩䜛䛣䛸䛿当研究室䛾先
行研究䛻䜘䜚明䜙䛛䛸䛺䛳䛶い䜛䚹䠅

Figure 24
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Figure 25 Tax䛿䜽䝻䝬チンୖ䛻EZH2䛸共局在䛩䜛䚹䠄A䠅H3K27me3䚸EZH2䚸Tax

䛾蓄積䛩䜛遺伝子䛾㔜䛺䜚䠄FC > 0 vs control IgG䠅䚹HTLV-1感染細胞株MT-2䜢
用い䛶䚸H3K27me3䚸Tax䚸EZH2䛾Coc解析䜢行䛳䛯䚹䛣䛾実験䛿当研究室䛾修
士学生堀真琴氏䛸共ྠ䛷行䛳䛯䚹䠄B‐D䠅Tax䛾蓄積䛾有無䛷遺伝子䜢2群䛻ศ
䛡䚸䛭䜜䛮䜜䛾遺伝子䝥䝻䝰ーターୖ䛾䠄B䠅Tax䚸䠄C䠅EZH2䚸䠄D䠅H3K27me3䛾䝺
ベ䝹䜢転写開始点䛛䜙䛾距離䛻従䛳䛶表示䛧䛯䠄*䚸P < 1E-10䠅䚹䠄E䠅Tax䛾結合
䛧抑制性䛻機能䛩䜛䛣䛸䛜報告さ䜜䛶い䜛RNASE T2遺伝子䝥䝻䝰ーター䛻䛚䛡
䜛Tax䛾結合䚹
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Figure 26 EZH2䛾活性䛿Tax䛻䜘䜛୙死化䛻必須䛷あ䜛䚹䠄A䠅Tax䛾導入䛻使
用䛧䛯䝺ンチ䜴䜲䝹䝇ベ䜽ター䛾構造䚹䠄B䠅健常人由来PBMC䛻Tax䜢遺伝子
導入䛧䛯後䛾Venus陽性率䛾変化䚹㔝生型䜢除䛝䚸各群䛾細胞䛜死滅䛧䛯時
点䛷測定䜢中Ṇ䛧䛯䚹䠄C䠅Tax-cell䛾CD4䚸CD8䛾陽性率䚹䠄D䠅Tax-cell䛻䛚䛡䜛
NF- B䛾活性化䚹p65䚸p52䛾核ෆ移行䜢免疫染色䛻䜘䜚確認䛧䛯䚹
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Figure 27 Tax䛻䜘䜛細胞䛾増殖䚸୙死化䛿限定的䛷あ䜛 䠄A䠅Figure 26䛾健
常人䛸䛿異䛺䜛3人䛾健常人由来䛾PBMC䛻Tax䜢遺伝子導入䛧䚸Venus陽性
率䜢⥅時的䛻測定䛧䛯䚹い䛪䜜䛾細胞䜒12㐌間䛾培養䛷死滅䛧䛯䛯䜑䚸測
定䜢中Ṇ䛧䛯䚹䠄B䠅Tax䛻䜘䜛細胞䛾୙死化䛾文献情報䜢䜎䛸䜑䛯䚹
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Figure 28 Tax䛿䜶䝢䝆䜵䝛䝔䜱ッ䜽䛺異常䜢誘導䛩䜛䚹䠄A䠅EZH2及䜃miR-31䛾
発現㔞䜢qRT-PCR䛻䜘䜚定㔞䛧䛯䠄n = 3䚸mean ± SD䚸P < .05䠅䚹䠄B䠅Flow

cytometry䛻䜘䜛Tax-cell 䚸非感染細胞䛾H3K27me3䛾定㔞䚹䠄C䠅Tax導入後䛾
EZH2䚸Tax䚸CDKN1A䛾発現㔞䛾推移䚹Tax導入䛛䜙4㐌間後䛾値䜢1䛸䛧䛯相対
値䜢表示䛧䛯䚹䠄D䠅 Tax-cell䛻5 μM䛾DZNep䜢24時間処理䛧䛯際䛾CDKN1A䛾
発現㔞䜢qRT-PC䛻䜘䜚定㔞䛧䛯䚹䠄E䠅Tax-cell䛻䛚䛡䜛CDKN1A䝥䝻䝰ーター領域
䛾H3K27me3䛾蓄積䚹䠄F䠅ṇ常T細胞䚸Tax-cell䚸ATL細胞株MT-1䛾CDKN1A䝥䝻
䝰ーター領域䛻䛚䛡䜛DNA䛾䝯チ䝹化䚹
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Figure 29 Tax-cell䛻䛚䛡䜛ATL様䛺䜶䝢䝀䝜䝮䛾異常䚹䠄A䠅 Coc䛻䜘䜛Tax-cell

䛸ṇ常T細胞䚸ATL細胞䛾H3K27me3䛾比較䚹Figure 10B䛾䚸ATL䛷有意䛻
H3K27me3䛜変化䛧䛯probe䛻䛴い䛶Tax-cell䛾䝕ータ䜢加え表示䛧䛯䚹䠄B䠅
䠄A䠅䛻示䛧䛯probe䛻䛴い䛶䚸CD3/28䛾刺激䜢行䛳䛯活性化T細胞䛾結果䜢
加え䚸䜽䝷䝇ター解析䜢行䛳䛯䚹䝃ン䝥䝹間䛾距離䛿Pearson䛾相関係数䛷
算出䛧䚸Ward法䛻従䛳䛶䝕ン䝗䝻䜾䝷䝮䜢作成䛧䛯䚹䠄C䠅ṇ常T細胞䛻比䜉
ATL䛷有意䛻H3K27me3䛜高いprobe䠄P < .05䠅䛸䚸 Tax-cell䛷高いprobe䛾比
較䚹Probe䛾割合䜢表示䛧䛯䚹䠄D䠅䠄C䠅䛾ATL䚸 Tax-cell䛾䛹ち䜙䛻䛚い䛶䜒ṇ
常T細胞䜘䜚H3K27me3䛾高いprobe䛻䛴い䛶䚸䛭䛾䝺ベ䝹䜢箱䜂䛢ᅗ䛻表示
䛧䛯䠄*䚸P < 1E-10䠅䚹䠄E䠅䠄D䠅䛻示䛧䛯probe䛾H3K27me3䝺ベ䝹䜢䚸転写開始
点䛛䜙䛾距離䛻従䛳䛶示䛧䛯䠄*䚸P < 1E-10䠅䚹
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Figure 30 Tax-cell䛻䛚䛡䜛䜶䝢䝀䝜䝮䛾異常䛿䛜䜣抑制遺伝子䚸転写因子䛺䛹
様々䛺遺伝子䛻影響䜢୚え䚸細胞䛾生存䛻寄୚䛧う䜛䚹䠄A䠅NDRG2䚸BIM䛾䝥䝻
䝰ーター領域䛾Coc䛾結果䚹䠄B䠅Tax-cell䛻䛚い䛶H3K27me3䛾異常䛺蓄積䛾あ䜛
遺伝子䛾GO解析結果䚹Figure 29D䚸E䛷使用䛧䛯䚸ATL䛸Tax-cell䛻䛚い䛶
H3K27me3䛾蓄積䛜あ䜛probe䛾遺伝子䛸䚸ATL䛻䛚い䛶発現䛾పୗ䛧䛯遺伝子
䠄FC <-1.5䚸P <.05䠅䜢比較䛧䚸㔜複䛧䛯遺伝子䜢GO解析䛻使用䛧䛯䚹䠄C䠅EZH2阻害
剤DZNep䛜生存率䛻୚え䜛影響䚹 Tax-cell 䚸非感染細胞䚸ATL細胞株TL-Om1䛻
DZNep䜢48時間処理䛧䚸WST-8法䛻䜘䜚定㔞䛧䛯䠄n = 3䚸mean ± SD䚸P < .05䠅䚹
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Figure 31 HTLV-1感染細胞䛻䛚䛡䜛EZH2䛾発現ୖ昇䛸䜶䝢䝆䜵䝛䝔䜱ッ䜽䛺抑制
䠄A䠅HTLV-1感染細胞䚸ATL細胞䛻䛚䛡䜛EZH2䛾発現ୖ昇䠄P䚸CD7+/CADM1−ศ
画；D䚸CD7+/CADM1+ศ画；N䚸CD7−/CADM1+ศ画；Acu-N䚸急性型ATL䛾
CD7−/CADM1+ศ画䠅䚹䠄B䠅HTLV-1感染細胞䛻䛚䛡䜛856遺伝子䛾発現పୗ䚹ATL

䛷䜶䝢䝆䜵䝛䝔䜱ッ䜽䛻抑制さ䜜䜛856遺伝子䛻䛴い䛶䚸P䚸D䚸N䚸Acu-Nศ画䛻䛚
䛡䜛発現値䜢表示䛧䛯䚹䠄C䠅ṇ常細胞䛛䜙ATL細胞䜈䛾変㑄䜢3䛴䛾段階䛻ศ䛡
䠄䝇䝔ー䝆I䚸P䛛䜙D；II䚸D䛛䜙N；III䚸N䛛䜙Acu-N䠅䚸各段階䛷発現䛜పୗ䛩䜛遺伝
子䠄FC < -1.5䚸P < .05䠅䛸ATL䛻䛚い䛶H3K27me3䛾蓄積䛾あ䜛遺伝子䜢比較䛧ベン
ᅗ䛻表示䛧䛯䚹䠄D䠅䠄C䠅䛾I䛷䛾䜏発現䛜పୗ䛧䛯407遺伝子䛸䚸III䛷䛾䜏発現䛜
పୗ䛧䛯181遺伝子䛻䛴い䛶䚸ṇ常T細胞䛸ATL細胞䛻䛚䛡䜛発現変化䚸
H3K27me3䛾変化䜢表示䛧䛯䠄*䚸P <.05䠅䚹

Figure 31

103

A B

*
*

*

-3
1

0
-1

-2

E
x
p

re
s
s
io

n
 l
e

v
e

l

2

1
0

-1
-2

2
3

E
x
p

re
s
s
io

n
 l
e

v
e

l

-3

C

407

8
13

39

181

III (N to Acu-N)

II (D to N)

I (P to D)

1

D

*

*

1.4

1.45

1.5

1.55

1.6

Stage I Stage III

H
3

K
2

7
m

e
3

 c
h

a
n

g
e

 (
lo

g
2

)

A
T

L
 v

s
 N

o
rm

a
l

-1.8

-1.6

-1.4

-1.2

-1

Stage I Stage III

E
x
p

re
s
s
io

n
 c

h
a

n
g

e
 (

lo
g

2
)

A
T

L
 v

s
 N

o
rm

a
l



Figure 32 HTLV-1感染細胞䛻䛚䛡䜛䜶䝢䝆䜵䝛䝔䜱ッ䜽䛺異常 䠄A䠅HTLV-1感染
細胞䛻䛚䛡䜛H3K27me3䛾蓄積䚹HTLV-1䜻䝱䝸䜰䛾CD4陽性T細胞䜢CADM1陰
性䚸陽性䛻ศྲྀ䛧䚸䛭䜜䛮䜜䜢免疫染色䛻供䛧䛯䠄䝇䜿ー䝹䝞ー= 20 m䠅䚹䠄B䠅
CADM1陽性細胞䛻䛚䛡䜛H3K27me3䛾蓄積䜢ChIP䜰ッセ䜲䛻䜘䜚評価䛧䛯
䠄n=3䚸mean±SD䠅䚹䠄C䠅EZH2阻害䛿HTLV-1䜻䝱䝸䜰中䛾CADM1陽性率䜢పୗさ
䛫䜛䚹 HTLV-1䜻䝱䝸䜰䛾PBMC䛻5 μM䛾GSK126䜢9日間処理䛧䚸CD4陽性T細胞
中䛾CADM1陽性細胞䛾割合䜢測定䛧䛯䚹䠄D䠅CD4陽性CADM1陽性T細胞䛸PVL䛿
ṇ䛻相関䛩䜛䚹䠄C䠅䛾14検体䛾CADM1陽性率䛸PVL䛾関係䜢表示䛧䛯䚹
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Figure 33 本研究䛻䜘䜚明䜙䛛䛻䛺䛳䛯䜶䝢䝀䝜䝮異常䛾概念ᅗ䚹Tax䜢発現
䛩䜛HTLV-1感染細胞䛻䛚い䛶䚸Tax䛿EZH2䛾発現䜢ୖ昇さ䛫䚸䜎䛯EZH2䛸䛾
結合䜢௓䛧䛶䜶䝢䝆䜵䝛䝔䜱ッ䜽䛺抑制䜢行う䚹ATL細胞䛻䛚い䛶䛿Tax䛿ほ䛸
䜣䛹発現䛧䛶い䛺い䛜䚸 NF- B䛸EZH2䛸䛾positive feedback loop䛻䜘䜚EZH2

䛾発現䛜恒常的䛻亢㐍䛧䛯状態䛻䛺䛳䛶䛚䜚䚸䜶䝢䝆䜵䝛䝔䜱ッ䜽䛺抑制䛜䜘
䜚増強さ䜜䚸䜶䝢䝀䝜䝮䛾再構成䛜起䛣䛳䛶い䜛䛸考え䜙䜜䜛䚹䛭䜜䛻䜘䜚多
数䛾䛜䜣抑制因子䛜抑制さ䜜䚸細胞䛾生存䚸増殖䛻寄୚䛧䚸䜎䛯䚸転写因
子䚸miRNA䚸䝠䝇䝖ン脱䝯チ䝹化酵素䛜抑制さ䜜䜛䛣䛸䛷䜘䜚広範䛺遺伝子発
現䛾変動䚸維持䛧䛶い䜛䜒䛾䜢考え䜙䜜䜛䚹

Figure 33
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Table 1 使用䛧䛯検体䛾情報

106

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 使用䛧䛯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䛻使用䛧䛯䝃ン䝥䝹䛾DNA䛾཰㔞䛸䝷ベ䝸ン䜾効率
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Table 4 Figure 18B䛾Regulation of transcription䛻含䜎䜜䛯遺伝子䝸䝇䝖

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 遺伝子発現䜰䝺䜲解析䛻使用䛧䛯ATL検体䛾情報䚹

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例䚸ATL細胞株䛻䛚䛡䜛EZH2䛾活性化変異䛾有無䚹

当研究室䛾修士学生中川翔太氏䛾修士論文䛾結果䜢引用䛧䛯䚹中川翔太
氏䛾調査時䛻䛿病型䛜୙明䛷あ䛳䛯6例䛾検体䛻䛴い䛶新䛯䛻照合䛧䛯結
果䚸4例䛾病型䛜明䜙䛛䛻䛺䛳䛯䛯䜑䚸一部修ṇ䛧䛯䚹最ୗ部䛾Pfeiffer䚸
SUDHL4䛻䛴い䛶䛿活性化変異䛜論文䛻報告さ䜜䛶い䜛䛯䜑Positive control

䛸䛧䛶使用䛧䛶い䜛䚹

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䛿患者由来ATL細胞䛻䜰䝫䝖ー䝅䝇䜢誘導䛩䜛
䠄A䠅5 μM䛾GSK126䜢4日間処理䛧䛯際䛾CD4陽性T細胞中䛾Annexin V陽性率䜢
測定䛧䛯䚹䠄B䠅䠄A䠅䛻使用䛧䛯検体情報䚹

Appendix 3

112

0

20

40

60

80

A
p

o
p

to
s
is

 c
e

ll 
(%

)

GSK126

(-) (+)

Diagnosis Age Sex Proviral load (%)

Chronic 83 F 45.27

Chronic 65 F 49.12

Chronic 67 M 66.46

Acute 47 M 16.67

Acute 60 M 49.19

Chronic 51 M 43.64

Chronic 77 F 48.17

Chronic 63 F 121.67
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Appendix 4 TCR䛾活性化䛻䜘䜛EZH2䛾発現ୖ昇 䛣䛾実験䛿山岸誠博士
䛜行䛳䛯䜒䛾䛷あ䜚䚸許可䜢得䛶掲載䛧䛶い䜛䚹䠄A䠅健常人由来T細胞䛻
PMA䚸Ionomycin䜢処理䛧䛯際䛾EZH2䛾発現㔞䚹䠄B䠅健常人由来T細胞䛻抗
CD3䚸CD28抗体䛻䜘䜛刺激䛸NF- B阻害剤BMS345541䚸NFAT阻害剤
Cyclosprin A䜢共処理䛧䛯際䛾EZH2䛾発現変化䚹ྠ時䛻TNF-a䛻䜘䜛NF- B

䛾活性化䛻䜘䜛影響䛻䛴い䛶䜒検討䛧䛯䚹

Appendix 4
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Appendix 5 Tax䛿EZH2䛸核ෆ䛷相互作用䛩䜛
A䚸B䛿当研究室䛾修士学生䚸黒川直也氏䚸C䛿副島あい氏䛾結果䛷あ䜛䚹
䠄A-B䠅FLAG-Tax䠄A䠅䚸Tax䛸FLAG-EZH2䠄B䠅䜢発現さ䛫䛯HEK293FT細胞䛾核抽
出液䜢抗FLAG抗体䜢加え䛶免疫ỿ降䜢行い䚸ᅗ䛻示䛧䛯抗体䛷検出䛧䛯䚹
䠄C䠅HTLV-1感染細胞株HUT102䛾細胞抽出液䛻抗EZH2抗体䜢加え䛶免疫ỿ
降䜢行い䚸ᅗ䛻示䛧䛯抗体䛷検出䛧䛯䚹

Appendix 5
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