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 １：要旨	
 	
 

	
 成人 T 細胞白血病/リンパ腫（ATL）は、HTLV-1 感染を原因として発症する予

後不良の疾患であり、その詳細な解析法の確立や、増殖機序の解明・新規治療

法の開発が求められている。	
 

	
 本研究では、基礎的検討によりマルチカラーフローサイトメトリーを用いた

ATL の分画法を確立し、臨床検査、病態解析、基礎研究に応用した。	
 

	
 この分画法を用いて作り上げた臨床検査法は急性型 ATL 患者末梢血の腫瘍細

胞を定量可能とし、化学療法感受性や予後の評価も可能であった。	
 

	
 また、この分画法を用いて急性型 ATL の ATL 細胞のみを取り出し、２週間培

養した結果、間葉系細胞上にて生存・増殖可能な細胞は CD4+CADM1+CD71-CD25+

の画分に主に濃縮され、様々な検討からこれらは ATL 前駆細胞である可能性が

示唆された。	
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 ２：序文	
 	
 

２−１：本研究の背景	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 

２−１−１：当研究が対象とする成人 T細胞白血病/リンパ腫(ATL)について	
 	
 	
 	
 

	
 成人 T細胞白血病/リンパ腫（Adult	
 T-cell	
 leukemia/lymphoma、ATL）(1)は

末梢性 T 細胞リンパ腫(PTCL)の一つであり、レトロウィルスであるヒト T 細胞

白血病ウイルス 1型（HTLV-1）の感染が原因である(2-6)。PTCL は非ホジキンリ

ンパ腫の中で予後不良の疾患であるが、ATL はその中で最も予後不良の疾患であ

り(7)、造血器腫瘍の国際分類(WHO	
 Classification	
 of	
 Tumors	
 of	
 Haematopoietic	
 

and	
 Lymphoid	
 Tissues	
 4th	
 Edition)においても独立した病型として定義されて

いる。加えて日本に特に多い疾患であり、世界にさきがけて、その詳細な増殖

メカニズムの解明や、新たな治療法の開発が求められている。	
 

	
 母乳感染や経胎盤・経産道感染にて多くは出生時に HTLV-1 感染後、平均約

50-60 年という長い潜伏期を経て、キャリアの約 5%が ATL を発症する。ATL は下

山分類（表 a）により、くすぶり型、慢性型、リンパ腫型、急性型に分類され(8)、

この分類は診断や治療にも広く用いられている。また、急性型やリンパ腫型と

予後不良因子（血清 BUN 高値、血清 LDH 高値、血清アルブミン低値）を持つ慢

性型は Aggressive	
 ATL に分類され、それ以外の慢性型やくすぶり型は Indolent	
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ATL と呼ばれる。Aggressive	
 ATL の予後は極めて不良であり、急性型 ATL の平

均生存期間はわずか 6.2 ヶ月、4 年生存率はわずか 5%であった(8)（図 a）。

Aggressive	
 ATL は治療の対象となるが、従来の化学療法では予後の改善が認め

られず、そのため、強い副作用と引き換えに細胞毒性を強めた多剤併用化学療

法が施行される(9,	
 10)。標準的な治療としては、mLSG15(VCAP-AMP-VECP)療法

(11)があるが、これらの治療にて一時的に寛解を得られたとしても寛解状態が

続くことはまれで、すぐに治療抵抗性となり早期に再発をすることも多い。そ

のため、平均生存期間はわずか 10.9 ヶ月である(11)。唯一の長期生存可能な根

治術は造血幹細胞移植であるが、発症者に高齢者が多いため適応とならないこ

とが多く、移植前に病勢を抑えきれず移植にたどりつかない場合も少なくない、

移植にたどりついても治療死する場合が一定数存在するなど、多数の問題が存

在しているのが現状である。	
 

	
 過去の臨床データの蓄積から、東京大学医科学研究所附属病院において、造

血幹細胞移植可能な症例に関しては、化学療法にて病勢をコントロール後、造

血幹細胞移植を施行するのが基本治療指針となっているが、それには化学療法

感受性や予後、病勢を評価する正確な方法の確立が必要であった。また、上述

の通り、急性型 ATL は抗癌剤治療に抵抗性の難治疾患であり、急性型 ATL を根
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治するためには、新たな治療法の開発が強く求められている。	
 

	
 

表 a：ATL の診断基準：下山分類	
 (8)	
 

※：ほかの病型で規定される条件以外の制約はない。	
 

※※：他の条件を満たせば必須ではない。しかし、異常リンパ球が末梢血で５％

	
 	
 

くすぶり型

(Smouldering	
 

type)	
 

慢性型	
 

(Chronic	
 

type)	
 

リンパ腫型	
 

(Lymphoma	
 

type)	
 

急性型	
 

(Acute	
 

type)	
 

抗 HTLV-1 抗体	
 陽性	
 

リンパ球数	
 [/μL]	
 4000 未満	
 4000 以上(a)	
 4000 未満	
 ※	
 

異常リンパ球	
 (%)	
 5%以上	
 あり(b)	
 1%以下	
 あり	
 

Flower	
 cell	
 /	
 花細胞	
 時折	
 時折	
 なし	
 あり	
 

LDH	
 
正常上限の	
 

1.5 倍以下	
 

正常上限の	
 

2 倍以下	
 
※	
 ※	
 

補正 Ca 値	
 [mEq/L]	
 正常	
 正常	
 ※	
 ※	
 

組織で確認された	
 

リンパ節病変	
 
なし	
 ※	
 あり	
 ※	
 

腫
瘍
病
変
	
 

皮膚病変	
 ※※	
 ※	
 ※	
 ※	
 

肺病変	
 ※※	
 ※	
 ※	
 ※	
 

リンパ節腫大	
 なし	
 ※	
 あり	
 ※	
 

肝腫大	
 なし	
 ※	
 ※	
 ※	
 

脾腫大	
 なし	
 ※	
 ※	
 ※	
 

中枢神経	
 なし	
 なし	
 ※	
 ※	
 

骨	
 なし	
 なし	
 ※	
 ※	
 

腹水	
 なし	
 なし	
 ※	
 ※	
 

胸水	
 なし	
 なし	
 ※	
 ※	
 

消化管	
 なし	
 なし	
 ※	
 ※	
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以下の場合、組織で確認される腫瘍病変が必要である。	
 

（a）：Tリンパ球の増加（3500/μL）を伴うことが必要である。	
 

（b）：異常リンパ球が 5％以下の場合、組織で確認される腫瘍病変の存在が必要

である。	
 

	
 

図 a：成人 T細胞白血病の各分類と予後	
 (8)(原著論文より引用/一部改変)	
 

	
 

２−１−２：ATL 細胞数を定量する事の困難と、従来法の問題点	
 

	
 臨床・治療の場において、Aggressive	
 ATL を化学療法にて治療し、その治療

効果を評価するにあたって、末梢血中の ATL 細胞数の測定は重要かつ本質的な

評価である。形態学的に、核に特有な花弁状の切れ込みを持つ異常リンパ球
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（Flower	
 Cell）が ATL 細胞の特徴ではあるが（図 b）、ATL 細胞は典型的な Flower	
 

Cell にならない事も多く、症例間でも形態に差があるのが特徴である。また、

ATL の病理像においても、サイズや形態に多様性を持つ異常リンパ球の増殖が大

きな特徴である(12)。	
 

	
 

図 b：ATL 患者の末梢血に認められる Flower	
 

Cells	
 

	
 

	
 

	
 

	
 このような理由にて、目視での異常リンパ球の診断、特に反応性の異型リン

パ球と ATL 細胞の判別はしばしば困難であり、それ故に検者間誤差も生じやす

い。実際に、病院（検査者）間で異常リンパ球の割合の報告が大きく異なる経

験をすることも少なくなく、ATL においては、正確な腫瘍細胞数の評価すら困難

な状況であり、形態学的に評価する異常リンパ球数よりも、より正確な評価方

法の開発が求められていた。	
 

	
 また、ATL 細胞数を正確に評価することは不可能であったが、様々な研究者が
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ATL 細胞数を反映するようなマーカーを探し、検討を重ねてきた(13-19)。その

中で、現在最も用いられているのは、リアルタイム PCR 法を用いて定量する末

梢血単核細胞(Peripheral	
 blood	
 mononuclear	
 cell,	
 PBMC)中の HTLV-1 プロウ

ィルス量(Proviral	
 Load,	
 PVL)である(15-19)。PVL の単位は[copies/100	
 PBMCs]

であり、患者 PBMCにおける HTLV-1 感染細胞率を反映するマーカーではあるが、

いくつかの問題点をはらんでいる。	
 

	
 第１に、PVLはPBMC中のHTLV-1陽性細胞の割合であり、絶対数ではないため、

PBMC の他画分の細胞数に影響を受けてしまう。第２に、PVL は HTLV-1 感染の指

標であるため、HTLV-1 感染細胞の ATL 細胞への進展や ATL 細胞の割合を評価で

きない。第３に、まれではあるが ATL 細胞に複数の HTLV-1 が感染することが報

告されており、その場合、PVL は HTLV-1 陽性細胞数や ATL 細胞数を過大評価す

ることとなる。第４に、何よりも PVL の測定値が測定施設によって大きく異な

るという大きな問題があり、より一層の標準化が必要な状態である(20)。加え

て、Real-time	
 PCR を用いた定量法は時間も労力もかかり、臨床の場で頻用する

のは困難である。	
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２−１−３：基礎研究における ATL 細胞の分画法の確立の必要性	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 

	
 基礎研究においても、HTLV-1 感染 ATL 細胞と非感染 CD4 陽性 T リンパ球の識

別・分離は重要である。患者体内においては、進展した一部の ATL 細胞を除い

て、CD4 陽性 T 細胞に感染する HTLV-1 のコピー数は一般に 1	
 copy/cell であり

PVL が 100	
 [copies/100	
 PBMCs]を越えることはまず無い。しかし、in	
 vitro モ

デルや in	
 vivoモデルを用いて HTLV-1 感染 ATL 細胞と非感染リンパ球を共培養

させると、患者体内で見られないような異常な HTLV-1 感染をおこし、200%を越

えるような PVL 高値を引き起こすことや、非腫瘍細胞由来のセルライン(HTLV-1	
 

transformed	
 cell-line)樹立が報告されており、HTLV-1 感染細胞のみを正確に

取り出すことが、培養上も重要と考えられた。	
 

	
 

２−１−４：ATL 細胞の細胞表面抗原の特徴（フェノタイプ）	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 

	
 ATL で発現レベルが低下する細胞表面抗原としては、CD7、CD26(21)、発現が

見られるものとしては、CD4、CD25、CD30(22)、CD70(23)、CD134/OX40(24)、

CD194/CCR4(25)、TSLC-1(26)、TCR	
 αβ、NY-ESO-1(27)などが報告されていた。

しかし、これらの細胞表面抗原は他の健常リンパ球でも発現しているか、ある

いは、症例や ATL 細胞によって発現が多様であると考えられており、HTLV-1 感
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染 ATL 細胞と非感染リンパ球を明瞭に分類するような細胞表面抗原は報告され

ていなかった。	
 

	
 

２−１−５：	
 ATL における病態進行の評価法の必要性	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 

	
 また、HTLV-1 キャリアから、くすぶり型や慢性型 ATL などの indolent	
 ATL を

経て、リンパ腫型や急性型などの Aggressive	
 ATL へと至る病期の進行には、遺

伝子異常やエピジェネティックな異常の蓄積による多段階発癌が疑われている

（図 c）。統計学的には、５ステップ以上の異常の蓄積が想定されているが、そ

のメカニズムは未だによく分かっていない。加えて、ATL 発症の原因となる遺伝

子異常や脆弱性遺伝子も未だに同定されていない。	
 

	
 臨床の場においても、HTLV-1 キャリアや indolent	
 ATL 患者は、現在の治療の

必要はないが、その中の一部が将来的に aggressive	
 ATL を発症する可能性があ

り、注意深く外来で経過観察をする必要がある。しかし、病態の進行の評価は

困難であり、臨床の場においても病期の進行を評価する方法の開発も求められ

ていた。HTLV-1 キャリアにおいては PVL	
 4%以上の症例が ATL 発症のリスクが高

いという報告(28)がされ、ATL の急性型やリンパ腫型においては予後指標

ATL-PI(prognostic	
 index)が考案され、0.65(if	
 stage=	
 III	
 or	
 IV)	
 +	
 0.35(if	
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ECOG	
 PS	
 >	
 1)	
 +	
 0.016×age(years)	
 -	
 0.36×albumin(g/dL)	
 +	
 0.37×log10	
 (sIL-2R	
 

[U/mL])とやや煩雑な計算式によりおおまかに３群に分けられることが報告さ

れたが(29)、いずれも予後との関連を評価したものであり、病態の進行を評価

するものではなかった。	
 

	
 

図 c	
 HTLV-1 感染から ATL の発症まで	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

２−１−６：腫瘍と癌幹細胞モデル	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 

	
 従来、腫瘍は均一な細胞集団と思われてきたが、現在、多くの腫瘍は癌幹細

胞	
 (Cancer	
 Stem	
 Cell)を頂点としたヒエラルキーを持った集団であると考えら

れており、様々な腫瘍において癌幹細胞画分の存在とそれらのマーカーが報告
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されている（表 b）。	
 

	
 血液腫瘍も同様にヒエラルキーを持った集団であるとすると、血液腫瘍を根

治するには、癌幹細胞由来の大多数の腫瘍細胞ではなく、癌幹細胞そのものを

殺傷することが必要である。しかし、癌幹細胞は各種の抗癌剤に耐性を示すと

考えられており、化学療法によって腫瘍細胞の減少に成功しても、生き残った

癌幹細胞による増殖の再開とともに再発する可能性がある。急性骨髄性白血病

の一部においては、癌幹細胞マーカーの候補がいくつか同定されているが(30)、

ATL をはじめとした多くの血液腫瘍において、特に成熟リンパ系腫瘍においては

患者プライマリ細胞を用いて未だに癌幹細胞の同定にさえ成功していない。	
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表 b：血液腫瘍以外の癌における既報の癌幹細胞のマーカーと画分	
 

	
 

	
 

腫瘍の種類	
 癌幹細胞画分	
 画分割合	
 移植マウス	
 文献	
 年	
 

脳腫瘍（神経膠腫)	
 CD133+	
 19〜29%	
 NOD/SCID	
 Nature(31)	
 2004	
 

脳腫瘍（髄芽腫)	
 CD133+	
 6〜21%	
 NOD/SCID	
 Nature(31)	
 2004	
 

頭頚部扁平上皮癌	
 CD44+	
 0.4〜35.1%	
 
RAG2/γC	
 DKO	
 

NOD/SCID	
 
PNAS(32)	
 2007	
 

乳癌	
 CD44+/CD24-/low	
 11〜35%	
 NOD/SCID	
 PNAS(33)	
 2003	
 

乳癌	
 ALDH1+	
 3〜10%	
 NOD/SCID	
 
Cell	
 Stem	
 

Cell(34)	
 
2007	
 

肺癌	
 CD133+	
 0.3〜22%	
 SCID	
 
Cell	
 Death	
 

Diff(35)	
 
2008	
 

肝臓癌	
 CD90+/CD44+	
 0.74〜6.2%	
 BALB/C-nu/nu	
 
Cancer	
 

Cell(36)	
 
2008	
 

肝臓癌	
 CD133+/CD13+	
 2.0〜15.4%	
 NOD/SCID	
 JCI(37)	
 2010	
 

膵臓癌	
 CD44+/CD24+/ESA+	
 0.2〜0.8%	
 NOD/SCID	
 Cancer	
 Res(38)	
 2007	
 

膵臓癌	
 CD133+(/CXCR4+)	
 1.1〜3.2%	
 NMRI-nu/nu	
 
Cell	
 Stem	
 

Cell(39)	
 
2007	
 

腎癌(腎細胞癌)	
 CD105+	
 4.8〜11.4%	
 SCID	
 FASEB	
 J(40)	
 2008	
 

大腸癌	
 CD133+	
 1.8〜24.5%	
 NOD/SCID	
 Nature(41)	
 2007	
 

大腸癌	
 CD133+	
 0.7〜6.1%	
 SCID	
 Nature(42)	
 2007	
 

大腸癌（結腸直腸癌）	
 EpCAMhigh/CD44+	
 0.03〜38%	
 NOD/SCID	
 PNAS(43)	
 2007	
 

悪性黒色腫	
 ABCB5+	
 1.6〜20%	
 NOD/SCID	
 Nature(44)	
 2008	
 

悪性黒色腫	
 CD271+	
 2.5〜41%	
 RAG2/γC	
 DKO	
 Nature(45)	
 2010	
 

子宮癌(子宮内膜癌)	
 CD133+	
 1.3〜62.6%	
 NOD/SCID	
 
Clin	
 Cancer	
 

Research(46)	
 
2009	
 

卵巣癌	
 CD44+/CD117+	
 0.14〜0.2%	
 BALB/c-nu/nu	
 Cancer	
 Res(47)	
 2008	
 

卵巣癌	
 CD133+	
 0.3〜35%	
 NOD/SCID	
 Stem	
 Cells(48)	
 2009	
 

膀胱癌	
 CD44+/CK5+/CK20-	
 6.0〜34.5%	
 RAG2/γC	
 DKO	
 PNAS(49)	
 2009	
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２−１−７：マウス間葉系細胞とヒト細胞の共培養系	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 

	
 急性型 ATL 由来の腫瘍細胞は液体培養下では増殖できない。また IL-2 などの

サイトカインを加えても増殖ができないことが知られている。しかし、MS-5（マ

ウス間葉系セルライン）との共培養下において、大部分の細胞が死滅するもの

の、一部の細胞が Cobble	
 Stone（敷石）様の形態をとりながら増殖することが

報告されていた(50)。	
 

	
 MS-5 は放射線照射した 8週齢の C3H/HeNSlc マウスの骨髄由来の、骨髄間葉系

細胞株である(51,	
 52)。ヒト細胞とマウス間葉系細胞(HESS5、FBMD-1、ＭS-5 等)

を用いた共培養については、過去にも正常造血幹/前駆細胞やヒト白血病細胞を

増殖・分化させることができるという報告(51,	
 53-55)があり、最近では、ヒト

リンパ腫細胞が Cobble	
 Stone 様の形態をとりながら増殖するという報告(56)も

ある。他にも間葉系細胞との共培養を用いた Cobble	
 Stone	
 Assay は様々な幹細

胞/前駆細胞の割合を計算する際に用いられている。	
 

	
 ゆえに、ATL 細胞と MS-5 との共培養において死滅せずに増殖する細胞が、ATL

前駆細胞、あるいはそれに近い性質を持った細胞と考えられた。	
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２−１−８：CADM1 という細胞表面抗原について	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 

	
 本研究で利用したCADM1(cell	
 adhesion	
 molecule	
 1)は、TSLC1、Necl-2、SynCAM1、

SgIGSF、IGSF4A とも呼ばれる分子であり、免疫グロブリンスーパーファミリー

細胞接着分子群(IgCAM)に属する細胞間接着分子である。	
 

	
 TSLC1(tumor	
 suppressor	
 in	
 lung	
 cancer	
 1)という別名が示す通り、CADM1 遺

伝子はもともと非小細胞肺癌において失活する癌抑制遺伝子として同定され

(57)、現在では上皮系の多くの癌でも癌抑制遺伝子として機能することが知ら

れているが、成人	
 T	
 細胞白血病	
 (ATL)	
 の末梢血リンパ球では高発現している

ことが 2005 年に報告されていた(26)。	
 

	
 正常組織では、mRNA の発現はリンパ球を除く大部分の臓器で検出され、上皮

細胞において発現が認められる。特に肺、脳、精巣で上皮細胞間接着に関わっ

ている(58)。	
 

	
 細胞表面の CADM1 は隣接細胞との接着部位に強く発現し、隣接細胞の CADM1

とホモ二量体を形成する。CADM1 を高発現させると細胞凝集能が亢進し(59)、逆

に siRNA を用いて CADM1 をノックダウンすると接着能が低下し上皮系構造が失

われる(60)ことから、上皮組織では細胞接着因子としての役割が研究において

も確認されている。	
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２−２：本研究の目的と着眼点	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 

	
 本研究の目的は、まず、HTLV-1 感染細胞や、ATL 細胞の細胞表面に発現する

抗原の特徴を明らかにし、マルチカラーフローサイトメトリーを用いて、ATL 細

胞と非感染リンパ球をきちんと分離できる解析法（ゲーティング法）を作り上

げることである。	
 

	
 そして、その方法を実際の臨床の場で、臨床検査・病態解析に用い、実際の

臨床の場で有用な解析法であることを示す必要がある。また、臨床の場で頻用

可能なフローサイトメトリーを用いて予後を規定する因子の同定を試みようと

した。	
 

	
 さらには、この方法を基礎研究に用いて、腫瘍そのものの増殖を評価し、急

性型 ATL のモデルを構築し、その増殖メカニズムを解明することを目標に研究

を開始した。ほぼ全ての先行研究は CD4 陽性細胞全体、あるいは PBMC 全体を対

象としており、２−１−３に記載の通りの理由で、患者体内では見られないよう

な異常な HTLV-1 ウィルス依存性の増殖を排除できていないと思われた。特に、

NOD/SCID/IL-2Rγnull(NOG)マウスや NOD/SCID/JAK3null(NOJ)マウス等の免疫

不全マウスへの移植においては、HTLV-1 感染モデルにならないように最新の注

意と工夫が必要である。	
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 また、急性型 ATL 細胞の ex	
 vivo	
 /	
 in	
 vitroでの培養は困難ではあるが、２

−１−７に記載のようなアッセイ法がすでに報告されており、ATL 細胞と MS-5 と

の共培養において死滅せずに増殖する細胞を ATL 前駆細胞、あるいはそれに近

い性質を持った細胞と考え、この画分の同定を進めようと考えた。ATL の治療抵

抗性の原因の一つと疑われている ATL 前駆細胞の同定が進めば、新たな診断・

分類法につながり、将来的に ATL に対するより良い治療法の開発にもつながる

と考えられる。	
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 ３：材料と方法	
 	
 

３−１：患者検体	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 

	
 本研究は、患者の末梢血検体を用いる研究であり、その遂行にあたっては、

東京大学医科学研究所附属病院ならびに研究協力病院の今村病院分院において、

以下の通り、各病院における倫理審査による承認を得た上で研究を開始した。

文書による説明および患者同意の上で検体が採取され、これらの同意書に基づ

き解析をおこなった。また、患者の末梢血採取は治療上必要な採血日に限定さ

れ、検体採取目的に余分に針をさすことはしなかった。本研究はヘルシンキ宣

言を遵守して遂行された。	
 

	
 

●	
 東京大学医科学研究所/附属病院	
 倫理審査	
 承認済	
 	
 (承認番号 23-39)	
 

	
 「ATL 細胞表面抗原の網羅的解析と ATL 前駆細胞の同定」	
 

（申請責任者	
 当研究協力者	
 内丸薫）	
 

	
 

●	
 研究協力病院	
 今村病院分院	
 倫理審査	
 承認済	
 (承認番号 12-01)	
 

「ATL 細胞表面抗原の網羅的解析と ATL 前駆細胞の同定」	
 

（申請責任者	
 宇都宮與）	
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●	
 東京大学医科学研究所/附属病院	
 倫理審査	
 承認済	
 	
 (承認番号 22-3)	
 

	
 「Multi-color	
 FACS を用いた急性型成人 T細胞白血病細胞の解析」	
 

（申請責任者	
 当研究協力者	
 内丸薫）	
 

	
 

３−２：末梢血単核細胞（PBMC）	
 分離	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 

	
 VENOJECTⅡ	
 EDTA-2Na	
 7ml 採血管あるいは Heparin-Na	
 10mL 採血管（TERUMO）

を用いて採取された患者末梢血から、リンホセパール I（免疫生物研究所）を用

いて比重遠心分離法にて単核細胞を分離した。分離した単核細胞は 5%FBS 入り

PBS で１回洗浄した上で以下の解析に用いた。	
 

	
 

３−３：マルチカラーフローサイトメトリーを用いた細胞表面抗原の網羅的解析	
 	
 

	
 健常人２名、典型的な急性型 ATL 患者３名の PBMC をブロッキング後、細胞を

等分し、下記の組合せで免疫染色した。染色後は PBS にて洗浄し、測定前に PI

を加えたうえで、FACS	
 AriaⅡ	
 SORP(BD 社)を用いて解析した。	
 

	
 蛍光抗体・染色の組合せは、図 d の通りで、APC-Cy7 標識抗ヒト CD3 抗体(BD	
 

Pharmingen)、Pacific	
 Blue 標識抗ヒト CD4 抗体(Biolegend)、Pacific	
 Orange

標識抗ヒト CD14 抗体(CALTAG)、抗ヒト CD7 抗体［PE 標識（BD	
 Biosciences）あ
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るいは APC 標識（eBioscience）］を基本に、以下のいずれか（複数）を解析フ

ィルターが重複しないように組み合わせた。抗体はいずれも抗ヒト抗体であり、

FITC、PE、PerCP(-Cy5.5)、PE-Cy7、APC、AF647、いずれかの標識がされている。

評価対象とする抗原の抗体がAPC標識の場合はPE標識の抗CD7抗体を（図d上）、

評価対象とする抗原の抗体がPE標識の場合はAPC標識の抗CD7抗体を（図d下）

用意した。細胞表面抗原の発現は、対応する色素の isotype	
 control	
 (IgG)を別

途用意し、細胞表面抗原の発現陽性率を評価するためのコントロールとした。	
 

	
 

図 d：蛍光色素の組合せ（網羅的解析）	
 

[PE	
 CD7	
 Pattern]	
 Blue	
 Laser	
 Red	
 Laser	
 Violet	
 Laser	
 

FITC	
 PE	
 PerCP	
 PI	
 PE-Cy7	
 APC	
 APC-Cy7	
 
Pacific	
 

Blue	
 

Pacific	
 

Orange	
 

○	
 CD7	
 ○	
 PI	
 ○	
 ○	
 CD3	
 CD4	
 CD14	
 

	
 

【蛍光抗体リスト】	
 

APC 標識抗 CD1a 抗体、PE 標識抗 CD2 抗体、PE 標識抗 CD5 抗体、PE-Cy7 標識抗

[APC	
 CD7	
 Pattern]	
 Blue	
 Laser	
 Red	
 Laser	
 Violet	
 Laser	
 

FITC	
 PE	
 PerCP	
 PI	
 PE-Cy7	
 APC	
 APC-Cy7	
 
Pacific	
 

Blue	
 

Pacific	
 

Orange	
 

○	
 ○	
 ○	
 PI	
 ○	
 CD7	
 CD3	
 CD4	
 CD14	
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CD8 抗体、PE-Cy7 標識抗 CD10 抗体、FITC 標識抗 CD11a(integrin	
 αL)抗体、APC

標識抗 CD11b(integrin	
 αM)抗体、APC 標識抗 CD11c(integrin	
 αX)抗体、PE 標

識抗 CD13 抗体、FITC 標識抗 CD16 抗体、APC 標識抗 CD18(integrin	
 β2)抗体、

PerCP 標識抗 CD19 抗体、PE 標識抗 CD20 抗体、APC 標識抗 CD25(IL-2Rα)抗体、

PE 標識抗 CD26 抗体、PE 標識抗 CD27 抗体、FITC 標識抗 CD28 抗体、FITC 標識抗

CD29(integrinβ1)抗体、PE 標識抗 CD30(Ki-1)抗体、FITC 標識抗 CD31(PECAM-1)

抗体、PE-Cy7 標識抗 CD33 抗体、PE-Cy7 標識抗 CD34 抗体、PerCP 標識抗 CD38 抗

体、PerCP 標識抗 CD40 抗体、PerCP 標識抗 CD41(Integrin	
 αⅡb)抗体、FITC 標

識抗 CD44(H-CAM)抗体、PerCP 標識抗 CD45 抗体、FITC 標識抗 CD45RA 抗体、FITC

標識抗 CD45RO 抗体、PerCP 標識抗 CD47 抗体、PE 標識抗 CD49a(Integrin	
 α1)

抗体、FITC 標識抗 CD49b(Integrin	
 α2)抗体、PE 標識抗 CD49c(Integrin	
 α3)

抗体、PE 標識抗 CD49d(Integrin	
 α4)抗体、PE 標識抗 CD49e(Integrin	
 α5)抗

体、FITC 標識抗 CD49f(Integrin	
 α6)抗体、PerCP 標識抗 CD50(ICAM-3)抗体、

FITC 標識抗 CD51(Integrin	
 αV)抗体、PE 標識抗 CD52(CAMPATH-1)抗体、FITC 標

識抗 CD54(ICAM-1)抗体、PE-Cy7 標識抗 CD56(NCAM)抗体、FITC 標識抗 CD57 抗体、

FITC標識抗 CD61(Integrin	
 β3)抗体、FITC標識抗 CD62L(L-Selectin)抗体、FITC

標識抗 CD66b 抗体、PE 標識抗 CD69 抗体、PE 標識抗 CD70 抗体、PE 標識抗 CD71
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抗体、PE 標識抗 CD79a 抗体、PE 標識抗 CD79b 抗体、PE 標識抗 CD80 抗体、FITC

標識抗 CD86 抗体、PerCP 標識抗 CD90 抗体、APC 標識抗 CD94 抗体、PE 標識抗 CD95

抗体、FITC標識抗CD102(ICAM-2)抗体、FITC標識抗CD104抗体、FITC標識抗CD105

抗体、FITC 標識抗 CD107a 抗体、PE 標識抗 CD117(c-kit)抗体、PE 標識抗

CD120a(TNF-R)抗体、PE 標識抗 CD123 抗体、AF647 標識抗 CD127 抗体、PE 標識抗

CD132 抗体、APC 標識抗 CD133 抗体、APC 標識抗 CD135 抗体、FITC 標識抗 CD138

抗体、APC 標識抗 CD144(VE-Cadherin)抗体、PE 標識抗 CD146(Mel-CAM)抗体、APC

標識抗 CD152 抗体、PE 標識抗 CD154 抗体、APC 標識抗 CD161 抗体、FITC 標識抗

CD183(CXCR3)抗体、PE 標識抗 CD184(CXCR4)抗体、PerCP 標識抗 CD185(CXCR5)抗

体、PE-Cy7 標識抗 CD194(CCR4)抗体、APC 標識抗 CD195(CCR5)抗体、APC 標識抗

CD196(CCR6)抗体、PE 標識抗 CD197(CCR7)抗体、APC 標識抗 CD199(CCR9)抗体、

FITC 標識抗 CD235ab 抗体、PE 標識抗 CD243(MDR-1)抗体、PE 標識抗 CD253(TRAIL)

抗体、PE 標識抗 CD261(DR4/TRAIL-R4)抗体、PE 標識抗 CD262(DR5/TRAIL-R5)抗

体、PE 標識抗 CD271(NGF-R)抗体、PE 標識抗 CD278(ICOS)抗体、PE 標識抗

CD279(PD-1)抗体、PE 標識抗 CD325(N-Cadherin)抗体、PE 標識抗 CD357(GITR)抗

体、PE 標識抗 CD358(DR6)抗体、PE 標識抗 CCR10 抗体、FITC 標識抗 CLA 抗体、

PE 標識抗 DR3 抗体、AF488 標識抗 HLA-ABC 抗体、PerCP 標識抗 HLA-DR 抗体、APC
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標識抗 Integrin	
 β6抗体、PE標識抗 Integrin	
 β7抗体、APC 標識抗 Integrin	
 β8

抗体、APC 標識抗 MUC1 抗体、APC 標識抗 OB-Cad 抗体、AF647 標識抗 CADM1 抗体	
 

	
 

３−４：細胞表面抗原網羅的解析以外のフローサイトメトリー	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 

	
 典型的な急性型 ATL 患者の PBMC をブロッキング後、蛍光免疫染色した。染色

後は PBS にて洗浄し、測定前に PI を加えたうえで、FACS	
 Aria	
 Ⅱ	
 SORP を用い

て解析した。	
 

	
 染色の組合せは、PerCP-Cy5.5 標識抗 CD7 抗体、AF647 標識抗 CADM1 抗体、	
 

APC-Cy7 標識抗 CD3 抗体、Pacific	
 Blue 標識抗 CD4 抗体、V500 標識抗 CD14 抗	
 

体を基本に、他の抗体を解析フィルターが重複しないように組み合わせた。頻

用した染色の例を図 eに示す。	
 

	
 

図 e：蛍光色素の組合せ（ATL 細胞解析例）	
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 Laser	
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 Laser	
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３−５：フローサイトメトリーのソーティング	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 

	
 上記の蛍光免疫染色後、BD	
 FACS	
 AriaⅡ	
 SORP を用いて、細胞の解析ならびに

ソーティングを行った。生細胞率や正確な細胞数が、研究結果に大きく影響を

与えるため、解析ならびにソーティングに際しては、慎重に設定した。具体的

には、FSC-H,	
 FSC-W,	
 SSC-H,	
 SSC-W で完全にダブレット（重複細胞・細胞集塊）

を除去した上で、PI	
 vs.	
 FSC-A プロットを用いて死細胞を除去し、シングレッ

ト生細胞を解析対象とした。基本的な陽性画分・陰性画分の評価は、Isotype	
 

Control と比較して設定した。また、ソーティングによる細胞傷害を防ぐため、

全てのソーティングにおいて、ノズルは 100μm のものを使用し、Flow	
 rate は

基本的に 1.0とし	
 (細胞濃度が薄く回収に時間がかかる場合でも 2.5程度まで)、

Sorting	
 Precision は Purity・4-way	
 Purity・Single	
 cell	
 sorting のいずれか

とした。ソーティング後に細胞培養をする場合の検体は凍結保存検体を用いず、

単核細胞分離後すぐに染色・ソーティングした。	
 

	
 

３−６：フローサイトメトリー結果の解析	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 

	
 測定・記録後のデータ解析は、Flow	
 Jo（Tomy	
 Digital	
 Biology）ならびに

Fluidigm	
 Cytobank	
 (CytoBank) を用いて解析した。一部のデータは、
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spanning-tree	
 progression	
 analysis	
 of	
 density-normalized	
 events	
 (SPADE)	
 

解析(61)や、viSNE 解析(62)をおこなった。	
 

	
 

３−７：細胞培養(共培養)と、培養後 ATL 細胞数の評価	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 

	
 マウス骨髄由来の間葉系細胞 MS-5 は、長崎大学の長井一浩先生(50)より供与

頂いた。共培養前１週間前〜前日までに EDTA-Trypsin を用いて細胞剥離後、

24-well	
 plate（細胞数に応じて 96-well	
 plate や 48-well	
 plate も使用）に播

種し、共培養当日には約 70%〜95%コンフルエントになるようにした。MS-5 単独

の培養液には Iscove's	
 Modified	
 Dulbecco's	
 Medium	
 (IMDM)に最終濃度 10%に

なるように Fetal	
 bovine	
 serum(FBS)添加したものを、ATL 細胞と MS-5 の共培

養の培養液には Roswell	
 Park	
 Memorial	
 Institute	
 medium	
 1640(RPMI-1640)に

20%	
 FBS を添加したものを用いた。	
 

	
 先述の通り、死細胞やダブレット細胞を完全に除去した上で、SSC	
 vs.	
 CD14

プロットを用いて CD14 陽性の単球を除去し、CD4	
 vs.	
 CD3 プロットを用いて CD4

陽性画分を取り出し、CD7	
 vs.	
 CADM1 プロットを用いて CADM1 陽性画分（ATL 細

胞）を取り出した。その後、対象とする細胞表面抗原の発現レベルにて ATL 細

胞を細分化し、各画分をソーティングにて取り出した。前もって IMDM(10%FBS)
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と共に MS-5 を播種したプレートの培養液を RPMI-1640(20%FBS)に換えた後、対

照画分も含め、同数をプレートソーティングにて直接プレートに播種した。細

胞数は各ウェル１万個までとした。	
 

	
 共培養中は、週２回のペースで 20%FBS 添加 RPMI-1640 を交換した。培養液は

静かに回収し、遠心の上で上清を除去し、沈降成分を全てもとのウェルに戻し

た。共培養中に IL-2 を加える場合、recombinant	
 human	
 IL-2	
 (PEPROTECH 社)

をウェル内に最終濃度 40ng/mL になるように添加し、培養液交換と同じタイミ

ングで添加を繰り返した。	
 

	
 共培養から約 14 日後、MS-5 と ATL 細胞は Accutase（Innovative	
 Cell	
 

Technologies）等を用いてウェルから剥がした上で、丁寧にもれなく全量を回

収した。１回洗浄をかけた後、5%FBSを添加したPhosphate	
 buffered	
 saline(PBS)

に溶解し、全量を約 500μL とした。PBS(5%FBS)の比重は 1.0018 であったので、

正確な液量[μL]は細胞回収前後の容器の重量の差[mg]を 1.00 で割ることによ

り算出した。また、その一部(150μL)を ATL 細胞数の定量に用いた。残りは必

要に応じて、通常のフローサイトメトリー解析（フェノタイプ解析）に用いた。	
 

	
 共培養後に ATL 細胞数だけを評価する方法は次の通りである。まず、ロット

により異なるが約 5万個前後の既知量のビーズが入っている TruCount チューブ
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(BD)に FITC 標識抗マウス CD9 抗体と PerCP 標識抗ヒト CD45 抗体（あるいは

Pacific	
 Blue 標識抗ヒト CD4 抗体）を前もって入れた。次に、先述の細胞溶液

150μL をいれ、よくまぜたうえで、20 分間室温にて放置した。その後、洗浄操

作を加えず、よく撹拌し PI を加えた上で、フローサイトメトリー解析した。測

定データのビーズとヒト CD45 陽性細胞の比から、ウェル内の ATL 細胞数を算出

した。2 週間後のヒト CD45 陽性細胞数の多かった画分群の結果の平均値を 100%

としてグラフ化した。	
 

	
 

３−８：Inverse	
 PCR 法	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 

	
 腫瘍細胞のクローナリティーを評価するためには、ヒトゲノムへの HTLV-1 プ

ロウィルスのインテグレーションサイトが異なる事を利用した。HTLV-1 プロウ

ィルスの一部とその組み込み部位に隣接したヒトゲノム DNA	
 を Inverse	
 PCR 法

(63)を用いて増幅し、評価した。	
 

	
 具体的には、ソーティングにて回収した細胞よりキットを用いてDNA抽出後、

ゲノム DNA(1μg)を、PstI あるいは EcoRI(Takara)を用いて	
 37°C で	
 12	
 時間

制限酵素処理し、調整した	
 DNA	
 溶液全量を	
 T4	
 ligase	
 (Takara)により	
 4°C で	
 

16	
 時間反応させ、断片化したゲノム	
 DNA	
 の	
 Self-ligation	
 を行った。
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Self-ligation	
 反応後、PCR	
 の鋳型とした。PCR	
 は、94°C で	
 2	
 分インキュベ

ート後に、94°C で	
 30	
 秒、68°C で	
 8	
 分を	
 35	
 サイクル行い、72°C で	
 10	
 分

というプログラムを行った。	
 

用いたプライマーセットは以下の通りである。	
 

（Pst1 処理後）	
 

Forward	
 5’-CAGCCCATTCTATAGCACTCTCCAGGAGAG-3’	
 

Reverse	
 5’-CAGTCTCCAAACACGTAGACTGGGTATCCG-3’	
 

（EcoRI 処理後）	
 

Forward	
 5’-TGCCTGACCCTGCTTGCTCAACTCTACGTCTTTG-3’	
 

Reverse	
 5’-AGTCTGGGCCCTGACCTTTTCAGACTTCTGTTTC-3’	
 

全ての	
 PCR	
 は独立に	
 3	
 回ずつ行った。Inverse	
 PCR	
 産物は、0.8%アガロース

ゲル電気泳動で	
 100V、50	
 分泳動し解析を行った。	
 

	
 

３−９：HTLV-1 プロウィルス量（PVL）の算定	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 

	
 対象画分のHTLV-1感染細胞率の評価には、HTLV-1	
 PVLを利用し、その測定は、

既報の論文報告(28)と同様におこなった。	
 

	
 簡潔にまとめると、ソーティングにて回収した細胞より NucleoSpin	
 Tissue	
 XS	
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(タカラバイオ)等を用いて DNA を抽出後、プロウイルスのコピー数を Taqman	
 法

によるリアルタイム	
 PCR	
 法により、ABI	
 Prism	
 7000	
 (Applied	
 Biosystems)を

用いて計測した。定	
 量	
 PCR	
 は、2	
 種類のプライマーセット(HTLV-1 プロウィル

ス pX 領域と、	
 RNase	
 P	
 enzyme	
 をコードする遺伝子)を用いた	
 Multiplex	
 PCR	
 法

により行った。RNase	
 P	
 をコードする遺伝子に対するプライマーとプローブは、

Applied	
 Biosystems から購入した。	
 

	
 HTLV-1	
 プロウイルスに対するプライマーとプローブは以下の通り。	
 

Forward	
 5’-CGGATACCCAGTCTACGTGTT-3’、	
 	
 

Reverse	
 5’-CAGTAGGGCGTGACGATGTA-3’、	
 

FAM-labeled	
 probe	
 5’-CTGTGTACAAGGCGACTGGTGCC-3’	
 

	
 また、同時に PVL が 100%であることが知られている HTLV-1 感染細胞株の

TL-Om1（2copy	
 /	
 4n）をポジティブコントロールに用いて、結果が 100%になる

ように比例法にて補正した。	
 

	
 

３−10：HTLV-1	
 bZIP	
 factor(HBZ)の PCR	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 

	
 対象画分の HTLV-1 感染細胞の有無の評価には、HTLV-1	
 bZIP	
 factor(HBZ)遺

伝子の PCR を用いて既報の通り(64,	
 65)、行った。コントロールとして、β-actin



- 33 - 

遺伝子(ACTB)を用いた。それぞれに対するプライマーは次の通り。	
 

（HBZ）	
 

Forward	
 5’-CGCTGCCGATCACGATG-3’	
 

Reverse	
 5’-GGAGGAATTGGTGGACG-3’	
 

（ACTB）	
 

Forward	
 5’-CGTGCTCAGGGCTTCTT-3’	
 

Reverse	
 5’-TGAAGGTCTCAAACATGATCTG-3’	
 

	
 

３−１１：臨床検査法としての解析	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 

	
 基礎的な研究成果から臨床の場における先述のフローサイトメトリー解析法

の有用性が示された後、当該解析法を臨床検査として検査部で運用可能な形に

変更後、附属病院検査部に実際に導入した。なお、対象患者は、2011 年 6 月よ

り 2012 年 12 月までの間に当院に入院していた急性型 ATL 患者で、前もって書

面にて同意を得られた患者とした。一部の患者は、他院にて化学療法を受けた

後に当院に転院していた。また、過去に造血幹細胞移植をうけた患者は対象外

とした。ATL 患者の末梢血を、治療前あるいは化学療法各コース直前の時点で、

評価した（計 14 名、のべ 49 回）。	
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 この検査用に新たな採血を追加することはなく、バキュテイナ EDTA-2K 採血

管(BD)を用いて採血された末梢血の、通常の血算測定に用いられた残りを用い

た。臨床検査の手順は図 fの通りである。	
 

	
 詳細は、まず、既知量のビーズが入っている TruCount チューブ(BD)に前もっ

て抗ヒト CD3 抗体、抗ヒト CD4 抗体、抗ヒト CD7 抗体、抗ヒト CD14 抗体を入れ

準備した。採血管をよく撹拌の上、その中から 100μL を取り出し、TruCount チ

ューブへ入れ、ピペッティングにてよく撹拌し、室温にて 15 分反応させた。そ

の後、10 倍希釈した FACS	
 Lysing	
 Solution	
 (BD)を 500〜1000μL 加え、よく撹

拌し、室温にて 15 分反応させた。その後、洗浄等の操作を加えず、よく撹拌後

すぐに FACS	
 Calibur	
 (BD)にて測定・記録した。	
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図 f：臨床検査法の手順	
 

	
 

	
 記録データは Flow	
 Jo を用いて解析し、急性型 ATL で腫瘍細胞が濃縮される

と考えられる(63)、CD7N1G（後述）画分を取り出した。詳細な gating は次の通

りである。FSC	
 vs.	
 SSC プロットにてリンパ球画分を広めに取り(図 f-A)、次に、

CD14	
 vs.	
 SSC プロットにて単球を除去した(図 f-B)。さらに、CD4	
 vs.	
 CD3 プロ

ットにて CD4 陽性リンパ球を取り出し(図 f-C)、それらを CD7	
 vs.	
 CD3 プロット

で展開し、等高線プロットをもとに、CD7P1G、CD7D1G、CD7N1Gの３画分に分類した

（図 f-E/F）。なお、ビーズは、その性質から FITC	
 vs.	
 PE プロットにて取り出

した（図 f-D）。また、CD7N1Gの絶対数は、図 f-G に記載の計算式を用いて、算
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出した。	
 

	
 同時に、白血球数を XE-2100	
 (Sysmex)にて測定し、ライトギムザ染色後、当

院の熟練した臨床検査技師により顕微鏡下に目視にて計300〜400個の有核細胞

を分類し、異常リンパ球割合を算出した。末梢血白血球数と異常リンパ球割合

をかけることによって異常リンパ球絶対数[/μL]を算出した。	
 

	
 

図 f：臨床検査において用いたフローサイトメトリー解析の分画法	
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３−１２：フローサイトメトリーにて定量する ATL 細胞数と形態学的に評価する

異常リンパ球数の相関性の解析	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 

	
 フローサイトメトリーにて定量する ATL 細胞数と形態学的に評価する異常リ

ンパ球数はどちらも対数正規分布であったため、対数変換の上で解析をおこな

った。その後、この２つの相関性は、Pearson(ピアソン)の相関係数、Spearman(ス

ピアマン )の順位相関係数、級内相関係数（ intraclass	
 correlation	
 

coefficients,	
 ICC）を用いて評価した。また、2つの手法の差を Bland-Altman	
 

プロットにて評価した。患者間の評価回数の違いが上記の解析に影響を与える

可能性は、IPW(Inverse	
 Probability	
 Weighting)法にて評価した。	
 

	
 

３−１３：生存期間（Disease-specific	
 survival）の解析	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 

	
 上記臨床検査法（3-11 記載）の対象患者 14 名のうち、化学療法前後の測定の

ある 12 名を対象とした。観察期間における初回の化学療法前後の様々なパラメ

ー タ の 変 化 に て ２ 群 に 分 け 、 化 学 療 法 後 評 価 日 か ら の 生 存 期 間

（Disease-specific	
 survival）を Kaplan-Meier 法で描出し、logrank 検定にて

評価した。評価項目としては、CD7P1G・CD7D1G・CD7N1G（後述）の割合や絶対数、

異常リンパ球の割合や絶対数、LDH・可溶性 IL-2R(sIL-2R)など従来の治療評価



- 38 - 

項目の化学療法前後の変化を用いた。	
 

	
 化学療法後の CD7N1G の割合の変化においては、化学療法後の CD7N1G の割合を

基準として 95%未満に減少した場合を CD7N1G割合減少とし、100%を越えた場合を

CD7N1G割合増加、どちらにも該当しない場合を CD7N1G割合変化無しと評価した。	
 

	
 

３−１４：サイトスピンとライトギムザ染色	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 

	
 ３−１１同様の方法にて染色後、FACS	
 Aria	
 II	
 SORP	
 (BD)を用いて解析し、ソ

ーティングにて各画分の細胞を取り出した。回収した細胞はサイトスピン（20G	
 

5 分）にてスライドガラスに固定し、ライトギムザ染色を行い、形態学的に評価

した。	
 

	
 

３−１５：統計学的解析	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 

	
 統計学的解析には、Graphpad	
 Prism（Graphpad 社）

ならびに IBM	
 SPSS	
 20	
 (IBM 社)を用いた。統計学的

有意差は、	
 右のように示した。	
 

	
 	
 	
 

*	
 P	
 ≤	
 0.05	
 

**	
 P	
 ≤	
 0.01	
 

***	
 P	
 ≤	
 0.001	
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 ４：結果	
 	
 

４−１：ATL における CD4 陽性細胞は主に３画分に分類される	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 

	
 ATL 細胞の特徴は、CD4 陽性であり、CD3 や CD7 の発現が落ちることが知られ

ている。そのため、CD4 陽性細胞を CD7 ならびに CD3 のプロットで展開すると、

細胞密度を用いた等高線プロット解析から ATL 患者における CD4 陽性細胞は主

に CD3PositiveCD7Positive(CD7P1G) 、 CD3Dimly-positiveCD7Dimly-positive(CD7D1G) 、

CD3Dimly-positiveCD7Negative(CD7N1G)の３つの画分に分類されることが分かっていた

（図 1A）。	
 

	
 さらに、ATL 細胞では CADM1 を発現していることが分かり、CD4 陽性細胞を CD7

ならびに CADM1 のプロットで展開すると、ATL 患者における CD4 陽性細胞は主に

CADM1NegativeCD7Positive(CD7P2G) 、 CADM1PositiveCD7Dimly-positive(CD7D2G) 、 CADM1Positive	
 

CD7Negative(CD7N2G)の３つの画分に分けられることがわかった(図 1B)。これらの２

つの分画法を比較するため、図 1B の CD7P2G、CD7D2G、CD7N2Gの各細胞集団を CD7

ならびに CD3 のプロットに展開すると、それぞれが主に図 1A の CD7P1G、CD7D1G、

CD7N1Gの画分に描出され(図 1C)、２つの分画法を用いた CD7P・CD7D・CD7N 画分

はそれぞれがおおまかに対応することが確認された。そこで、CD7P2G、CD7D2G、

CD7N2G の各画分をソーティングにて取り出し、各画分の HTLV-1	
 Proviral	
 Load
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を評価すると、HTLV-1 感染細胞は主に CD7D2Gならびに CD7N2Gの画分に濃縮され

ることが分かった(図 1D)。また、同様に各画分から抽出した DNA を PCR にて

HTLV-1	
 bZIP	
 factor(HBZ)の有無を評価した結果においても、HTLV-1 感染細胞は

主に CD7D2Gならびに CD7N2Gの画分に濃縮されることが分かった(図 1E)。なお、

PositiveコントロールとしてTL-om1（HTLV1感染細胞株のセルライン）、Negative

コントロールとして健常人の PBMC を用いている。また、T-cell	
 receptor	
 (TCR)	
 

Vβレパトアの多様性を利用して、HTLV-1 感染細胞の多様性を評価した。当患者

では Major	
 clone が TCRVβ17 を発現していたため、各画分の TCR	
 Vβ17 の発現

をフローサイトメトリーにて評価したところ、ATL	
 major	
 clone は CD7D2Gならび

に CD7N2Gの画分に濃縮される事が分かった（図 1F）。なお、CD7P2G画分にも 5.5%

の TCR	
 Vβ17 陽性細胞を認めたが、それらの TCR	
 Vβ17 の発現レベルは CD7D2G

や CD7N2G 画分の発現レベルと異なり、健常リンパ球において偶然同じレパトア

型を持っているリンパ球を見ていると考えられた。また、各画分のクローナリ

ティーを Inverse	
 PCR 法を用いて評価したところ、ATL	
 major	
 clone は主に CD7D2G

ならびに CD7N2Gの画分に濃縮される事が分かった（図 1G）。	
 

	
 以上のことから、HTLV-1 感染 ATL 細胞は主に CD7D2Gならびに CD7N2Gの画分に

濃縮される事が分かった。この現象は、くすぶり型、慢性型、急性型のいずれ



- 41 - 

においても同様の結果であった。	
 

	
 

４−２：CD4 陽性細胞における CD7	
 vs.	
 CADM1 プロットは病態の進行を反映する	
 	
 	
 

	
 また、図１で示した CD7P2G、CD7D2G、CD7N2G、各画分の割合は、下山分類によ

る分類ごとに大きく異なることが分かった。健常人における CD4 陽性細胞は基

本的に CD7P2Gが主体であるが、HTLV-1 キャリア、くすぶり型、慢性型、急性型

と病態がすすむにつれて CD7P2Gの割合（図２A）が減り、CD7N2Gの画分の割合（図

２B）が増えていくことが分かった（図２C）。なお、急性型においては、基本的

に、CADM1 陽性画分の中で CD7N2G画分が主体であり、CD7D2G画分の割合は低値で

あった。	
 

	
 

４−３：急性型 ATL において異常リンパ球は CD7N1Gの画分に高度に濃縮される	
 	
 	
 

	
 次に、以下の研究では、対照症例を典型的な急性型 ATL に絞って解析をおこ

なった。典型的な急性型 ATL 患者の CD7P1G、CD7D1G、CD7N1G各画分をソーティン

グにて取り出し、サイトスピンを用いて標本固定後、ライトギムザ染色し、形

態を評価したところ、異常リンパ球は CD7N1G の画分に濃縮されることが分かっ

た（図３A）。また、CD7D1Gにも少数の割合で異常リンパ球の混在を認めたが、急
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性型 ATLにおいては CD4陽性リンパ球における CD7D1G自体の割合が小さく(図３

B)、このことから、急性型 ATL における異常リンパ球は主に CD7N1Gに濃縮され

る事が分かった。なお、図３Aの例においても、CD7D1Gに含まれる異常リンパ球

の絶対数は CD7N1Gに含まれる異常リンパ球数の約 1000 分の 1であった	
 [(0.017

×0.06)/(0.956×0.99)]	
 。	
 

	
 

４−４：急性型 ATL において末梢血の CD7N1G細胞数は、熟練した検査者が評価す

る異常リンパ球数と高度に相関する	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 

	
 次に、実際の急性型 ATL 患者の検体を用いて、ATL 細胞（CD7N1G細胞）の定量

化を試みた。また、フローサイトメトリーを用いて定量する ATL 細胞（CD7N1G

細胞）の絶対数[/μL]を、当院の ATL 細胞の形態分類に熟練した検査者が評価

する異常リンパ球の絶対数[/μL]と比較して、のべ 49 測定で評価したところ、

Pearson・Spearman・級内相関係数(ICC)を用いたいずれの相関性解析において

も強い相関性をもつことが明らかになった。Pearson の相関係数 R は 0.963、

Spearman の相関係数は 0.921、ICC は 0.962 であった。また、原点回帰条件下で

の線形回帰係数(β)は 1.013	
 (95%CI：0.991-1.034)であり、異常リンパ球数と

CD7N1G細胞数の強い相関性が示唆された（図４A）。また、２つの方法の測定誤差
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を Bland-Altman	
 Plot を用いて評価したが、２群に有意な系統誤差を認めなか

った（図４B）。	
 

	
 

４−５：急性型 ATL において化学療法前後の末梢血 CD4 陽性細胞における CD7N1G

細胞割合の変化は、化学療法感受性や予後を反映する	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 

	
 次に、急性型 ATL 症例の化学療法前後の CD4 陽性細胞における CD7	
 vs.	
 CD3

プロットの変化を追ったところ、その変化は化学療法抵抗性例と感受例におい

て大きく異なることが繰り返し観察された。	
 

	
 化学療法感受性例においては、CD7N1G細胞数の絶対数が大きく現象するのに加

えて、CD7	
 vs.	
 CD3 プロットが大きく変化した。具体的には CD7P1Gの割合が有意

に上昇し、CD7N1Gの割合が減少した。一方で、多く見られる化学療法抵抗性にお

いては、一時的に CD7N1G絶対数が改善する事はあったが、CD7	
 vs.	
 CD3 プロット

はほとんど変わらなかった。このことから、化学療法前後の CD7	
 vs.	
 CD3 プロ

ットの変化は、化学療法感受性を反映していた（図５A）。	
 

	
 また、表１に示す 12 症例において、観察期間内における初回の化学療法 1コ

ースの前後の CD4 陽性細胞における CD7N1G割合の変化にて、CD7N1G割合が改善し

た群と、改善を認めない群とに分けて Kaplan-Meier 曲線を用いて、
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Disease-specific	
 survival	
 (DSS)を評価した。その結果、CD7N1G 割合の改善し

た群において予後が有意に良い結果が得られた。Log-rank テストにて評価した

ところ、２群の DSS の間に有意な差を認めた(p=0.003)（図５B）。	
 

	
 

４−６：ATL 細胞は他の CD4 陽性 T 細胞と比較し、特徴的な細胞表面抗原の発現

パターンをとる	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 

	
 急性型 ATL 患者における CD7+	
 (CD7P1Gならびに CD7D1G群)と CD7N1G群の細胞表

面抗原の発現を健常人と比較した。その結果を、統計学的階級クラスタリング

解析を用いて評価したところ、急性型 ATL 患者における ATL 細胞	
 (CD7N1G細胞)

は一つの Major	
 Cluster を構築することが分かった（図６A）。	
 

	
 また、CD4 陽性 Tリンパ球は、CD45RA	
 vs.	
 CD62L	
 あるいは CCR7 プロットにて、

ナイーブ T細胞・セントラルメモリーT細胞・エフェクターメモリーT細胞・エ

フェクターT細胞に分類される事が知られているため、急性型 ATL 細胞において

の CD45RA・CD62L・CCR7 の発現の結果を、それらの分類と照らし合わせた（図

６B）。急性型 ATL(CD7N1G)細胞は、CD45RA-、CD45RO+、CCR7-であり、CD62L は陽

性から陰性まで幅広く分布していた。この結果からは、ATL 細胞は、セントラル

メモリーT細胞やエフェクターメモリーT細胞のフェノタイプを持つと考えられ
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た。	
 

	
 また、図６Aの結果を基に、CD7N1G（ATL）細胞に特徴的な発現パターンを持ち、

CD7N1G（ATL）細胞においてその発現が陽性、弱陽性から陰性まで幅広く分布す

るものを ATL 前駆細胞マーカーの候補として取り出した。その中の例として、

CD71、CD25、CD62L の結果を、図６C〜Eに示した。	
 

	
 

４−７：急性型 ATL 細胞は MS-5 なしでは生存・増殖不可能である	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 

	
 CD4+CADM1+細胞を取り出し、同数、MS-5 の有無で２週間の細胞培養を繰り返

した。代表的な結果を図７A に示すとおり、急性型 ATL 細胞は MS-5 なしでは生

存・増殖不可能であることが分かった。そのため、今後の実験では MS-5 との共

培養系を用いることとした。	
 

	
 また、試みた全例において MS-5 なしでは IL-2	
 (40ng/ml)を添加しても生存・

増殖は認めなかったが、約半数の症例においては MS-5 との共培養下において

IL-2 反応性の増殖が認められた（図７A）。	
 

	
 また、IL-2 反応性増殖を認めた症例において、MS-5 との共培養下で、

IL-2(40ng/ml)添加の有無でわけ、FSC(Forward	
 Scatter)を用いて、細胞径を評

価した。IL-2 添加で急激な増殖をきたした場合は、添加しない場合に比べて細
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胞径が大きな細胞が目立った（図７B）。他のリンパ球同様、細胞の増殖を繰り

返すにつれ、ATL 細胞も細胞径が大きくなる特徴を持つと考えられた。	
 

	
 さらに、実際の患者サンプルを用いて、同一患者における化学療法前後の細

胞径を比較した（図７C）。まず、CADM1 の発現と FSC(細胞径)はおおまかに比例

することが分かった。また、化学療法後にも一部の CD4+CADM1+細胞は残存して

いたが、細胞径が大きく CADM1 発現の強い細胞が消失しており、細胞径の小さ

な細胞は化学療法抵抗性であることが示唆された。	
 

	
 

４−８：	
 2 週間の共培養結果に影響の与える因子として CD71,CD25,CD62L がある	
 	
 	
 

	
 ４−５で選び出した様々な細胞表面抗原を用いて、CD4+CADM1+(ATL)細胞をヒ

ストグラム展開し、それらの抗原の発現レベルにて ATL 細胞を分類した。様々

な画分をソーティングにて取り出し、MS-5 における共培養を繰り返し、in	
 vitro

における細胞生存・増殖能を評価した。その結果、CD62L 強陽性画分、CD71 陰

性画分、CD25 陽性画分、CD7 陰性画分の２週間後の細胞数が、各々の対照画分

よりも有意に多いことが複数例において確認された（図８A）。	
 

	
 そこで同一症例において、CD71(陽性画分、陰性画分)、CD25(陽性画分、陰性

画分)、CD7(陽性画分、陰性画分)、CD62L(強陽性画分、弱陽性画分、陰性画分)
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を同数、MS-5 と共培養し、2 週間後の細胞数の差を評価した。有意な画分の細

胞数を、同じ染色の対象画分の細胞数で割り、どれだけの差が生じるかを評価

した。CD71 陰性画分は CD71 陽性画分と、CD25 陽性画分は CD25 陰性画分と、CD7

陰性画分は CD7 陽性画分と、CD62L 強陽性画分は CD62L 弱陽性画分・陰性画分の

平均値と比較した。有意差を与えない抗原として CD271 を選び、CD271 陰性画分

は CD271 陽性画分と比較した。	
 

	
 その結果、CD25 ならびに CD71 の発現が、ATL 細胞における 2週間の細胞培養

結果に最も影響を与える２つであることが分かった（図８B）。	
 

	
 

４−９：MS-5 上で生存・増殖可能な細胞は主に CD4+CADM1+/CD71-CD25+(S 画分)

に濃縮される	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 

	
 ４−８の結果より、この後の研究では、CD25 ならびに CD71 の２軸を組み合わ

せ、MS-5 上で生存・増殖可能な ATL 細胞の、更なる濃縮を試みることとした。	
 

	
 化学療法未治療あるいは１コース程度であり、典型的な急性型 ATL 症例に対

象をしぼった。また、下山分類上は急性型に分類される症例でも、慢性型から

ゆっくりと進展した急性型症例や、慢性型と類似の経過をたどる症例は除外し

た。その上で、急性型 ATL 患者の末梢血の CD4+CADM1+細胞を CD71-CD25+画分と
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それ以外の画分に分類し、それぞれ同数を MS-5 と共培養するということを繰り

返した。その結果、CD4+CADM1+CD71-CD25+以外の CD4+CADM1+画分の細胞はほと

んど全てが絶滅した（図９A）。MS-5 上に生存・増殖可能な細胞は

CD4+CADM1+/CD71-CD25+の画分に濃縮されることが分かった。このデータは、複

数例において確認された。CD4+CADM1+CD71-CD25+画分の細胞は、MS-5 共培養下

において、典型例では図９B に示すような	
 Cobble	
 Stone	
 Area を作りながら増

殖を示した。	
 

	
 CD4+CADM1+/CD71-CD25+ 画 分 の 更 な る 細 分 化 を 目 指 し 、

CD4+CADM1+/CD71-CD25+画分と、CD4+CADM1+/CD71-CD25+CD62L++画分の比較も行

ったが、２週間後の細胞数はほとんど変わらず、有意差を認めなかった（図９C）。	
 

	
 また、CD4+CADM1+CD71-CD25+画分と、それ以外の CD4+CADM1+画分の細胞径な

らびに、CADM1 の発現を評価した（図９D）。CD4+CADM1+CD71-CD25+画分の細胞は

細胞径が小さく、CADM1 の発現がやや低いのに対し、対照画分の細胞は細胞径が

大きく、CADM1 の発現も高かった。	
 

	
 さらに、CD4+CADM1+CD71-CD25+画分の細胞は、MS-5 共培養下 2 週間後にフェ

ノタイプを解析すると、もともとあった他の画分(CD71+や CD25-/dim の画分)を

作り上げられることが分かった（図９E 左）。さらに、MS-5 上で IL-2 反応に増
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殖を示す症例ではこの傾向が顕著であり、2週間後の ATL(CD4+CADM1+)細胞のほ

とんどが CD71-CD25+以外のフェノタイプを示した（図９E右）。	
 

	
 

４−１０：	
 S 画分の細胞は化学療法抵抗性である	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 

	
 次に、CD4+CADM1+細胞における S 画分(CD71-CD25+画分)の割合を同一患者の

化学療法前後で評価した。典型例においては、化学療法後に残存している

CD4+CADM1+のほとんどが CD71-CD25+画分であった（図１０A）。化学療法後には

CD4+CADM1+細胞における CD71-CD25+画分の割合は高度に高くなることが繰り返

し観察され（図１０B）、CD71-CD25+画分は化学療法後には相対的に濃縮されて

いる。このことから、CD4+CADM1+/CD71-CD25+細胞は化学療法抵抗性であること

が示唆された。	
 

	
 

４−１１：細胞ヒエラルキー解析(SPADE 解析)と S画分	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 

	
 また、Flow	
 cytometry や CyTOF	
 mass	
 cytometry を用いた解析結果から、様々

な細胞集団の同定やその集団内におけるヒエラルキーを描出する手法として

Spanning-tree	
 progression	
 analysis	
 of	
 density-normalized	
 events	
 (SPADE)	
 

という手法が確立され、最近、様々な解析に用いられている(61,	
 66-69)。そこ
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で、当研究においてもこの手法を用いて、急性型 ATL 患者の PBMC のマルチカラ

ーフローサイトメトリーの結果を解析し、S画分がどのように描出されるか検討

をおこなった。その結果、急性型 ATL 患者の PBMC	
 中の B細胞、単球、CD8 陽性

T 細胞、CD4 陽性 T 細胞がそれぞれ別の細胞集団としてきれいに区分され、CD4

陽性 T細胞のなかでも HTLV-1 非感染の健常リンパ球と ATL 細胞が別々の細胞集

団として分離された。さらには、S 画分(CD4+CADM1+CD71-CD25+画分)の細胞は

ATL 細胞集団の根本に位置するように描出され、SPADE 解析の結果は他の ATL 細

胞が S画分に起源する可能性を示唆していた（図１１）。	
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 ５：図とその説明	
 	
 

図１：ATL 患者の CD4 陽性リンパ球の３画分と、それらの画分の詳細な評価	
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indolent	
 ATL においても、aggressive	
 ATL においても、同様の結果が得られた

が、ここでは、３画分がきれいに描出される慢性型 ATL 症例を例として、図 1A

〜G まで同一症例のデータをここに示した。	
 

A. CD4 陽性リンパ球は CD7 ならびに CD3 を２軸とした展開にて、

CD3PositiveCD7Positive(CD7P1G)＜緑＞、CD3Dimly-positiveCD7Dimly-positive(CD7D1G)＜黄＞、

CD3Dimly-positiveCD7Negative(CD7N1G)＜赤＞の３つの画分に分類される。なお、死細

胞による非特異染色や単球（CD4 弱陽性）細胞の混在を防ぐため、PI 染色（PI	
 

vs.	
 FSC-Area プロット）により死細胞を除き、CD14 染色（CD14	
 vs.	
 SSC-Area

プロット）にて単球を除いた上で、CD4 陽性細胞を CD7	
 と CD3 で展開し、等

高線プロットにて表示した。	
 

B. CD4 陽性リンパ球は CD7 ならびに CADM1 を２軸とした展開にて、主に

CADM1NegativeCD7Positive(CD7P2G)	
 ＜緑＞、CADM1PositiveCD7Dimly-positive(CD7D2G)	
 ＜黄＞、

CADM1PositiveCD7Negative(CD7N2G)	
 ＜赤＞の３つの画分に分類される。CD7P2G、

CD7D2G、CD7N2G の画分は概して CD7P1G、CD7D1G、CD7N1G は対応する。なお、上

記同様の理由にて、PI 染色（PI	
 vs.	
 FSC-Area プロット）により死細胞を除

き、CD14 染色（CD14	
 vs.	
 SSC-Area プロット）にて単球を除いた上で、CD4

陽性細胞を展開した。	
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C. 図 1B の CD7P2G＜緑＞、CD7D2G＜黄＞、CD7N2G＜赤＞の各画分を CD7 ならびに

CD3 を軸とするプロットにて展開し直すと、それぞれが主に、図 1A で定義し

た CD7P1G＜緑＞、CD7D1G＜黄＞、CD7N1G＜赤＞の画分にプロットされた。	
 

D. CD7P2G、CD7D2G、CD7N2G 各画分をソーティングにて取り出し、DNA 抽出後、

Real-time	
 PCR 法を用いて HTLV-1	
 Proviral	
 Load	
 (PVL)を評価したところ、

CD7D2G、CD7N2G画分の値はほぼ 100%（1	
 copy	
 /	
 cell）であったが、CD7P2G画

分には有意な HTLV-1 感染を認めなかった。	
 

E. CD7P2G、CD7D2G、CD7N2G各画分をソーティングにて取り出し、DNA 抽出後、PCR

にて HTLV-1	
 bZIP	
 factor(HBZ)遺伝子の有無を評価した所、CD7D2G、CD7N2Gに

おいて HBZ を認めた。なお、ポジティブコントロールとして HTLV-1 感染細

胞株の TL-om1 を、ネガティブコントロールとして健常人末梢血単核細胞

(PBMC)を用いた。β-actin 遺伝子を internal	
 control として用いた。	
 

F. CD7P2G、CD7D2G、CD7N2G 各画分を形成する細胞のクローナリティーを T-cell	
 

receptor	
 (TCR)	
 Vβレパトアの多様性を利用して、フローサイトメトリーに

て評価した。TCR	
 Vβレパトアスクリーニングの結果、当患者では Major	
 clone

が TCRVβ17 を発現していることが分かり、各画分の TCR	
 Vβ17 の発現を評

価したところ、CD7D2G、CD7N2G画分の値はほぼ 100%であったが、CD7P2G画分は
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5.5%と低値であった。また、CD7P 画分に含まれる TCR	
 Vβ17 はその発現レベ

ルが CD7D2Gや CD7N2G画分の TCR	
 Vβ17 発現レベルと異なるため、偶然同じレ

パトア型を持っている健常リンパ球を見ていると考えられた。	
 

G. CD7P2G、CD7D2G、CD7N2G 各画分をソーティングにて取り出し、DNA 抽出後、

inverse	
 PCR 法を用いてクローナリティーを評価した。HTLV-1 ウィルスのヒ

トゲノムへの組込み位置(HTLV-1	
 integration	
 site)がクローンによって異

なる事を利用し、クローナリティーの評価に用いている。Inverse	
 PCR 法に

よる非特異バンドを評価するため、同じ検体を２重に評価している。ATL	
 

major	
 cloneは主に CD7D2Gならびに CD7N2Gの画分に濃縮される事が分かった。

また、CD7P2Gの画分には明らかな HTLV-1 の integration を認めなかった。	
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図２：健常人、HTLV-1 キャリア、各分類の ATL 患者の CD4 陽性細胞における CD7

と CADM1 の発現	
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A. 健常人(Healthy	
 Volunteer)、HTLV-1 キャリア(Carrier)、くすぶり型

ATL(Smouldering)、慢性型 ATL(Chronic)、急性 ATL(Acute)患者末梢血の CD4

陽性細胞における CD7P2Gの割合を示した。図中には平均値と SEM	
 (standard	
 

error	
 of	
 the	
 mean)を示した。いずれも、死細胞、CD14 陽性単球を除去した

上で CD4 陽性画分を CD7	
 と	
 CADM1 にて展開し、等高線プロットにて Gating

した。	
 

B. 健常人(Healthy	
 Volunteer)、HTLV-1 キャリア(Carrier)、くすぶり型

ATL(Smouldering)、慢性型 ATL(Chronic)、急性 ATL(Acute)患者末梢血の CD4

陽性細胞における CD7N2Gの割合を示した。いずれも、死細胞、CD14 陽性単球

を除去した上で CD4 陽性画分を CD7	
 と	
 CADM1 にて展開し、等高線プロット

にて Gating した。	
 

C. 健常人、キャリア(HTLV-1	
 proviral	
 load	
 低値)、キャリア(HTLV-1	
 proviral	
 

load	
 高値)、くすぶり型 ATL、慢性型 ATL、急性型 ATL の代表例をここに示

す。病状がすすむにつれて、CADM1 陽性細胞、ならびに CD7 陰性細胞が増え

ていくことが分かる。すなわち、病態の進行とともに、順に CD7D2G、CD7N2G

の画分の割合が高くなっていき、やがて CD7N2G画分が主体となる。	
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図３：急性型 ATL 患者における CD4 陽性リンパ球の３つの画分と形態異常	
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A. 死細胞、ダブレット、CD14 陽性単球を順次取り除いた後、CD4 陽性画分を抽

出し、CD7 と CD3 にて展開し、CD7P1G・CD7D1G・CD7N1G各画分をソーティング

にて取り出した。すぐにサイトスピン標本を作り、ライトギムザ染色の上で

異常リンパ球の形態を評価した。その結果、CD7P1G、CD7D1G、CD7N1G各画分中

の異常リンパ球の割合は 0.0%(0/50)、6.0%(6/100)、99.0%(198/200)であっ

た。なお、Gating ならびに Sorting の特性上、CD7N1G画分の細胞が一部 CD7D1G

画分に混在した可能性は完全には否定できなかった。	
 

B. 健常人１例、ならびに化学療法の影響・修飾のない典型的な急性型 ATL 症例

７例において、先述の臨床検査法（３-11 記載）を用いて、CD4 陽性細胞に

おける CD7P1G・CD7D1G・CD7N1Gの３画分の割合を評価し、棒グラフにて示した。

健常人においては CD7P1Gの画分が大部分を占めるのに対し、典型的な急性型

ATL においては、CD7D1Gの割合は CD7N1Gに比して少なかった。	
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図４：フローサイトメトリーを用いて定量する CD7N1G 細胞数と熟練した検査者

が評価する異常リンパ球数の相関	
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A. 東京大学医科学研究所附属病院検査部において、XE-2100 を用いて測定した

白血球数(μL)に、ATL 細胞の形態分類に熟練している検査者が分類した異常

リンパ球の割合をかけ、目視による異常リンパ球の絶対数（/μL）とし、縦

軸とした。また、同時に、全く同じサンプルを用いて、確立したフローサイ

トメトリー検査法を用いて ATL 細胞（CD7N1G細胞）の絶対数（/μL）を定量

し、横軸にプロットした。のべ 49 サンプルにおけるこの２つの相関を、

Pearson・Spearman・ICC の相関性解析にて評価したところ、いずれにおいて

も強い相関性をもつことが明らかになった。Pearson の相関係数 Rは 0.963、

Spearman の相関係数ρは 0.921、級内相関係数(ICC)は 0.962 であった。ま

た、原点回帰条件下での線形回帰係数(β)は 1.013	
 (95%CI:0.991-1.034)で

あった。これらの結果から、熟練した検査者が目視にて評価する異常リンパ

球数と CD7N1G細胞数の間に、強い相関性ならびに相同性が示唆された。	
 

B. 目視による異常リンパ球の絶対数と、フローサイトメトリーを用いて評価す

る ATL 細胞（CD7N1G細胞）数、これら２つの方法の測定誤差を Bland-Altman	
 

Plot を用いて評価したが、２群に有意な差を認めなかった。	
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図５：化学療法前後の CD7N1G画分割合の変化と化学療法感受性・予後との関連	
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A. 確立したフローサイトメトリー臨床検査法を用いて、CD4 細胞における CD7	
 

vs.	
 CD3	
 パターンの変化を化学療法の前後（ともに化学療法各コースのDay1）

で評価した。その結果、それらの変化は化学療法抵抗例と感受例で大きく異

なることが分かった。具体的には、化学療法抵抗例（図下部・赤にて表示）

では化学療法前後で CD7	
 vs.	
 CD3	
 パターンがほとんど変わらないのに対し、

化学療法感受性例（図上部・緑にて表示）では CD7	
 vs.	
 CD3	
 パターンが大き

く変わり、CD7P1Gの割合の増加、CD7N1Gの割合の減少が認められる。CD4 陽性

細胞における CD7	
 vs.	
 CD3	
 パターンの変化は化学療法の感受性を反映してい

た。	
 

B. また、観察期間の初回化学療法 1 コース前後の CD4 陽性細胞における CD7N1G

画分の割合の変化を用いて、CD7N1G割合減少群と CD7N1G割合変化無し・増加

群に分け、Kaplan-Meier生存曲線を用いてDisease-specific	
 survival	
 (DSS)

を評価したところ、CD7N1G 割合減少群の予後が有意に良好であった。少数例

の解析ではあるにも関わらず２群の差は有意であり、CD4 陽性細胞における

CD7N1G割合の変化は急性型 ATL 患者の予後を予測できた。	
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表１：化学療法前後の各指標の変化	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 

	
 

	
 

	
 	
 

患者

ID	
 

観察期間初回	
 化学療法前	
 観察期間初回	
 化学療法後	
 
化学療法後

の CD7N 割

合の変化	
 

観察期間後

の造血幹細

胞移植有無	
 

転帰	
 

(初回化学療法後評価日	
 

からの日数)	
 

CD7N	
 

割合	
 

[%]	
 

CD7N	
 

絶対数	
 

[/μl]	
 

LDH	
 

[IU/l]	
 

sIL-2R	
 

[U/ml]	
 

CD7N	
 

割合	
 

[%]	
 

CD7N	
 

絶対数	
 

[/μl]	
 

LDH	
 

[IU/l]	
 

sIL-2R	
 

[U/ml]	
 

1	
 91.6	
 538.0	
 774	
 22600	
 96.1	
 115.2	
 651	
 -	
 Increased	
 -	
 ATL にて死亡	
 (7)	
 

2	
 97.8	
 15144.9	
 272	
 24100	
 97.4	
 5479.9	
 108	
 27700	
 Unchanged	
 -	
 ATL にて死亡	
 (93)	
 

3	
 44.1	
 200.9	
 376	
 4200	
 37.6	
 72.8	
 273	
 7420	
 Decreased	
 +	
 ATL にて死亡	
 (322)	
 

4	
 48.5	
 116.9	
 446	
 4040	
 60.7	
 181.2	
 717	
 22200	
 Increased	
 -	
 ATL にて死亡	
 (28)	
 

5	
 77.7	
 838.5	
 405	
 6450	
 80.5	
 265.3	
 347	
 9950	
 Increased	
 -	
 ATL にて死亡	
 (54)	
 

6	
 68.3	
 13191.0	
 633	
 11700	
 57.9	
 2640.0	
 283	
 3500	
 Decreased	
 +	
 ATL にて死亡	
 (83)	
 

7	
 79.2	
 544.6	
 718	
 73300	
 19.1	
 73.1	
 242	
 1490	
 Decreased	
 +	
 完全寛解にて生存	
 (828)	
 

8	
 38.9	
 290.3	
 259	
 3500	
 30.9	
 796.5	
 200	
 2300	
 Decreased	
 -	
 ATLは寛解だが感染にて死亡	
 (152)	
 

9	
 97.0	
 6442.3	
 655	
 17200	
 96.2	
 3859.2	
 392	
 21400	
 Unchanged	
 +	
 ATL にて死亡	
 (270)	
 

10	
 71.1	
 1951.4	
 582	
 15500	
 65.2	
 577.1	
 238	
 2840	
 Decreased	
 +	
 完全寛解にて生存	
 (565)	
 

11	
 71.5	
 397.8	
 251	
 6340	
 59.6	
 335.6	
 169	
 1420	
 Decreased	
 -	
 完全寛解にて生存	
 (559)	
 

12	
 25.9	
 115.7	
 293	
 5230	
 14.3	
 29.7	
 452	
 7820	
 Decreased	
 -	
 ATL は寛解にて転院	
 (217)	
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図６：マルチカラーフローサイトメトリーを用いた ATL 細胞の詳細な網羅的細

胞表面抗原解析	
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A. 急性型ATL患者におけるCD7+	
 (CD7P1GならびにCD7D1G)群と CD7N1G群の細胞表

面抗原の発現を健常人と比較した。各抗原の発現は同色のアイソタイプコン

トロールと比較して陽性画分を設定し、その発現陽性率を求めた。同一抗原

においては、サンプル間で異なる事の無い同じ蛍光抗体を用いた。この表は、

各行が細胞集団、各列一つ一つが異なる細胞表面抗原となっている。統計学

階級クラスタリング解析を施行した結果、急性型 ATL 患者における CD7N1G

（ATL）細胞は一つの Major	
 Cluster を形成した。なお、Acute	
 ATL 患者 1な

らびに Acute	
 ATL 患者 3はいわゆる「白血病型」で末梢血の腫瘍細胞循環が

多くリンパ節腫脹は比して軽かったが、Acute	
 ATL 患者 2 は逆に「リンパ節

腫脹型」で、リンパ節腫脹の程度が末梢血の腫瘍細胞循環に比して強い患者

であった。Acute	
 ATL 患者 1と Acute	
 ATL 患者 3の CD7N1G（ATL）細胞は一つ

の小さなクラスタを形成した。	
 

B. CD7N1G（ATL）細胞は、CD45RA 陰性、CD45RO 陽性、CD62L 陽性〜陰性、CCR7

陰性であった。CD4 陽性 T 細胞の一般的な 4 区分と照らし合わせると、ATL

細胞の細胞表面抗原の発現は、CD45RA	
 vs.	
 CD62L プロットでは、セントラル

メモリーT 細胞やエフェクターメモリ T 細胞に、CD45RA	
 vs.	
 CCR7 プロット

では、エフェクターメモリ T細胞に相当した。	
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C. 急性型 ATL３例(CD7N1G細胞)、健常人 2例(CD4+細胞全体)における CD71 の発

現を比較した。右下のアイソタイプコントロールをもとに、陽性画分を設定

した。急性型 ATL 症例の CD7N1G（ATL）細胞画分においては、健常人 CD4+細

胞画分と異なり、CD71 陽性細胞の割合が大きく上昇していた。	
 

D. 急性型 ATL３例(CD7N1G細胞)、健常人 2例(CD4+細胞全体)における CD25 の発

現を比較した。右下のアイソタイプコントロールをもとに、陽性画分を設定

した。急性型 ATL 症例の CD7N1G（ATL）細胞画分においては、健常人 CD4+細

胞画分と異なり、CD25 陽性細胞の割合が上昇していたが、CD25 の発現が低

い細胞も認めた。	
 

E. 急性型 ATL３例(CD7N1G細胞)、健常人 2 例(CD4+細胞全体)における CD62L の

発現を比較した。右下のアイソタイプコントロールをもとに、陽性画分を設

定した。急性型 ATL 症例の CD7N1G（ATL）細胞画分においても、健常人 CD4+

細胞画分においても、CD62L の発現は陽性〜陰性まで幅広く分布した。	
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図７：in	
 vitroモデルにおける急性型 ATL 細胞の生存・増殖能の評価	
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A. CD4+CADM1+細胞をソーティングにて取り出し、MS-5 の有無、recombinant	
 

human	
 IL-2(最終濃度 40ng/ml)添加の有無にて４群（各群 n=4〜6）に分け、

それぞれにおける 2 週間後の ATL 細胞数（ヒト CD45 陽性細胞数）を比較し

た。MS-5 上での IL-2 添加無しの結果の平均値を 100%とし、グラフ化した。

データは平均値と SD で示している。急性型 ATL 細胞は MS-5 のない液体培養

下ではほぼ全てが死滅したが、MS-5 との共培養下においては生存・増殖可能

であることが分かった。一部の急性型症例においては、MS-5 培養下に IL-2

添加にて更なる増殖を認めた。MS-5 の無い状況では、IL-2 を添加しても全

例において生存・増殖を認めなかった。	
 

B. CD4+CADM1+細胞をソーティングにて取り出し、IL-2(40ng/ml)の有無で 2 群

に分け、2週間 MS-5 と共培養をした後、ヒト CD45 陽性細胞の細胞径を、FSC

を用いて評価し、Fusion にて重ね合わせ評価した。非常に強い増殖をした場

合(IL-2 添加)において、より細胞径の大きな ATL 細胞の出現を認めた。実験

にはスクリーニングにて MS-5 上でのみ IL-2 反応性を認めた症例を用いた。	
 

C. 同一患者における、CD4 陽性細胞全体の細胞径を化学療法前後で FSC を用い

て評価し、Fusion にて重ね合わせ評価した。CD4+CADM1+の ATL 細胞画分にお

いて、化学療法後に、細胞径の大きな細胞の消失を認め、細胞径の小さな細
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胞が主体に残存していた。	
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図８：MS-5 との共培養において、急性型 ATL 細胞の生存・増殖に影響を与える

細胞表面抗原の探索	
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A. CD4+CADM1+細胞を様々な抗原でヒストグラム展開し、細分化した上で、ソー

ティングにて同数取り出し、MS-5 と共培養し、2 週間後のヒト CD45 細胞数

を比較した。以下、全て CD4+CADM1+細胞が対象である。２週間後にヒト CD45

細胞数の多かった群の平均値を 100%とし、グラフ化した。データは平均値と

SD で示している。CD7-群の 2 週間後の細胞数は CD7+群の結果より有意に多

かった。	
 

B. CD25+群の 2週間後の細胞数は CD25-群の結果より有意に多かった。	
 

C. CD62L++(強陽性)群の 2 週間後の細胞数は、CD62L+(弱陽性)群や、CD62L-群

の結果より有意に多かった。	
 

D. 同様に、CD71-群の 2週間後の細胞数は、CD71+群より有意に多かった。	
 

E. 複数例において CD62L 強陽性画分、CD71 陰性画分、CD25 陽性画分、CD7 陰性

画分が最も生存・増殖が強いことが確認されたため、同一症例において、

CD71(陽性画分、陰性画分)、CD25(陽性画分、陰性画分)、CD7(弱陽性画分、

陰性画分)、CD62L(強陽性画分、弱陽性画分、陰性画分)、CD271(陽性画分、

陰性画分)を同数、MS-5 と共培養し、2 週間後の細胞数を評価した。優位な

画分の結果（平均値）を、対照群の結果で割ることにより、”Survival	
 &	
 

growth	
 impact	
 factor”を求め、MS-5 との共培養系において、各細胞表面抗
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原が、急性型 ATL(CD4+CADM1+)細胞の生存・増殖に与える影響の強さ・重要

性を比較した。CD71 陰性画分は CD71 陽性画分と、CD25 陽性画分は CD25 陰

性画分と、CD7 陰性画分は CD7 陽性画分と、CD62L 強陽性画分は CD62L 弱陽

性画分・陰性画分の平均値と比較した。有意差を与えない抗原として CD271

を選び、CD271 陰性画分を CD271 陽性画分と比較した。優位な群を青色のバ

ー上に示した。その結果、CD25（陽性）ならびに CD71（陰性）の発現が、

CD4+CADM1+(ATL)細胞における 2 週間の細胞培養結果に最も影響を与えるこ

とが示された。	
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図９：MS-5 上において生存・増殖可能な ATL 細胞画分の同定	
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A. CD4+CADM1+細胞を CD71-CD25+細胞（緑色にて示す）とそれ以外の対照画分

（橙色にて示す）に分類し、それぞれ同数をソーティングにて取り出し、

MS-5 と共培養するということを繰り返した。その結果、2 週間後、対照画

分の細胞はほとんど全てが絶滅した。MS-5 上に生存・増殖可能な細胞は

CD4+CADM1+/CD71-CD25+の画分に濃縮されることが分かった。	
 

B. CD4+CADM1+CD71-CD25+画分の細胞を MS-5 と共培養を行ったところ、典型例

では 10 日後に、図に示すような cobble	
 stone	
 area（敷石像）を形成した。	
 

C. CD4+CADM1+	
 CD71-CD25+細胞と、CD4+CADM1+	
 CD71-CD25+CD62L++細胞を、そ

れぞれ同数、ソーティングにて取り出し、MS-5 と共培養したが、２週間後

の細胞数に有意差を認めなかった。	
 

D. CD4+CADM1+CD71-CD25+画分と対照画分の FSC（細胞径）ならびに CADM1 の発

現を評価した。CD4+CADM1+CD71-CD25+画分の細胞は、対照画分と比較して、

細胞径が小さく、CADM1 が陽性ではあるものの、発現がより低かった。ソー

ティングにて２つの画分を取り出し、実際に倒立顕微鏡にて写真撮影した

ところ、CD4+CADM1+CD71-CD25+画分の細胞は実際に小さな細胞であること

が確認された。	
 

E. CD4+CADM1+CD71-CD25+画分の細胞のみをソーティングにて取り出し、MS-5
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と共培養を行った。14 日後、細胞を回収し、フローサイトメトリーにて、

フェノタイプを評価した。死細胞を PI 染色で除去した後、MS-5 をマウス

CD9 の染色で除外し、CD4+CADM1+	
 gating で ATL 細胞だけに絞って、CD71 な

らびに CD25 の発現を解析した。左に示すようにサイトカインを加えなくと

も、in	
 vitroにおいても、CD71-CD25+細胞は、CD71 陽性の細胞や、CD25-/dim

の細胞を作りあげていた。また、IL-2 反応症例では rhIL-2(最終濃度

40ng/ml)の添加にて急速な増加を引きおこし、右に示す通り 2週間後の ATL

細胞は CD71-CD25+以外の細胞が大部分を占めていた。	
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図１０：CD4+CADM1+CD71-CD25+画分と化学療法の影響	
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A. 化学療法が著効し、ATL 細胞数が著明に減少した症例において、化学療法前

後の CD4+CADM1+細胞をフローサイトメトリーで評価した。CD4+CADM1+細胞に

おける CD71-CD25+細胞の割合は、6.6%から 87.0%と約１ヶ月で大きく増加し

た。なお、アイソタイプコントロールを元に、CD71-CD25+画分を設定した。	
 

B. 典型的な急性型 ATL４例において、化学療法前後の CD4+CADM1+細胞における

CD71-CD25+細胞の割合の変化を評価したところ、化学療法後にその割合は上

昇を認めた。Paired	
 t-test を用いて評価したところ、その上昇は有意であ

った。	
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図１１：細胞集団ヒエラルキー解析と CD4+CADM1+CD71-CD25+画分	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 

	
 

	
 

急性型 ATL 患者の PBMC を 12 色のマルチカラーフローサイトメトリー（図 e 記

載の抗体の組合せ）で評価し、死細胞・ダブレットを除去した。シングレット

生細胞を解析対象とし、それらの細胞集団のヒエラルキーを Spanning-tree	
 

progression	
 analysis	
 of	
 density-normalized	
 events	
 (SPADE)解析にて検討し、

各集団の細胞数(Population	
 Count)をここに示した。その結果、急性型 ATL 患

者の PBMC	
 中の B 細胞、単球、T 細胞(CD8 陽性 T 細胞・CD4 陽性 T 細胞)がそれ

ぞれ別の細胞集団として描出され、CD4 陽性 T 細胞のなかでも CD7P で示す CD4

陽性健常リンパ球と ATL 細胞が別々の細胞集団としてきれいに分離された。ま
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た、ATL 細胞集団の中では CD4+CADM1+CD71-CD25+(図中 Frac.S)細胞が集団の根

本に位置した。なお、図中の CD7P は CD4+CADM1-CD7+(CD7P2G)画分、CD4+は

CD3+CD4+細胞、CD8+は CD3+CD8+細胞、ATL	
 cells は CD3+CD4+CADM1+細胞に対応

する。	
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 ７：考察	
 	
 

	
 当研究では、ソーティングを用いた各画分の基礎的検討をもとに、マルチカ

ラーフローサイトメトリーを用いて ATL 細胞を高純度に分離するゲーティング

法を確立した。今までも ATL 細胞の細胞表面抗原の特徴は様々な研究者により

報告されていたが(22,	
 23,	
 25,	
 26,	
 70)、ATL 細胞を高純度で取り出す方法はな

く、今回確立したこれらの方法は有用な方法であると考えられた。図 1に示し

た通り、CD4+CADM1+細胞と HTLV-1 感染 ATL 細胞はほぼ 1対 1に対応する。さら

に、CADM1 は正常血液細胞では発現が見られず、CCR4 陽性の末梢性 T細胞リン

パ腫非特異型（PTCL-NOS）という例外を除いては他の血液腫瘍細胞において発

現が見られないのが大きな特徴であった。また、CD4 陽性細胞は CD7	
 vs.	
 CD3 プ

ロットあるいは CD7	
 vs.	
 CADM1 プロットを用いて、CD7P・CD7D・CD7N と３画分

に分けられることが分かった。そして、これらの基礎的検討の結果を、臨床検

査、臨床病態解析、基礎研究に応用した。	
 

	
 まずは、臨床検査についてである。特に、急性型 ATL では ATL 細胞が CD7N 画

分に高度に濃縮されることを利用し、CD4+CD7N1G	
 gating を用いて、ATL 細胞を

定量化できる臨床検査手法を作り上げ、東京大学医科学研究所附属病院検査部

にて運用した。今回確立したフローサイトメトリーを用いた臨床検査には、様々
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な検査上の長所があった。必要な採血量はわずか 100μL と少なく、通常の血算

測定に用いた後の残余検体のみで検査可能であるため、別途、検査用の採血を

必要とせず、患者負担も少ない（無い）。また、実際の臨床の場での活用を念頭

に方法を最大限簡易化しており、手間もあまりかからない検査である。加えて、

目視法で見られるような検者間誤差や誤りも少ない。さらには、目視分類では

多くとも 200〜300 個の白血球分類が実務上の限界であるが、フローサイトメト

リーを用いることで 10000 個以上の白血球を容易に正確に評価・分類できる。

従来から、形態学的に評価する異常リンパ球数よりもより正確な評価方法や、

ATL の病態を反映するような新たなマーカーが様々な研究者により検討されて

いたが(13-19)、フローサイトメトリーを用いる ATL 細胞の定量はやはり簡便で

あり正確であるというメリットがある。また、フローサイトメトリーは感度に

優れ、髄液など細胞数の少ない検体でも、ATL 細胞を検出可能であり、髄液・腹

水・胸水などへの細胞浸潤を容易に評価可能であった。感度に優れるフローサ

イトメトリーは今までも微小残存病変(Minimal	
 Residual	
 Disease,	
 MRD)の評価

に用いられてきており、ATL においても、CD2、CD3、CD4、CD5、CD7、CD25、CD26、

CD27 等多数の抗原をまとめて評価する事で、フローサイトメトリーで MRD の有

無を評価可能だという報告(70)はあったが、症例毎に異なる抗原を用いる必要
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があったり、定量は不可能などの問題があり、十分に簡便であるとは言えなか

った。実際に ATL 細胞の細胞表面抗原の発現はサブタイプ毎に少しずつ異なる

ため、今回確立した方法では、急性型 ATL に対象をしぼった。また、CD3、CD4、

CD7、CD14 のみを用いて、多重ゲーティングを利用してゲーティング法を工夫す

ることで、十分に簡便な方法を作り上げた。背景に記載した通り、ATL 細胞数を

正確に評価する方法は存在せず、形態診断にて評価する ATL 細胞数は検者によ

り大きな誤差を示し、PVL など他の代替検査も検査施設により大きな誤差を生じ

てしまう。しかし、ATL 細胞の形態診断に熟練した検査者が評価する異常リンパ

球数は、現在までの ATL 細胞数の評価法の中では最も正確と考えられたため、

従来の検査法として、ATL 細胞の形態診断に熟練した検査者が評価する異常リン

パ球数を用いた。そして、真の ATL 細胞数を求められない以上、どの検査法が

優れているか評価することは不可能であるので、フローサイトメトリーで定量

する CD7N1G細胞数を、ATL 細胞の形態診断に熟練した検査者が評価する異常リン

パ球数と比較して、２つの相関性を評価する事とした。その結果、これら２つ

の間には極めて強い相関性が示され、原点回帰条件下での線形近似係数も 1.0

に極めて近かった。このように、フローサイトメトリーを用いて評価する ATL

細胞数は ATL 細胞の形態診断に熟練した検査者が評価する異常リンパ球数と同
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等以上であることが示されたが、一方で、フローサイトメトリーを用いた当検

査においても、いくつかの問題点が明らかになった。第１に、造血幹細胞移植

後においては正常の CD4 陽性細胞においても CD7 の発現レベルの低下を認める

ため(71)、造血幹細胞移植後には ATL 細胞を正確に評価ができない。また、CD4

を欠損したり CD7 を発現している稀な急性型 ATL 症例ではこの臨床検査手法を

用いることができないので、初回のフローサイトメトリーを用いた定量の前に、

簡単なフェノタイプの確認が必要である。加えて、CD7	
 vs.	
 CD3 プロットで展開

する CD7P と CD7D の境界は斜めであることもあって時に境界線を引くのが困難

であった。その一方で、CD7	
 vs.	
 CADM1 で展開する gating を用いると、造血幹

細 胞 移 植 後 に CD7 の 発 現 が 落 ち た HTLV-1 非 感 染 正 常 リ ン パ 球

(CD4+CADM1-CD7Negative)と ATL 細胞(CD4+CADM1+CD7Negative)を区別すること

ができ、CD7P と CD7D の細胞集団の境界も垂直な直線で明瞭かつ容易である。現

在は、より精緻な CD4+CD7N2G	
 (CD4+CADM1+CD7negative)	
 gating を用いた臨床検

査に切り替えることで、造血幹細胞移植後であっても ATL 細胞を検出できるよ

うにし、症例数の蓄積を進めている。	
 

	
 次に、臨床病態解析においてもこのゲーティング法は有用であった。CD4 陽性

細胞における化学療法前後の CD7	
 vs.	
 CD3 パターンを評価することで、化学療
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法感受性例と、治療抵抗性例を明確に区別することができた。現在、臨床の場

において、化学療法の効果判定には、LDH や sIL-2R が用いられているが、これ

らは、溶血や感染・炎症の影響も受けるため、ATL に特異的ではない。また、病

状の悪化・再発時の前には、前もって CD7	
 vs.	
 CD3 パターンが悪化し CD7N1Gの

割合が上昇することが繰り返し観察され、CD4 陽性細胞における CD7	
 vs.	
 CD3 パ

ターンの follow	
 up は再発を早期に検出する上でも有用であると考えられた。

また、症例数は限られるが、様々な指標と、予後との関連も Disease-specific	
 

survival を用いて、評価をおこなった。少数例の解析にも関わらず、CD7N1G の

化学療法後の割合の変化を追うことにより、Disease	
 specific	
 survival に有意

差を認め、急性型 ATL の予後を予知できることが示された。一方で、CD7P1G割合

や CD7N1G絶対数、従来の指標（LDH や sIL-2R）の化学療法前後の変化が予後に

与える影響は、今回の解析においては有意ではなかった。急性型 ATL の予後は

極めて不良であり、現時点で長期生存可能な治療法は造血幹細胞移植のみであ

る。化学療法の感受性や予後を CD7	
 vs.	
 CD3 パターンで評価しながら、予後不

良群は早期に造血幹細胞移植へ持って行くなど、今後の治療指針の改善が期待

される。また、CD4 陽性細胞における CD7	
 vs.	
 CADM1 パターンを用いると、急性

型症例に限らず、HTLV-1 キャリアから indolent	
 ATL を経て aggressive	
 ATL へ



- 87 - 

至る病態進行も評価できる事が示唆された。図１D・E の結果が示す通り、CD4

陽性細胞を CADM1 で 1 軸(ヒストグラム)展開するだけでも CD4 陽性細胞におけ

る HTLV-1 感染細胞と HTLV-1 非感染細胞の分離は可能であるので、CD4 と CADM1

を用いるだけでも病態進行の評価はある程度は可能かもしれない。しかし、図

1・2B で見たように、CADM1 陽性細胞は CD7 の発現レベルで CD7D と CD7N の 2 つ

の細胞集団にさらに分類できるので、CD7 を加えた CD7	
 vs.	
 CADM1 プロットで展

開することで、HTLV-1 キャリアからくすぶり型や慢性型 ATL を経て急性型 ATL

へと進展する病態をより明瞭に描出可能となった。また、先述の通り、急性型

ATLにおける化学療法感受性や予後を評価する際にはCD4+CD7Negativeの細胞集

団の割合が重要であった。このように、病期の進行や化学療法感受性評価など

の臨床病態解析において、CD7 発現の有無は重要な役割を担っていると考えられ

た。一方で、くすぶり型や慢性型 ATL など indolent	
 ATL において認める CD7N

細胞と、急性型 ATL など aggressive	
 ATL における CD7N 細胞は異なるものであ

ると考えられ、これらを識別できるような細胞表面抗原の同定が今後の課題で

ある。	
 

	
 さらに、このゲーティング法は基礎研究にも用い、ATL 細胞だけに絞り込んだ

詳細な解析をおこなった。ATL は HTLV-1 感染後 50〜60 年かけて発症する腫瘍で
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あり、また様々な染色体異常や遺伝子異常を引き起こすにも関わらず、腫瘍化

に必要な遺伝子異常は今までに１つも同定されていない。そのため、何をもっ

て HTLV-1 感染細胞が腫瘍化し ATL 細胞となったと考えるか、ATL 細胞の厳密な

定義は極めて困難である。しかし、あえて定義するのであれば、ATL 細胞はヒト

ゲノムにモノクローナルなHTLV-1の組込みを認める腫瘍細胞であり、急性型ATL

では末梢血のHTLV-1感染細胞はMajor	
 Cloneが主体になっていることを利用し、

当研究では CD4+CADM1+細胞を ATL 細胞と定義した。当研究を通じて、ATL 細胞

の培養には様々な問題が存在することが分かった。in	
 vitroモデルにおいても、

in	
 vivo モデルにおいても、培養に際しては、正常リンパ球と HTLV-1 感染細胞

の共培養は、患者体内で見られないような異常な HTLV-1 感染や変性につながる

ことが多く、実際に腫瘍細胞由来でない様々な HTLV-1	
 “transformed”	
 T-cell	
 

lines の樹立が報告されている。患者プライマリ ATL 細胞の腫瘍性増殖の評価に

は HTLV-1 感染 ATL 細胞だけを取り出すことが必要であった。そして、共培養系

を用いた細胞培養を様々な「急性型 ATL」のサンプルを用いて繰り返したが、下

山分類で同じ急性型と分類される患者においても、細胞培養の結果は臨床経過

同様、様々であった。この多様性の理由の一つは、原因ウィルスである HTLV-1

に感染後 50-60 年かけた上で、多段階発癌の上で発症するからであると考えら
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れるが、一方で、診断基準の更なる細分化が必要とも考えられた。今回の研究

（細胞培養）では、化学療法を繰り返し施行した後の再発症例や病期が極めて

進んだ急性型症例では細胞培養においても異なる結果を示したため、研究対象

を初期の急性型 ATL 症例に絞り、化学療法未治療（あるいは１コース程度）で

慢性型の既往や類似する経過が無く、典型的な急性型 ATL 患者の末梢血検体に

絞って解析をおこなった。そして、ATL 細胞(CD4+CADM1+細胞)とマウス由来間葉

系細胞(MS-5)との共培養モデルを利用し探索を進め、マウス由来間葉系細胞

(MS-5)上で生存・増殖可能な画分(S 画分：CD4+CADM1+CD71-CD25+)の同定に成功

した。急性型 ATL 患者複数例にて、この再現性も確認した。加えて、in	
 vitro

においても、S画分の細胞は細胞表面抗原上、この画分以外のフェノタイプを持

った他の ATL 細胞を作ることを確認した。残念ながらプライマリ ATL 細胞の増

殖を in	
 vitroで再現することは困難であり、MS-5 との共培養系においても ATL

細胞だけを抽出しサイトカインを添加しない場合には、患者内における増殖を

十分に再現できたとは言えなかった。しかし、MS-5 上で IL-2 などサイトカイン

を添加した際の ATL 細胞の増殖は非常に急速であり、MS-5 のない液体培養下で

はサイトカインを添加しても一切の増殖をしなかった事を考慮すると、MS-5 上

で生存・増殖可能な ATL 細胞は実際の患者内においても重要な役割を担うと考
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えられた。また、液体培養の実験結果から急性型 ATL 細胞は IL-2 反応性がない

と考えられていたが、当研究では間葉系細胞上では IL-2 反応性を示すことを初

めて明らかにした。MS-5上でATL細胞がIL-2反応性を示すのは約半数例であり、

全症例で反応するサイトカインの同定には至らなかったが、患者体内で ATL 細

胞は間葉系細胞を土台にIL-2をはじめとした様々なサイトカインや周囲の他細

胞との相互作用の影響を受けながら増殖していると考えられる。また、図 7B・C

で見たとおり、ATL 細胞はその増殖とともに細胞径が大きく CADM1 の発現が強く

なっていくのが特徴であるが、CD4+CADM1+/CD71-CD25+(S 画分)の細胞は、細胞

径が小さく CADM1 の発現が低く、裏を返せば S 画分の細胞は急速に増殖する前

の細胞であると考えられる。一般に、幹細胞の持つ多数の特徴の１つとして小

さな細胞径が挙げられるが(72,	
 73)、図 9D で見たように S画分は他の ATL 細胞

と比べ、その特徴を満たしていた。また、細胞集団の同定やそれらの集団にお

けるヒエラルキーを解析する上で有用な解析方法として SPADE 解析が報告され

(61)、最近の様々な研究にて前駆細胞集団の解析や腫瘍の進展を評価するのに

用いられている(66-69)。そこで、当研究においても、SPADE 解析を用いて急性

型 ATL 患者の末梢血を解析すると、S画分の細胞は ATL 細胞集団の根本に描出さ

れ、S 画分の細胞は急性型 ATL 細胞の起源であることを示唆する結果であった。
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さらに、実際の患者内における同画分の化学療法前後の割合の変化を追ったと

ころ、化学療法後にこの画分が相対的に高度に濃縮され、これらの細胞が実際

に化学療法抵抗性であることが示された。このように、S画分の細胞は細胞径や

CADM1 の発現、細胞集団のヒエラルキー解析、化学療法抵抗性の性質から ATL 前

駆細胞である可能性が考えられたが、この画分が、従来の癌幹細胞の定義を満

たすかどうかに関しては、免疫不全マウスへの移植を用いた更なる解析が必要

である。	
 

	
 いまだに急性型 ATL において、さらには他の成熟リンパ系腫瘍においても、

癌幹細胞が存在するかは議論の余地があるところである。その存在を検討する

もう一つの方法は、正常のリンパ球の発生系列に照らし合わせ検討することで

あると考えた。ATL を、造血幹細胞から CD4 陽性 T細胞までのヒエラルキーに沿

って検討すると、まず骨髄の造血幹・前駆細胞(CD34+CD38+や CD34+CD38-画分)

レベルには Major	
 clone 自体が検出されないという学会報告もある。また臨床

の場においても、骨髄穿刺や骨髄生検において、末梢血以上に骨髄に ATL 細胞

の浸潤や集塊がみられることは少ない。また、ATL 患者において胸線が腫脹する

こともない。加えて、図1E	
 に示した通り、HTLV-1感染ATL細胞のT-cell	
 receptor	
 

(TCR)には多様性は無くほぼ均一であり、急性型 ATL の起源は TCR 再構成後の胸
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腺後（post-thymic）リンパ球にあると考えるのが自然である。仮に、慢性リン

パ性白血病 CLL で報告されているように発症要因の一部がすでに造血幹細胞や

前駆細胞など上流にあったとしても(74)、ATL 前駆細胞が存在するのであれば、

それは胸腺後リンパ球であろうと考えた。そこで、図 6B に示した通り、CD45RA、

CD62L、CCR7 等を用いて、すでに報告されているヘルパーT細胞のナイーブ T細

胞からエフェクターT細胞までの４画分(75,	
 76)とフェノタイプを照らし合わせ

ることも行ったが、急性型 ATL 細胞画分には CD45RA 陽性細胞集団を認めず、さ

かのぼれてもセントラルメモリーフェノタイプまでであった。CD62L は凍結保存

にて発現が失われることがあるため(76,	
 77)、単核細胞分離直後の検体を用い

て、また、CD45RA と CD62L を同時に染色して、急性型 ATL(CD4+CD7N1G)細胞を

CD45RA	
 vs.	
 CD62L にプロットすることも行ったが、結果は同様であった。また、

ATL の半数では細胞内の FoxP3 が検出され、フェノタイプ上は制御性 T 細胞

(Treg)と類似するため(78)、既に報告されている制御性 T 細胞の分化(79)と照

らし合わせることも行ったが、急性型 ATL 細胞画分に CD45RA 陽性細胞がほとん

どいない以上、胸腺から移行する CD45RA 陽性の nTreg(naive	
 Treg)細胞集団を

認めないという同様の結論に至った。	
 

	
 今回、当研究では、確立したゲーティング法を用いて、急性型 ATL 細胞の中
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に存在する CD4+CADM1+CD71-CD25+画分という今まで知られていない細胞集団の

存在を明らかにした。今後、この画分を免疫不全マウスへ移植することにより

造腫瘍形成能を評価し、同画分の性質をより明確にしていきたいと考えている。

また、化学療法を何コースも繰り返した後に再発した患者症例では、MS-5 上で

生存・増殖できる細胞の割合がかなり高く、増殖もより激しい別の増殖モデル

をとるということもわかってきており、こちらに関しては別途構築した in	
 vitro	
 

/	
 in	
 vivoモデルを用いて、今後、詳細に評価したいと考えている。	
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