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研究成果の概要（和文）：　我々は、成人T細胞白血病/リンパ腫（ATL）でのCCR4発現に関わる転写因子としてAP-1フ
ァミリーのFRA-2を同定し、FRA-2はJUNDと共同してATLの増殖を促進するとともにc-Myb、SOX4などの原癌遺伝子の発現
を誘導することを明らかにした。本研究では、ATLおよび皮膚T細胞リンパ腫（CTCL）でのCCR7発現に関与する転写因子
を検討し、新規DNA結合配列GAGGAGを同定し、その部位にはZFYVE19が結合することを明らかにした。本研究から、ATL
やCTCLでの新たな発がん遺伝子カスケードの存在が示唆され、これらの成熟型T細胞性腫瘍の診断や治療に有用な情報
が提供された。

研究成果の概要（英文）：Previously, we have examined the transcriptional regulation of CCR4 expression in 
adult T-cell leukemia/lymphoma (ATL) and demonstrated that an AP-1 family member FRA-2 is aberrantly expre
ssed in ATL and in association with JUND promotes CCR4 expression and cell growth together with upregulati
on of various proto-oncogenes such as c-Myb and SOX4 in ATL. In the present study, we have extended our an
alysis to CCR7, which is highly expressed in ATL and cutaneous T cell lymphomas (CTCLs), and found a novel
 DNA-binding element GAGGAG in the CCR7 promoter and binding of ZFYVE19 to this element. Our study suggest
s an existence of another oncogenic cascade in ATL and CTCLs, providing useful information on the diagnosi
s and treatment of mature T cell malignancies.
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１．研究開始当初の背景 
成人T細胞白血病/リンパ腫（ATL）はHTLV-1

感染後、長い潜伏期を経て発症する予後不良
の成熟 T細胞腫瘍であり、HTLV-1 キャリアー
が多数存在する我が国では特に発生率が高
い。ATL は皮膚、リンパ節、肝臓、脾臓、な
どの様々な臓器へ高頻度で浸潤する。T 細胞
の生理的なホーミングや組織浸潤にはケモ
カイン系が重要な役割を果たしており、成熟
T 細胞は機能的分化に伴って特定のケモカイ
ン受容体を発現する（Yoshie et al, Adv. 
Immunol. 78:54, 2001）。我々の研究グルー
プはこれまでにATLでのケモカイン受容体発
現とその役割について研究を行い、多数の論
文を発表してきた。すなわち、（１）ATL 細胞
での CCR7 高レベル発現はリンパ節浸潤と相
関する（Hasegawa et al, Blood 95:30, 2000）、
（２）ATL は高頻度で CCR4 を発現し、それは
ATL の起源となる T細胞（Th2 細胞、制御性 T
細胞、皮膚指向性メモリーT 細胞、など）を
示唆するとともに、高頻度皮膚浸潤も説明す
る（Yoshie et al, Blood 99:1505, 2002）、
（３）ATL は CCR4 とともにやはり皮膚ホーミ
ングに関与する CCR10 もしばしば発現し、
CCR10 の 発 現 は 皮 膚 浸 潤 と 相 関 す る
（ Harasawa et al, Leukemia & Lymphoma 
47:2163, 2006）、（４）Tax 陽性 ATL は CCR9
を発現し、CCR9 は ATL の腸管浸潤に関与する
（Nagakubo et al, Int. J. Cancer 120:1591, 
2007）、（５）ATL は同じく Tax 発現にともな
い CXCR7 を発現し、CXCR7 は ATL の増殖と細
胞死抑制を促進する（Jin et al, Int. J. 
Cancer 125:2229, 2009）、などである。さら
に ATL での CCR4 発現の転写制御機構の解析
から、（６）ATL では AP-1 ファミリーの FRA-2
が異常発現をしており、FRA-2 は ATL の増殖
を促進し、下流標的遺伝子として CCR4 に加
えて、c-Myb、MDM2、SOX4 などの原がん遺伝
子の発現を誘導することを明らかにした
（Nakayama et al, Oncogene 27:3221, 2008）。
すなわち、ATL での CCR4 発現には非生理的な
転写因子が関わっており、CCR4 は ATL の腫瘍
マーカーの一種と捉えることができる。さら
に我々は、（７）ATL と同様に高頻度で CCR4
を発現する皮膚 T細胞リンパ腫（CTCL）でも
FRA-2 が発がん遺伝子として機能しているこ
とを明らかにした（若手（B）：課題番号 
21791103 / 代表者：中山 隆志）。 
ATL や CTCL では CCR4 とともに、CCR7 もほ

とんど例外なく高レベルで発現している。
CCR7は正常T細胞ではナイーブT細胞やセン
トラルメモリーT 細胞などで発現している。
しかしながら、CCR4 を発現するエフェクター
/メモリーT 細胞では通常は CCR7 の発現が低
下していることから、ATL や CTCL における
CCR7 の高レベル発現は、CCR4 発現における
FRA-2 と同様に、腫瘍特異的な転写因子が発
現に関与している可能性がある。そして、
CCR7 発現に関与する転写因子は ATL および
CTCL の発がん関連遺伝子の転写制御にも関

与することが推測される。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ATL や CTCL での CCR7 発現に

関わる転写因子を同定し、その ATL や CTCL
発癌における役割を解明することを目的と
する。特に、同定された転写因子の下流標的
遺伝子を明らかにすることにより、それらの
ATLおよびCTCLにおける役割を示すとともに
これらの腫瘍の治療戦略や診断に有用な因
子を見出すことを目的としている。 
 
３．研究の方法 
（１）CCR7 プロモーターの活性化エレメント
の同定 
ATLの臨床検体を用いてCCR7の転写開始点

を 5’RACE 法で同定した。また、CCR7 プロモ
ーター領域の様々なレポーターコンストラ
クトを作製し、ATL および CTCL 細胞株を用い
てルシフェラーゼ解析を行い、転写活性化に
必須のエレメントを同定した。 
 

（２）CCR7 プロモーターの活性化エレメント
に結合する転写因子の探索 
同定した CCR7 プロモーターの活性化エレ

メントに作用する転写因子候補群の発現プ
ラスミドを作製し、CCR7 プロモーター活性に
与える影響をルシフェラーゼ解析により検
討した。また、ATL および CTCL 細胞株の核抽
出 物 を 用 い て DNA pull-down 解 析 と
MALDI-TOF 質量分析システムにより、CCR7 プ
ロモーターの活性化エレメントへ結合する
転写因子を同定した。 
 

（３）同定された転写因子の発現解析 
ATLやCTCL細胞株での同定された転写因子

の発現を RT-PCR で検討した。 
 
４．研究成果 
（１）CCR7 プロモーターの活性化エレメント
の同定 
 ATL の臨床検体を用いて 5’RACE 法による
CCR7 の転写開始点を同定した結果、主な CCR7
転写開始点は 1カ所であった。また、TFSEARCH 

program (http://mbs.cbrc.jp/research/ 
db/TFSEARCH.html)による転写因子結合部位
の予測検索を行った結果、その転写開始点の
上流には AP-1、Sp1、MZF1、c-Myb などの転写
因子結合部位が存在することが明らかとなっ
た（A）。ATL および CTCL 細胞株での CCR7 発
現に必要な領域を同定するため、CCR7 プロモ
ーターの欠失コンストラクトを作製し、ルシ
フェレースレポーター解析を行った。その結
果、ATL および CTCL 細胞株において CCR7 の
発現には、CCR7 プロモーターの-90～-65 の領
域が必須であることが明らかとなった（B）。
また、ATL とは異なる T細胞急性リンパ性白
血病（T-ALL）細胞株 Jurkat ではこの-90～-65
の領域よりさらに下流までプロモーター活性



がみられることから（C）、同定した CCR7 プロ
モーターの活性化エレメントは ATL および
CTCLにおいて特異的であることも明らかとな
った。 
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（２）CCR7 プロモーターの活性化エレメント
に結合する転写因子の探索 
 これまでに我々は ATL 細胞株において
c-Mybの発現抑制によってCCR7の発現が低下
することを確認していたことから（D）、c-Myb
結合予測部位の点変異コンストラクトを用
いたレポーター解析と CCR7 非発現細胞株に
おけるc-Myb再構築解析を行った。その結果、
CCR7 プロモーターの-90～-65 の領域におい
てc-Mybは十分なプロモーター活性を示さな
かった（E）。そこで ATL および CTCL 細胞株
においてc-Myb結合予測部位上流-90～-71の
領域の点変異コンストラクト（A）を用いた
レポーター解析を行った結果、新規 DNA 結合
配列 GAGGAG が CCR7 プロモーター活性化に
必須であることが明らかとなった（F）。こ
の GAGGAG 配列に結合する転写因子を同定
するために DNA pull-down 解析と MALDI-TOF
による質量分析を行った結果、zinc-finger 
protein を含む数種類の転写因子が得られた
（G）。 
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（３）同定された転写因子の発現解析 
GAGGAG配列に作用する転写因子群のATLお

よび CTCL における発現解析を行った。その
結果、ATL および CTCL 細胞株では共通して
ZFYVE19 が発現することを明らかにした。し
かしながら、CCR7 が発現していない T-ALL 細
胞株でもZFYVE19の発現が確認されたことか
ら、ZFYVE19 はさらに他の転写因子などと共
同して ATLおよび CTCL での CCR7 発現を誘導
することが示唆された（H）。 
 



H 

 
（まとめ） 
現在までに T-ALL における CCR7 発現調節

因子としてNotch-1が関与していることは報
告されているが、ATL および CTCL における
CCR7 発現制御機構はいまだ不明である。今回
我々は、ATL および CTCL における CCR7 プロ
モーター活性化には新規DNA結合配列GAGGAG
が必須であり、その部位には ZFYVE19 が結合
することを明らかにした。このことは T-ALL
とは異なるCCR7発現制御であることを示し、
ATLおよびCTCLにおける特異的な発がん機構
が存在することを示唆している。これまでに
我々は、ATL や CTCL において CCR4 発現に関
わる転写因子FRA-2の下流遺伝子としてSOX4
を同定し、さらに SOX4 が抗腫瘍薬の標的と
して近年注目されている HDAC ファミリーの
ひとつHDAC8の発現を誘導することを明らか
にした（Higuchi et al, Blood 2013）。本研
究で見出したZFYVE19とそれと共同する未知
の転写因子は、FRA-2/SOX4 と同様に ATL およ
び CTCL における新たな発がん遺伝子カスケ
ードを形成する可能性があり、本研究はこれ
らの成熟型 T細胞性腫瘍の診断・治療に有用
な情報を提供する契機になると考えられる。 
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