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Human T-cell leukemia virus type 1 (HTLV- 1 ) is the etiologic agent of adult T-

cell leukemia. Tax, the viral protein, is thought to be crucial in the development of

the disease, since it is transforming in vitro and induces tumors in transgenic animals.
We examined the effect of Tax activity on the growth of an interleukin (IL)- 2 -depend-

ent T-cell line, CTLL-2. A stable expression of Tax in CTLL-2 converted cell growth

from being IL-2-dependent to IL-2-independent. Tax stimulated the transcription
through NF-kB and CAMP responsive element like sequence (CRE) in HTLV- 1 pro-

moter. Tax mutants segregating these two pathways suggested that the NF-kB path-

way was essential for IL-2-independent growth of CTLL-2 , while that of CRE was

unnecessary. The level of Tax expresssion in five IL-2-dependent HTLV- 1 -trans-

formed T-cell lines positively correlated with their survival length in the absence of IL

-2. Three IL-2-independent cell lines expressed more Tax protein than most of IL-2

-dependent ones. However, one IL- 2 -dependent cell lines expressed Tax equivalently to

that of IL-2-independent ones, and it was still IL-2-dependent. These results sug-
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gestedthatTaxinenoughamountisrequiredbutnotsufficientforlong-term ILL2lin-

dependentprolirerationorvirtlS-infectedT-celllines.
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序

ヒトT細胞白血病ウイ)LIスⅠ型 (f寸TLV-1)は成

人 T細胞白血病 (adultT-cellleukenlia;ATL)の

原田ウイ)i,スである.すべてのT171'ルス感染者ではなく,

約5%が ATIJを発症する.また,このウイルスは主

として母親から千どもに垂直感染するが.40-50年の潜

伏期を経て発症する.従って.ウ1')Lス感染細胞中の複

数の遺伝子異常が ATLの発症に関与すると考えられ

る.しかしながら.ATI_.発症に至る悪性化の機構につ

いては.ほとんど解析が進んでいない.

1王TIJV-1は試験管内で正常 T細胞をトランス7サー

ムする.この トランスフすメーションにウイルス蛋自

Taxが重要な役割を果たしている.即ち,Taxを単独

で遺伝1一導入することによって,正常 T 細胞を T細

胞増殖因子 (IIJ-2)依存性に トランス7オームするこ

トランス7す-ムすると.TL2依存性細胞株のみなら

ず,IL-2非依存性細胞株が樹立される.また.ウイル

スで トランスフォームした lL2依存性細胞株は長期培

養により,Ⅰし2非依存性に変換することも知られてい

る.従って.このウイルス感染細胞の Ⅰし2依存性から

ILl2非依存性-の変換は.ATL亨摘三に至る悪性化の1

ステップに対応する可能性もあi).そのメカニズムの解

析が精力的に進められている.

本稿において.この IL-2依存性細胞株から非依存性

細胞株-の変換に Taxが関与すること,その際.Tax

1.HTLt ･･'-1Taxによる IL-2依存性細胞株

の非依存性へのトランスフォメーション

CTLL-2はマウスの IL-2依存性 で 細胞株である.

この細胞株から Ⅰし2を除去すると,アポ トーシスが誘

導され,48時間以内に全ての細胞が死滅する.この細胞

を用いて,T細胞の IL-2非依存性増穂における Tax

の役割について解析した.まず CTLL-2に tax遺伝

子を電気穿孔法により導入し,薬剤耐性 (G418)を指

標に,Tax蛋白を高発現した3種類の細胞株 (CTI.し

2/Tax)を樹立した.これらの細胞株を Ⅰし2非存在

下で培養Lたところ.Taxを発現 している3梗概の細

胞株はすべて IL-2非依存性に増殖した∴ ∴方で.ベ ク

タープラスミドを導入した細胞株 (CTLIJl2/Vee)は

親株と同様に IL2非存在下ではすふやかに死滅した.

2. Tax 変異体による CTLL-2の IL12非

依存性細胞増殖

Tax蛋r仁=ま転写活性化因子であ り.ウイルス遺伝子

および様々な細胞遺伝子の発現を誘導する.また,これ

らの活性が.細胞の トランス7寸メ-ションに関与する

と考えLT)れている.Taxが活性化するエ ンハンサー配

列として,kB配列および CRE配列が知 られている.

CTLL2細胞株における Taxの転写活性化能を測定

するために,kBあるいは CRE を転写調節領域にも

つみシフェラ-ゼ発現プラスミドを,Tax発現プラス

ミドあるいはその変異体 (Tax703.TaxhI･Ⅰ22)ともに

CTLL-2に-一山過性に遺伝子導入し.ルシフェラーゼ活

性を測定した.野性型 Taxは kB配列および CRE

をともに活性化した.Tax703は kB配列のみを,Ta

xM22は CREのみを選択的に活性化し,kB配列に対

してむしろ抑制的に働いた.これらの Tax 変異体

(Tax703.TaxhIⅠ221を開いて,IL-2非依存性細胞増

殖に関与する Taxの縄能について解析するために,こ

れらの Tax 変異鼓白を発現する eTLL2細胞株

(CTLL-2/Tax703.TaxM22)を野生型 Taxと同

様の方法で樹立した.Tax703を発現した3種類の細胞

株はすべて eTtJJTax同様,Ⅰし2非依存性に増殖 し

類とも CTLL-2/Vecよりも早く死滅した.これらの

結果は,CTLL-2の IL-2非依存性細胞増殖には Tax

による kBの活性化が関与することを示唆する.

3.CTLL-2/Taxの NF-kB活性

次に,Taxを発現した CTLL-2クローンの kB 配

列に対する細胞因子の結合活性 (NF-kB活性) 杏

EMSA(Electro-九･･Iobility-Shift-Assay)法によっ
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て測定した.CTI..し2/Taxおよび eTLL-2/Tax

703から柁抽出液を作製L.NF---kB 活性を測定した

ところ,CTLLl2/Taxは,CTIJL-2/Veeと比べて

非常に高い活性を示した.この活性は IL2非存在下で

も維持されていた.この NF-kB柁合体は.ラベルし

ていない過剰量の kB配列のオリゴヌクレオチドによっ

て阻害されたが,コントロールとして開いた軽関係のオ

リゴヌクレオチ ド(TRE配列)によっては阻害されず,

2/TaxM22は CTLLl2/Veeよりも低い NF-kB活

性を示した.この TaxM22は CTLL12のアポ トーシ

スを促進することから,NF-kB 活性が IL-2による

アポトーシス抑制に関与する可能性を示唆している.ま

-A-CTLL-2Nec
ー CTLL-2∧〟T-5
-CTLL-2ノ703-2
+CTLL2HO3-3
ーCTLL2/703-7
-亡トCTLL2/M22-1
+ CTLL2/M2213
8CTLL-2/M22-5

た,CTLLl2/Vecにおいて.lL-2を除去することに

よって,NF-kB活性の低下が観察された.この事は正

常 T細胞の Ⅰし 2依存性増殖においても,NF-kB が

アポトーシスの抑制に関与する可能性を示唆している.

HTLt･E'11トランスフォームT細胞株の IL-2

非存在性細胞増殖と Tax発現iとの相関

fITLV-1でトランス7オームした IL-2依存性およ

び IL2非依存性 T細胞株について.Taxの党規巌

と細胞増殖との関係について検討した.5種類の Ⅰし2

依存性細胞株の中で,IIJ-2非存在下における細胞増殖

と Taxの発現量との間に正の相関が観察された.Tax

の発現最が麻も少ない ILT-Matは IL12非存在下で
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は3日以内に死滅した.一方で,戯亀多くTaxを発現

していた ILT-Koy細胞株は IL-2非存在下で約 1週

間増殖した.他の細胞株についても.Taxの発現量と

短期間の IL-2非存在下での増殖の間には相関が得られ

た.しかしながら.いずれの細胞も長期的には IL2依

存性であった.この結果は Taxの発現嵐が短期の Ⅰし

王L12非依存性轡胞増殖には TaⅩのみでは不十分であ

ることを示唆している.実際に.ⅠⅠ.∫-2非依存性細胞株

は IL-2依存性細胞株よi)も Taxの発現畳が高かった.

しかしながら,IL-2依存性の ILT-Ito.Vの Taxの発

現量は IL-2非依存性細胞株の中では Taxの党規量が

低い TtJ-Suと同レベルであった.

考 察

今回我々は,HTLVllによる IL-2非依存性 T 細

胞 トランスフォメーションに Taxが関与すること,ま

た Ⅰし2非依存性細胞増殖活性には IL-2依存性 トラン

ス7オメ-ション活性よりも多くの Taxが必要である

ことを示した.しかしながら,Taxの発現量だけでは

長期の Ⅰし2非依存性増穂には不十分であることが示さ

れ,ウイルス感染細胞における Tax以外の内子の関与

が推定される.

少なくとも2つの活性が CTLL2の IL-2依,i=津tミ細

胞増殖に関与すると考えられている.1つはアポ ト-シ

スを抑制すること,もう1つは細胞周期の促進である.

従って,Taxはこれら2つの活性を eTI.L-2におい

て代開している.Tax変異体を開いた解析は,NF-kB

が Taxによる IL-2非依存性細胞増殖誘導活性に関与

していることを示唆した.最近,NF-kBがさまざまな

種類のアポトーシスを抑制することが報告されている.

従って,NF-kBが Ⅰし2を除去した際に誘導されるア

期の促進は NF-kB の活性化よりもむしろ cyelin-

dependentkinases(CDKs)の活性化による可能性

が高い.CDIくSは細胞周期の促進を調節する重要な田

子であi上 Taxが CDKsの阻害分子である P16INlt

4と結合することによって.CDKsを活性化すること

が報告されている.実際に用いた Tax703が CDIくの

活性化作岡を有することを示唆する結果を得ている 仁未

発表).以上の結果を併せて.Taxによる NF-kB と

CDIisの活性化が CTLL-2の Ⅰし2非依存性増殖に

関すると推定される.しかしながら.Taxはこれら以

外にもさまざまな活性が報告されており.今後どの活性

が IL-2非依存性細胞増殖に関与しているのかを決定す

ることが束要な課題である.

flTL＼∴1は ATIJ発症の初期過程に関与していると

考えられている.ウイルスによって不死化された T細

胞にどのような異常が起き,最終的に白血病が発症 して

いるのかについてはほとんど解析が進んでいない.その

1つのステップとしても IL2非依存性性増殖に関与す

る Tax以外の閃子の解明が重要な課題の1つである.
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