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HTLV一一1キャリアにおけるpX　mRNA発現量の解析

九州大学医学部附属病院総合診療部（指導：柏木征三郎教授）

　　　　　　　　　平　　田　　美　　樹

　　　　　Higher　Expression　Levels　of　Alternatively　Spliced　pX　mRNA
in　Human　T－lymphotropic　Virus　Type　1　（HTLV－1）　Asymptomatic　Carriers
　　　　　　　　　　　　　　Positive　for　Antibodies　to　p40taX　Protein

　　　　　　　　　　　　　　　　Miki　HIRATA

DePaitment　of　General　Medicine　（Director：　Prof　S．　Kashiwagi），

　　　　　Kyzashu　University　Hospital　71，　Fukuoka　812－82

　　　We　cloned　and　sequenced　complementary　DNA　（cDNA）　of　human　T　lymphotropic　virus　type

I（HTLV－1）　pX　gene　mRNA　expressed　in　peripheral　blood　lymphocytes　of　asymptomatic　carriers

and　searched　for　a　possible　correlation　between　HTLV－1　pX　mRNA　expression　levels　to　viral

load　and　anti－p40taX　status．　Nine　cDNA　clones　had　four　alternatively　spliced　forms　of　mRNA，

three　forms　were　identical　to　the　reported　cDNA　sequences．　One　cDNA　clone　contained　a　novel

splicing　acceptor　site，　thereby　indicating　an　unidentified　form　of　pX　mRNA，　termed　as

pXA17A37．　These　results，　together　with　previous　observations，　suggest　that　HTLV－1　has

complex　pattern　of　splicing．　The　expression　levels　of　the　five　pX　mRNAs，　pX，　pXA17，　p21reX，　orf

II，　and　pXA17A37，　were　examined　in　twenty－one　asymptomatic　carriers．　Alternatively　spliced　pX

mRNA　species　were　detected　in　all　the　carriers．　Semiquantitation　of　pX　mRNAs　revealed　that

pX　and　pXA17　were　the　dominant　mRNA　species　among　alternatively　spliced　pX　mRNA．　All　pX

mRNAs　but　the　orf　II　message　correlated　with　amounts　of　proviral　DNA　significantly　（p　〈O．05）．

The　levels　of　proviral　DNA　and　mRNAs　were　significantly　higher　in　anti－p40‘aX　positive　carriers

than　in　negative　ones．　These　observations　suggest　that　the　alternatively　spliced　pX　mRNAs　are

expressed　ubiquitously　in　the　peripheral　blood　lymphocytes　of　HTLV－1　asymptomatic　carriers

with　complex　pattern　of　splicing　and　that　the　presence　of　anti－p40taX　may　be　a　marker　for　a　higher

viral　load　and　viral　replication　levels　in　HTLV－1　asymptomatic　carriers．　Our　observations　may

explain　previous　finding　that　the　carriers　rate　is　higher　in　the　offspring　of　anti－p40taX　positive

mothers　than　those　of　anti－p40taX　negative　mothers．

は　じ　め　に

　Human　T－lymphOtropic　virus　type　I（HTLV－1）は

日本の南西部に高率に分布するレトロウイルス

で4）20）21），成人T細胞白血病（ATL）の病因ウイルス

とされ14）40）42），HTLV－1関連脊髄症（HAM／TSP）へ

の関与も指摘されている11）31）．そのウイルスゲノムは

pXと呼ばれる特異な遺伝子領域を有している．

HTLV－1から転写さ．れる3種類のRNAのうち，2カ

所spliceされたtax／rex　mRNAは，　HTLV－1ゲノム

のpX領域を含むためpX　mRNAと呼ばれているが，

このpX　mRNAは少なくとも3種類の蛋白質，即ち

tax（p40tax），　rex（p27「ex），　p21「ex蛋白をコードしてい

る25）28）34）35）36）．これらの蛋白の中でp40tax蛋白は，トラ

ンス活性と呼ばれる作用によりintegrateされている

HTLV－1遺伝子のLTRに働き，ウイルス遺伝子の転

写やウイルス増殖を促進したり，細胞のIL－2やIL－2

レセプターなどの遺伝子に働き，同様なしくみでIL－2

やIL－2レセプターなどを活性化する機構を持つこと

が明らかにされている．またp27「ex蛋白は，　spliceの

調節に関与することが知られている．これらの遺伝子

の活性化作用は，ウイルスの複製や感染したT細胞の

異常増殖に重要な役割を果たしていると考えられてお

り，ATLの発症機構にも深く関与していることが推
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定されている5）10）19｝36）38）．

　HTLV－1感染者のうち約半数が，　p40tax蛋白に対す

る抗体（p40tax抗体）をもっことが知られ，　p40tax抗体

陽性の母から生まれた子供の方が感染率が高いという

報告から，p40tax抗体の有無と感染性との関与が示唆

されている23）．したがって，pX　mRNAの発現につい

て検討することは，白血病発症機構や感染性の研究に

おいても重要なことと考えられる．

　これまで，蛍光抗体法やnorthern　blot法といった

従来の方法でウイルス遺伝子の発現は試みられていた

が，ATL患者やキャリアの末梢血リンパ球から

HTLV－I　RNAやHTLV－1抗原が検出されることは

ほとんどなかった．これは，ATL患者やキャリア末梢

血リンパ球より得られるウイルス遺伝子が微量であっ

たためかもしれない．しかし，polymerase　chain　reac－

tion（PCR）法が開発されてからは微量のmRNAを検

出することが比較的容易となり，いろいろなsplicing

formをもつpX　mRNAが報告された2》7）27）30）．さらに，

ATL患者やHAM患者，キャリアの末梢血リンパ球

からもpX　mRNAの発現が示されるようになっ
た3）12）24）39）．しかしながら，キャリア状態で各種のpX

mRNAがどのように分布し，どんな特徴を持つかは

明らかにされていない．

　本研究では，無症候性キャリアの末梢血リンパ球を

用いて，HTLV－I　pX　mRNAの発現について検討し

た．その結果，H：TLV－1　pX　mRNAのcDNAのクロ

ーニングおよび塩基配列解析では，すでに報告されて

いたmRNAに加えて今まで同定されていない新しい

mRNAを検出し，　HTLV－IpXmRNAが複雑なsplic－

ingパターンを持つことが示された．さらに，　HTLV－

IpX　mRNAの発現量を調べるために，各種pX
mRNAのsplicing　junctionに特異的なプライマーを

合成し，PCR法によりpX　mRNAの半定量を行った

ところ，各種pX　mRNAはキャリアの末梢血リンパ球

に恒常的に発現していることが判明した．pX　mRNA

の発現量とp40tax抗体の有無との関連，そしてprovir－

al　DNA量との関連についても検討した．

対象および方法

　1．対象

　21例の日本人HTLV－1キャリアを対象とした．対

象者は2年から5年の経過観察中，ATL，　HAM／TSP

あるいは他のHTLV－1関連疾患を疑わせるような，

臨床症状や検査データを認めない無症候性キャリアで，

そのうち，9例がp40tax抗体陽性で，12例は陰性であ

った．対象者の背景については，Table　1に示した．

p40tax抗体の陽性，陰性者間で平均年齢，末梢血の白血

球数，リンパ回数に有意な差は認めなかった．

　2．cDNAの合成とPCR法に＄るpX　mRNAの
増幅

　LSMにより分離された106個の末梢血リンパ球か

ら16），Total　RNAをacid　guanidine　phenol　chloro－

form　methods6）で抽出し，　first　strand　cDNAはran－

dom　hexomerとreverse　transcriptaseを用いて

total　RNAより合成した（SuperscriptTM　Gibco－

BRL，　Gaithersburg，　MD）18）．　cDNAをRNaseHで処

理後，PCR法を以下の条件で行った．即ち，10　mM

Tris－HCI　（pH8，0）；50　mM　KCI；1．5mM　MgC12；

O．Ol％gelatin；O．2mM　dATP，　dGTP，　dCTP，

dTTP；2．5単位のTaq　DNApolymerase（Perkin－

Elmer　Cetus，　Norwalk，　CT）と0．5pMのHM5，　HM3

primerを含む50μ1の反応溶液にcDNAを加え，pro－

gramable　thermal　cycler　（ASTEC，　Fukuoka，　Japan）

で30サイクルの増幅を行った．HM5，　HM3　primerの

塩基配列はTable　2に，位置につv）てはFigure　1に示

した．反応の温度条件は，denaturationが94℃で1

分，annealingが55℃で1。5分，　extensionは720Cで

2分を30サイクル行った後，72℃で5分のextension

を行った．そして，PCR反応産物を1．5％のアガロー

スゲルで電気泳動し，エチジウムブロマイド染色後，

紫外線照射下でバンドを確認した．

　3．pX　cDNAのクローニングと塩基配列の解析

　TA　cloning　kit（lnvitrogen，　San　Diego，　CA）を用

いて，case　5とcase　18のPCR産物をpCR1000プラ

スミドベクターにクローニングした17）．プラスミド

DNAを大腸菌のクローンより抽出し17），10　ngのプ

ラスミドDNAをPX1とPX2のprimerで増幅する

ことによって，目的のpX　cDNA　fragmentの有無に

ついて確認した．PX1，　PX2　primerの塩基配列は

Table　2に，位置はFigure　1に示した．塩基配列は，

FITC－labeled　M13　universa1とreverse　primers，

auto－cycle　sequencing　kit　（Pharmacia，　Uppsala，

Sweden）を用いたDideoxy　sequencing　reactionに

よって得た．そのcDNAの塩基配列はすでに発表され

ているHTLV－1のsequenceと比較し26）32）33）34），塩基

番号は，λATK－1に従った．

　4．PCR法による各種pX　mRNAの同定

　HTLV－1キャリアの末梢血リンパ球に発現してい

る各種pX　mRNAを同定するために，2段階のPCR

を行った．PCRに用いるprimerのAS1，　AS2，
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Table　1 Demographic　data　and　levels　of　proviral　DNA　and　pX　mRNAs　expression　among　HTLV

－1　carriers．

　　　　　　　Number
　　　　　　　of　WBC　CD4／8
Case　Age　Sex（／m血3）　比

Number　of
Ly﨑ﾜtes

　　　　　Anti一　ProviralAnti－
　　　　HTLV－1　DNAP40tax

mRNA（copy／106cell）

titer（2”）　（copy／106cell）　pX　A　17　A17A37　orfll　p21’eX

5600　1．7

5600　1．8

6100　1．2

4900　1．8

3800　1．5

4300　2．0

5400　3．2

3600　1．0

3400　1．6

4800　1．4

5060　1．9

3300　1．6

5000　1．8

5700　1．9

3800　O．8

5200　1．5

5000　NT
7700　2．0

5600　1．8

5400　O．9

4200　1．4

十
十
十
十
十
十
十
十
十

1000　100
　100　100
　10　1000
　100　10
1000　10
1000〈　100
1000〈　1000

1000〈　1000

1000〈　100

100　10
　1　10
　1　10
　1＞　1＞

100　10
1＞　100
　10　1＞
1＞　1＞
100　1000

　10　10
　10　10
1＞　10

1000　〈

　100

1000　〈

　100

　100

1000　〈

1000　〈

1000　〈

1000　〈

　100

　10

　1

　1
　1
　10

　1＞

　1＞

1000　〈

1000

　10

100

10　100　100
1＞　100　10

10　10　100
1　1＞　1
1＞　100　10
10　1＞　100
10　10　100
10　1　100
10　10　100
1　10　1
1＞　1＞　1
1＞　1＞　le
1　　　1　　　1

1＞　1＞　10
1　1＞　100
1＞　1　10
1＞　1000　1
1　1＞　100
10　1　100
1　1＞　1
1　1＞　10

NOTE．　WBC，　white　blood　cell；　NT，　not　tested．

Table　2 Nucleotide　sequences　of　the　oligonucleotide　primers　used　for　PCR　amplifi－

cation　of　pX　cDNA　or　proviral　DNA．

Primer Sequence Nucleotide　position Orientation

HMs
HM3
PXI
PX2
ASI
AS2
AS3
AS4
ASs
AS6

5’一CATCCACGCCGGTTGAGTCGCG－3’　400－421
5’一AGGAACTGTAGAGCTGAGCCGAT－3’　7509－7487

5’一ACCCAGTCTACGTGTTTGGA－3’
5’一TGATCTGATGCTCTGGACAG－3’
5’一CCGCCGTCTAG／CTTCCTGGTC－3’
5’一CCGCCGTCTAG／CCGCCAGTCC－3’

5’一CCGCCGTCTAG／CAGGTCCTCCG－3’
5’一CCGCCGTCTAG／CCCACTTCCCA－3’
5’一CAACACCATGG／ATACCCAGTC－3’
5’一CAACACCATGG／CCCACTTCCCA－3’

7341－7360

7460－7441

461－471／4993－5002

461－471／5010－5019

461－471／7227－7237

461－471／7302－7312

5173－5183／7339－7348

5173－5183／7302－7312

Sense

Antisense

Sense

Antisense

Sense

Sense

Sense

Sense

Sense

Sense

AS3，　AS4，　AS5は，これまで報告されているHTLV

－1の塩基配列と今回得られたcDNAの塩基配列を基

に合成した．これらのprimerの塩基配列はTable　2

に，その位置はFigure　1に示した．HM5，　HM3　primer

で1段丁目の増幅を行い，その反応産物の一部（3μ1）

を用いて，それぞれの5’primer（AS1，　AS2，　AS3，　AS4，

AS5）と3’primer　PX2で2段階目のPCRを行った．

PCRは25μ1の系で行い，反応溶液の組成は前述した

通りである．温度条件はdenaturationが94℃で1分，

annealingが56℃で1分，　extensionは72℃で1分を

30サイクルあるいは40サイクル行った後，72℃で5

分のextensionを行った．反応産物は1．7％のアガロ

ースゲルで電気泳動し，エチジウムブロマイド染色後，

各種mRNAのバンドの同定を行った．得られたクロ

）
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A．
LTR
　　　　　　　　　　　　　po1

LTR

prov置ra置D閥A

B．

genomic　mRNA
env　mRNA
pX　mRNA

4993 5183 3e2　7509

5010 5183

5010　5183

pX　mRNA

pXA17　mRNA

pXA17A37　mRNA

727 7509

c．

　　HM5　O

馴
艶
s
3
田

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　PXI　”

一一一一一一一〇

■トー一一一一⇒
■トー一一一一一一一一一一一一一■レ

．一一一一一一一一“一一一一一
　　　　　　　　　　　AS5　一一一一一一一〇

　　　　　　　　　　　AS6　．一一一一一．〉

　一HM3
一　Pxa

orfll　mRNA

p21　rex　mRNA

Figure　1　Schematic　configurations　of　alternatively　spliced　pX　mRNA　species　with　locations　of　primers　used

　　　　　　for　the　PCR　amplifications　of　each　HTLV－1　pX　mRNA．　A．　Genomic　organization　of　HTLV－I

　　　　　　provirus　and　HTLV－1　mRNAs．　B．　Five　alternatively　spliced　pX　mRNAs．　The　pXA17，　p21reX，　and

　　　　　　orf　II　mRNAs　have　been　reported　by　Berneman　et　al．　2）．　The　pXA17A37　was　characterized　in　this

　　　　　　study．　Numbers　indicate　nucleotide　positions　at　the　RNA　splicing　site．　Nucleotide　number　refers

　　　　　　to　the　published　HTLV－1　genome　sequence　by　Seiki　et　al．　3‘）．　C．　The　locations　of　the　primers．　The

　　　　　　arrow　heads　indicate　the　3’　end　of　the　primers．　Broken　lines　represent　continuity　of　the　primer．

一ンの中には，orfll　mRNAに相当するものがなかっ

たので，陽性コントロールには，orfll　mRNA以外の

各種mRNAに相当するプラスミドDNAを，陰性コ

ントロールにはHTLV－1陰性者の末梢血リンパ球か

ら得られたcDNAを用いた．

　5．　5種類のpX　mRNAの半定量

　合成したcDNAをtemplateとして用いるが，それ

ぞれのキャリアのcDNA量を標準化するために，従来

から用いられているβ一actinによる増幅を行った22）．

即ち，β一actin　cDNAに特異的なprimerを用いて25

μ1の系で20サイクルのPCRを行い，その増幅された

β一actin　cDNAのバンドがエチジウムブロマイドで

染色される強度によって，得られたcDNAの総量を判

定した．そして，それぞれのキャリアのcDNA量が一

定になるように補正した量のcDNAと，既知量のコン

トロールプラスミドDNAを用いて，前述した条件で

1段階目のPCRを行った．さらに，その反応産物を5

倍，25倍，125倍に希釈し，そのうちの2μ1を2段階

目のPCRに用いた．2段階目のPCRは，25μ1の系で

行い，primerは前述した通りである．各種mRNAの

量は，電気泳動によって得られたキャリアのバンドの

強度を，既知量のコ’ントロールプラスミドのバンドの

強度と比較することによって判定したが，AS4とP2

primerで増幅されるmRNA（orfll）はプラスミドが

得られていないので，K11プラスミドDNA（p21「ex）

の結果を用いて判定した．増幅されたDNAバンドの

強度はプラスミドのコピー数で示したが，ほとんどバ

ンドが得られない場合を1＞とし，それから1，10，

100，1000コピーの4段階に分け，1000コピー以上の

場合1000〈と表示した．

　6．pX△17　mRNAとpX△17△37　mRNAの同時増

幅

　pX△17　mRNAとpX△17△37　mRNAは2カ所
spliceされるが，　figure　1のBに示すように1番目の

spliceの形式はまったく同じで，　pX△17△37　mRNA

の2番目のSA（splicing　acceptor　site）が37塩基下
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流にずれている．そのためpX△17cDNAを増幅する

ために5’primerとしてAS2を用いると，
pX△17△37cDNAが同時に増幅されることになる．し

たがって，2つのcDNAがどんな割合で増幅されてい

るかを知るために，新たなPCRを行った．即ち，1段

階目のPCRを5’primer　AS2，3’primer　HM3で行い，

2段階目を5’primerがAS5あるいはAS6，3／primer

がPX2で行った．このPCRでは，　pX△17cDNAと

pX△17△37cDNAの2種類の反応産物が得られるこ

とになり，37塩基長さが違うためどちらがより優位に

増幅されているかを知ることができる．PCR産物は同

様にアガロースゲルで電気泳動後，K7（pX△17）とK3

（pX△17△37）プラスミドDNAの結果を陽性コントロ

ールとして比較した．

　7．pX領域を用いたproviral　DNAの半定量

　ゲノムDNAは106個の末梢血リンパ球より抽出し，

それぞれのDNA濃度は吸光度計を用いて260　nmの

吸光度によって測定した．用いるDNA量は700　ngで

β一actinによる増幅でサンプル間の標準化を行った．

1段階目のPCRは，　primerとしてPX1とHM3を用

い，denaturationが93℃で1分，　annealingが56℃で

1．5分，extensionは72℃で2分を30サイクル行った

後，72℃5分のextensionを行った．陽性コントロー

ルとしては，既知量のプラスミドDNA（K35）を階段

希釈し，同じ条件でPCRしたものを用いた．さらに，

1段階目の反応産物を5倍，25倍，125倍に希釈し，

そのうちの2μ1を2段階目のPCRに用いた．2段階

目のPCRは，25μ1の系でprimerとしてPX1と

PX2を用い，　denaturationが94℃で1分，　annealing

が55℃で1分，extensionは72℃で1分を20サイク

ル行った後，72℃で5分のextensionを行った．反応

産物は1．5％のアガロースゲルで電気泳動後，エチジ

ウムブロマイドで染色されるが，各proviral　DNAの

コピー数は，電気泳動によって得られたキャリアのバ

ンドの強度を，既知量のコントロールプラスミドのバ

ンドの強度と比較することによって判定した．増幅さ

れたDNAバンドの強度はプラスミドのコピー数で示

したが，ほとんどバンドが得られない場合を1＞とし，

それから1，10，100，1000コピーの4段階に分け，1000

コピー以上の場合1000＜と表示した．HTLV－1非感

染例から得られた末梢血リンパ球より抽出したゲノム

DNAを陰性コントロールとして用いた．

　8．血清学的検査

　HTLV－1抗体は，　PA法を用いて測定し，　western

blot法で確認した34）35）l　HTLV－1抗体価は，　PA法で

陽性を示す最高希釈倍数の逆数を用いた．また，p40tax

抗体は，ELISA法で測定したが，抗原には，完全な長

さのHTLV－I　Tax遺伝子を形質転換した大腸菌に発

現した，recombinantのp40tax蛋白を用いた37）．

HTLV－1陰性例の吸光度の平均および標準偏差を測

定し，平均値に標準偏差の3倍を加えた値を，カット

オフ値とした．

　9．統計学的解析

　5種類のpX　mRNA発現レベルと他の因子との関
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　　　　　nucleotide　identity　to　the　reported　HTLV－1　sequence3‘）．
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連は，Spearman’s　rank　testを用いて検定を行った．

また，p40tax抗体の有無による各因子の差は，　Mann－

Whitney　testとchi－square　testを用いて検定した．

実　験結　果

　1．alternatively　spliced　pX　mRNAの解析

　case　5とcase　18から得られた9個のcDNAクロ

ーンの塩基配列をFigure　2に示した．これらの中に

は，4種類のsplicingの形式が含まれており，3種類

はこれまでに報告されている形と一致した2）28）．即ち，

3クーロン（Y5，　Y18，　K35）はclassicalなdoubly

spliced　pX　mRNAと一致しており28），4クローン

（Y24，　Y43，　K7，　K42）はBememan2）らが報告した

pX△17　mRNAと同一で，　K11クローンはp21「ex

mRNAと一致していた．そして，　K3クローンは今ま

で報告されていない新しいsplicingの形式を持ち，

pX△17△37　mRNAと命名した．このcDNAは3つの

exonを持ち，最初のexonはウイルスゲノムの471

番塩基で終わり，2番目は5010番塩基から5183番塩

基で，3番目のexonはpX△17より37塩基下流の

7339番塩基から始まるが，この2番目のsplicing

acceptor　siteは，今まで知られていない新しいもので

ある．pX△17△37　mRNAがコードする蛋白は3つ存

在し，最初の蛋白はp27「exの開始コドン（5124番塩基）

で始まる．frame　shiftが2番目のsplicing　junction

siteで起こり，その下流のアミノ酸配列はp40taxと一

致する．2番目の蛋白は，p40taxの開始コドン（5180番

塩基）で始まり，frame　shiftがsplicing　junction　site

でおこり，その下流のアミノ酸配列はp27「exと一致す

る．3番目の蛋白はp21「exと同一である．

　2．pX　cDNA塩基配列のintrastrain　variation

　塩基配列の解析を行った領域で全部で9個の塩基変

異が認められた．このうちcase18から得られた4つの

クローン（Y5，　Y18，　Y24，　Y43）では，　Y24クローン

にのみ3個の変異が認められ，他の3クu一ンには変

異はなかった．またcase　5から得られた5つのクロー

ン（K3，　K7，　K11，　K35，　K42）にはあわせて6個の変

異が認められたが，どの変異もそのクU　一一ンのみに存

在し，2つ以上のクローンに認められる変異はなかっ

た．結局，総塩基の変異率は9／3513（1塩基につき0．26

％）で，これはTaq　DNAポリメラー一　tf　errorとして

報告されている率より少し高いものだった12）．またこ

の実験系で用いたPCRでは，モノクローナルな

cDNAを増幅すると1塩基につき0．033％の変異があ

ることが分かっている．したがって，塩基変異のほと

んどは，クV一ン内あるいはクローン問の多様性によ

って生じたものと考えられる．LTR，　env，　pX領域の

変異率はそれぞれ2／450（1塩基につき0．44％），4／

1435（1塩基につき0．28％），3／1628（1塩基につき

0．18％）で，このうち4個の塩基変異が推定される蛋

白のコード領域にある．Table　3に，塩基の変異によ

っておこると推定されるp27「exとp40taxのアミノ酸

変化を示したが，この中には停止コドンに変わる塩基

変異も認められた．

　3．alternatively　spliced　pX　mRNAの半定量

　Table　1に5種類のpX　mRNAの半定量の結果を

示した．すべての対象者にいずれか1種類のpX

mRNAが認められたが，　HTLV－1陰性例の末梢血リ

ンパ球からのcDNAでは増幅されなかった．5種類の

mRNAの発現量は個人間で様々であるが，　pXと

pX△17の2つのmRNAはほとんどの例で発現して

いた．また，1段階目と2段階目のPCRのサイクル数

を40回にあげるとこの2つのmRNAはすべての対

象者に認められ，このことからこれらのpX　mRNAは

無症候性キャリアの末梢血リンパ球に恒常的に発現し

ていることが明らかになった．さらに，p40tax抗体陽性

例9例のうち8例は，5つのmRNAの中でpX△17

mRNAが最も高度に発現しており，p40tax抗体陰性例

でもほとんどがpXとpX△17　mRNAを高度に発現

していることから，無症候性キャリアでは5種類の
　　　　　　　　　＿ノ

Table　3 Nucleotide　substitutions　of　cDNA　ciones　within　coding　regions

and　resulting　amino　acid　changes．

　　　　Nucleotide　Nucleotide
Clone　Position　Substitution

Amino　Acid　Change

p27rex P40tax

Y24

K35

7358

7381

5175

7454

十
し
　
↓
し
　
虚
し
　
↓
し

　　Silent

Gly　to　Asp
Thr　to　Ala
Ile　to　Met

Gly　to
Try　to

Gln　to

Arg
Term

Glu
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170一レ

133一レ

Figure　3　Simultaneous　PCR　amplification　of　two

　　　　　cDNA　species，　pXA17　and　pXA17A37．

　　　　　Lane　A，　control　plasmid　K7；　lane　B，　con－

　　　　　trol　plasmid　K3；　lane　C　to　H，　case　6，　7，　8，

　　　　　13，　19　and　20　listed　in　Table　1．　Molecular

　　　　　size　in　bps　are　at　left．

pX　mRNAのうちpXとpX△17　mRNAが優位なpX

mRNAであることが示唆された．これに対して，　orf11

とpX△17△37　mRNAはpXとpX△17　mRNAに比

べてその発現量は低かった．ただ例外的に1例に，pX

とpX△17　mRNAは検出レベル以下でありながら，

orfllが高度に発現していた．この対象者は，　p40tax抗

体が陰性であったが，他の陰性例に比べてHTLV－1

抗体価が比較的高い傾向にあった．p21「eX　mRNAにつ

いては全対象者に認められ，pXとpX△17　mRNAの

場合とは対象的に個人間でその発現量にあまり差がな

かった．ここでは示していないが，Koralnik27）らによ

って報告されているpX－rex－orfl（Rof）とpX－tax－

orfII（Tof）の2つのmRNAは，今回それらのsplic－

ing　junctionに特異的なprimerを用いたPCRでは

検出されなかった．Koralnikらの報告でもRofと

Tof　mRNAは発症者に比べてキャリアでの検出率が

低く，RofとTof　mRNAはpXやpX△17やp21「ex

mRNAに比べてキャリア状態では，発現量が低いの

かもしれない．

　4．pX△17　mRNAとpX△17△37　mRNAの同時増

幅

　pX△17　mRNAとpX△17△37　mRNAを同時に

PCRで増幅した結果をFigure　3に示した．それぞれ

のmRNAのsplicing　junctionに特異的なprimerを

用いた2段階目のPCRの結果，　pX△17　mRNAから

増幅されるバンドは170塩基の長さで検出され，

pX△17△37　mRNAから増幅されるバンドは133塩基

で検出される．case　6，7，8は半定量でpX△17

mRNAが強く発現していた例だが，その3例では170

塩基のバンドが強く検出された．またcase　13では

pX△17　mRNAとpX△17△37　mRNAが同じくらい発

現していた例であり，今回のPCRでpX△17　mRNA

の170塩基とpX△17△37　mRNAの133塩基の2本の

バンドが同程度の強さで検出された．case　19は定量

でpX△17　mRNAが1000コピー，　pX△17△37　mRNA

が10コピーの例であるが，定量の結果通り170塩基の

バンドが133塩基のバンドよりずっと強く検出された．

case　20ではどちらのmRNAも発現度が低く，170塩

基のバンドのみ検出された．以上の結果よりpX△17

mRNAを増幅する際，　pX△17△37　mRNAの影響はほ

とんど無く，半定量でpX△17　mRNAの発現量が多い

のは，pX△17　mRNA自体の発現が本来高度なためで

あることが明らかとなった．

　5．pX領域を用いたproviral　DNAの半定量

　pX領域を用いたproviral　DNAの半定量の結果を

Table　1に示した．　genomic　DNA　700ngを材料に

HTLV－I　proviral　DNAを半定量したが，その結果検

出感度以下から1000コピー以上まで様々だった．21

例中6例は10コピー以下であったが，これは全例

p40tax抗体陰性例だった．　proviral　DNAは，増幅サイ

クル数を増やすとすべての対象者に検出された．同様

の実験でHTLV－1陰性例の末梢血リンパ球からの

DNAではバンドは検出されず，偽陽性の可能性は考

えられなかった．

　6．p40tax抗体の有無によるpX　mRNA量と

proviral　DNA量の関係

　p40tax抗体の有無による5種類のpX　mRNAの発

現量をFigure　4のpanel　AからEに示した．どの

mRNAもp40tax抗体陽性例が陰性例に比べ高度に発

現しており，Mann－Whitneyテストによる有意差検定

ではそれぞれPが0．008，0．002，0．035，0．052，0．053

であった．したがってH：TLV－1ウイルスの転写活性

は，p40tax抗体陽性キャリアが陰性キャリアに比べて

より活発であることが示唆された．またp40tax抗体の

有無によるproviral　DNA量の違いについても，　Fig－

ure　4のpanel　Fに示しているが，ウイルス量としても

p40tax抗体陽性の方が高いことが明らかとなった．

　7．各種pX　mRNAと他の因子との関連

　Table　4に各種pX　mRNAと各因子の関連係数

（coefficient）およびSpearmanのrank　testによる

p－valueを示した．5種類のpX　mRNAの発現量は，

年齢，白血球数，リンパ素数，CD4／CD8比との問に有

意な関連を認めなかった．pXおよびpX△17　mRNA

量は，proviral　DNA量および，　p40tax抗体OD値との

間に有意な正の相関を認め，またHTLV－1抗体価に

ついては有意ではないが，正の相関傾向を認めた．
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Figure　4

（＋）　（一）

Proviral

　DNA

The　expression　levels　of　five　pX　mRNA　species　and　proviral　DNA　amounts　by　anti－p40taX　status．

The　p－values　by　Mann－Whitney　test　are　shown　at　the　top．

Table　4　Correlation　of　five　HTLV－1　pX　mRNAs　to　variables．

Coefficient　of　HTLV－1　pX　mRNAs
　　　　　　　（p－value）＊

Factors pX pXA17 pXA17A37 orf　II p21rex

Age

　Number　of

　　WBC
　Number　of
lymphocytes

　CD4／CD8
　　ratio

Proviral　DNA

Anti－HTLV－I
　　titer

　Anti－p40tax

　OD　value

一〇．126
（O．587）

　O．149
（O．521）

　0028
（O．905）

　O．076
（O．751）

　O．583
（O．006）

　O．413
（O．063）

　O．452
（O．040）

O．109
（O．639）

O．110
（O．637）

O．064
（O．785）

O．164
（O．490）

O．707
（o．ooo）

O．416
（O．061）

O．480
（O．028）

　O．092
（O．692）

　O．034
（O．884）

　O．236
（O．303）

一〇．016
（O．947）

　O．461
（O．036）

　O．324
（O．153）

　O．241
（O．293）

一〇．228
（O．321）

　O．097
（O．676）

　O．053
（O．821）

一〇．086
（O．718）

　0259
（O．257）

　O．651
（O．OOI）

　O．439
（O．046）

　O．234
（O．307）

　O．086
（O．713）

一〇ユ68
（O．468）

　O．068
（O．775）

　O．474
（O．030）

　e251
（O．272）

　O．220
（O．339）

＊p－values　below　O．05　are　underlined．

pX△17△37　mRNA量についてはproviral　DNA量と

の問のみに有意な正の相関を認めた．orfII　mRNA量

は，HTLV－1抗体価およびp40tax抗体OD値の両方

に，p21「ex　mRNA量はproviral　DNA量のみに有意な

正の相関が認められた．

考 察

本研究では，無症候性HTLV－1キャリアの末梢血

リンパ球からHTLV－I　pX　mRNAのcDNAクロー

ンを分離し，splicing　siteに特異的なprimerを用いた

PCR法によりalternativeにspliceされた4種類の

pX　mRNAの塩基配列を解析することができた．その

結果，その一つはいまだ報告されていないpX　mRNA

種であった．また，PCR法を用いてpX　mRNAの定

量化も行うことができた．

　これまで，northern　blot法および蛍光抗体法で

ATL患者やキャリアの末梢血リンパ球からHTLV－I

RNAやHTLV－1抗原を検出する試みが行われいた
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が，おそらく，末梢血リンパ球に含まれるpX　mRNA

の量自体が微量であったため，検出されない場合がほ

とんどであった．近年，PCR法が用いられるようにな

ってATL患者やHAM患者，また無症候性キャリア

の末梢血リンパ球からも，spliceされたpX　mRNAが

検出され報告されているが3）12）24）27）39），その検出頻度は

報告によって様々である．今回の実験では，無症候性

キャリアの末梢血リンパ球からいずれか1種類のpX

mRNAは検出することができ，その検出率は100％で

あった．他の報告より検出率が高い理由については明

らかではないが，本研究ではHTLV－1陰性コントロ

ールからpX　mRNAは検出されておらず，したがって

サンプルのコンタミネーションや非特異的な増幅がそ

の要因であるとは考えられない．今回，splicing　siteに

特異的なプライマーを合成し，2段階PCR法を用い

たことが，spliceされたpX　mRNAを高感度に検出で

きた理由かもしれない．

　2例の対象者より分離された9クローンのうち8ク

ローンは，これまでに報告されている3種類の

mRNA，即ちpX，　pX△17，　p21「exのいずれかと同一

のsplicingの形式を有していた．しかし，残り1つの

クローンは，pX△17の2番目のacceptor　siteが37塩

基下流にずれた新しいsplicingの形式をもつpX

mRNAと考えられ，今回pX△17△37　mRNAと名付

けた．以前の報告とあわせるとpXのmRNAは現在，

少なくとも8種類は存在すると考えられる2）7）27）28｝30）35）．

このようなHTLV－1ウイルスの複雑なsplicingのメ

カニズムが，ウイルスの複製や維持に関与する様々な

蛋白やそのisoformの形成を可能にすることによっ

て，HTLV－1のキャリア状態の継続に役立っているの

かもしれない．

　pX遺伝子はp40taxとp27「ex蛋白をコードするが，

p40tax蛋白はウイルス遺伝子の転写や5）10）19）36）38）他の

細胞遺伝子の転写を活性化し1）8）9），p27「ex蛋白はウイ

ルスの複製や，mRNAのsplicingを調節する役目を

担うことが報告されている13）．これらの機能はキャリ

ア状態にとってのウイルスの複製や，維持において重

要な役割を果たしている．今回の実験は，対象者の数

が少なく若年者が欠けているという点で不充分ではあ

るが，無症候性キャリアにalternativeにspliceされ

たpX　mRNAが恒常的に発現しているという事実を

強く示唆するものである．その中でもpXとpX△17

mRNAは他のmRNAより優位に発現して，すべての

対象者で検出されており，この結果はKoralnikら27）

の報告とも一致していた．したがって，これらの2つ

のmRNAはすべてのHTLV－1感染細胞に存在する

と考えられる．さらに，これらの2つのmRNAは，蛋

白コードという点ではまったく同じでp40tax，　p27「ex，

p21「ex蛋白をコードしている．したがって，これらの蛋

白は，キャリア状態の維持には重要であると考えられ，

HTLV－1感染細胞の悪性化と直接的に関連している

可能性は低いと思われたが，ATL患者の末梢血リン

パ球を用いた今後の検討も必要であろう．

　各種のpX　mRNA量に影響を与える因子としては，

proviral　DNA量，　HTLV－1抗体価，　p40tax抗体OD値

の3つがあげられるが，5種類のmRNAでそのパタ

ーンに差が認められた．即ち，p40tax蛋白，　p27「ex蛋白

をコードする主たるpX　mRNAであるpXとpX△17

mRNAは，　proviral　DNA量とp40tax抗体OD値の2

つの因子と正の相関があり，同様のパターンをとって

いた．これに対してp21「ex　mRNAはproviral　DNA

量のみと有意な関連を認め，発現量に関しても，全例

に比較的中等量検出されており，pXとpX△17

mRNAが，検出感度以下から1，000コピー以上と

様々であるのとは異なる結果を呈していた．また，

orfII　mRNA量は，　HTLV－1抗体価とp40tax抗体OD

値との問に有意な関連を認めたが，proviral　DNA量

との関連はなく，検出率も5種類の中で最も低かった．

おそらく，p21「ex，　orfII　mRNAはpXやpX△17

mRNAと異なる転写調節機i構下にあり，RNAそれ自

体あるいは合成蛋白が感染維持のためにpXおよび

pX△17　mRNAと異なる役目を果たしている可能性が

示唆された．Oritaら29）の，　p21「ex　mRNAは完全なウ

イルスゲノムからは発現せず，defectiveなゲノムから

のみ発現するという報告はこの点からも興味深い．今

回同定されたpX△17△37　mRNA量についてはp21「ex

mRNA同様，　proviral　DNA量のみと相関を認めた

が，その発現量は最も少なかった．pX△17△37　mRNA

からは，前述したように，2種類のfusion蛋白と

p21「ex蛋白がコードされるが，その機能を含め今後の

検討が必要である．

　pX　mRNA発現量とpriviral　DNA量がよく相関し

ていることから，ウイルスの複製にpX遺伝子産物が

関与している可能性が示唆される．したがって，pX遺

伝子産物は，HTLV－1の複製の際に産生され，その免

疫的な刺激を通してHTLV－1やp40taxの抗体価を増

加させている可能性が考えられた．

　本研究で認められたもう1つの興味深い知見として，

proviral　DNA量と，　pX，　pX△17，　pX△17△37　mRNA

発現量は，p40tax抗体陽性例の方が陰性例より有意に
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高く，残り2つのmRNAにも同様の傾向が認められ

た．著者は以前，p40tax抗体陽性の母親から生まれた子

供の方が感染率が高く，p40tax抗体の存在が感染性と

関連をもつことを報告したが15）23），p40tax抗体陽性の

キャリアがpX　mRNAの発現量が多く，ウイルス量も

多いという本研究の結果は，この事実を遺伝子レベル

から支持するものであると考えられた．さらに，無症

候性キャリア状態でのp40tax抗体の存在は，ウイルス

複：製や感染性のマーカーになると考えられた、

　HTLV－1ゲノムの遺伝子変異についてはHAM／

TSP患者から得られた末梢血リンパ球やCSFの培養

株で注目され41），in　vitroでの株内の変異が調べられ

ているが2），その頻度は1塩基あたり0．26％で他の報

告と一致しており2），この頻度はin　vitroやin　viroで

報告されている他のレトロウイルスと比べて低いもの

だった．また塩基変異の頻度はpX領域で最も低く，こ

の結果も他の報告と一致していた2）26）32）．したがって

pX領域が遺伝子レベルで保存されていることが示唆

された．

　以上今回の検討より，alternativeにspliceされた

pX　mRNAは無症候性キャリアにおいて恒常的に発

現していることが明らかとなった．さらにp40tax抗体

陽性のキャリアは陰性例に比べてpX　mRNAの発現

量とproviral　DNA量が有意に高く，p40tax抗体は無

症候性キャリアにおいてウイルス複製や感染性のマー

カーになる可能性が示唆された．

結 論

　HTLV－1には，ウイルス蛋白の転写活性や複製に関

与するtax蛋白が存在するが，このtax蛋白はpX遺

伝子によってコードされており，tax蛋白に対する抗

体（p40tax抗体）の存在が，感染性の指標となる可能性

が示唆されている．本研究では，p40tax抗体の有無と

HTLV－1の感染性との関連について，遺伝子レベルよ

り解明するために，キャリアの末梢血リンパ球に発現

しているpX　mRNA種の同定を行い，その発現量と

p40tax抗体の有無との関連につ、いて検討した．

　HTLV－1キャリアの末梢血リンパ球よりpX

mRNAのcDNAをクローニングし，9つのcDNAク

ローンを得た．その塩基配列を解析した結果，4種類

のalternativeにspliceされたpX　mRNAが同定さ

れた．そのうちの3種類は，これまで報告されていた

pX，　pX△17，　p21「ex　mRNAの塩基配列のいずれかと

同一であったが，残りの一つはこれまで報告されてい

ないsplicing　acceptor　siteを有している新しい

mRNA種で，　pX△17△37　mRNAと命名した．以前の

報告と合わせて考えると，1｛TLV－1は複雑なsplicing

のパターンを持つことが示唆された．

　さらに，1｛TLV－I　pX　mRNAの発現量とP40tax抗

体の有無との関連について検討するために，21例のキ

ャリアについて末梢血リンパ球のpX，　pX△17，　p21「ex

orfll，　pX△17△37の5っのpX　mRNAの発現量と

proviral　DNA量を調べた．　pX　mRNAおよびprovir－

al　DNAをPCR法で半定量した結果，いずれか1種類

のmRNAは全対象者に認められ，主としてpX，

pX△17の2つのmR：NAが発現されており，　orfII以

外のmRNA量はproviral　DNA量と有意な相関が認

められた（p＜0。05）．また，proviral　DNA量とpX，

pX△17，　pX△17△37　mRNA発現量は，　p40tax抗体陽性

例の方が陰性例より有意に高く，残り2つのmRNA

にも同様の傾向が認められた．以上の結果から，alter－

nativeにspliceされた各種のpX　mRNAは，キャリ

アの末梢血リンパ球に恒常的に発現しており，また，

p40tax抗体陽性のキャリアはウイルス量が多く，ウイ

ルス複製レベルも高度であることから母児感染におけ

る感染性の指標としてp40tax抗体の重要性を遺伝子

レベルで裏付けている可能性が示唆された．
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