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研究成果の概要（和文）：多発性骨髄腫細胞の薬剤耐性獲得に鍵となるヒストンH3の27番目のリジンへのメチル
化抑制を介した機構の解明を進めた。その結果、骨髄腫細胞ではストローマ細胞との接着時、PI3K/Akt/IGF-1R
キナーゼ経路の活性化によりヒストンメチル化酵素EZH2がリン酸化されて不活性化、遺伝子発現抑制に働くヒス
トン修飾であるH3K27のメチル化が抑制された結果、抗アポトーシスに働くBcl-2、IGF-1などの発現が亢進する
ことにより耐性を獲得する機序を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Elucidation of the epigenetic mechanisms underlying drug resistance may 
greatly contribute to the advancement of cancer therapies.  We identified histone H3-lysine 27 
(H3K27) as a critical residue for epigenetic modification associated with cell adhesion-mediated 
drug resistance (CAM-DR), which is the most important form of drug resistance in multiple myeloma.  
Cell adhesion counteracted anticancer drug-induced hypermethylation of H3K27 via inactivating 
phosphorylation of EZH2, leading to the sustained expression of  IGF1, BCL2 and HIF1A.  
Pharmacological and genetic inhibition of the IGF-1R/PI3K/Akt  was able to reverse CAM-DR by 
promoting EZH2 dephosphorylation and H3K27 hypermethylation both in vitro and in refractory murine 
myeloma models.  Our finding is the first demonstration of an epigenetic mechanism underlying CAM-DR
 and provides a rationale for the inclusion of kinase inhibitors counteracting EZH2 phosphorylation 
in combination chemotherapy to increase the therapeutic index.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景	 
	 白血病や悪性リンパ腫、多発性骨髄腫など
の造血器悪性腫瘍には、抗がん剤による化学
療法に加え骨髄移植を併用した治療が行わ
れている。しかしながら多くの症例で治療抵
抗性・耐性の出現や再発が起こり、現在も完
治に至る治療法が未確立のままである。従っ
て、薬剤耐性獲得機構の解明とその克服に向
けた治療法の開発は重要な研究課題である。	 
	 近年、エピジェネティクスと呼ばれるゲノ
ム	 DNA	 とヒストンタンパク等から構成され
るクロマチンの化学的、構造的な修飾を介し
た遺伝子発現制御機構が着目されている。こ
のうち、アセチル化やメチル化などのヒスト
ン修飾はヒストンコードと呼ばれ、修飾され
るリジン残基の位置を含め多種多様な修飾
を受けると共に高い可塑性を持つことで、転
写活性化のタイミングや部位を時空的に制
御している。このうち、ヒストンのアセチル
化は DNA とヒストンの結合を緩めて転写因子
が結合しやすくなることで転写活性化に働
く。一方、ヒストンからのアセチル基除去（脱
アセチル化）は、クロマチンをコンパクトに
し、転写因子の結合を阻害することで転写抑
制的に働く。この脱アセチル化を担う酵素が
ヒストン脱アセチル化酵素(HDAC)であり、近
年、この HDAC に対する阻害剤の抗腫瘍効果
と薬剤耐性克服への有効性が示された
（Cell,141,69,2010,	 Cancer	 Cell,17,427,	 
2010）。これらの結果は、人為的なヒストン
コードの改変が、腫瘍化および耐性化の原因
となった転写異常の修正等を介して抗腫瘍
効果増強や耐性の克服に有効なことを示唆
している。しかしながら、多種多様なヒスト
ンコードのうち、耐性化に鍵となるヒストン
コード等その機序には未解明の点が多く残
されている。	 
	 造血器悪性腫瘍の薬剤耐性獲得において、
骨髄微小環境との相互作用は重要な役割を
果たしている(J	 Clin	 Oncol,10,591,2011)。
私たちは、セルカルチャーインサートを用い
て骨髄腫細胞株を骨髄ストローマ細胞と接
着 / 非 接 着 下 で 共 培 養 し 、 抗 が ん 剤
(cyclophosphamide;	 4-OHCY)に対する接着耐
性を再現する in	 vitro のシステムを構築し
た。そして、接着/非接着下間で抗がん剤処
理時のヒストン修飾様式の変化を比較した
結果、非接着下では抗がん剤処理によるアポ
トーシスの誘導に伴いヒストン H3 の 27 番目
のリジン残基の顕著なトリメチル化
(H3K27me3)の誘導が観察されたが、接着下で
は H3K27 トリメチル化が抑制されていた。な
お、H3K27 以外で転写抑制に働く H3K9、転写
活性化に働く H3K4、H3K36 メチル化等、多く
のヒストン修飾様式に接着/非接着下間で違
いは無く、H3K27 のみがアポトーシス誘導と
相関していた。この現象は、間質細胞の代わ
りに細胞間接着に重要な細胞外膜タンパク
質 fibronectin を用いた際、抗がん剤に
4-OHCY の代わりにデキサメサゾンやアドリ

アマイシンを用いた際にも同様に観察され
た。一方、抗がん剤作用時に誘導される H3K27
のトリメチル化をメチル化阻害剤(DZNeP)に
より抑制すると細胞死の誘導は有意に抑制
された。以上より、多発性骨髄腫細胞の接着
耐性獲得には、H3K27 のトリメチル化の抑制
が重要な役割を担っている可能性が明らか
になった。	 
	 
２．研究の目的	 
本研究では、	 
(1)接着耐性獲得時の H3K27 トリメチル化抑
制のメカニズム	 
(2)H3K27 トリメチル化により制御される遺
伝子の中から耐性化の鍵分子の同定
(3)H3K27 トリメチル化やその下流にある鍵
分子を標的とした低分子阻害剤の探索	 
から、H3K27 トリメチル化を介した薬剤耐性
獲得の分子機構を解明し、耐性を克服しうる
新規治療法の開発を目指した。	 
	 
３．研究の方法	 
まず、本研究で検証を目指す薬剤耐性獲得機
構の作業仮説を以下に示す。造血器腫瘍細胞
では、骨髄間質細胞との接着を介した相互作
用により種々の kinase が活性化、EZH2 のリ
ン酸化が亢進して不活性化型となる。その結
果、転写抑制に働くヒストン H3K27 のトリメ
チル化が抑制され、IRF4 や c-myc など腫瘍増
殖やアポトーシス抑制に鍵となる遺伝子の
転写が亢進し、接着耐性を誘導すると推測さ
れる。そこで、EZH2 ノックダウンや過剰発現、
また kinase 阻害剤のライブラリーを作用さ
せた時の H3K27 トリメチル化や EZH2 リン酸
化、接着耐性等への作用を解析し、H3K27 ト
リメチル化抑制の機序を解明する。続いて、
ChIP-seq 等による解析から、H3K27 トリメチ
ル化の下流にあり接着耐性の鍵になる分子
を同定し、接着耐性メカニズムの全貌を解明
する。最後に、EZH2 リン酸化 kinase を含む
接着耐性の鍵分子に対する阻害剤の有効性
を、in	 vitro接着耐性再現系とマウスモデル
を用いて検証し、接着耐性克服に有効な治療
法の開発を目指す。	 
	 
４．研究成果	 
多発性骨髄腫細胞の薬剤耐性獲得に鍵とな
るヒストン H3 の 27 番目のリジン(H3K27)へ
のメチル化抑制機構の解明を進めた。その結
果、メチル化酵素 EZH2 への PI3K/Akt/IGF-1R
キナーゼ経路を介したリン酸化による活性
抑制によることを明らかにした。また、マイ
クロアレイ解析と ChIP	 assay により、H3K27
メチル化抑制の下流で薬剤耐性に働く分子
としてBcl-2やIGF-1、HIF-1α等を同定した。
続いて、PI3K/Akt/IGF-1R 経路に対するキナ
ーゼ阻害剤の薬剤耐性克服への有効性の検
証を進めた。まず in	 vitro において、これ
らのキナーゼ阻害剤は EZH2 リン酸化抑制を
介して薬剤耐性の克服に有効であった。次に



in	 vivoにおける検証を進めた。モデルには、
ヒト骨髄腫細胞株とストローマ細胞株を混
合して免疫不全マウスの皮下に移植した
xenograft モデルと、マウス骨髄内で増殖が
可能な骨髄腫細胞株を移植した syngeneic モ
デルの両者を用いた。これらのマウスは従来
の抗がん剤であるサイクロフォスファマイ
ドには耐性を示すが、IGF-1R 阻害剤である
OSI-906 に対しては耐性を示さず、有意な腫
瘍退縮効果が得られた。	 
また、short	 hairpin-RNA(sh-RNA)を用いた
loss-of-function	 解析を進めた。EZH2 のリ
ン酸化を担う PI3K や AKT、IGF-1R、及び H3K27
メチル化抑制の下流で発現亢進する IGF-1 に
対する sh-RNA 導入により、それぞれの発現
をノックダウンさせた骨髄腫細胞株亜株を
樹立した。これらの亜株をストローマ細胞と
の接着下において抗がん剤を作用させたが、
有意な薬剤耐性は見られなかった。	 
以上の結果から、骨髄腫細胞ではストローマ
細胞との接着時、PI3K/Akt/IGF-1R キナーゼ
経路の活性化により EZH2 がリン酸化されて
不活性化、遺伝子発現抑制に働くヒストン修
飾である H3K27 のメチル化が抑制されて、抗
アポトーシスに働く Bcl-2、IGF-1 などの発
現が亢進し、耐性を獲得する機構を明らかに
した。一方、この経路の阻害に働くキナーゼ
阻害剤は骨髄腫細胞の薬剤耐性の克服に有
効なことを明らかにした(図)。なお本研究は、
多発性骨髄腫の薬剤耐性におけるエピジェ
ネティク制御メカニズムを明らかにした初
めての報告である。	 
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