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研究成果の概要（和文）：我々はヒストンH3リジン79メチル化酵素DOT1Lの阻害が、多発性骨髄腫細胞において
MYCやIRF4などを抑制することで、抗腫瘍効果を示すことを報告した。DOT1Lは様々な固形がんにおいても高発現
し、発がんに関与することが明らかにされつつあるが、その役割については不明な点が多い。本研究ではDOT1L
阻害の抗腫瘍メカニズムを明らかにし、臨床応用につなげることを目的とした。各種固形がん細胞に対する
DOT1L阻害の抗腫瘍効果を検証した結果、乳がん細胞に対する増殖抑制効果を見出した。さらにDOT1L阻害が、ER
やMYCシグナルを抑制し、かつインターフェロンシグナルを活性化することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：DOT1L is the only known histone methyltransferase that catalyzes mono-, di- 
and trimethylation at H3K79. We have previously shown that DOT1L is required for multiple myeloma 
cell survival. In this study, we evaluated the antitumor effect of DOT1Li in various human 
malignancies. Treatment with DOT1L inhibitors suppressed proliferation of ER+ breast cancer cells as
 well as HER2+ cells. Transcriptome analysis showed that genes associated with cell cycle and MYC 
signaling were suppressed while those related to immune system and interferon (IFN) signaling were 
strongly upregulated by DOT1L inhibition. ChIP-seq analysis revealed that DOT1L inhibition 
upregulated active histone marks, H3K4me3 and H3K27ac, in a number of genomic regions, including 
repetitive elements. Our data suggest that DOT1L inhibition exerts anti-tumor effects by activating 
interferon signaling in breast cancer cells.

研究分野： 分子腫瘍学

キーワード： DOT1L　ヒストン修飾　エピゲノム　多発性骨髄腫　乳がん

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
エピジェネティックな修飾は、その可塑性から有望な治療標的と考えられている。我々はDOT1L阻害が、多発性
骨髄腫や乳がんに対し高い抗腫瘍効果を示すことを明らかにした。DOT1Lの阻害は、MYCやERBB2などのがん遺伝
子の転写抑制に働くことから、抗腫瘍効果につながると考えられた。さらに我々は、DOT1L阻害がインターフェ
ロンシグナルや免疫応答関連遺伝子を活性化すること、そして内在性レトロウイルスの活性化がそのメカニズム
の一つであることを見出した。本研究から、これまで知られていなかったDOT1L阻害による抗腫瘍効果メカニズ
ムを明らかにした。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
ヒストン修飾の異常はがんエピゲノムにおいて重要な意味を持っており、様々なヒストン修

飾酵素遺伝子の変異や発現変化が、がんゲノム・トランスクリプトーム解析から明らかにされて
いる。エピゲノムは重要ながん治療標的として期待されており、DNA メチル化酵素(DNMT)阻
害剤やヒストン脱アセチル化酵素(HDAC)阻害剤が臨床応用されている。 
 近年、BET ブロモドメイン蛋白である BRD4 が重要ながん治療標的であることが明らかにさ
れた。BRD4 はアセチル化ヒストンのリーダー蛋白であり、標的遺伝子の転写活性化を促進す
る。BRD4 阻害剤 JQ1 は、多発性骨髄腫細胞において MYC の発現を抑制して抗腫瘍効果を現
すことで注目を集めた(Dalmore et al. Cell, 2011)。次いでスーパーエンハンサー領域への BRD4
の結合阻害が、MYC 抑制のメカニズムであることが明らかにされた(Loven et al. Cell, 2013)。
その後、様々ながんにおいて BRD4 阻害剤の抗腫瘍効果が報告されている。 
 我々は多発性骨髄腫においてヒストンメチル化が治療標的となりうるか検証するため、様々
なヒストンメチル化修飾酵素阻害剤の増殖抑制効果をスクリーニングし、DOT1L 阻害剤の高い
抗腫瘍効果を見いだした。DOT1L は唯一のヒストン H3 リジン 79(H3K79)メチル化酵素であ
り、H3K79 のモノ、ジ、トリメチル化修飾を促す。H3K79 メチル化は転写活性化領域に多く見
られ、DOT1L は転写開始や伸長に関わると考えられている。DOT1L は MLL 遺伝子再構成を
伴う白血病において有効な治療標的であることが示されており、その分子機構は、MLL 融合蛋
白がDOT1Lをリクルートして HOXA9 や MEIS1 など白血病関連遺伝子の転写を活性化するこ
とにある(Okada et al. Cell, 2005; Daigle et al. Cancer Cell, 2011)。 
 我々は、DOT1L 阻害剤が骨髄腫細胞において MYC、IRF4、PRDM1、KLF2 など生存に必
要な遺伝子の H3K79 メチル化を低下させ、それらの発現を抑制することで抗腫瘍効果を示すこ
とを明らかにした。さらに DOT1L 阻害がインターフェロン応答遺伝子の発現を誘導すること
を見いだした。 
 
２．研究の目的 
本研究は、DOT1L 阻害の抗腫瘍効果とその分子機構を明らかにし、臨床応用につなげること

を目的とした。本研究の独自性とその意義として、以下の点が挙げられる。 
（1）DOT1L は MLL 白血病の治療標的として有名だが、我々は DOT1L 阻害が骨髄腫細胞にお
いて MLL 白血病とは異なるメカニズムで抗腫瘍効果を示すことを見いだした。近年、BRD4 阻
害剤によるがん遺伝子の抑制効果が明らかにされ、また最近では、DNMT 阻害剤と HDAC 阻害
剤の併用が MYC を抑制することが報告されたが(Topper et al. Cell, 2017)、我々は DOT1L 阻
害が骨髄腫細胞において MYC を抑制しうることを見出した。DOT1L は様々な固形がんにおい
ても高発現や遺伝子変異が報告されており、DOT1L 阻害の抗腫瘍効果は検討すべき課題と考え
られる。 
（2）DOT1L 阻害によるインターフェロン応答メカニズムの解明とその応用 
 近年、DNMT 阻害剤が、がん細胞の内在性レトロウイルスを活性化することでインターフェ
ロン応答を惹起し、それによってがん幹細胞を抑制することや(Roulois et al. Cell, 2015)、免疫
チェックポイント阻害剤の効果を増強することが示された(Chiappinelli et al. Cell, 2015)。我々
は、骨髄腫細胞において DOT1L 阻害が MYC などの発現を抑制するのみならず、多くの免疫関
連遺伝子やインターフェロン応答遺伝子の発現を上昇させることを見いだしたが、その理由は
いまだ明らかではない。DOT1L 阻害によるインターフェロン応答誘導の分子機構を明らかにす
ることで、さらなる治療応用の可能性が広がることが期待される。 
 
３．研究の方法 
解析対象 
多発性骨髄腫、胃がん、大腸がん、肝がん、膵がん、頭頸部扁平上皮がん、乳がん、悪性黒色

腫の各種細胞株を解析対象とした。 
 
DOT1L 阻害剤および DOT1L ノックダウン 
がん細胞株を EPZ-5676 あるいは SGC0946（それぞれ 1μM、3～14 日）で処理した。また標的

特異性を確認するため、siRNA による DOT1L のノックダウンを行った。 
 
細胞増殖、細胞周期、アポトーシスアッセイ 
 薬剤処理が細胞増殖に与える影響を MTT アッセイ、コロニー形成アッセイにより評価した。
また細胞周期・アポトーシスに与える影響をフローサイトメトリーにより解析した。 
 
マウス xenograft 実験 
がん細胞を EPZ-5676 あるいは SGC0946（それぞれ 1μM、24 時間）で処理し、ヌードマウス

皮下に移植し、腫瘍形成能を評価した。 



 
マイクロアレイ・RNA-seq・定量 RT-PCR 
 遺伝子発現プロファイルを SurePrint G3 Human GE array (Agilent)および RNA-seq により解析し
た。マイクロアレイデータは、GeneSpringGX にインポートし、ノーマライズおよび顆粒解析を
行った。RNA-seq データは STAR、RSEM によりマッピングと発現定量を行った後、Tximport、
DESeq2 によりノーマライズを行い、GeneSpringGX およびその他の下流解析を行った。これらの
データを用いて、Gene Ontology (GO)解析、Gene Set Enrichment Analysis (GSEA)、パスウェイ解
析を行った。また結果を定量 RT-PCR にて検証した。 
 
ウエスタンブロット 
 H3K79me1、H3K79m2、H3K79me3、STAT1、リン酸化 STAT1 をウエスタンブロットにより評
価した。 
 
クロマチン免疫沈降シークエンス解析 
トリメチル化ヒストン H3 リジン 4 (H3K4me3)、アセチル化ヒストン H3 リジン 27 (H3K27ac)

をクロマチン免疫沈降(ChIP)し、得られた産物をシークエンス解析した(ChIP-seq)。シークエンス
データを、bowtie2 を用いてヒトゲノム(hg38)にマッピングし、MACS2 によりピークコールを行
った。ChIPpeakAnno、HOMER、GREAT などのツールを用いて、アノテーション、モチーフ解
析、Gene Ontology 解析などの下流解析を行った。 
 
４．研究成果 
DOT1L 阻害による抗腫瘍効果 
 各種がん細胞株を用いて DOT1L 阻害剤による抗腫瘍効果を検証した結果、複数の乳がん細胞
株に対し、強い増殖抑制効果を見出した。抗腫瘍効果は ER 陽性乳がん細胞株および HER2 陽性
乳がん細胞株において顕著に観察されたが、TNBC 細胞株に対する効果は限定的であった。 
 
遺伝子発現プロファイルに与える影響 
 DOT1L 阻害剤による抗腫瘍効果の発現まで、約 2 週間程度を要することから、薬剤処理開始
から 6 日～12 日の遺伝子発現プロファイルを、マイクロアレイならびに RNA-seq により解析し
た。GO 解析、GSEA、パスウェイ解析の結果、細胞周期関連遺伝子の抑制、MYC シグナルの抑
制、およびインターフェロンシグナル、免疫応答の活性化が示された。また ER 陽性乳がんでは、
エストロゲンシグナルの抑制が示された。 
 
インターフェロンシグナルの活性化 
 マイクロアレイおよび RNA-seq の結果、DOT1L 阻害によるインターフェロンシグナルの活性
化が示唆された。この結果を検証するため、各種のインターフェロン応答遺伝子を定量 RT-PCR
で解析した結果、DOT1L 阻害による顕著な誘導が確認された。また INFB などインターフェロ
ン遺伝子の発現上昇、ならびに STAT1 のリン酸化の上昇が確認された。 
 
ゲノムワイドなヒストン修飾の変化 
 DOT1L 阻害ががん細胞のエピゲノムに与える影響をさらに検証するため、H3K4me3、H3K27ac
の ChIP-seq 解析を行った。その結果、H3K4me3 ピークの顕著な増加を見出した。増加した
H3K4me3 ピークは、イントロンや遺伝子間領域に多いことや、レトロトランスポゾン領域や内
在性レトロウイルス領域に多いことがアノテーション解析から示された。またインターフェロ
ン応答配列が有意にエンリッチしていることがモチーフ解析から示された。また、DOT1L 阻害
により内在性レトロウイルスの発現が誘導されることが、定量 RT-PCR から示された。さらに
MYC や ERBB2 などのがん遺伝子領域において、エンハンサーマーカーである H3K27ac の低下
が観察された。これらの結果から、DOT1L 阻害はがん細胞に広範なエピゲノム変化を誘導する
ことで、様々な抗腫瘍効果を表すことが示唆された。 
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