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研究成果の概要（和文）：本研究では、多発性骨髄腫のエピジェネティック修飾異常を標的とした新規治療薬の
開発を目指した。まずH3K27me3転移酵素であるEZH2/EZH1共阻害剤と選択的Akt阻害剤との併用による抗骨髄腫効
果のメカニズムを解明した。またBMI1ダウンレギュレーターPTC596はプロテアソーム阻害剤と協調的にBMI1蛋白
を減少させるが、その本質的な薬理作用は微小管の重合阻害作用であることを明らかにした。そしてH3K27脱メ
チル化酵素Utx欠損とBraf V600E活性型変異の両方の体細胞変異を成熟B細胞にのみ誘導したコンパウンドマウス
における形質細胞腫瘍の発症機序解明を行い、治療候補薬の検討を行った。

研究成果の概要（英文）：We have been developing novel epigenetic therapies for multiple myeloma 
MM). (1) EZH2 and its homolog EZH1 are the histone lysine methyltransferases inducing the repressive
 mark of H3K27me3. UNC1999, dual inhibitor of EZH2 and EZH1, and a selective Akt inhibitor TAS-117 
synergistically inhibit the growth of MM cells through epigenetic mechanisms. (2) A microtubule 
polymerization inhibitor PTC596 cooperatively downregulates BMI1 protein with proteasome inhibitors,
 exhibiting in-vitro and in-vivo cytotoxicity in MM cells. (3) Our mouse model with concurrent loss 
of the histone demethylase Utx and the activating mutation of Braf V600E in post germinal center B 
cells develops mature B-cell malignancies including plasma cell neoplasms. One of the mechanisms of 
the disease development is Myc upregulation induced by epigenetic gene alterations. Some epigenetic 
therapies are candidates for this mouse model. 

研究分野：血液内科学、腫瘍内科学

キーワード： 多発性骨髄腫　ヒストンメチル化異常　モデルマウス　EZH2/EZH1共阻害剤　選択的Akt阻害剤　BMI1ダ
ウンレギュレーター
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研究成果の学術的意義や社会的意義
多発性骨髄腫は難治性の血液腫瘍であり、新たなアプローチの治療開発が求められている。本研究で明らかにな
ったエピジェネティック治療は遺伝子の発現異常を一度に修正できる魅力的な治療法であり、今回の成果は新規
治療薬の基盤構築となりうると考えられる。また本研究で使用した形質細胞腫瘍モデルマウスは、ヒトの遺伝子
異常を模した自然発症モデルであり、既存のモデルマウスに比べてより動的な病態形成や治療反応を見ることが
出来る可能性がある。このマウスを用いた研究により骨髄腫の新規治療薬開発につながるものと確信している。

※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 
 
多発性骨髄腫は癌化した形質細胞が骨髄中で増殖することにより骨破壊を来す血液悪性疾患
であり、社会の高齢化に伴い患者数が増加している。近年のプロテアソーム阻害剤、免疫調整剤、
抗体薬などの登場によりその予後は改善しつつあるが、最終的には薬剤耐性化により依然とし
て治癒困難であり、新たな治療戦略が求められている (Mimura et al. Exp Hematol. 2015)。近年、
がん遺伝子やがん抑制遺伝子の変異に加え、エピジェネティック異常ががんの発生や進展に重
要な役割を果たしている事が明らかになってきた。多発性骨髄腫においても、DNA メチル化異
常  (Walker et al. Blood. 2011) や、t(4;14)転座により誘導されるMMSETによるヒストンメチル
化異常(Marango et al. Blood. 2008) などが報告され、ヒストン脱アセチル化酵素 (HDAC) 阻害剤
は抗骨髄腫薬として臨床応用されている。申請者はこれら骨髄腫のエピジェネティック異常の
中でも、ポリコームヒストン修飾に着目している。 
ポリコーム群複合体は PRC1と PRC2に大別され、それぞれヒストン修飾 H2AK119Ub1 (ヒスト
ン H2A リジン 119 番モノユビキチン化) と
H3K27me3 (ヒストン H3 リジン 27 番トリメチ
ル化) を触媒する活性を有する (右図)。これら
のポリコームヒストン修飾はともに標的遺伝
子の転写の抑制に機能する。PRC2 構成因子
EZH2 は H3K27 のメチル化転移酵素であり、
EZH2 のホモログである EZH1 がその機能を補
完している。胚中心性 B細胞性リンパ腫の一部
では EZH2の活性型変異が 7-21%の患者で認め
られ、oncogene として機能している (Morin et 
al. Nat Genet 2010) 。一方、多発性骨髄腫におい
ては PRC2 の構成因子である EZH2、EED、
SUZ12 遺伝子がいずれも高発現しており
(Kalushkova et al. Plos One. 2010) 、EZH2とは逆
の機能を持つ H3K27me3 の脱メチル化酵素 UTX の不活性型変異が 10%の患者に認められる 
(Haaften et al. Nat Genet 2009)。申請者らはこれまでに多発性骨髄腫の前臨床モデルを用いて、
EZH2 と EZH1 の共阻害剤 UNC1999 の抗骨髄腫効果を示し、プロテアソーム阻害剤との併用療
法が有望であることを明らかにした (Rizq and Mimura et al. Clin Cancer Res. 2017)。以上の知見
は、多発性骨髄腫において EZH2 機能亢進による H3K27me3 活性が病態の進展に重要な意義を
有し治療標的となることを示している。EZH2 の活性型変異と UTX の不活性型変異はともに
H3K27me3の亢進をもたらすが、その変異はそれぞれ悪性リンパ腫と多発性骨髄腫に特異的に同
定されており、それぞれの変異が有する H3K27me3 制御へのインパクトは異なるものと想定さ
れる。これまでに活性型 Ezh2変異を用いた B細胞性リンパ腫モデルマウスが作成されて解析が
進められているが、Utx欠損による骨髄腫モデルマウスの報告は未だ皆無である。  
そこで申請者らは、H3K27me3脱メチル化酵素 UTXの成熟 B細胞性腫瘍における機能を解析
するために、胚中心 B 細胞特異的に活性化する Cγ1-Cre マウスを用いて Utx のコンディショナ
ルノックアウトマウスを作製し、さらに骨髄腫患者において変異のある活性型 Braf-V600E変異
のコンディショナルノックインマウスとのコンパウンドマウスを作製した。マウスに免疫刺激
を行うことで胚中心形成が活性化されて、IgG クラススイッチ以降の成熟 B 細胞のみに Cre が
発現してリコンビナントが起こる。つまりこのコンパウンドマウスにおいては、成熟 B 細胞の
みで Utxが欠損かつ活性型 Braf-V600E変異が生じることとなる。Utxは X染色体上に存在する
ため、♂マウスでは UtxΔ/Y、♀マウスでは UtxΔ/Δ あるいは UtxΔ/X となる。これらのマウスを
長期観察すると、Utx Δ/Δ Braf-V600E(♀)マウスの多くが B 細胞性リンパ腫あるいはリンパ増殖
性疾患を発症して死亡し、更に Utx Δ/+ Braf-V600E(♀)マウスあるいは Utx Δ/Y BrafV-600E(♂)マ
ウスのうち一定数は、比較的高齢になると形質細胞の著明な増生が骨髄・脾臓・リンパ節などに
認められ、髄外病変を伴う多発性骨
髄腫を発症して死亡する(右図、生存
曲線)。 

 
 
 
 
 
 
 
 



 
骨髄腫タイプ
の一例(♂ Utx Δ/Y 
BrafV600E) を 左
図に示す  (2018
年日本血液学会
学術集会にて口
頭発表、2018年ア
メリカ血液学会
annual meeting に
て口頭発表採択、
論文投稿中)。 

このエピジェネティック異常を背景に持つ骨髄腫モデ
ルマウスの開発により、骨髄腫に対する最適なエピジェネ
ティック治療法の確立につなげることが出来、この難治性
疾患を治癒に導くための治療戦略が見えてくると期待さ
れる。特に申請者らは、前述の EZH2/EZH1共阻害剤、PRC1
の構成成分 Bmi1 阻害剤、そしてこれらの薬剤とプロテア
ソーム阻害剤や BRAF, Aktなどシグナル伝達経路阻害剤と
の併用療法が有望であると考え、研究を進めている。 

 
２．研究の目的 
 
本研究においては、申請者らが開発したエピジェネティック遺伝子改変による骨髄腫モデル
マウスを用いて、UTX の多発性骨髄腫の発症に関わるエピジェネティック異常の治療標的遺伝
子を探索し、それを制御するための新規治療方法を統合的に確立することを目的とする。具体的
には、 

 
（１）骨髄腫マウスの腫瘍形質細胞の網羅的遺伝子解析を行い、骨髄腫の進展に関わる標的遺伝
子を明らかにする。 
（２）腫瘍形質細胞をセルライン化した in vitro系と免疫不全マウスに 2次移植した in vivo系を
用いて、EZH2/EZH1 共阻害剤単剤、あるいはプロテアソーム阻害剤やシグナル伝達経路阻害剤
との併用療法の治療効果とその標的遺伝子を明らかにする。 
（３）上記と同様の系を用いて、新規 Bmi1阻害剤 PTC596単剤の抗骨髄腫効果、プロテアソー
ム阻害剤との併用効果、それらの治療標的遺伝子を明らかにする。 
（４）以上の結果をヒト骨髄腫細胞株や患者由来骨髄腫細胞においても検証し、多発性骨髄腫に
対する最も有効なエピジェネティック治療の統合的戦略を提案する。 
 
学術的独自性と創造性に関しては、まず今まで遺伝子改変による骨髄腫モデルマウスの作製
成功例は非常に限られており、特にエピジェネティック関連遺伝子を改変した骨髄腫モデルマ
ウスは世界初であり、非常にインパクトが大きい。多発性骨髄腫の発症・進展機序は未だ完全に
は解明されておらず、このマウスの網羅的遺伝子解析は世界初のデータになると考えられる。ま
た遺伝子改変骨髄腫マウスを用いた新規エピジェネティック治療モデルは他に類が無いと思わ
れる。 

 
（以上、研究開発当初の目標） 

 
３．研究の方法 
 
（１）選択的 Akt阻害剤と EZH2/EZH1阻害剤の併用療法の解析 

PI3K-Akt経路は骨髄腫細胞の生存・増殖に重要なシグナル伝達経路であり、骨髄微小環境にお
いて活性化する。Akt は本経路のマスターレギュレーターであり、非選択的に Akt を阻害する
perifosine は前臨床的な抗骨髄腫効果を示し、臨床試験も実施されたものの、臨床応用には至っ
ていない。我々はこれまでに、骨髄腫細胞の Aktを選択的かつ低濃度で良好に阻害する TAS-117
の前臨床的な抗骨髄腫効果と、プロテアソーム阻害剤との良好な併用効果を明らかにしており
（Mimura N, et al. Cancer Res. 2014）、選択的 Akt阻害剤の骨髄腫治療における可能性に期待して
いる。そこで Aktとヒストンメチル化酵素 EZH2/EZH1との分子学的関連を明らかにし、両者を
標的とした新たな骨髄腫治療の可能性を検討する。 

 
（２）新規 Bmi1阻害剤 PTC596単剤あるいはプロテアソーム阻害剤との併用療法の解析 

Polycomb repressive complex 1（PRC1）はヒストン H2A のリジン 119 番のモノユビキチン化
（H2AK119ub1）を介して、PRC2による H3K27me3と協調的に遺伝子転写を抑制する。BMI1は
PRC1の構成成分の一つであり、細胞周期を調整する p16INK4aと p14ARFの発現を抑制して腫



瘍増殖的に機能する。骨髄腫細胞では BMI1の高発現が報告されており、治療標的となり得る可
能性がある。そこで BMI の発現を低下させるダウンレギュレーターとして開発され、既に固形
がんにおいて臨床試験が進行している PTC596 の抗骨髄腫効果を検討する。PTC596 は
APC/CCDC20を抑制することで持続的な CDK1/CDK2の活性化を来し、BMI1のリン酸化と蛋白
分解を誘導することが示されている。 

 
（３）マウス腫瘍形質細胞の網羅的エピジェネティック解析とエピジェネティック治療の開発 
多発性骨髄腫を発症したマウスの骨髄あるいは脾臓から、FACSを用いて純度の高い腫瘍形質
細胞を回収し、RNAシークエンス、H3K27me3などの ChIPシークエンスなどの網羅的解析を行
う。UTX 欠損のヒストン修飾と遺伝子発現への影響を検討し、腫瘍の発症進展に関わる原因遺
伝子を同定する。また腫瘍形質細胞を回収して in vitroにて骨髄間質細胞あるいは IL-6を使用し
て培養を行っており、一部が既にマウス骨髄腫細胞株として stableな状況となっている。この細
胞株にウイルスベクターを用いて Utxを add backし、エピゲノムの変化を検証する。 
またマウス骨髄腫細胞株を用いて、EZH2/EZH1 阻害剤である UNC1999 を始めとするエピジ
ェネティック修飾薬の治療効果を MTSアッセイや annexin PI染色を用いて検討し、新たな治療
法開発の基盤構築を行う。 

 
（以上、研究開始当初の計画から一部変更あり） 
 
４．研究成果 
 
（１）選択的 Akt阻害剤と EZH2/EZH1阻害剤の併用療法の抗骨髄腫効果 
 骨髄腫細胞株に対する選択的 Akt阻害剤 TAS-117と、EZH2/EZH1共阻害剤 UNC1999あるいは
EZH2 単独阻害剤 GSK126 との併用効果を比較検討した。TAS-117 と UNC1999 との併用は相加
相乗的であったのに対して、GSK126との併用は明らかに拮抗的であった。TAS-117と UNC1999
との併用療法によって、骨髄腫細胞株のアポトーシスはそれぞれの単剤に対して有意に増強さ
れた。 
 重要なことに、TAS-117 治療によって骨髄腫細胞の Rb-E2F 経路が抑制されて E2F1 が不活性
化され、その下流にある EZH2の転写が抑制されて EZH2の蛋白発現が低下することを明らかに
なった。一方で TAS-117治療によって、EZH2のホモログである EZH1発現は上昇し、H3K27me3
レベルはむしろ増加することが分かった。TAS-117治療を行った骨髄腫細胞株の RNAシークエ
ンスを行うと、FOXOシグナル経路の遺伝子群が発現上昇していることが判明した。実際に TAS-
117治療によって転写因子である FOXO3や FOXO4の遺伝子発現は上昇し、その下流にあるBIM
や CDKN1B の遺伝子発現も上昇していた。ChIP-qPCR 解析を行うと、TAS-117 治療によって
EZH1プロモーターへの FOXO3の結合が増加しており、shRNA法による FOXO3のノックダウ
ンによって EZH1 や CDKN1B の発現は抑制された。これらの結果により、TAS-117 による Akt
阻害により、FOXO3が EZH1プロモーターに結合して EZH1の発現が上昇することが明らかと
なった。そして Akt 阻害時の EZH1 の機能を明らかとするために、shRNA 法によって骨髄腫細
胞の EZH1 をノックダウンしたところ、TAS-117 による抗腫瘍効果が増強した。このことから、
TAS-117と UNC1999の併用療法においては、UNC1999による EZH1抑制効果が重要な役割を果
たしていることが示唆され、選択的 Akt阻害剤と EZH2/EZH1共阻害剤との併用療法は、多発性
骨髄腫の新たな治療戦略の一つになり得ると考えられた（Rizk M, et al. Cancer Sci. 2019）。 
 
（２）BMI1ダウンレギュレーターPTC596の抗骨髄腫効果 
 BMI1 ダウンレギュレーターPTC596 は複数の骨髄腫細胞株に 0.1μM 以下の低濃度で細胞毒性
を示し、G2/M 期における細胞周期の停止とそれに引き続くアポトーシスを誘導した。また
PTC596の経口投与は in vivo皮下移植モデルにおいて、有意に腫瘍増殖を抑制した。PTC596と
ボルテゾミブやカルフィルゾミブの併用療法は、骨髄腫細胞株と患者由来の骨髄間質細胞との
共培養系において、相加相乗効果を示した。また患者由来骨髄腫細胞に対しても、PTC596はボ
ルテゾミブの抗腫瘍効果を有意に増強した。更に in vivo皮下移植モデルにおいても、PTC596と
ボルテゾミブの併用療法はそれぞれの単剤と比して有意に腫瘍増殖を抑制し、忍容性も良好で
マウスの生存を延長させた。 
 PTC596は既報どおり、骨髄腫細胞の BMI1蛋白を減少させることを確認したが、興味深いこ
とにボルテゾミブが BMI1の転写を抑制して BMI1 蛋白を減少させることを見出し、PTC596と
ボルテゾミブとの併用療法によって、BMI1 蛋白とユビキチン化 H2A が協調的に減少すること
を明らかにした。更にこの併用療法によって、抗アポトーシス蛋白である MCL1 の減少と、カ
スパーゼや PAPRの切断が増強され、骨髄腫細胞へのアポトーシス誘導が分子学的にも証明され
た。PTC596とボルテゾミブとの併用療法における GSEAでは、細胞周期関連遺伝子群の発現低
下とアポトーシス関連遺伝子群の発現上昇が認められた。最近 PTC596は固形がんでの研究にお
いて、直接的には微小管の重合阻害作用を持つことが明らかとなったが、骨髄腫細胞株において
も、PTC596が微小管の重合を阻害することを明らかとした。そして ChIPシークエンスと RNA
シークエンスを用いた解析では、骨髄腫細胞における BMI1の標的遺伝子の発現は PTC596治療
によって脱抑制していないことが分かった。つまり PTC596は骨髄腫細胞に対して、直接的には



BMI1を標的としておらず、微小管重合阻害による細胞周期停止によって二次的に BMI1蛋白を
減少させる機序が考えられた。 
 PTC596 とプロテアソーム阻害剤との併用療法の作用機序を明らかとするために、PTC596 と
ボルテゾミブのそれぞれの単剤治療によって発現上昇する遺伝子のうち、重複する 5299遺伝子
の GO解析を行ったところ、小胞体関連蛋白の GO termが複数抽出された。RT-PCR解析を行う
と、ボルテゾミブ治療によって発現が上昇する HSPA5（BiP）、ATF4、DDIT3（CHOP）といった
小胞体ストレス関連遺伝子が、PTC596を併用することで更に上昇していた。特に CHOPの発現
上昇は致死的な小胞体ストレスの誘導を示しており、ボルテゾミブによる致死的な小胞体スト
レスを PTC596が増強する作用機序が示された。以上の結果により、PTC596単剤あるいはプロ
テアソーム阻害剤との併用療法は、多発性骨髄腫に対する新規治療選択として有望であると考
えられた（Nagai Y, et al. Sci Rep. 2021）。 
 
（３）マウス腫瘍形質細胞の網羅的エピジェネティック解析とエピジェネティック治療の開発 
病的マウス由来の腫瘍形質細胞の RNAシークエンスを施行すると、GSEAによって MYCの
標的遺伝子群が有意に上昇し、また骨髄腫細胞における腫瘍増殖や細胞周期亢進に関連する遺
伝子群も上昇しており、腫瘍発症の機序の一つであると考えられた。そして Utx 欠損と Braf-
V600E変異が、時間をかけて協調して、oncogeneであるMyc発現を始めとした myeloma-like gene 
signatureを誘導することを明らかにした。また UTX欠損によってエピジェネティックな遺伝子
転写調整が変化し、骨髄腫発症を惹起させることを示した。 

Utx -/- Braf V600Eの腫瘍形質細胞は in vitroで培養可能であり、この細胞に Utxを遺伝子導入
すると腫瘍増殖は抑制されたため、Utxが腫瘍抑制的に機能していることが確認された。またこ
の腫瘍細胞に対しては、EZH2/EZH1 共阻害剤 UNC1999 が EZH2 単独阻害剤 GSK126 よりも強
い細胞毒性を示し、UNC1999 とボルテゾミブとの併用療法が相加相乗効果を示した。これらの
結果は、今までの我々の研究で示された UNC1999 による EZH1 阻害効果の重要性が、Utxノッ
クアウト細胞においても当てはまることを示唆している。また UTXの不活性型変異のあるヒト
骨髄腫細胞株は、ボルテゾミブやレナリドミドなど既存の抗骨髄腫薬に対して比較的耐性であ
ることを明らかにし、その克服に向けて更なる検討が必要であると考えられた。これらのデータ
は学会発表を行い、現在論文投稿中である。 
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