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研究成果の概要（和文）：我々はこれまで、正常の形質細胞においてPU.1が発現維持されている

こと、これに対して多くの骨髄腫細胞株及び一部の患者骨髄腫細胞においてPU.1の発現が低下し

ていることを報告、更に PU.1の発現が低下している骨髄腫細胞株U266、 KMS12PEにconditional

にPU.1を発現すると、細胞増殖停止及び細胞死が起こることを報告した。我々は更にこの細胞増

殖停止及び細胞死のメカニズムを調べるために、PU.1発現前後で発現量が変化する遺伝子の検索

を行い、細胞死に関わる遺伝子群の中ではTRAILのみがU266、KMS12PEともにPU.1発現後に上昇、

細胞増殖停止に関わる遺伝子群ではU266でp21WAF1/CIP1の発現が上昇していた。そこで、まず我々

はTRAILに着目し、tet-offの系を用いてconditionalにPU.1を発現するU266 tetPU.1、 KMS12PE tetPU.1

骨髄腫細胞株にTRAILに対するsiRNAをstableに発現させてTRAILの発現を抑制した。するとPU.1

発現を発現させてもこれらの細胞株の細胞死が抑えられることがわかった。以上より、PU.1発現

による骨髄腫細胞の細胞死にTRAILが関与していることが示された(Ueno et al, Oncogene. 2009; 

28:4116-4125)。我々はさらにU266 tetPU.1細胞のp21の発現上昇をsiRNAで抑えてp21の増殖停止に

おける関与を調べた。その結果細胞増殖停止の一部が解除されたことから、U266 tetPU.1細胞のPU.1

による増殖停止には一部p21WAF1/CIP1が関与していることが示唆された。 

 我々は更に本来B細胞に発現しているPU.1が発現低下しているB細胞の腫瘍であるHodgkinリン

パ腫においてその意義を調べることとした。実際には骨髄腫細胞株U266, KMS12PEで行ったと同

様にtet-offの系を用いてHodgkinリンパ腫細胞株L-428にPU.1をcondtionalに発現させた。する

と骨髄腫細胞株と同様に完全な細胞増殖停止と一部アポトーシスを認めた。従って、PU.1の発現

誘導がHodgkinリンパ腫においてもその治療に有力な分子標的療法として利用可能であることが

示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）：We reported that PU.1 is down-regulated in primary myeloma cells 
of some patients and most of myeloma cell lines whereas PU.1 is expressed in normal plasma 
cells. We conditional expressed PU.1 in myeloma cell lines, U266 and KMS12PE, and found 
that PU.1 induced growth arrest and apoptosis in both cell lines, suggesting that 
down-regulation of PU.1 is necessary for myeloma cell growth. To elucidate the mechanisms 
of growth arrest and apoptosis, we performed DNA microarray analysis to compare the gene 
expressions between before and after PU.1 induction. Among apoptosis related genes, TRAIL 
is highly up-regulated in both U266 and KMS12PE cells, while among cell cycle related 
genes, p21WAF1/CIP1 is up-regulated in only in U266 cells. Stably expressed siRNA for TRAIL 
inhibited apoptosis of highly PU.1-expressing U266 and KMS12PE cells, suggesting that 
TRAIL may have a crucial role in the PU.1- induced apoptosis. In addition, stably expressed 
siRNA for p21WAF1/CIP1 partially rescued U266 cells expressing PU.1 from growth arrest, 
suggesting that the growth arrest of U266 cells induced by PU.1 should be at least in 
part dependent on p21WAF1/CIP1 up-regulation.  
 It has been reported that in classical Hodgkin lymphoma cells, PU.1 is also 
down-regulated through methylation of its promoter. To evaluate whether down-regulation 
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of PU.1 is necessary for growth of classical Hodgkin lymphoma cells, we also conditionally 
expressed PU.1 in two classical Hodgkin lymphoma cell lines, L428 and KMH2, using the 
tet-off system. Up-regulation of PU.1 induced growth arrest and apoptosis of L428 and 
KMH2 cells. Thus, up-regulation of PU.1 by demethylation agents and/or HDACI might serve 
as a possible treatment modality for multiple myeloma and classical Hodgkin lymphoma. 
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１．研究開始当初の背景 

多発性骨髄腫細胞株では PU.1 の発現が低下

していることが報告されており、我々もそれ

を Real Time PCR を用いて確認した。我々は

さらに多発性骨髄腫患者由来の骨髄腫細胞

において一部の症例において PU.1 の発現が

低下しており、その予後が他の患者に比べ不

良であること、さらに PU.1 非発現骨髄腫細

胞株 U266 と KMS12PE に tet-off の系を用い

て PU.1 を conditional に発現させると細胞

増殖停止と細胞死が誘導されることを報告

し た (Tatetsu H et al.  Cancer Res. 

2007;67:5328-5336)。我々はまた PU.1 非発

現骨髄腫細胞株において PU.1 の発現低下の

メカニズムとして PU.1 遺伝子のプロモータ

ー及び 17 kb 上流にあるエンハンサー領域の

メチル化が主に関わっていることを報告し

ている 

 

２．研究の目的 

脱メチル化剤を初めとするPU.1を発現誘導

する薬剤が多発性骨髄腫でPU.1発現低下を

伴っている症例に有効である可能性があり、

そのような薬剤を開発していく為に、PU.1に

よる骨髄腫細胞の細胞増殖停止と細胞死が

誘導されるメカニズムについて解析するこ

ととした。PU.1によって誘導される遺伝子群

とその生物活性を明らかにし、その癌抑制遺

伝子としての機能を明らかにしていく。これ

によりPU.1発現により発現誘導されてくる

下流の重要な遺伝子を標的にした分子標的

療法の開発も可能となると考えた。 

 

３．研究の方法 

我々は PU.1 非発現骨髄腫細胞株 U266 と

KMS12PE に tet-off の系を用いて PU.1 を

conditionalに発現する前後でRNAを抽出し、

PU.1 発現前、発現後 day1、day3 の RNA を用

いて、DNA microarray を行い、細胞増殖及び

細胞死に関わる遺伝子群で発現の大きく変

化する遺伝子を検索し、実際に PU.1 による

骨髄腫細胞の増殖停止ないしは細胞死に関

わっているかどうか siRNAなどを用いて直接

検証していく。 

 

４．研究成果 

骨髄腫細胞株U266、 KMS12PEにconditional



にPU.1を発現すると、細胞増殖停止及び細胞

死が起こるが、我々は更にこの細胞増殖停止

及び細胞死のメカニズムを調べるために、

PU.1発現前後で発現量が変化する遺伝子の検

索を行い、細胞死に関わる遺伝子群の中では

TRAILのみがU266、KMS12PEともにPU.1発現後

に上昇、細胞増殖停止に関わる遺伝子群では

U266でp21WAF1/CIP1の発現が上昇していた。そこ

で、まず我々はTRAILに着目し、tet-offの系

を用いてconditionalにPU.1を発現するU266 

tetPU.1、 KMS12PE tetPU.1骨髄腫細胞株にTRAILに

対するsiRNAをstableに発現させてTRAILの発

現を抑制した。するとPU.1発現を発現させて

もこれらの細胞株の細胞死が抑えられること

がわかった。以上より、PU.1発現による骨髄

腫細胞の細胞死にTRAILが関与していること

が示された(Ueno et al, Oncogene. 2009; 

28:4116-4125)。我々はさらにU266 tetPU.1細胞

のp21の発現上昇をsiRNAで抑えてp21の増殖

停止における関与を調べた。その結果細胞増

殖停止の一部が解除されたことから、U266 

tetPU.1細胞のPU.1による増殖停止には一部p21

が関与していることが示唆された。 

我々は更に本来B細胞に発現しているPU.1が

発現低下しているB細胞の腫瘍であるHodgkin

リンパ腫においてその意義を調べることとし

た。実際には骨髄腫細胞株U266, KMS12PEで行

ったと同様にtet-offの系を用いてHodgkinリ

ンパ腫細胞株L-428にPU.1をcondtionalに発

現させた。すると骨髄腫細胞株と同様に完全

な細胞増殖停止と一部アポトーシスを認めた

。従って、PU.1の発現誘導がHodgkinリンパ腫

においてもその治療に有力な分子標的療法と

して利用可能であることが示唆された。 
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