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研究成果の概要（和文）：本研究により、小児期の急性骨髄性白血病（以下：AML）では、遺伝子発現を調整す
るヒストンというタンパク構造のうち、H3K27のトリメチル化（以下：me3）の低下が予後不良に関連するという
結果を得た。また、H3K27me3の低下したAML細胞では、治療抵抗性遺伝子の発現が上昇しているという結果を
RNA-seq解析により得た。さらに、細胞株を用いて、H3K27me3の脱メチル化阻害剤を用いることで、治療抵抗性
遺伝子の発現が低下し、治療抵抗性の改善がもたらされるという結果を得た。また、AML以外の固形腫瘍でも解
析を行い、ヒストンメチル化と難治化の関連性について解析を行い、病態を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We found that in childhood acute myeloid leukemia (AML), low H3K27 
trimethylation (me3), a protein structure called histone that regulates gene expression, is 
associated with poor prognosis. In addition, RNA-seq analysis showed that AML cells with low 
H3K27me3 had elevated expression of therapeutic resistance genes. Furthermore, using cell lines, we 
found that H3K27me3 demethylation inhibitors reduced the expression of therapeutic resistance genes,
 resulting in improvement of therapeutic resistance. We also performed analysis in pediatric solid 
tumors other than AML and analyzed the association between histone methylation and refractoriness to
 elucidate the pathogenesis.

研究分野：小児血液、がん

キーワード： 小児　急性骨髄性白血病　ヒストンメチル化
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、小児期のAMLにおいて、遺伝子発現を調整するヒストンタンパクのうち、H3K27me3の低下が、予後の
悪化に関与することを明らかにした初めての報告である。また、H3K27me3の低下により治療抵抗性遺伝子の発現
が増加し、H3K27me3脱メチル化阻害剤により治療抵抗性遺伝子の発現が低下し、治療抵抗性が改善することも示
した。小児期AMLにおけるH3K27me3という新たな視点による予後の層別化と同時にH3K27me3をターゲットとした
新たな治療開発の可能性を示した研究であり、小児期難治・再発AML例に貢献し得る研究である。

※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 
 小児・AYA 世代の白血病、特に AML は遺伝子異常に基づく層別化による治療がなされてき
たが、依然として 30%の難治・再発例が存在し、多様性に基づき、個々に対応した治療が望まれ
る(第３期がん対策推進基本計画)。近年、一部のがんや成人期 AMLではエピゲノムに基づいた
治療法が導入され治療開発が発展しつつある。エピゲノムは DNAのメチル化、ヒストンの化学
修飾などにより遺伝子発現を制御するメカニズムである。ヒストンは DNAを折り畳む構造タン
パク質としての役割があるだけでなく、メチル化などの化学修飾を介した構造変化により、遺伝
子発現の制御にも重要な役割を担っている。このエピジェネティックな遺伝子発現の制御によ
り細胞の運命決定が行われるが、その異常は細胞のがん化を引き起こす。造血器腫瘍における代
表的なヒストン修飾は MLLなどのトライソックス群による H3K4メチル化や EZH2などのポ
リコーム群複合体による H3K27メチル化などが挙げられる。 
これまでに成人期 AMLにおいて H3K27の低メチル化群(EZH2低下群)が予後不良であるこ
と(Göllner S et al. Nat Med 2017)が報告されているが、小児・AYA世代の AMLにおけるヒス
トンのメチル化と臨床像との関連性は未確立であり、我々はヒストン修飾が及ぼす小児・ 
AYA世代の AMLの臨床像の変化に着目し研究を進めている。さらに、成人期 AMLにおいて、
プロテオソーム阻害剤によるメチル化酵素の保持が薬剤感受性を維持すること(Göllner S et al. 
Nat Med 2017)や脱メチル化阻害剤の有効性が報告されている(Maes T et al. Cancer Cell 2018)。
プロテオソーム阻害剤や脱メチル化阻害剤は従来の抗腫瘍薬に比して副作用が少なく、治療合
併症を生じやすい小児・AYA 世代の AML でも治療導入が期待されるが、治療導入が進んでい
ないのが現状である。 
研究代表者らは、小児期に発症した NUP98-HOXC13 融合遺伝子を有す難治性の AML 症例

(Goto H et al. Pediatr Int 2017)を経験した。NUP98-HOX遺伝子群の白血化にヒストンメチル
化の関与が指摘されており、免疫染色したところ、H3K4の低メチル化がみられた。さらに、予
後良好な RUNX1-RUNX1T1融合遺伝子例で難治だった自験例でも H3K4の低メチル化がみら
れ、H3K4の低メチル化の治療抵抗性への関与が示唆され、同様な検討方法で H3K27の低メチ
ル化群は成人同様に予後不良な傾向であった(平成30年度第1回JCCG血液腫瘍分科会(JPLSG)
にて報告)。 
これらの結果より「小児・AYA世代の難治 AMLを、初発白血病細胞のヒストンメチル化に注
目する事によって予見できるか」、さらに「小児・AYA世代の AMLに対してヒストンメチル化
に着目し、副作用の少ない、全く新しい治療戦略（プロテオソーム阻害剤や脱メチル化酵素阻害
薬）を提唱できるか」が、本研究における学術的な問いである。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、小児・AYA 世代の AML 症例におけるヒストン修飾（H3K4 と H3K27 の低メチル化）
が治療抵抗性に影響を及ぼすかどうか確認し、次に各々の脱メチル化を阻害することで治療抵
抗性を改善できるか明らかにすることを目的とする。順に、以下の事象を明らかにしていく。 
(1) 共同研究施設から提供された小児・AYA 世代の AML 症例の骨髄サンプルを用いて、免疫染色
を行い、H3K4 と H3K27 メチルの発現と予後との相関を明らかにする。 
(2) 上記の免疫染色により得られた知見を基に、メチル化のステータスの違いによる小児期発症
の AML 患者の細胞における遺伝子発現の変化を RNA シークエンス、CHIP シークエンスなど
を用いて評価を行う。 
(3) AML 細胞株や自施設に保存する患者 AML 細胞において、脱メチル化阻害薬を投与することに
より、ヒストンメチル化の回復を試みて、その効果を in vitro (細胞培養)で評価する。 
 
３．研究の方法 
(1) 小児 AML 症例の臨床データと検体の集積・収集：JCCG（Japan Children’s Cancer Group） 
に集積されている AML 症例のうち、同意が得られた施設の臨床データを収集しデータベース管
理する。全体で約 100 例を予定しており、骨髄クロット検体も収集する。 
(2) 免疫組織学的検査：初発骨髄クロット標本を用いて H3K4 および H3K27 トリメチル抗体で免
疫染色を行う。発現評価スコア (IRS) は、Remmele の方法に準じる（Int J Clin Exp Pathol 
2012）。 
(3) ヒストン修飾状態(メチル化酵素の発現の程度)と臨床像との比較：H3K4 と H3K27 メチル化 
状態と臨床データを比較解析し、予後に関連する因子を抽出する。 
(4) 凍結保存されている患者 AML 細胞を用いて、H3K27me3 あるいは H3K4me3 のメチル化の状態
をウエスタンブロッティング法により、選別し、層別化した後に、各群間での遺伝子発現の差異
について、RNA シークエンスあるいは、CHIP シークエンスを用いて、遺伝子発現の差異を評価す
る。 
(5) 治療薬の反応性評価：既に細胞株化している既知の AML 細胞株や患者凍結細胞を用いてヒ
ストン修飾（H3K4、H3K27 トリメチル化）の状態を確認し、ヒストン脱メチル化阻害薬投与によ



る AML に対する効果を in vitro (細胞培養)で評価する。 
４．研究成果 
本研究の研究成果としては JCCG に所属する共同研究施設で加療された小児期発症の AML 症例
の臨床データ、骨髄クロット検体を収集し、AML 細胞の H3K4 および H3K27me3 について免疫染色
を行なった後に、発現評価スコア(IRS)による評価を行い、小児 AML において H3K27me3 低下が予
後不良に関連するという結果を得た。 
また、H3K27me3 の低下した患者 AML 細胞と H3K27me3 の高い群とをウエスタンブロッティング
法を用いて選別を行った。H3K27me3 低下群と H3K27me3 の高い群から、各々、RNA を抽出し、RNA-
seq を用いて遺伝子発現の差異が生じているか検討を行った。H3K27me3 が高い群に比して、
H3K27me3 低下群では、治療抵抗性遺伝子の発現が上昇しているという結果を得た。 
さらに、H3K27me3 が低下している白血病細胞株を用いて、H3K27me3 の脱メチル化阻害剤を用
いることで、H3K27me3 を回復させて、遺伝子発現に変化が生じ、治療抵抗性遺伝子の発現が低
下し、治療抵抗性の改善がもたらされるという結果を得た。これらの結果について、現在、論文
報告に向けて投稿準備を進めている。 
また、白血病以外の腫瘍の病態とヒストンメチル化との関連性を明らかにするために、稀な小
児期膵芽腫例において H3K27me3 の状態を評価し、RAS-MAP キナーゼパスウェイの亢進を示し、
その病態を解明した。 
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