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研究成果の概要（和文）： 
	
 多くの遺伝子を制御するヒストンメチル化に関わる遺伝子 EZH2 が GVHD の治療標的となりう
るかどうか、マウス GVHD モデルを用い検証した。EZH2 を抑制する薬剤 DZNep を投与、GVHD に
対する予防および治療効果を認めた。一方、GVL 効果は維持されていた。DZNep	
 投与群の T 細
胞の解析から、EZH2 がエフェクター関連遺伝子(IFNγ,	
 Trail,	
 Eomes など)にはあまり影響し
ない一方で、アポトーシス関連遺伝子 Bim の発現を上昇、T 細胞をアポトーシスに導き、GVL
を保持しながら、GVHD を抑制することを示した(Kato	
 K	
 et	
 al.	
 BLOOD	
 2012)。本研究は、遺伝
子制御による GVHD の新規治療開発の発端となりうることが期待される。 
 
研究成果の概要（英文）： 
	
 Histone	
 methylation	
 is	
 thought	
 to	
 be	
 important	
 for	
 regulating	
 antigen-driven	
 T	
 cell	
 
responses.	
 However,	
 little	
 is	
 known	
 about	
 the	
 impact	
 of	
 modulating	
 histone	
 
methylation	
 on	
 inflammatory	
 T	
 cell	
 responses.	
 We	
 demonstrate	
 that	
 in	
 vivo	
 administration	
 
of	
 the	
 histone	
 methylation	
 inhibitor	
 3-deazaneplanocin	
 A	
 (DZNep)	
 arrests	
 ongoing	
 
graft-versus-	
 host	
 disease	
 (GVHD)	
 in	
 mice	
 after	
 allogeneic	
 bone	
 marrow	
 transplantation	
 
(BMT).	
 DZNep	
 caused	
 selective	
 apoptosis	
 in	
 alloantigen-activated	
 T	
 cells	
 mediating	
 host	
 
tissue	
 injury.	
 This	
 effect	
 was	
 associated	
 with	
 DZNep’s	
 ability	
 to	
 selectively	
 reduce	
 
trimethylation	
 of	
 histone	
 H3	
 lysine	
 27	
 (H3K27me3),	
 deplete	
 the	
 histone	
 methyltransferase	
 
Ezh2	
 specific	
 to	
 H3K27me3	
 and	
 activate	
 pro-apoptotic	
 gene	
 Bim	
 repressed	
 by	
 Ezh2	
 in	
 
antigenic-activated	
 T	
 cells.	
 In	
 contrast,	
 DZNep	
 did	
 not	
 impact	
 the	
 survival	
 of	
 
alloantigen-unresponsive	
 T	
 cells	
 in	
 vivo	
 and	
 naive	
 T	
 cells	
 stimulated	
 by	
 IL-2	
 or	
 IL-7	
 
in	
 vitro.	
 Importantly,	
 inhibition	
 of	
 histone	
 methylation	
 by	
 DZNep	
 treatment	
 in	
 vivo	
 
preserved	
 the	
 anti-leukemia	
 activity	
 of	
 donor	
 T	
 cells	
 and	
 did	
 not	
 impair	
 the	
 recovery	
 
of	
 hematopoiesis	
 and	
 lymphocytes,	
 leading	
 to	
 significantly	
 improved	
 survival	
 of	
 
recipients	
 after	
 allogeneic	
 BMT.	
 Our	
 findings	
 indicate	
 that	
 modulation	
 of	
 histone	
 
methylation	
 may	
 have	
 significant	
 implications	
 in	
 the	
 development	
 of	
 novel	
 approaches	
 to	
 
treat	
 ongoing	
 GVHD	
 and	
 other	
 T	
 cell-mediated	
 inflammatory	
 disorders	
 in	
 a	
 broad	
 context. 
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１．研究開始当初の背景 
  1970 年代に臨床応用として本格的に始ま
っ た 同 種 造 血 幹 細 胞 移 植  (Allogeneic 
hematopoietic stem cell transplantation, 
Allo-HSCT) のあゆみは、移植片対宿主病
(Graft-Versus-Host-Disease, GVHD)との闘
いの歴史と言っても過言ではない。1980 年
以降のサイクロスポリンや FK506 の導入は
GVHD 予防に一定の効果をもたらし、
allo-HSCT の治療成績を向上させた。その結
果、多くの患者が allo-HSCT によって長期生
存できるようになった。しかし、未だ 30%の
患者で重症 GVHD を併発し、ステロイドを
中心とした現行の治療のみではその反応性
が乏しいことに加え、薬剤そのものによる副
作用を併発し、しばしば治療に難渋している。
すなわち、難治性 GVHD 克服のためには、
従来の単純な T 細胞機能抑制に留まらず、表
面抗原や転写因子、シグナル伝達レベルでの
メカニズムの理解が必要で、GVHD の原因と
なっている因子を標的とするような、副作用
が少なく、効果的な治療法の開発が望まれる。 
  アロ反応性エフェクターCD8 陽性 T 細胞
は、GVHD において、標的臓器への組織障害
の原因となり、その長期の生存持続は治療抵
抗性の原因となる。一般に、これらのアロ反
応性エフェクターCD8 陽性 T 細胞は最終分
化段階であり、apoptotic induced cell death 
(AICD)で多くの細胞が速やかに消失するは
ずである。しかし、allo-HSCT において、一
部の細胞がメモリーT 細胞として生存するこ
とで、GVHD が持続する(Nature Med 2005)。
このメカニズムについては、未だ詳しく解明
されていない。 
	
 我々は、クロマチンリモデリング因子であ
るポリコーム遺伝子に注目し、これらが
GVHD におけるメモリーCD8 陽性 T 細胞の
維持および GVHD の進展に関わると仮説を
たてた。ポリコーム遺伝子は幹細胞システム
に共通な制御分子として機能することが明
らかにされ、最近では癌幹細胞におけるエピ
ジェネティクス異常などにも深くかかわる
ことが注目されつつある。アロ反応性エフェ
クターCD8 陽性 T 細胞においても、AICD か
ら逃れ、メモリー細胞として生存させる仕組
みとして、特に、我々はポリコーム遺伝子で
ある EZH2 に注目した。 
 
２．研究の目的 
  多くの幹細胞システムに共通な制御分子
として機能するポリコーム遺伝子により、

GVHD におけるメモリーT 細胞の形成維持
がどのように制御されているかについて研
究を進める。特に EZH2 に焦点を絞り、
GVHD において、「EZH2 によるメモリーT
細胞の形成のメカニズム」や「EZH2 の標的
転写因子群」を明らかにする。これらの研究
を通して、エピジェネティクな制御によりメ
モリーT 細胞をコントロールする、GVHD の
新規治療法の開発を検討する。 
 
３．研究の方法 
(1)	
 DZNep の治療可能性について	
 
	
 EZH2 を抑制する 3-Deazaneplanocin	
 A	
 
(DZNep)を投与、GVHD に対する予防および治
療効果を検討する。DZNep 投与により GVHD が
抑制されたマウスでは、エフェクターT 細胞
(TE)の有意な減少と、セントラルメモリーT
細胞(TCM)および以前我々のグループが同定
したより未分化なメモリー細胞である
memory	
 stem	
 cell(TMSC)の維持が選択的に認め
られた。TEと比較し、TCMや TMSC	
 細胞群の存在
は GVHD を起こす可能性があるものの、その
程度は弱い（Nature	
 Med	
 2005）。一方で、腫
瘍免疫モデルにおける養子免疫療法におい
て、TEと比較し、TCMや TMSCによる持続的な高
い抗腫瘍効果が報告されている（PNAS	
 2006,	
 
Nature	
 Med	
 2009）。したがって、DZNep の投
与においても、移植片対白血病効果(GVL)を
減弱することなく、GVHD が抑制されることが
期待される。DZNep による臨床上非常に重要
な課題である「GVHD と GVL の分離」の可能性
について、B6>BALB/c+	
 A20 腫瘍細胞の系で、
in	
 vivo	
 imaging などで評価する。	
 
(2)	
 ドキシサイクリンによる制御可能な
EZH2 ノックダウンシステムの構築	
 
	
 	
 前述の DZNep	
 は EZH2 を含む複合体
PRC2(Polycomb	
 repressive	
 complex	
 2)を抑
制する。EZH2 特異的な、より詳細な解析を行
うため、EZH2 特異的ノックダウンシステムを
構築した。このシステムはドキシサイクリン
を使用することにより、EZH2 の発現を制御し、
移植の特定の時期における EZH2 の機能解析
が可能となる。レンチウイルスを用い、T 細
胞に遺伝子を導入することで EZH2 の発現の
程度による GVHD の評価が可能であり、メモ
リーT 細胞を標的とするエピジェネティクな
治療介入の、適切な時期の評価が可能となる。	
 
(3)	
 メモリーT細胞形成に関わるEZH2の標的
遺伝子の同定	
 
	
 エフェクターT 細胞の遺伝子プロファイリ
ングで、多くの転写遺伝子群の発現低下を認	
 



めた。これらの遺伝子群を EZH2 はメチル化
し、抑制すると考えられる。クロマチン免疫
沈降法を用い、可能性のある EZH2 の標的遺
伝子を探索する。下流の遺伝子の探索は、よ
り効果が高く、副作用の少ない標的治療の開
発に結びつく。さらに、上記のノックダウン
システムを用いることで、EZH2 発現の有無に
より活性化される転写因子を同定、網羅的な
メチル化パターンの検討も行う。これらによ
り、メモリーT 細胞の形成における EZH2 の役
割について、詳細な分子メカニズムが明らか
になることが期待される。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)	
 EZH2 は、GVHD の進展に関与する。	
 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

	
 
	
 

	
 マウス GVHD モデルを用いた CD8 陽性 T 細
胞の遺伝子プロファイリングにおいて、EZH2
の発現が亢進し、一方で、多くの転写遺伝子
群の発現低下を認めた。EZH2 はこれらの遺伝
子群をメチル化し、発現を抑制していると考
えられた。これらが、GVHD におけるメモリー
CD8陽性 T細胞の維持およびGVHDの進展に関
わると考えられた。(Kato	
 K.	
 et	
 al.	
 BBMT	
 
2010)。	
 
(2)EZH2 が GVHD の治療標的となりうる。	
 
	
 マウス GVHD モデルを用い、EZH2 が GVHD の
治療標的となりうるかどうか検証した。	
 

EZH を抑制する 3-Deazaneplanocin	
 A	
 (DZNep)
を投与、GVHD に対する予防および治療効果を
認めた。	
 
(3)DZNepは、GVLを保持し、GVHDを抑制する。	
 
	
 一方、GVL 効果は維持されていた。DZNep	
 投
与群の T 細胞の解析から、EZH2 がエフェク	
 
ター関連遺伝子(IFNγ,	
 Trail,	
 Eomes,Tbx21
など)にはあまり影響しない一方で、アポト
ーシス関連遺伝子 Bim の発現を上昇、T 細胞
をアポトーシスに導き、GVL を保持しながら、
GVHDを抑制することを示した(Kato	
 K.	
 et	
 al.	
 
BLOOD	
 2012)。	
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