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研究成果の概要（和文）：多発性骨髄腫など造血器悪性腫瘍の薬剤耐性獲得において、骨髄微小環境との相互作用は重
要な役割を果たしている。そこで、造血器悪性腫瘍の中から多発性骨髄腫細胞を用いて、抗がん剤処理時のヒストン修
飾様式の変化を骨髄ストローマ細胞との接着/非接着下間で比較した。その結果、非接着下ではアポトーシス誘導に伴
うヒストンH3の複数箇所のリジン残基へのメチル化誘導が観察されたが、接着下ではアポトーシスの抑制と共にヒスト
ンH3のK27のトリメチル化（H3K27me3）が特異的に抑制されていた。ここから、多発性骨髄腫細胞の接着耐性獲得には
、H3K27me3抑制を介した機序が重要な役割を担っている可能性を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Cell adhesion mediated-drug resistance (CAM-DR) is a major obstacle in achieving c
ure in patients with hematologic malignancies including  multiple myeloma (MM). We found that di or trimet
hylation was moderately induced in histone H3 lysine 4 (K4) and K36, and markedly in K9 and K27 by anti-MM
 drug treatment without adhesion to stromal cells.  In contrast, trimethylation to K27 (H3K27me3) was abse
nt in cell adhesion mediated-drug resistant MM cells. Inhibition of H3K27me3 significantly inhibited anti-
MM drug-induced apoptosis in stroma free condition. These results suggest that cell adhesion-induced  H3K2
7me3 inhibition is a critical step in drug resistance of MM cells. 
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１．研究開始当初の背景 
白血病や悪性リンパ腫、多発性骨髄腫などの

造血器悪性腫瘍には、アルキル化薬や副腎皮

質ホルモン剤等による化学療法に加え骨髄

移植を併用した治療が行われている。しかし

ながら多くの症例で治療抵抗性・耐性の出現

や再発が起こり、現在も完治に至る治療法が

未確立のままである。中でも薬剤耐性獲得機

構には未解明の点が多く、鍵分子の同定など

その機構の解明は重要な研究課題である。 

 近年、エピジェネティクスと呼ばれるゲノ

ム DNA とヒストンタンパク等から構成され

るクロマチンの化学的、構造的な修飾を介し

た遺伝子発現制御機構が着目されている。真

核細胞の核内で、DNA は４種類のコアヒスト

ン（H2A、H2B、H3、H4）各２分子からなるヒ

ストンオクタマーの周囲を 1.75 周（146bp）

巻いた形で存在している。コアヒストンの N

末端領域はアセチル化、メチル化、リン酸化、

ユビキチン化など様々な修飾を受け、これに

伴いクロマチン構造が変化し遺伝子発現に

影響を与える。例えば、アセチル基の付加は

ヒストンとDNAとの結合力を弱め転写因子の

アクセシビリティーを高めることから転写

活性化に働く。逆に脱アセチル化はコアヒス

トンをきつく締め転写因子がアクセスでき

ず転写抑制的に働く。このように、ヒストン

修飾は、転写活性化のタイミングや部位を決

定する認識コードでありエピジェネティッ

クコードまたはヒストンコードと呼ばれて

いる。また、このヒストンコードはクロマチ

ンの部位や修飾を受けるリジン残基の位置

など多様性に富み、可塑性が高く時空的に変

化する特徴を有している。 

 Sharma らは in vitro で非小細胞肺がん細

胞株に大過剰のEGF受容体キナーゼ阻害剤を

作用させた際、細胞毎に反応性が異なってお

り、耐性化した細胞が生き残るだけでなく次

第に増殖能を示すことを明らかにした。解析

の結果、耐性化細胞はヒストンH3のlysine-4

が特異的に脱メチル化されており、ヒストン

脱アセチル化酵素（HDAC）阻害剤によりこの

部位の脱メチル化を抑制すると耐性化が抑

制された (Cell,141,69,2010)。次いで、

Zhang らもイマチニブに耐性の quiescent な

慢性骨髄性白血病幹細胞に対する HDAC 阻害

剤の有効性を示した（Cancer Cell,17,427, 

2010）。 

 一方、申請者らは、かねてより HDAC 阻害

剤の抗腫瘍効果に着目するだけでなく、正常

造血や腫瘍化における HDAC の機能について

解析を進めてきた。その結果、HDAC が造血器

悪性腫瘍細胞に過剰発現することや、過剰発

現が分化とアポトーシス抑制に働くことを

明らかにした（J Biol Chem, 284, 30673, 

2009）。また、多発性骨髄腫の有効な治療薬

であるプロテアソーム阻害剤ボルテゾミブ

が、骨髄腫細胞の HDAC 発現低下による活性

抑制を介して作用すること（Blood,116, 406, 

2010）、悪性リンパ腫細胞において、HDAC 阻

害剤が CD20 発現を転写レベルで亢進させ、

CD20 発現の減退によるリツキサン耐性の解

除に有効なこと(Leukemia, 24, 1760,2010)

等を明らかにした。これらの結果は、ヒスト

ンの脱アセチル化抑制等を介したヒストン

コードの変化が、腫瘍化または耐性化の原因

となった転写異常を修正しその下流で制御

を受ける遺伝子発現を変化させて作用する

ことを示している。 

 以上の通り、ヒストンコードの変化は造血

器悪性腫瘍細胞の耐性化に重要な役割を果

たしていることが示唆される。さらに、薬剤

耐性獲得のステップが、まず最初にエピジェ

ネティックな変化によって誘導され、その後

ジェネティックな変化が蓄積して耐性が固

定化することや、エピジェネティックな変化

はジェネティックな異常と異なり可逆性で

あることから、その制御は耐性の克服におい

てより重要と思われる。しかしながら、多種

多様な様式を示すヒストンコードのうち、耐



性化に鍵となる特徴的なヒストンコードや、

その下流で制御を受ける遺伝子群などその

役割や作用機序は未解明のままであった。 

  

２．研究の目的 

 造血器腫瘍細胞の薬剤耐性獲得において、

造血幹細胞の主なプールである骨髄微小環境

との相互作用は重要な役割を果たしている。

そこで、本研究では、造血器悪性腫瘍細胞が

骨髄ストローマ細胞との接着を介して薬剤耐

性（接着耐性）を獲得する際のヒストン修飾

様式の解析から、耐性化に鍵となるヒストン

コードの同定を目指した。さらに、その下流

で制御される遺伝子の中から耐性化の鍵分子

を同定する等により、ヒストン修飾を介した

機構の耐性化における役割とその分子機構を

解明し、耐性を克服しうる新規治療法の開発

を目指した。 

 

３．研究の方法 

【造血器悪性腫瘍細胞の接着耐性獲得時のヒ

ストンコードの解析】 

(1)セルカルチャーインサートを用いて造血

器腫瘍細胞株を骨髄ストローマ細胞と接着さ

せた状態で共培養し、抗がん剤に対する接着

耐性を再現するin vitroのシステムを構築し

た。 

(2)このシステムを用いて造血器腫瘍細胞の

抗がん剤処理時のヒストン修飾様式の変化を

接着/非接着下間で比較した。 

 これまでの報告から、転写活性化に働くヒ

ストンコードとしてヒストン全般のアセチル

化や、ヒストンH3のlysine-4（以下H3K4と略）

やH3K36のメチル化が、転写抑制に働くヒスト

ンコードとしてヒストン全般の脱アセチル化

とH3K9やH3K27のメチル化の関与が示されて

いる。そこで、接着/非接着下におけるヒスト

ン修飾様式の変化を、ウェスタンブロットに

より解析した。同時に、CBP/p300やPCAFなど

のヒストンアセチル化酵素やHDACファミリー、

G9aやSUV39H1などのヒストンメチル化酵素、

LSD1やUTXなどのヒストン脱メチル化酵素等、

ヒストン修飾制御因子についてもその発現様

式を解析した。 

 なお、造血器腫瘍細胞には、骨髄内で増殖

し骨髄ストローマ細胞との接着を介した相互

作用が薬剤耐性に関与することが示されてい

る多発性骨髄腫細胞を用いた。また骨髄スト

ローマ細胞にはhTERT導入により不死化させ

た骨髄ストローマ細胞株を用いた。 

 

４．研究成果 

セルカルチャーインサートを用いて骨髄腫細

胞株KMS12-BM、RPMI8226やU266細胞を、骨髄

ストローマ細胞株UBE6T-7やstroma-NK細胞と

接着状態で共培養し、抗がん剤に対する接着

耐性を再現するin vitroのシステムを構築し

た。このシステムを用いて骨髄腫細胞の抗が

ん剤処理時のヒストン修飾様式の変化を接着

/非接着下で比較した。その結果、ストローマ

細胞と非接着下では抗がん剤処理によるアポ

トーシスの誘導に伴いヒストンH3K9及び

H3K27の顕著なメチル化とH3K4及びH3K36への

軽微なメチル化誘導が観察された。しかしな

がら、ストローマ細胞との接着下ではアポト

ーシスが抑制されると共にヒストンH3K27へ

のメチル化が顕著に抑制されていた。なお、

H3K27メチル化と同様転写抑制に働くH3K9、ま

た、転写活性化に働くH3K4やH3K36のメチル化

様式には接着/非接着下間で違いは見られな

かった。この現象は今回用いたすべての骨髄

腫細胞株と骨髄ストローマ細胞株の組み合わ

せにおいて同様であった。 

 一方、抗がん剤作用時に誘導されるH3K27

のトリメチル化をメチル化阻害剤(DZNeP)に

より抑制すると細胞死の誘導は有意に抑制さ

れた。しかしながら、H3K9のメチル化阻害剤

(Chaetocin)やヒストン脱メチル化酵素阻害

剤には、有意な細胞死抑制効果は見られなか

った。 



 さらにH3K27トリメチル化酵素であるEZH2

をshRNAによりノックダウンすると、抗がん剤

作用時に誘導されるH3K27のトリメチル化抑

制と共に有意な細胞死の抑制が観察された。 

 以上より、多発性骨髄腫細胞の接着耐性獲

得には、H3K27のトリメチル化の抑制が重要な

役割を担っている可能性が明らかになった。

これまでの報告によると、多発性骨髄腫の生

存には転写因子HOXA9やIRF4が必須であるこ

と (Nature,454,226,2008, Nature,471,467, 

2011, Cell,146,904,2011)、これら転写因子

の発現が転写調節領域のH3K27トリメチル化

により制御されることが示されている

（Nature,471,467,2011, Nat Immunol,11,936, 

2010）。従って、接着シグナルを介したH3K27

トリメチル化抑制が、これら遺伝子の発現亢

進を介して接着耐性獲得に働いている可能性

が明らかになった。 
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