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研究成果の概要（和文）：　ヒトT細胞白血病株とそのイダルビシン耐性白血病細胞を用いた耐性腫瘍細胞特異的な抗
腫瘍薬耐性に関わる分子機構を解明することを目的として、イダルビシン薬剤耐性に関わる変異遺伝子の探索をミトコ
ンドリアDNAと核DNAの両面から検討した。
　ミトコンドリアDNA比較配列解析とアレイCGH解析を用いることで、イダルビシン耐性白血病細胞にみられる遺伝子変
異の抽出を試みた結果、イダルビシン薬剤耐性にはND3やGALNT2遺伝子などの複数の遺伝子変異が関与している可能性
が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We investigated the mechanism of resistance using the human acute leukemia cell 
line MOLT3 and its idarubicin-resistant MOLT3/IDR by mtDNA and nuclear DNA analyses. We found altered 
candidate regions among the two cell lines. The ND3 mutation site (p.Thr61Ile) of mtDNA sequence was a 
unique mutation in the MOLT3/IDR. Moreover, we found five candidate genes by using array CGH analysis. 
Then, we focused on the GALNT2 gene among the five candidate genes. We sequenced the exon of GALNT2 gene 
and found a G1788K mutation of the stop codon position in MOLT3/IDR not in MOLT3. Because of this, the 
mutation led to 18 amino acids being added to the sequence in the GALNT2 gene. In addition, we confirmed 
the gene expression of this mutation region by RT-PCR. Furthermore, we predicted the protein structure of 
the mutated GALANT2 gene, and confirmed the conformational change of the ligand pocket. From our results, 
we speculated that these mutation genes might be related to idarubicin resistance.

研究分野：臨床薬理学

キーワード： がん　薬剤反応性

  ２版
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１．研究開始当初の背景 
抗腫瘍薬耐性は、当初より抗腫瘍薬の効き
にくい固形腫瘍や再発時に抗腫瘍薬への反
応性が低下する造血器腫瘍における化学療
法の成績向上を妨げる大きな障壁となって
いる。本研究者は、各種抗腫瘍薬に耐性の株
化培養造血器腫瘍細胞を樹立し、これらの細
胞において耐性の分子メカニズムを解析し、
耐性遺伝子の変異や発現異常を明らかにし
てきた。また、耐性に寄与している遺伝子の
発現を核酸製剤により抑制することで耐性
克服が可能であることを示してきた。さらに、
様々な悪性腫瘍で異常な活性化が観察され
ている種々のキナーゼ経路が一部の耐性細
胞で過度に活性化していることを見出し、そ
れらの経路を核酸製剤や阻害薬によって抑
制することにより耐性克服が可能であるこ
とを確認してきた。 
これまでに耐性因子として確認・報告され
たものは、耐性腫瘍細胞のみならず、発現量
の差があるものの正常細胞にも発現してい
るものが多い。本研究者は葉酸拮抗薬に耐性
化した細胞のみに発現している変異型ジヒ
ドロ葉酸還元酵素を認識し正常型酵素には
影響を与えないリボザイムを開発し報告し
た。このように耐性克服を図る上では、正常
細胞に影響を与えずに耐性細胞のみに発現
する因子や変異もしくは発現量の差が大き
な因子を同定し標的とすることが望まれる。
本研究では、これまでに樹立してきた 20 種
類の耐性細胞で変異型ジヒドロ葉酸還元酵
素のように耐性細胞に特異的な耐性因子を
探索し、それらを標的とした耐性克服法を開
発する基盤を築くことを目指す。 

 
２．研究の目的 
本研究は抗腫瘍薬耐性細胞に特異性の高
い耐性因子を探索し、それらの耐性因子を分
子標的とした耐性克服法を開発し臨床応用
に展開するための基盤となる研究を行う。 

 
（１）自ら樹立してきた抗腫瘍薬耐性細胞と
元の感受性細胞（親株細胞）を比較検討し抗
腫瘍薬耐性細胞に特異性の高い耐性因子を
探索する。 
 
（２）耐性細胞で発現亢進している因子を核
酸製剤等で抑制することにより耐性が克服
可能かを検討する。 
 
（３）耐性細胞で発現低下している因子につ
いては、元の感受性細胞でその因子を核酸製
剤等で抑制することにより耐性が誘導でき
るかを検討する。 
 
（４）酵素活性が亢進し耐性化に寄与してい
る因子については、阻害薬で酵素活性を抑制
することにより耐性が克服可能かを検討す
る。 
 

（５）細胞周期やアポトーシスの調節などに
も大きく関わっているミトコンドリア DNA
配列を耐性細胞と元の感受性細胞で比較検
討し、抗腫瘍薬耐性への関与を検討する。ナ
トリウム利尿ペプチド、cGMP、cGMP 依存
性蛋白キナーゼなどミトコンドリア機能に
影響を与えるものにより耐性が変化するか
を検討する。 
 
（６）National Cancer Instituteが
Investigational New Drugとして受理した
分子標的薬で第 1相試験施行中のものについ
て情報を入手し、耐性克服薬として利用する
ことが可能かを検討する。 
 
３．研究の方法 
（１）細胞培養： 
ヒト急性白血病細胞株MOLT-3をイダル
ビシンに耐性化した細胞株を作成した。
MOLT-3細胞を 40 nMのイダルビシンに 8
時間曝露し、生存した細胞をイダルビシンな
しで再増殖させる操作を週に 1回繰り返した。
曝露毎にイダルビシン濃度を 20 nMずつ漸
増し、4ヵ月後にMTTアッセイ(Kobayashi 
H, International Journal of Cancer 81:944, 
1999)にて耐性度を検討したところ、イダル
ビシンに対して 10倍耐性となっていた。そ
の後に軟寒天でサブクローニングし、単一の
細胞から増殖したコロニーを選択し、再度
MTTアッセイにてイダルビシンに対する耐
性度を検討した。イダルビシンに 10倍耐性
となっているものをMOLT-3 / IDRと命名し、
一部を凍結保存した。その後の実験には、凍
結保存した細胞を解凍し、培養・増殖させた
ものを用いるようにした。イダルビシンなし
で 1ヶ月間以上培養すると耐性度が変化する
可能性があるため、必要に応じて凍結細胞を
解凍し、実験に用いるようにした。 
 
（２）ミトコンドリア DNA（全配列）の決
定： 
細胞から全 DNAを抽出した。その後、PCR
法を用い、mtDNAを KOD FXneo (Toyobo)
で増幅した。その際、25プライマーを作成し
た。PCR条件は、熱変性 94℃ 2分を行った
後に、熱変性 98℃ 10秒、60℃でアニーリン
グ 20秒、伸長反応 68℃ 1分を 35サイクル
繰り返し、伸長反応を 68℃で 7分行った。そ
の後、得られた PCR産物は 1% Agarose TBE 
50V 60min電気泳動を実施しDNAの確認を
行った。この時、複数のバンドが確認された
場合は切り出し精製を実施した。PCR産物は
EXOSAP-ITで処理し PCRで用いたプライ
マーでシークエンス(ABI 3500xL)を行った。
得られたシークエンスデータは ATCGソフ
トを使いアッセンブルを行いミトコンドリ
ア DNA配列およそ 16,500bpを決定した。 
 
（３）GALNT2遺伝子 DNA配列の決定： 
細胞から全 DNAを抽出した。その後、PCR



法を用い、2×KOD FX Neo Buffer 5μl、
2mM each dNTPmix 1μl、2.5μM each 
GALNT2 primermix 1μl、Millie 1.9μl、
KOD FX Neo 0.1μl、MOLT-3と 
MOLT-3/IDR 100mg/ulのテンプレート 1μ
lで反応した。PCR条件は、熱変性 94℃ 2
分を行った後に、熱変性 98℃ 10秒、58℃、
62℃、66℃ずつでアニーリング 20秒、伸長
反応 68℃ 20秒を 35サイクル繰り返し、伸
長反応を 68℃で 7分行った。その後、得られ
た PCR産物は、1.5 % アガロース TBE 50V 
60min電気泳動を実施し、DNAの確認を行
った。この時、複数のバンドが確認された場
合は切り出し精製を実施した。PCR産物は
EXOSAP-ITで処理し PCRで用いたプライ
マーでシークエンス(ABI 3500xL)を行った。
得られたシークエンスデータは ATCGソフ
トを使いアッセンブルを行い、GALNT2遺
伝子の DNA配列を決定した。 
 
（４）逆転写 PCR： 
 RNA抽出は、MOLT-3およびMOLT-3/IDR
より、Trizol Reagent(Ambion)を用いて全
RNAを常法どおり抽出した。cDNA合成は、
得られた RNA5μgを SuperScript Ⅲ 
First-Strand Synthesis System for RT-PCR
（Invitrogen）を用い Oligo(dT)で cDNAを
合成した; Total RNA 5μg、20mM TrisCl 
pH8.4、50mM KCl、Oligo(dT) 2.5μM、
dNTP 500μM each、MgCl2 5mM、DTT 
10mM、RNase OUT 2U、SuperScript Ⅲ 
Reverse Transcriptase 20Uで 50℃ 50分、
85℃ 5分、RNase H 2Uを加え 37℃・20分
で行った。PCR反応は ExTaqを用いて行っ
た。温度条件は、熱変性 95℃ 3分を行った
後に、熱変性 95℃ 10秒、68℃、69℃、70℃、
71℃のいずれかでアニーリング 10秒、伸長
反応 72℃ 20秒を 35サイクル繰り返し、最
後に伸長反応 72℃ 7分行った。RT-PCR後
に 2%アガロース TBE 50V 60min電気泳動
を行った。 
 
（５）リアルタイム PCR： 
 2×TAKARA SYBR Premix Ex TaqⅡ 5μ
L、primer各 500nM、希釈したテンプレー
ト 4.5μLで 10μLとし、反応チューブを軽
く遠心後、StepOnePlusリアルタイム PCR
システムにセットし、反応を開始させた。 
リアルタイム PCR反応は、熱変性 95℃ 20
秒を行った後に、熱変性 95℃ 5秒、アニー
リングと伸長反応 69℃ 30秒を 45サイクル
繰り返し、95℃で 10秒、60℃で 1分の後、
95℃まで徐々に温度を上げて融解曲線を得
た。最後にアガロース電気泳動用のアニーリ
ング 80℃、70℃、60℃で各 3分追加して行
った。リアルタイム PCR後に 2% アガロー
ス TBE 50V 60min電気泳動を行った。 
 
（６）ミトコンドリア DNA配列と GLANT2
遺伝子配列のアライメント方法： 

 決定されたシークエンス配列は、ClustalW
を用いアライメントを行った。この際、リフ
ァレンスとして健常人のポーランド人
(EU547188.2)のmtDNAを用い、変異サイ
トの確認を行った。このポーランド人の配列
を用いた理由は、相同性検索を行った際に、
ヒト T細胞白血病株（MOLT-3）と 4塩基し
か違いが見られなかったのでリファレンス
として用いた。さらに、確認された変異サイ
トをデータベース（NCBI-dbSNP、mitoMap、
Ensemble、JSNP）内を相同性検索および登
録されている変異サイトを検索することで
他の配列と比較し、変異サイトの確認を実施
した。GLANT2のアライメントは、ClustalW 
を用い、DNA、RNAともに
NM_004481.3 :GI:206725412をリファレン
ス配列とし使用した。 
 
（７）CGHアレイを用いた耐性因子に関す
る候補遺伝子の探索： 
 イダルビシン耐性に関わるエクソン上の
変異(SNV (SNP), STR/InDel)の検出を目的
とし、ヒト T細胞白血病株（MOLT-3）なら
びにイダルビシンに耐性化となったイダル
ビシン耐性白血病細胞（MOLT-3/IDR）を用
いた CGHアレイ（2×400K）による耐性因
子候補の探索を行った。まず、それぞれの細
胞からゲノム DNAを抽出し、それぞれ Cy3，
Cy5 蛍光色素で標識後、ヒトゲノム aCGH
アレイにハイブリダイズさせ、マイクロアレ
イスキャナによりプローブごとのシグナル
強度を検出した。シグナル強度比に関して、
MOLT-3とMOLT-3/IDRで比較し 2倍、4
倍差のあったものをそれぞれ P値<0.05で検
定を行い、変異領域候補として抽出した。こ
れらの研究を実施することで、CGHアレイ
解析で得られた 5つの候補遺伝子群とミトコ
ンドリア DNA配列解析で得られた多数の多
型情報をもとにした網羅的な解析を行うこ
とができる。 
 
（８）伸長配列を持つ変異型 GLANT2遺伝
子のタンパク質立体構造予測： 
 Navarrete E.L.（2014）らの PDB ID:4D0Z
を鋳型構造に変異型 GLANT2の立体構造予
測を行った。4D0Zでは、GLANT2全配列の
うち、75番目の Lysから 569番目の Leuま
での構造が決定されている。よって本研究で
は、初期構造として変異型 GLANT2の 75番
目から伸長配列までの領域を構造予測領域
とし、75番目から 569番目の配列部分につ
いては、X線構造４D0Zを鋳型構造に用いた
ホモロジーモデリング、570番目から伸長配
列までを鋳型に依存しない自由モデリング
により構造予測した。ホモロジーモデリング
ならびに自由モデリングは、Schrödinger社
の Primeを利用した。またモデリングでは、
４D0Zで結合していたリガンドHWU（PDB
リガンドコード名）も含めた構造を予測した。
予測された構造の Viewerには、Jmolを使用



した。 
 
（９）新規の阻害剤による機能解析： 
研究協力者である米国 Vanderbilt大学癌
センター第 1相試験チーム・Kenneth R. 
Hande教授より、National Cancer Institute
が Investigational New Drugとして受理し
た分子標的薬で第 1相試験施行中のものにつ
いて安全性等の情報を入手する。有望なもの
のうちで試薬として入手可能な一部の阻害
剤を用いて、イダルビシン耐性細胞において
イダルビシンに対する耐性が克服されるか
どうかをMTTアッセイにて検討する。 
 
４．研究成果 
（１）ミトコンドリア DNA（全配列）にお
ける遺伝子多型の抽出と解析： 
 ヒト T細胞白血病株（MOLT-3）ならびに
イダルビシンに耐性化となったイダルビシ
ン耐性白血病細胞（MOLT-3/IDR）のそれぞ
れのmtDNA全配列を決定し、変異サイトの
抽出を行った。 

MOLT-3 親 株 と リ フ ァ レ ン ス
(EU547188.2)と比較配列解析を行った。
COX2のエクソンで 7966番目の塩基が T(チ
ミン)から C(シトシン)に置換、tRNAのイン
トロンで 12172番目の塩基が A(アデニン)か
ら G(グアニン)に置換、ND5 のエクソンで
12452番目の塩基が A(アデニン)からG(グア
ニン) に置換していた、また、D-Loop の
16193番目に 1個 C(シトシン)塩基の挿入が
見られた。 
次に、MOLT-3/IDR耐性株とリファレンス
の比較配列解析を行った。ND3のエクソンで
10242番目の塩基が C(シトシン)から Yに置
換、tRNA の 12172 番目の置換と ND5 の
12452番目の置換とD-Loopの 16193番目の
置換は共通である。D-Loopの 16194番目に
もう一個 C(シトシン)塩基の挿入が見られた。 

MOLT-3 親株と MOLT-3/IDR 耐性株の比
較配列解析結果は、COX2のエクソンで 7966
番目の塩基が T(チミン)から C(シトシン)に
置換、ND3 のエクソンで 10242 番目の塩基
が C(シトシン)から Y（C あるいは T）に置
換、D-Loopの 16194番目に一個 C(シトシン)
塩基の挿入が見られた。 
 
（２）ミトコンドリア DNA 多型によるアミ
ノ酸変異の解析： 
変異サイト中で、エクソン領域の置換に注
目をした。MOLT-3 親株では COX2 の 127
番目のアミノ酸はフェニルアラニン(Phe)か
らセリン(Ser)に置換、ND5 の 39 番目のア
ミノ酸はイソロイシン(Ile)からバリン(Val)
に非同義置換していた。 

MOLT-3/IDR耐性株において、ND3の 61
番目のアミノ酸はスレオニン(Thr)からイソ
ロイシン(Ile)に置換、ND5 の 39番目の変異
はMOLT-3と共通である。 

ND3配列のアミノ酸のBLAST相同性検索

結果では、現在までのデータベースに、ND3
配列の 61 番目のアミノ酸はすべてスレオニ
ン(Thr)であった。我々が解析結果から発見し
たこのイソロイシン(Ile)への置換はオリジナ
ルな変異であることが分かった。 
 
（３）CGH アレイ解析を用いた耐性因子に
関わる候補遺伝子の探索結果： 

MOLT-3 親株細胞をリファレンスとして
MOLT-3/IDR 耐性株細胞における変異を検
出するために、CGH アレイ（8X60K）を用
いて解析を行った。その結果、MOLT-3/IDR 
で特異的に変異している領域をシグナル強
度 2 倍（P 値<0.05）で抽出したところ、
MOLT-3/IDR 耐性株細胞で 674 領域が抽出
された。さらにシグナル強度 4倍（P値<0.05）
ではコピー数が増加した 9領域まで絞ること
ができた。MOLT-3親株細胞では、シグナル
強度 2 倍（P 値<0.05）で抽出したところ、
724 領域が抽出され、シグナル強度 4 倍（P
値<0.05）にしたところ、欠失を起こした 1
領域のみ抽出することができた。そして、こ
の 10 個の変異領域と遺伝子との関係を明ら
かにするためにNCBIとEnsembleデータベ
ースを用いることでアノテーションを行い、
遺伝子との関係が明らかとなった 5つの耐性
候補遺伝子（GALNT2、DCHS2、ENTPD8、
PNPLA7、FBXW7）を絞ることができた。 
 
（４）GALNT2 遺伝子多型およびアミノ酸
変異の解析結果： 

CGH アレイで抽出された 5 つの耐性候補
遺伝子の中で、本研究では GALNT2 遺伝子
に注目し配列解析を行った。この GALNT2
遺伝子のエクソンのみの配列決定し、変異サ
イトの確認を行った。幾つかのエクソン変異
を確認した。858 番目の塩基が G(グアニン)
から A(アデニン)に置換、1014番目の塩基が
C(シトシン)から Y（C あるいは T）に置換、
1197番目の塩基が A(アデニン)から R（Aあ
るいは G）に置換していた。MOLT-3/IDR耐
性株だけ 1716 番目の終止コドンが G（グア
ニン）から K（Gあるいは T）のヘテロ塩基
に置換していた。それらの塩基置換によるア
ミノ酸置換について、286 番目、338 番目と
399番目のアミノ酸置換はすべて同義置換で
あり、572番目の終止コドンはチロシン(Tyr)
に置換した。このことからアミノ酸の読み枠
は次の終止コドンまでの 18 残基が多く読ま
れていると推測した。 
 
（５）リアルタイム PCRと逆転写 PCRを用
いた発現定量解析結果： 
 MOLT-3/IDR耐性株において、終止コドン
が K（Keto）に置換していることから、遺伝
子発現にどのように影響しているかを確認
するためにリアルタイム PCRと RT-PCRを
用いることで発現定量解析を行った。 
その結果、MOLT-3細胞のMOLT-3親株細
胞 GALNT2（wild）の発現量を 1.00（PCR



効率：99.8％）とすると、IDR耐性細胞株で
は 0.96（PCR 効率：99.7％）であった。そ
して、MOLT-3細胞の GALNT2（mutant）
タイプでは発現は確認されなかった、それに
対して、IDR耐性細胞株では発現量比は 0.35
（PCR効率：100％）であった。 
また、逆転写 PCR においても発現が確認
された。 
 
（６）変異型 GLANT2 遺伝子のタンパク質
立体構造予測結果： 
リアルタイムPCRとRT-PCRで IDR耐性
細胞株の GALNT2 遺伝子に発現が確認され
たことで、変異型 GLANT2 遺伝子のタンパ
ク質立体構造予測をSchrödinger社のPrime
のモデリングソフトを使うことで行った。
GLANT2 遺伝子の立体構造は、Navarrete 
E.L.（2014）らによって解かれているので、
この構造をリファレンスとして用いること
にした。 
この結果、アミノ酸配列の C末が 18残基
多く読まれることで、分子量の増加に伴い結
合部位における構造変化に影響を及ぼすこ
とが示唆された(下図)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図. GALNT2遺伝子と変異 Typeのタンパク
質立体構造 
a.GALNT2wild タ ン パ ク 質 立 体 構 造
b.GALNT2mutantタンパク質立体構造 
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