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研究成果の概要（和文）：EZH2阻害剤DZNepはATL細胞株において低下していたmiRNAであるmiR-181aなどの発現を回復
させ、Caspaseの活性化、Annexin陽性細胞の増加などアポトーシスと思われる現象を引き起こした。miR-181aは抗アポ
トーシス分子であるBCL2 mRNAと結合する可能性が示されており、DZNepによりBCL2のmRNAおよびタンパク発現を抑制す
ることが示された。DZNepによるATL細胞株の細胞増殖抑制はmiR-181aを介したBCL2発現制御により引き起こされている
と考えられ、EZH2およびmiRNA発現制御はATLに対する治療標的となる可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：MiR-181a was re-expressed in ATL cells by EZH2 inhibitor DZNep, which activated 
capase3/7 and induced apoptosis in ATL cells. MiR-181a has been shown to be regulated by EZH2, while 
miR-181a is a candidate negative regulator of BCL2 expression. We confirmed that BCL2 mRNA and protein 
expressions were clearly suppressed in the ATL cell lines by DZNep. DZNep inhibits cell growth that is 
caused BCL2 repression via miR-181a. These results strongly support the notion that miR-181a is 
suppressed by EZH2 and that BCL2 expression is regulated by miR-181a in ATL cells. Together, our findings 
indicate a unique apoptotic pathway of BCL2 suppression via miR181a and that the EZH2 inhibitor DZNep may 
become a novel therapeutic agent for ATL.

研究分野： 臨床検査医学
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１．研究開始当初の背景 
クロマチン修飾などの塩基配列の変化を

伴わずに遺伝子発現を変化させるエピジェ
ネティックな制御機構において重要な分子
である EZH2 は Polycomb repressive complex 
(PRC)を構成するヒストンメチルトランスフ
ェラーゼ(HMT)活性を有したタンパクであり、
ヒストン 3 リジン 27(H3K27)のメチル化を促
進し、その領域に存在する遺伝子の発現を抑
制することが知られている。このEZH2は様々
な腫瘍で発現異常が起きていることが知ら
れており、成人 T 細胞白血病(ATL)患者細胞
では EZH2 が過剰に発現することで H3K27 が
正常細胞と比べ高度にトリメチル化されて
おり何らかの遺伝子発現の抑制を引き起こ
している。また ATL 患者の網羅的遺伝子発現
解析より EZH2 発現量が患者予後に関わるこ
とが報告されている。さらに EZH2 は遺伝子
発現抑制機能を有する小分子 RNA である
miRNA の発現異常に関与しており、ATL では
NF-κB 経路の異常活性化および腫瘍細胞の
不死化に寄与していることが報告されてい
る。miRNA は 21-25 塩基長の 1 本鎖 RNA であ
り真核生物では遺伝子の転写後発現調節に
関与していることが知られており、ヒトゲノ
ムでは 1000 以上の miRNA がコードされてい
ると言われており、miRNA はその標的 mRNA に
対して不完全な相同性を介して結合し、標的
遺伝子の不安定化や翻訳抑制を行うことで
タンパク抑制するとされている。この miRNA
の発現異常は様々な癌・腫瘍で認められ、ATL
細胞おいてもmiRNA発現が全体的に健常者と
比べ低下しており、一部の miRNA の発現異常
にはEZH2が関与していることが考えられる。
しかし EZH2 を介した miRNA 制御機構は ATL
においても一部しかわかっていない。 
 
２．研究の目的 
EZH2によるmiRNA発現制御に関しての報告

は少なく様々な癌腫で異なることも考えら
れる。そこで ATL 細胞における EZH2 が関与
する新たな miRNA 発現制御機構を探索し、
miRNA 発現異常が ATL 細胞の細胞死や細胞増
殖へどのように関わっているか調べる。 
 
３．研究の方法 
ATL クローン由来細胞株を用い ATL におけ

る EZH2 が発現に関与する miRNA の同定およ
び細胞増殖への関わりなどを調べるため以
下の検討を行った。 
1. マイクロアレイなどを用いた EZH2 が発

現制御に関与する新規 miRNA の探索。 
 

2. ATL におけるEZH2制御性 miRNAの標的遺
伝子同定と細胞増殖への関与について。 
 

3. EZH2阻害作用のある小分子化合物により
抑制された miRNA の発現が回復するか。 
 

4. EZH2阻害剤による細胞増殖抑制効果の評

価および細胞死機序の解析。 
 
４．研究成果 

ATL細胞株にEZH2阻害剤であるDZNepを作
用させ PCR array にて発現変動をきたす腫瘍
抑制性miRNAのスクリーニングを行った結果、
miR-181a の発現回復が認められ、バリデーシ
ョンのために行った qPCR でも同様の現象が
確認された(Fig.1)。健常者および ATL 患者

における miRNA 発現の網羅的解析では
miR-181aの有意な発現抑制がATL患者細胞に
おいて確認され、qPCR でも同様の結果であっ
た(Fig.2A,B)。上記より ATL 症例において腫
瘍抑制性の miRNA とされる miR-181a の発現
が抑制されており、発現抑制は EZH2 過剰発
現により引き起こされていること、EZH2 を阻
害することで発現を回復できることがわか
った。また DZNep は ATL 細胞株に Caspase の
活性化を引き起こし、Annexin-PI 染色では

Annexin 陽性細胞の増加などアポトーシスに
よる細胞増殖抑制を示した(Fig.3A,B,C,D)。 

 
次に DZNep により発現が変動する mRNA を

見出すためマイクロアレイによる網羅的探
索を行った。様々な遺伝子発現の変動が認め
られたが、apoptosis に関連するよび遺伝子

Figure.1 
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Figure.3 



では抗アポトーシス分子である BCL2 の顕著
な発現抑制が確認された(Fig.4A,B,C)。ウエ
スタンブロットによるタンパク発現の確認
も行い、EZH2 の抑制および BCL2 タンパクの
抑制が確認された(Fig.4D)。しかし EZH2 が
BCL2 発現に直接かかわるとの報告はなく、ま
た網羅的解析では他の BCL2 制御に係るよう
な分子の変動は見いだせなかった。以上より
DZNep による BCL2 抑制は EZH2 が発現を制御
しているmiRNAが関与している可能性を考え
た。 

 
BCL2 mRNA 3’UTR 領域の配列解析を

Targetscan などのウェブデータベースにて
行った。miR-181a は BCL2  mRNA の 3’UTR に
2 箇所結合部位があることが予測された。ま
た他に幾つかの BCL2 を標的とした miRNA の
変動も認められたが miR-181a ほどの動きで
はなかった。また miR-181a の直接的な影響
を見るため模倣分子をATL細胞株へトランス
フェクションすると細胞増殖の抑制が確認
された。 
以上のことより DZNep による ATL細胞株の

細胞増殖抑制は miR-181a の BCL2 発現制御に
より引き起こされていることが強く示唆さ
れ、EZH2 を標的とした治療は ATL に対する新
規治療薬としての可能性が示唆された。 
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