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研究成果の概要（和文）：アザシチジンは骨髄異形成症候群の重要な治療薬であるが、容易に耐性化することが
臨床上の問題となっている。本研究は耐性機序の一つとしてDNAとタンパク質複合体であるクロマチンの制御に
着目した。その制御における重要な役割を担う2つの遺伝子、PIWIL4とMAELがアザシチジン耐性細胞で恒常的に
高発現していることを発見した。中でもPIWIL4が特にアザシチジンの影響を大きく受けていることを突き止め
た。このことからPIWIL4が耐性の寄与に大きく関与している可能性が高く、PIWIL4はアザシチジン耐性における
新しい分子標的となることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Even though azacitidine is known as an effective agent for myelodysplastic 
syndrome, it is clinical problem that tumor can get drag-resistant easily against azacitidine. In 
this study, we focused on control of chromatin which is composed by complex of DNA and proteins, 
that is one of resistance mechanisms against azacitidine. We found that two important chromatin 
control genes, PIWIL4 and MAEL were over-expressed in azacitidine-resistant cells constantly against
 azacitidine-sensitive cells. Most especially, PIWIL4 was susceptible to azacitidine specifically in
 azacitidine-sensitive cells. As a result, the possibility of the function of PIWIL4 which may 
contributes to acquisition of resistance is higher, and it indicates that PIWIL4 could be a novel 
molecular target of azacitidine-resistant tumors.

研究分野：分子生物学

キーワード： アザシチジンによるクロマチン制御因子の発現制御　アザシチジン耐性における新規標的

  ３版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
薬剤耐性はガンの化学療法において重要な問題となっている。本研究は「血液のガン」の一つである骨髄異形成
症候群という疾患で重要な治療薬であるアザシチジンに着目した。アザシチジンは有効性が高い反面、確実に耐
性獲得することが臨床上の問題となっている。本研究の成果として、アザシチジンの耐性機序に関与する因子を
特定したことから、耐性獲得後の治療のための新しい分子標的を提示することができた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

AZA は MDS の化学療法において生存期間の延長が認められた、非常に重要な薬剤である。
しかし、AZA治療を受けた患者は、治療期間の長短に関わらず容易に耐性化することが臨床上
の問題となっている。耐性を獲得した患者の生存期間の中央値は 5.6 ヶ月と予後不良であり、
治療法の選択肢も限られている。そのため、MDS 治療のための新規治療標的の探索が求めら
れていると考えた。AZA の作用機序として、DNA 脱メチル化による遺伝子発現プロファイル
の変化が良く知られているが、近年の研究からヒストン修飾の変化や DNA 損傷なども含む広
範なクロマチン制御機構が関与する可能性が指摘されている。一方、耐性化した細胞のクロマ
チン制御に関する知見は乏しかった。 
 
２．研究の目的 
 AZA 耐性細胞のクロマチン制御の全貌を明らか
にすることを目的に、AZA感受性細胞と AZA耐性
細胞の mRNA 発現プロファイルの比較を行った。
AZA耐性細胞で 2倍以上の増加または減少が検出さ
れた遺伝子の中から、クロマチン制御に関与するこ
とが報告されている遺伝子を調べたところ、
PIWIL4(3.8 倍増)、MAEL(8 倍増)が見出された(右
図)。これらの遺伝子産物は共に piRNA によるヘテ
ロクロマチン制御に関与することが知られている。
piRNA は 25〜30 塩基程度のいわゆる small RNA
の一種で、 PIWIL4は piRNAと直接結合する。 
 
３．研究の方法 
(1)  shRNA発現細胞株の作製。PIWIL4、MAEL それぞれに特異的な shRNA 発現プラスミ
ドを AZA 感受性細胞と AZA 耐性細胞に導入し shRNA発現細胞を作製する。shRNAの配列
は既報で効果の確認されている配列を合成する。バックボーンとなるプラスミドは Tet-on シ
ステムの下で shRNA を発現するレンチウイルス作製用プラスミド CS-RfA-ETBsd を用いる。
当該プラスミドは、三好浩之慶応義塾大学教授の許諾の下、分与を受けたものを保有している。
本研究で用いる細胞は、レンチウイルスを用いて容易に遺伝子導入が出来ることを確認してい
る。十分なノックダウン効果のある細胞が得られない場合、shRNA の配列の再検討、プロモ
ーターの再検討、バックボーンプラスミドの検討、レンチウイルス以外のウイルスの使用等を
考慮する。 
 
(2)  PIWIL4、MAELの過剰発現細胞の作製。PIWIL4、MAELそれぞれをクローニングした
プラスミドを、AZA感受性細胞と AZA耐性細胞に導入し、細胞の性質を評価する。クローニ
ングする配列は、AZA 耐性細胞から抽出した RNA を基に cDNA を作製して用いる。バック
ボーンは pLVSIN-EF1αを用いる。当該プラスミドは EF1αプロモーター下に目的遺伝子を発
現させることが可能で安定した発現を得易い。クローニングしたプラスミドはレンチウイルス
を用いて細胞に導入し、薬剤選択によって安定発現株を得る。安定した発現や十分な発現が得
られない場合、挿入配列をゲノム由来にする、バックボーンを変更する、プロモーターを CAG
や CMVに変更する、レンチウイルス以外のウイルスの使用等を考慮する。 
 
(3)  PIWIL4 や MAEL のノックダウンや過剰発現が細胞
にもたらす影響。上記 (1)、(2)で得た shRNA 発現細胞や
過剰発現細胞を用いて、細胞生物学的、分子生物学的解析
を行う。細胞生物学的評価の指標としては、バイアビリテ
ィ(WST-8法)、アポトーシス誘導 (PI-Annexin V二重染色)、
細胞周期(核分画のPI染色)、分化誘導(表面マーカーの染色)
を予定している。分子生物学的評価としては、リン酸化
H2AXの免疫染色による DNA 損傷の検出、ヒストン化学
修飾の変化の解析、トランスポゾン LINE1の発現解析など、
クロマチン制御への影響  に着目して解析する。
piRNA/PIWI 経路に関する既報に基づくと、PIWIL4 のノ
ックダウンでは H3K9me3 の減少と LINE1 の発現の亢進
が、MAEL のノックダウンでは LINE1 の発現の亢進のみ
が観察されると思われるが、このような変化が観察されな
い場合、他の PIWI ファミリーメンバーの関与や、H3K9
メチル化酵素の発現動態の変化等を考慮して解析を行う。 
 
(4)  piRNAの網羅的発現解析。 piRNAが白血病細胞の
性質を決定する因子となるのかは未知である。そこで
RNA-seq 法にて piRNAの網羅的発現解析を実施する。

図. m RNA発現の⽐ 較 (AZA感受性 vs. AZA耐性)
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結果1 PIW IL4と MAELの発現解析



AZA感受性細胞とAZA耐性細胞の piRNA発現プロファイルや 各細胞においてAZA
処理前後の piRNA発現プロファイル比較を実施する。 
 
４．研究成果 
(1)  まず白血病由来細胞株(U937)及び AZA耐性株(R-U937)で実際に PIWIL4とMAELの発
現をリアルタイム PCRとウエスタンブロット法を用いて解析した。その結果、mRNAとタン
パク質の双方において AZAの存在に関わらず、耐性株では PIWIL4とMAELの発現が恒常的
に高かったこと明らかとなった(結果 1)。また興味深いことに、U937では PIWIL4は mRNA
レベルでは AZA の濃度依存的に関係なく殆ど一定な
のに対して、タンパク質量は反比例した。一方で
MAELはmRNAレベルとタンパク質量ともにAZAに
応答して発現が上昇した。当初 PIWIL4 と MAEL そ
れぞれの高発現株の作製を予定していたが、AZA耐性
株で恒常的に高発現していたことから、高発現による
影響は直接耐性株を用いて行うことにした。次に
PIWIL4 とMAELをターゲットとした shRNAが発現
する tet-onプラスミドをレンチウィルスの系を用いて
白血病細胞株 (U937, HL-60)と AZA 耐性解剖株
(R-U937, R-HL-60)にインフェクションを行なった。
ドキシサイクリン(DOX)を用いて shRNA の発現を誘
導した結果、著しい抑制効果が認められた(結果 2)。尚、
U937 の方はノックダウンにより生育が不安定化した
ため安定化を務めると同時に、ノックダウン解析は主
に HL-60の方を用いた。  
 
(2)  PIWIL4 や MAEL のノックダウンや高発現が細
胞にもたらす影響を解析する際、U937 系統では上記
の(1)でも述べたように生育がかなり不安定化してい
たために HL-60系統をメインに解析を行った。HL-60
系統では、通常の細胞株でも PIWIL4 と MAEL をそ
れぞれノックダウンすることで生存率の低下が認めら
れたが、AZA耐性株では PIWIL4のノックダウンによ
り著しい生存率低下が認められた(結果 3)。PIWIL4や
MAELの高発現については「研究の方法(3)」で述べた
トランスポゾン LINE1への影響を調べた。その結果、
U937と HL-60のいずれも AZAの投与により LINE1
のmRNA量が著しく上昇したが、それぞれの耐性株で
はかなり穏やかな上昇であることが認められた(結果
4-1)。次に LINE1 の翻訳産物である L1ORF1 の発現
変動及びユビキチン度を解析した(結果 4-2)。U937と
HL-60 共に通常の細胞株は AZA の投与により濃度依
存的に L1ORF1の発現は上昇しないが、ユビキチン化
は上昇することが明らかとなった。しかし AZA耐性株
の方では L1ORF1 のタンパク質量もユビキチン化度
も共に AZA の有無と濃度に関わらず殆ど一定である
ことが明らかとなった。 
 
(3)  平成 31 年度に所属が変わったことで新しい環境
(Illuminaの系から ABIの系へ)で piRNAの RNAseq
の系を立ち上げる必要があった。Total RNAシーケン
スから複数の piRNA のデータベースを元に解析用の
パイプラインの構築を行った。残念ながら、本解析の
ための細胞株の安定化と前の所属からの研究試料提供
関係の手続きが長引いたため、実際の piRNAの解析ま
では間に合わなかったが、構築されたパイプラインが
存在するため、今後の解析に活かせると考えている。以上の結果から、AZA 感受性の細胞(通
常の細胞株)は AZA の投与により PIWIL4 が抑制され、他方で MAELが上昇しトランスポゾ
ンであるL1ORF1のユビキチン化上昇が認められた。LINE1はゲノムの不安定化に繋がるが、
L1ORF1のユビキチン化はゲノムの安定性維持に寄与すると考えられる。それに対して、AZA
耐性細胞では PIWIL4が恒常的に高発現していることで、LINE1のmRNAの分解とそれに伴
う piRNA の合成によるクロマチン制御を介してゲノムの安定性に寄与しているのではないか
ということが考えられた。 
 

結果2 shRNAによる発現抑制効果

結果3 PIW IL4/M AELノ ッ クダウンによる⽣ 存率

U937 R-U937
AZA (μM) 0 1 3 5 0 1 3 5

L1ORF1(Ub)
L1ORF1

β-ACTIN

HL-60 R-HL-60
0 1 3 5 0 1 3 5AZA (μM)

L1ORF1(Ub)
L1ORF1

β-ACTIN

結果4-2 PIW IL4と M AELによるLINE1の発現影響②
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