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研究成果の概要（和文）：Isocitrate dehydrogenase (IDH)遺伝子変異をもつ白血病において、脂肪酸代謝適応
による生存・増殖機構の存在が示唆されているが、その詳細は明らかでなかった。本研究によりIDH2変異細胞に
おいてホスホリパーゼC遺伝子プロモーター領域のメチル化によってその発現が低下し、これにより細胞内アラ
キドン酸濃度の低下およびアポトーシス耐性を獲得していることが明らかとなった。これに対しアラキドン酸代
謝酵素阻害剤を変異型IDH2特異的阻害剤と併用することによりIDH2変異白血病細胞に細胞死が誘導できることが
明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Although cell survival/proliferation mechanism via lipid metabolic 
adaptation in leukemia cells with isocitrate dehydrogenase (IDH) mutation has been suggested, the 
precise molecular mechanism remained unclear. In this study, we identified that phospholipase C 
(PLC) gene expression was downregulated by methylation of PLC gene promoter regions, which 
downregulated intracellular arachidonic acid level and resulted in resistance to apoptosis in IDH2 
mutant cells. To overcome this apoptosis resistance, we revealed that specific inhibitors of 
arachidonic acid metabolism in combination with specific inhibitor of mutant IDH2 could induce 
apoptosis in IDH2 mutant leukemia cells.

研究分野：血液学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により脂肪酸代謝適応による生存・増殖機構というIDH2変異白血病における新たな病態生理が明らかとな
り、これに対し抗炎症薬として使われるアラキドン酸代謝酵素COX-2/5-LOXの阻害剤を変異型IDH2特異的阻害剤
と併用することでIDH2変異白血病に細胞死を誘導できることが明らかとなった。これにより従来の変異型IDH2阻
害剤に耐性を示す症例について抗炎症薬を併用することにより予後を改善できる可能性が示された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

Isocitrate dehydrogenase (IDH)変異は急性骨髄性白血病(AML)の原因遺伝子の一つであり、

全 AML患者の 15-20%に認められる(Medinger et al, Br J Haematol. 2017)。野生型 IDHはイ

ソクエン酸をαケトグルタル酸(KG)に変換する酵素であるが、変異型 IDH はKG から D-2-

ヒドロキシグルタル酸(D2HG)をオンコメタボライトとして産生する。この D2HGが-KG依存

性リジン脱メチル化酵素を競合的に阻害することによりエピジェネティックな変化を誘導し、

これが細胞分化を抑制し異常な自己複製能を賦与することが腫瘍化の主なメカニズムとされて

いる (Waitkus et al, Cancer Cell. 2018)。 

 変異型 IDH阻害剤は既に臨床応用が始まっているが、その単剤による有効性は約 40%にとど

まるなど他の分子標的薬と同様に不応例や耐性獲得例も報告されている (Intlekofer et al, 

Nature. 2018)。このことはオンコメタボライト非依存性の腫瘍細胞の代謝適応による生存・増

殖機構の存在を示唆している。また、変異型 IDH 阻害剤治療後の残存 IDH 変異クローンの割

合は治療抵抗例で有意に高いことが報告されており(Stein et al, Blood. 2019)、本疾患の根治に

は IDH 変異クローンを根絶させる治療法の併用が必要であることが示唆される。このように

IDH 変異腫瘍細胞における代謝適応の分子メカニズムの解明はその根治を目指すうえで極めて

重要であると考えられるが、その研究はほとんど進んでいない。 
 
２．研究の目的 
我々はこれまで IDH2変異 AML細胞株 TF-1を用いた研究により IDH2変異 AML細胞株の

増殖は変異型 IDH2特異的阻害剤により抑えられるが IDH野生型細胞と比較すると依然高い増

殖能を示すこと、IDH2変異 AML細胞では細胞内アラキドン酸濃度が有意に低下しており、そ

れに伴いアポトーシス耐性が認められること、ドラッグスクリーニングの結果からアラキドン

酸の生成に関与する酵素であるホスホリパーゼ C(PLC)の特異的阻害剤により IDH2変異 AML

細胞の増殖が亢進すること、アラキドン酸代謝酵素である COX-2 および 5-LOX の阻害剤を変

異型 IDH2特異的阻害剤と併用したところ、IDH2変異 AML細胞の増殖が IDH野生型の細胞

と同レベルまで抑制され、アポトーシス耐性も解消されることなどを明らかにしてきた。 

本研究ではこのアラキドン酸代謝経路異常を介した薬剤耐性メカニズムの全容を明らかにし、

脂肪酸代謝を標的とする抗炎症薬の併用による IDH変異腫瘍細胞根絶の可能性をマウスモデル

や臨床サンプルを用いて検証することを目的とした。 
 
３．研究の方法 

（１）IDH2変異 AML細胞の薬剤耐性メカニズムの解析 

 IDH2変異 AML細胞株における代謝変化を解析するため、変異型 IDH2特異的阻害剤投与有

無の条件下で培養した IDH2野生型・変異型 TF-1細胞を回収し CE-MSを用いたメタボローム

解析を行った。同様の条件で培養した細胞を用いて RNA シークエンス解析を行い、PLC 遺伝

子の発現を比較した。また、ここで差がみられた遺伝子に関してタンパク質発現をウエスタンブ

ロットを用いて比較した。IDH2遺伝子変異により PLC遺伝子発現が変化するメカニズム解析

としては、変異型 IDH2 特異的阻害剤処理有無の条件下で培養した野生型および変異型 IDH2

遺伝子を強制発現させた TF-1 細胞を解析したパブリックデータセット(GSE51352)を用いた

PLC遺伝子プロモーター領域のメチル化解析を行った。 

（２）異なる条件下での抗炎症薬併用による IDH2変異 AML細胞に対する抗腫瘍効果の評価 



 脂肪酸代謝を標的とする抗炎症薬の併用による IDH2 変異腫瘍細胞根絶の可能性について、

IDH2変異 TF-1細胞で得られた結果を一般化するため、エリスロポエチン(EPO)投与による赤

血球分化条件下で IDH2変異 TF-1細胞に対する抗炎症薬の抗腫瘍効果を検討した。さらに、急

性単球性白血病細胞株 THP-1に変異型 IDH2を過剰発現させた細胞を用いて同様の実験を行っ

た。 

（３）xenograftマウスモデルを用いた抗炎症薬併用による抗腫瘍効果の評価 

 変異型 IDH2 特異的阻害剤と抗炎症薬の併用による IDH2 変異 AML 細胞に対する抗腫瘍効

果を in vivoで解析するため、IDH2変異 TF-1細胞の免疫不全マウス(MSTRGマウス)への移植

実験を行った。大腿骨内へ細胞株を直接移植し、腫瘍の生着を得たマウスに薬剤を経口投与した。

3週間の治療終了後にマウス骨髄細胞をフローサイトメトリーで解析し、ヒト CD45陽性細胞の

キメリズムとアポトーシスの解析を行った。 

 

４．研究成果 

（１）IDH2変異 AML細胞の変異型 IDH2特異的阻害剤に対する薬剤耐性メカニズム 

 IDH2遺伝子変異に伴う代謝変化を解析するため、IDH2変異 TF-1細胞を用いてメタボロー

ム解析を行った。主成分分析(PCA)では変異型 IDH2 特異的阻害剤で処理した IDH2 変異細胞

はコントロール IDH2 変異細胞および IDH2 野生型細胞とは異なる分布を示した。また、変異

型 IDH2 特異的阻害剤で処理した IDH2 変異細胞を同じ処理をした IDH2 野生型細胞と

Metabolite Sets Enrichment Analysis (MSEA)を用いて比較したところ、グリセロリン脂質関

連の Termで高い有意差がみられることが明らかとなった（図 1A）。この結果は PLCの特異的

阻害剤により IDH2 変異 TF-1 細胞の増殖が亢進するというドラッグスクリーニングの結果を

支持している。 

 次に RNA シークエンス解析データを用いて PLC 遺伝子の mRNA 発現量の比較を行った。

その結果、PLCB1および PLCG1遺伝子において IDH2変異細胞でその発現が低下し、その発

現低下は変異型 IDH2 特異的阻害剤処理による影響を受けないという発現パターンを示すこと

が明らかとなった（図 1B）。さらにこのうち PLCG1遺伝子についてはタンパク質レベルでも同

様の発現パターンを示すことをウエスタンブロットを用いて確認した（図 1C）。PLC はリン脂

質からのアラキドン酸生成に関与する酵素であるため、これらの結果から IDH2 変異細胞では

PLCB1, PLCG1遺伝子の発現低下により細胞内アラキドン酸濃度が低下し、アポトーシス耐性

となっていると考えられた。 



 次に IDH2遺伝子変異によりPLC遺伝子発現が低下するメカニズム解析として、変異型 IDH2

がオンコメタボライト産生を介してDNA脱メチル化酵素を阻害することから、IDH2変異AML

細胞では PLC遺伝子プロモーター領域のメチル化が起こっているのではと考え、パブリックデ

ータセット(GSE51352)を用いて PLC 遺伝子プロモーター領域のメチル化解析を行った。その

結果、PLCB1および PLCG1遺伝子のプロモーター領域において変異型 IDH2遺伝子を強制発

現させた TF-1 細胞において有意にメチル化が亢進していること、そのメチル化は短期間(7 日

間)の変異型 IDH2特異的阻害剤による処理では元に戻らないことが明らかとなった（図 1D）。

これらの結果は IDH2遺伝子変異により不可逆的な PLC遺伝子プロモーター領域のメチル化が

起こり、PLC遺伝子発現低下をきたしていることを示している。 

 

（２）様々な条件下での抗炎症薬併用による IDH2変異 AML細胞に対する抗腫瘍効果 

 変異型 IDH特異的阻害剤投与により腫瘍細胞の分化が促進され、大量の成熟血球細胞が作ら

れることにより全身に様々な合併症を引き起こす IDH 分化症候群は、変異型 IDH 特異的阻害

剤の致死的合併症として臨床的に問題になっている。これに対し本研究で提唱する脂肪酸代謝

を標的とする抗炎症薬の併用療法が分化条件下での IDH2 変異 AML 細胞に対しても抗腫瘍効

果を発揮するか検討するため、エリスロポエチン(EPO)投与による赤血球分化条件下で IDH2変

異 TF-1細胞に対する抗炎症薬の抗腫瘍効果を検討した。その結果分化条件下においても変異型

IDH2 特異的阻害剤単独と比較して抗炎症薬併用によりアポトーシス誘導により有意に細胞増

殖が抑えられることが明らかとなった（図 2A,B）。 

 また、IDH2変異ヒト AML細胞株 TF-1で得られた結果を一般化するため、急性単球性白血

病細胞株 THP-1に変異型 IDH2を過剰発現させた細胞モデルを作成し、これを用いて抗炎症薬

併用による抗腫瘍効果を検討した。その結果、THP-1 細胞モデルにおいても TF-1 細胞モデル

と同様抗炎症薬併用による抗腫瘍効果が認められることが明らかとなった（図 2C,D）。 

 

 

（３）xenograftマウスモデルを用いた抗炎症薬併用による抗腫瘍効果の評価 

 変異型 IDH2特異的阻害剤と抗炎症薬の併用療法について、臨床応用を見据え in vivoでの抗

腫瘍効果の解析を行った。IDH2 変異 TF-1 細胞を免疫不全マウス(MSTRG マウス)の大腿骨内

へ直接移植し、7週間後に腫瘍の生着を得たマウスに対し薬剤を 3週間経口投与した。治療終了

後にマウス骨髄細胞を回収、フローサイトメトリーで解析しヒト CD45 陽性細胞のキメリズム



とアポトーシスの解析を行った(図 3A)。その結果、変異型 IDH2 特異的阻害剤単独では CD45

陽性細胞のキメリズムおよびアポトーシスに有意差は認められなかったが、これに抗炎症薬を

併用することでいずれも有意差をもってキメリズムの低下およびアポトーシスの増加を認めた

（図 3B,C）。また、薬剤投与マウスの末梢血解析においては抗炎症薬を併用したマウスにおいて

貧血や血小板減少などの血液毒性は認められなかった。これらの結果は変異型 IDH2 特異的阻

害剤と抗炎症薬の併用療法の IDH2変異 AML細胞に対する有効性を示している。 

 なお、さらに臨床サンプルを用いた治療有効性評価のために複数の IDH2変異 AML患者細胞

のMSTRGマウスへの移植を試みたが、いずれもマウスへの生着を得ることができなかった。 

 

（４）まとめ 

 本研究により IDH2 変異 AML 細胞においては短期間の変異型 IDH2 特異的阻害剤投与によ

っては改善を認めない PLC遺伝子プロモーター領域のメチル化によって PLCB1, PLCG1遺伝

子の発現低下が起こり、これにより細胞内アラキドン酸濃度の低下およびアポトーシス耐性を

獲得していることが明らかとなった。これに対しアラキドン酸代謝酵素である COX-2および 5-

LOXの阻害剤を変異型 IDH2特異的阻害剤と併用することで細胞内アラキドン酸濃度を上昇さ

せアポトーシスを誘導する併用療法が有効であることが in vitro, in vivoで示された。今後は本

併用療法の臨床応用を見据え、患者サンプルを移植した xenograftモデル等を用いた前臨床試験

での有効性の検証が望まれる。 
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