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研究成果の概要（和文）：まず最初に、各種PU.1発現改変白血病細胞株を作成し、検討を行った結果、DNAメチル化酵
素阻害剤の分化誘導効果とPU.1発現との間に相関関係を見出した。さらに、独自に見出したPU.1の抑制性標的遺伝子で
あるメタロチオネイン（MT）遺伝子に関して解析した。MT過剰発現細胞株を作成し、検討を行ったところ、予想通り、
DNAメチル化酵素阻害剤同様に分化誘導を引き起こす全トランス型レチノイン酸の効果とMT発現との間に負の相関を見
出した。これら一連の研究により、PU.1及びMT遺伝子発現の検討が、エピジェネティック薬剤等の分化誘導療法の効果
を予測するバイオマーカーとして有用である可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：First, we examined the effect of DNA methylation inhibitor on various PU.1 
transgenic leukemia cell lines. As a result, we found a positive correlations for PU.1 expression and DNA 
methylation inhibitor effect, which induced differentiation and finally elimination of leukemia cells. 
Next, we assessed whether this effect is correlated with metallothionein (MT) expression, which we 
recently found an novel suppressive target gene of PU.1. To this aim, we generated MT over-expressed 
acute promyelocytic leukemia NB4 cell line (NB4MTOEcells) and examined the effect of all-trans retinoic 
acid (ATRA), which is a potent differentiation inducer for NB4 cells. We revealed that the effect of ATRA 
is inhibited in NB4MTOE cells. This is quite consistent with our prediction, because PU.1 is a 
suppressive regulator of MT. Collectively, these results suggest that expressions of PU.1 and MT may 
serve as useful biomarkers to predict the efficacy of epigenetic drugs which have differentiation 
effects.

研究分野： 病態検査学
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１．研究開始当初の背景 
造血器腫瘍、特に急性骨髄性白血病（AML）
や骨髄異形成症候群（MDS）、多発性骨髄腫な
どは、抗がん剤による化学療法のみでは、治
療成績は頭打ちの状態である。そこで、MDS
などの造血器悪性腫瘍治療薬として注目を
集めている DNA メチル化酵素（Dnmt）阻害剤
といったエピジェネティック薬剤を併用し
た治療法の開発などによる治療成績の向上
が待たれていた。 
 
２．研究の目的 
造血器腫瘍は、Dnmt 阻害剤、ヒストン脱アセ
チル化酵素阻害剤などエピジェネティック
薬剤の投与が行われているが、効果はまだ不
十分である。それは、薬効機序が解明されて
おらず、有効な薬効判定及び予測バイオマー
カーが確立されていなかったためと考えら
れる。申請者は本研究の準備段階で、これら
薬剤の薬効と造血系転写因子 PU.1 との発現
量との間に、密接な関連があることを発見し
た。本研究では、そのエピジェネティック薬
剤に対する新たな検査マーカーの確立を目
指した。 
 
３．研究の方法 
(1)既に樹立している各種 PU.1 発現改変細

胞株に対して、Dnmt 阻害剤などのエピジェ

ネティック薬剤を投与し、これら薬剤の特

異的な効果にどのように関わっているかに

ついて解析を行った。 

(2)PU.1 標的遺伝子であるメタロチオネイ

ン（MT）及びビメンチン（VIM）過剰発現細

胞株を樹立し、分化、細胞増殖能等を検討

することにより、これら遺伝子の機能を明

らかにする。さらに、エピジェネティック

薬剤を投与し、特異的な効果が見られるか

を明らかにした。 
(3)AML 等の造血器腫瘍症例より検体を採
取し、エピジェネティック薬剤効果と PU.1、
PU.1 標的遺伝子発現、及び制御領域メチル
化率との関連性を検討した。 
 
４．研究成果 
 (1)最初に、各種 PU.1 発現改変白血病細胞
株を作成し、検討を行った結果、DNA メチル
化酵素阻害剤（5-aza-2’-deoxycitidine: 
5-azadc）の効果と PU.1 発現との間に相関関
係を見出した （Aoyama et al., Biochemical 
and Biophysical Research Communications 

2012）（図 1） 
 さらに、この薬剤の薬効は、分化マーカー
の解析の結果、慢性骨髄性白血病（K562）細
胞においてヘモグロビンA発現誘導が認めら
れることが判明し、分化誘導効果によりその
効果が発揮されることが明らかになった
（Aoyama et al.）（図 2）。 

 そこで、5-azadc 等のエピジェネティック
薬剤等同様、低用量で分化誘導を引き起こす
ことが知られているシタラビン（Ara-C）を
用いてその効果を検討したところ、やはり、
PU.1 の発現量に関連してその薬剤の効果が
認められることが判明した（Nakano et 
al.,Biomedical Reports 2014）（図 3） 。 

(2)次に、独自に見出した PU.1 の抑制性標的
遺伝子であるメタロチオネイン（MT）遺伝子
に関して解析を行うこととした。そのため、
MT 過剰発現細胞株の樹立を行った（図 4）。 
 

この細胞株を用いて検討を行ったところ、
DNA メチル化酵素阻害剤同様に分化誘導を引



き起こす全トランス型レチノイン酸（ATRA）
の効果と MT 発現との間に負の関連を見出し
た（Hirako N et al., PLOS ONE 2014）（図 5）。 
 なお、MT 同様 PU.1 標的遺伝子として同定

した VIM であるが、VIM 過剰発現 K562 細胞を
作成し、5-azadc の添加を行ったが、分化マ
ーカー変化における一定の傾向を認めず、
VIM はエピジェネティック薬剤の明らかな薬
効には関与していない可能性が示唆された。 
 これら一連の研究により、PU.1 及び MT 遺
伝子発現の検討が、エピジェネティック薬剤
等の分化誘導療法の効果を予測するバイオ
マーカーとして有用である可能性が示唆さ
れた。 
 
(3)なお、北里大学医学部倫理委員会（B 倫理
10-92、G 倫理 10-17）の承認のもと、AML 臨
床検体を用いて、①MT-1 遺伝子制御領域の
DNA メチル化比率と MT-1 発現の関連、②芽球
を用いた5-azadc添加後の生細胞割合とMT-1
発現の検討を計 8 例で行った。その結果、少
数例のためか①、②ともに関連が認められな
かった。さらなる解析の続行を試みたが、新
規患者検体を得られなくなったため、中断せ
ざるを得なくなっている。よって、現時点で
は関連の証明は出来ていない。 
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