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研究成果の概要（和文）：ヒト皮膚Tリンパ腫細胞(SeAx)株を用いて、histone deacetylase inhibitor (HDACi)である
MS-275(entinostat) とレチノイド(Am80)の抗腫瘍効果を、RAR β2の発現回復の観点から検討した。in vitroの増殖実
験では併用投与群において相加的な抗腫瘍効果が認められ、さらにSCIDマウスの皮下増殖実験では、併用群で有意に腫
瘍塊の増殖抑制効果が認められた。ChIPアッセイにより癌抑制因子でもあるRARβ2の回復がRARβ2のプロモーター領域
のヒストンH4のアセチル化によることを確認した。

研究成果の概要（英文）：Anti-tumor effect of combination of retinoid (Am80) and histone deacetylase 
inhibitor MS-275(entinostat) in a cutaneous T cell lymphoma cell line (SeAx) was examined from the point 
of restoration of tumor suppressor gene retinoic acid receptor (RAR)β2 via histone acetylation. RARβ2 
gene expression was restored only by the combination rather than by either of the agents singly. The 
combination treatment significantly inhibited cell growth in vitro, suppressed subcutaneously 
transplanted tumor growth, and prolonged survival of tumor-bearing mice in vivo. In the combination 
treatment, the histone H4 acetylation level in the promoter region increased after restoration of RARβ2 
expression.
(Kato Y, Egusa C, Maeda T, Tsuboi R: Anti-tumor effect of combination of retinoid and histone deacetylase 
inhibitor in cutaneous T cell lymphoma cell is due to restoration of tumor suppressor gene retinoic acid 
receptor β2 via histone acetylation (Submitted).

研究分野： 皮膚科学
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１．研究開始当初の背景 
代表的な皮膚 T 細胞リンパ腫(以下 CTCL)

のひとつである菌状息肉症では、定型的なが

ん化学療法だけでなく、病初期には紫外線療

法や外用薬治療などが行われている。しかし、

第 II ,III病期に使用できる有効な治療法は十

分ではない。このような状況の中で、2011
年、わが国でもヒストン脱アセチル化酵素阻

害剤のひとつであるボリノスタット(SAHA)
（ゾリンザ）が発売となった。 
遺伝子の発現は DNA 塩基配列（ジェネテ

ック）と可逆的な染色体の修飾（エピジェネ

テック）の両方でコントロールされている。

がんの原因としても転座や点突然変異など

のジェネテックな異常と、核内のヒストン蛋

白のメチル化・アセチル化などのエピジェネ

テックな染色体の修飾異常があり、治療の面

からみれば、可逆的な変化である後者が治療

の対象になる。 
ヒストンの脱アセチル化を触媒するのが

ヒストン脱アセチル化酵素であり、この酵素

がヒストン脱アセチル化酵素阻害剤(histone 
deacetylase inhibitor, HDACi) で阻害され

ると、結果的にヒストンのアセチル化によっ

て癌抑制遺伝子などの転写が促進されてが

んが抑制される。米国 FDA で 2006 年に認可

された HDACi のひとつであるボリノスタッ

トは、臨床治験を経てわが国でも数か月前に

認可となった。一方、ビタミン A 誘導体であ

るレチノイドは、生体内で活性型のレチノイ

ン酸に変換されて核内でレチノイン酸受容

体(retinoic acid receptor, RAR）あるいはレ

チノイド X 受容体 RXR に結合する。それぞ

れにサブタイプとしてが存在する。レ

チノイドとその受容体は細胞の増殖・分化・

アポトーシスなどに関与した遺伝子を制御

しているため、抗がん剤として海外では

CTCL にも単独、または併用療法で用いられ

てきた。しかし、その効果は限定的であった。 
このように新規性が高く将来性もある

HDACi とレチノイドではあるが、単独使用

ではその効果は限定的なことが多い。その理

由として、エピジェネテイクス機構による遺

伝子発現抑制が考えられる。HDACi とレチ

ノイドの併用療法を行った場合には、HDACi
がレチノイン酸受容体 RAR の発現を回復さ

せて、レチノイドの抗腫瘍効果を持続的に高

める作用が期待される。 

 本研究の研究協力者である東京医大講師

（現多摩総合医療センター皮膚科医長 加藤

雪彦博士）は、米国留学中に HDACi である

LAQ824 や LBH589 が抗腫瘍効果以外に血

管新生抑制作用を持ち、それが VEGF 受容体

シグナル伝達系を介することを報告してい

る（Cancer Res 64:6626, 2004, Clin Cancer 
Res 12:634, 2006）。また、マウス腎細胞癌マ

ウ ス モ デ ル に お い て 、 IL-2 と

MS-275(HDACi)の併用療法が単独療法に比

較して著効を示すことを報告している（Clin 
Cancer Res 13:4538-46, 2007）。 
 
 
２．研究の目的 
皮膚 T 細胞リンパ腫細胞株を用いて、ヒス

トン脱アセチル化酵素阻害剤（HDACi）とレ

チノイドの、単独もしくは併用療法による抗

腫瘍効果を、in vitro 実験、in vivo 腫瘍皮膚

移植モデルにより明らかにする。その機序と

して、ヒストン脱アセチル化などのエピジェ

ネテイクス異常により抑制されていたレチ

ノイン酸受容体 RAR2 の発現が HDACi の
併用により回復し、抗腫瘍効果の増強が得ら

れることを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
1) 皮膚 Tリンパ腫細胞 CTCL 株のレチノイン

酸受容体 RARの発現の確認 

ヒト T 細胞株として、菌状息肉症由来の MJ、

Myla、セザリー症候群由来の SeAx、HH、HUT78

を使用する。それぞれの CTCL 株の RAR2 の

発現を mRNA レベル、タンパクレベルで確認

する。 

 

2) HDACiおよびレチノイドの単独ないし併用

療法による in vitro 抗腫瘍効果の検討 

HDACi として MS-275(Entinostat)、ボリノス

タットを使用し、レチノイド関連として

Am80(Tamibarotene)、ベキサロテンを使用す

る。 

①コロニー形成アッセイ：6 ウェルプレート

に 200-400 個の Tリンパ腫細胞を撒き、各薬

剤を 3日間投与した後、培養液から薬剤を除

き１～2 週間後に形成されたコロニー数を数

える。 

②XTT アッセイキットを用い、増殖抑制効果

を検討する。 



③AnnexinV 抗体を用いて FACS でアポトーシ

ス誘導効果について検討する。 

④細胞周期解析キットを用いて FACS で細胞

周期停止効果について検討する。 

 

3) CTCL 株を用いた ChIP アッセイ 

In vitroアッセイにて相乗効果が認められた

薬剤の組み合わせで処理した CTCL 細胞株を

ホモジネートし、磁気ビーズと結合させた抗

アセチル化ヒストン 3と 4抗体でそれぞれ反

応 さ せ 、 Chromatin immunoprecipitation 

(ChIP)を行う。磁気ビーズ回収後に RAR2 の
real time PCR を行い、処理前の値と比較す

ることによりヒストンのアセチル化を証明

する。  

 

4) HDACiおよびレチノイドの単独ないし併用

療法による in vivo 抗腫瘍効果の検討 

(1) SCIDマウスの皮下にCTCL細胞を106個単

独、ないしマトリジェルに懸濁させて皮下注

し、腫瘍の形成を確認後に HDACi とレチノイ

ドを経口投与する。腫瘍の皮下注後 3日目に

治療を開始する初期治療モデルと9日後に治

療を開始する晩期治療モデルを設定し、抗腫

瘍効果の特性を検討する。 

①3回/週に皮下腫瘍の大きさを計測し、腫瘍

体積や安楽死後に摘出した腫瘍の重量によ

って抗腫瘍効果を判定する。 

②皮下腫瘍を摘出して、抗腫瘍効果を病理組

織 学 的 に 検 討 す る 。 ま た 、 terminal 

deoxynucleotidyl transferase-mediated 

dUTP-biotin nick end labeling (TUNEL)染

色により、抗腫瘍効果がアポトーシスに起因

しているかどうかを判定する。血管新生抑制

効果についても画像解析により明らかにす

る。 

(2) 腫瘍皮膚移植モデル実験から腫瘍細胞

を回収して以下の検討を行う 

① HDACi とレチノイドの単独あるいは併用

療法の動物から腫瘍細胞を回収し、それぞれ

の動物について RAR2、VEGF の発現を mRNA

レベルとタンパクレベルで調べる。また

transfectant のプロモーター活性も測定す

る。 

②ChIPアッセイによりRAR2発現の回復がヒ

ストンのアセチル化によるものであること

を証明する。 

 

４．研究成果 

ヒト皮膚 Tリンパ腫細胞株のうち、最も反

応の良かった SeAx 株を用いて、histone 

deacetylase inhibitor (HDACi)のひとつで

ある MS-275(entinostat) とレチノイド

(Am80) の抗腫瘍効果を、RAR 2 の発現回復

の観点から検討した。in vitro の増殖実験で

は併用投与群において相加的な抗腫瘍効果

が認められた。また、この場合には RAR2 の
発現が回復していた。さらに、SCID マウスの

皮下に CTCL 細胞を皮下注し、腫瘍塊形成を

確認後にHDACiとレチノイドを経口投与した

ところ、併用群で有意に腫瘍塊の増殖抑制効

果が認められた。また、Kaplan-Meier 生存曲

線においても併用群で生存マウス数が多い

傾向が認められた。 

併用群の腫瘍細胞では p21と apoptosis が

より発現していた。ChIP アッセイにより、

RAR 2 の回復が RAR2 のプロモーター領域

のヒストン H4 のアセチル化によることを確

認した。 

以上の結果を英語論文にまとめ以下のよ

うなタイトルで投稿中である（アクセプトは

されていない）。 

Kato Y, Egusa C, Maeda T, Tsuboi R : 

Anti-tumor effect of combination of 

retinoid and histone deacetylase 

inhibitor in cutaneous T cell lymphoma 

cell is due to restoration of tumor 

suppressor gene retinoic acid receptor  
2 via histone acetylation. 
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