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研究成果の概要（和文）：　最近、抗がん剤耐性の新規原因分子として、ヒストン脱メチル化酵素JARID1Aが同定され
た。本研究では、新規な抗がん剤耐性克服剤の開発を目的として、JARID1A阻害剤の同定とそれらが開発コンセプトに
合致した薬理活性をもつことの証明を課題とした。組換えJARID1Aを用いて32914種の化合物を検索し、291種のヒット
化合物を得た。さらに、標的遺伝子の発現レポーター細胞を構築し、ヒット化合物を調査したところ、有効な化合物を
35種取得した。今後、JARID1Aの発現により樹立したGefitinib耐性細胞を用いて、耐性克服剤開発のリード化合物とし
ての価値を評価する予定である。

研究成果の概要（英文）： Histone lysine methylation status is well controlled by histone lysine-specific 
methyltransferases and demethylases. This control plays a crucial role in the epigenetic gene expression 
and is frequently involved in cell proliferation and survival in cancer. JARID1A is a histone demethylase 
whose substrates are H3K4me2/me3. JARID1A has been reported as a drug-resistance-causing molecule in 
2010; overexpression of JARID1A allowed cancer cells to acquire drug resistance, whereas knockdown of 
JARID1A expression by RNA interference sensitized drug resistance. These results suggest that JARID1A is 
an interesting drug discovery target for drug-resistance-overcoming agents. In this study, we attempted 
to develop JARID1A inhibitors as epigenomic drugs that have drug-resistance-overcoming activity.

研究分野： 腫瘍治療学

キーワード： 分子標的治療
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１．研究開始当初の背景 
抗がん剤治療は、分子標的抗がん剤の登場

により大きく進展したが、抗がん剤耐性の発
現は、依然として臨床現場で極めて重要な問
題である。2010 年にクロマチンが介在するエ
ピジェネティックなメカニズムに基づき、
Gefitinib を含む多くの分子標的薬剤や
Cisplatin 等の多種多様な抗がん剤に対して
がん細胞に耐性形質を与える分子として、ヒ
ストン脱メチル化酵素（HDM）活性をもつ
JARID1Aが同定された（Cell 141, 69, 2010）。
最近、抗がん剤耐性ががん幹細胞の存在に起
因するとの仮説が、広く支持され始めている
が、JARID1A はその重要な原因分子である可
能性も示唆されている。JARID1A の過剰発現
が薬剤耐性を誘導する分子機構は不明であ
るが、ヒストン H3 の 4 番目のリシン残基の
メチル化状態が遺伝子の転写と相関するこ
と、そして JARID1A がこのリシンのメチル化
状態を制御する酵素（トリメチル化及びジメ
チル化したリシン残基を脱メチル化する）で
あることから、JARID1A の作用により薬剤耐
性化に関わる未知の遺伝子の発現が制御さ
れていると予想される。このように JARID1A
は抗がん剤耐性克服剤の創薬標的として、斬
新性が高く、極めて魅力的であるが、これま
で JARID1A 阻害剤開発の報告はない。 
 
２．研究の目的 
申請者らはこれまでに、エピゲノム創薬を

目指して、LSD1、GASC1 などのがん化に関わ
る多種の HDM の酵素アッセイ系を確立し、阻
害剤探索を展開することにより、多様な阻害
剤を創製してきた（Ueda et al. J. Am. Chem. 
Soc. 131, 17536, 2009; Hamada et al. J. Med. 
Chem. 53, 5629, 2010; Ogasawara et al. 
Bioorg. Med. Chem. 19, 3702, 2011)。 
今回、JARID1A の酵素アッセイ系を新たに

構築し、阻害剤探索を行った結果、ヒドロキ
サム酸誘導体がJARID1Aの酵素活性を阻害す
ることを発見した。 
本申請研究では、本化合物が開発コンセプ

トに合致した薬理活性をもつことを証明
〔POC (Proof of Concept)〕し、さらに多数
の化合物からなるライブラリーをソースと
するランダムスクリーニングにより、あらた
な阻害構造ファルマコフォアを同定するこ
とにより、全く新規な作用メカニズムを有す
る抗がん剤耐性克服剤の開発を目指す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

３．研究の方法 
（1）抗がん剤耐性克服剤の POC 評価系の構
築 
①JARID1A 過剰発現による抗がん剤耐性株の
樹立 
分子標的抗がん剤Gefitinibに感受性を示

すヒト肺がん細胞株 PC9 に FLAG タグ付
JARID1A の発現ベクターを導入することによ
り、安定形質転換株を樹立し、Gefitinib へ
の耐性の獲得の有無を調べる。 
②JARID1A 阻害剤の細胞レベル脱メチル化阻
害活性の評価系の構築 
 上記の FLAG タグ付 JARID1A の発現ベクタ
ーを PC9 に一過的に導入・発現し、H3K4 の
me2 を認識する抗体を用いた細胞免疫染色法
にてJARID1Aの脱メチル活性の亢進を確認す
る。 
③薬効バイオマーカーとしてのJARID1A標的
遺伝子の同定 
JARID1A 過剰発現により惹起された

Gefitinib 耐性株において、親株に比べて発
現が亢進または低下する遺伝子をマイクロ
アレイ法によりゲノムワイドに同定する。耐
性株において、発現亢進遺伝子の場合は RNA
干渉により、また発現低下遺伝子の場合は過
剰発現させることにより、耐性の軽減作用を
確認できた遺伝子を、薬効バイオマーカーと
して選択する。 
④JARID1A 標的遺伝子レポーター系の細胞レ
ベル評価系としての利用 
 上記の検討で同定するJARID1A標的遺伝子
の転写制御領域を連結したルシフェラーゼ
レポータープラスミドを導入した安定形質
転換細胞を樹立し、JARID1A の過剰発現もし
くはRNA干渉によりレポーターの発現変動を
観察する。 
 
（2）新規 JARID1A 阻害剤の探索・同定 
3 万種の構造多様性をもつ合成化合物ライ

ブラリーをソースとするランダムスクリー
ニングを実施し、あらたな阻害構造ファルマ
コフォアを探索・同定する。 
 
（3）JARID1A 阻害剤の抗がん剤耐性克服作用
の確認（POC）  
上記の（1）の検討で構築する POC 評価系

において、JARID1A の酵素活性を阻害するこ
とを発見したヒドロキサム酸誘導体、並びに
上記の（2）の検討で同定する JARID1A 阻害
剤の抗がん剤耐性克服活性を評価する。 
 
４．研究成果 
開発する化合物がコンセプトに合致した

薬理活性をもつことの証明は、創薬過程で乗
り越えるべき第一関門である。 
（1）抗がん剤耐性克服剤の POC 評価系の構
築 
①JARID1A 過剰発現による抗がん剤耐性株の
樹立 
Gefitinib に感受性を示すヒト肺がん細胞



株 PC9 に FLAG タグ付 JARID1A の発現ベクタ
ーを導入し、薬剤耐性株を多数取得した。PC9
に対する Gefitinib の細胞増殖抑制の IC50
は 0.092μMであるが、JARID1A 発現ベクター
を 導 入して 得 られた 細 胞株の 多 く は
Gefitinib に対して耐性を示し、最高 283 倍
の耐性を示すクローンもあった。抗 FLAG 抗
体を用いるウエスタンブロット法により、薬
剤耐性化したがん細胞中のJARID1A発現量の
増加と薬剤耐性化が相関していることを確
認した。 
②JARID1A 阻害剤の細胞レベル脱メチル化阻
害活性の評価系の構築 
 次に上記の JARID1A の発現ベクターを PC9
に一過的に導入・発現し、細胞免疫染色法に
よるH3K4のme2レベルの測定によりJARID1A
の脱メチル活性の亢進を確認した。すなわち、
JARID1A の脱メチル化活性を検出できる、細
胞レベルのアッセイ系を構築できた。本系は
JARID1A 阻害剤の細胞レベルの脱メチル化阻
害活性の評価に有用である。 
③薬効バイオマーカーとしてのJARID1A標的
遺伝子の同定 
①の検討で樹立したJARID1A過剰発現によ

り惹起される Gefitinib 耐性株を用い、本細
胞株と親株のマイクロアレイ解析により、発
現変動遺伝子を同定した。薬剤耐性獲得株で
発現抑制が確認された遺伝子群から、
JARID1A の RNA 干渉による発現抑制により、
RNA 発現量の上昇を確認できた Tissue 
factor pathway inhibitor 2 (TFPI2)を薬効
バイオマーカー候補遺伝子として選択した。 
④JARID1A 標的遺伝子レポーター系の細胞レ
ベル評価系としての利用 
TFPI2 遺伝子の転写制御領域を連結したル

シフェラーゼレポーターを導入した HEK293
安定形質転換細胞株を作製した。JARID1A の
RNA 干渉による発現抑制により、ルシフェラ
ーゼ発現量の上昇を確認できたクローンを
JARID1A 阻害剤の細胞レベルでの評価系とし
た。 
 

（2）新規 JARID1A 阻害剤の探索・同定 
研究協力者とともに Alpha Screen 法によ

り、High Through-put Screening（HTS）系
を構築し、32914 化合物の HTS により、291
化合物の 1次ヒットを取得した。 
  
（3）JARID1A 阻害剤の抗がん剤耐性克服作用
の確認（POC）  
 JARID1A の酵素活性を阻害することを発見
したヒドロキサム酸誘導体は、（1）の①で樹
立したGefitinib耐性細胞に対して耐性を見
かけ上解除する活性を示したが、単剤でも本
細胞の増殖を弱いながら阻害した。本結果は、
JARID1A が耐性原因分子としてだけでなく、
細胞がん化の原因分子として働いている可
能性を示唆しており、さらなる検討が必要で
ある。 
 （2）で取得した 291 化合物の 1 次ヒット

を（1）の④の TFPI2 ルシフェラーゼレポー
ター細胞に供した結果、レポーター発現を亢
進させる、すなわち細胞レベルで有効な化合
物を 35 種取得することに成功した。これら
の 35 種の化合物は構造的に多様であり、ま
たレポーター細胞に対する活性も様々であ
った。今後、（1）の①で樹立した Gefitinib
耐性細胞に対して耐性を解除する活性を有
するか検討の予定である。耐性克服活性を確
認できた化合物については、今後、JARID1A
阻害の特異性の解析、阻害様式・作用部位の
解析を進め、さらには担がん動物実験を予定
している。担がん動物モデルで有効性を示す
薬剤は、今後の JARID1A を標的とする抗がん
剤の耐性克服剤の開発の重要なリード化合
物として期待される。 
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