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序章 

急性白血病は血球細胞の分化異常により骨髄内で未熟な芽球細胞が増殖することで起こる

造血器腫瘍である。化学療法や造血幹細胞移植による治療法の確立により急性白血病の生存

率は改善したが、特定の種類の白血病、特に mixed-lineage leukemia (MLL) 遺伝子に転座が生

じたMLL遺伝子関連白血病の再発率は高く予後不良であるため、新規治療法の開発が望まれ

ている。 

近年、MLL 遺伝子関連白血病に対する治療標的として、bromodomain and extra-terminal 

domain (BET) ファミリータンパク質が注目されている。BETファミリータンパク質はヒスト

ンのアセチル化されたリジン残基を認識し、様々な標的遺伝子の転写をエピジェネティック

に制御する分子である。BET ファミリータンパク質の 1 つである bromodomain-containing 

protein 4 (BRD4) は、MLL遺伝子の転座により生じた MLL融合タンパク質複合体を構成する

分子の 1つであり、HOXA9やMYCの転写を亢進させることで白血病の発症に関与している。

BET ファミリータンパク質を標的とした BET 阻害剤である I-BET151 が MLL 遺伝子関連白

血病細胞に有効であることが報告されて以来、様々な BET 阻害剤が開発され、臨床試験も進

行中であり、BET阻害剤は有望な治療薬として期待されている。しかしながら、BET阻害剤

の長期使用による耐性獲得が懸念されるため、耐性化機序を解明することは重要な課題であ

る。 

そこで本研究では、BET 阻害剤である OTX015 に耐性を持つ MLL 遺伝子関連白血病細胞

株を樹立し、その性状解析と性状に基づいた新規の BET 阻害剤耐性化機序の探索を行った。 

 

第 1章 BET阻害剤耐性を獲得したMLL遺伝子関連白血病細胞株の樹立およびその性状解析 

マウスおよびヒト MLL 遺伝子関連白血病細胞株 (MLL-AF5q31、MV4;11) に対して、

OTX015 含有培地で長期間培養し BET阻害剤耐性株を樹立した。樹立した耐性株は、OTX015

だけでなく JQ-1や I-BET151 といった他の BET阻害剤に対しても耐性を示し、感受性株で細

胞死が誘導される OTX015 濃度 (MLL-AF5q31: 5 µM、MV4;11: 250 nM) でも細胞周期の停止

やアポトーシスの誘導は認められなかった。 

次に、qRT-PCR法による mRNA発現およびウエスタンブロット法を用いたタンパク質発現

の解析により耐性株の性状を調べた。耐性株では、BET 阻害剤の標的である BRD4 のタンパ

ク質発現が顕著に上昇しており、さらに BRD4が発現を制御している c-MYC、CDK6、BCL-

2の mRNAおよびタンパク質の発現亢進を認めた。一方、BRD4の mRNA 発現については親

株と耐性株の間に変化はなかった。これらの結果から、耐性株では BRD4 タンパク質の過剰

な蓄積による標的遺伝子の転写亢進により BET阻害剤耐性を獲得することが示唆された。 



 

 

BRD4タンパク質はユビキチン・プロテアソーム系によりその分解が制御されている。樹立

した耐性株とその親株において、既報で見られる BRD4 の分解を制御する分子である speckle 

type BTB/POZ protein (SPOP) や deubiquitinating protein 3 (DUB3) の発現に差は認められなか

ったが、脱ユビキチン化酵素である ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase isozyme L5 (UCHL5) 

の発現が耐性株において上昇していることを発見した。この結果より、耐性株における BRD4

タンパク質の過剰発現は、UCHL5 による BRD4の分解抑制を介して起こり得ることが示唆さ

れた。 

 

第 2章 BRD4タンパク質の分解に着目した BET阻害剤耐性を獲得した MLL遺伝子関連白

血病における耐性化機序の解析 

前章で明らかとなった耐性株における UCHL5の発現上昇が、BRD4タンパク質の分解およ

び耐性株の増殖に関与しているかを明らかにするために、UCHL5 に対する shRNA を耐性株

に導入することで UCHL5ノックダウン細胞株を作製し、BRD4発現および細胞増殖における

影響を検証した。その結果、UCHL5のノックダウンにより耐性株における BRD4 タンパク質

の発現が顕著に減少し、細胞増殖が抑制された。次に UCHL5阻害剤である b-AP15 を処置し

たところ、BRD4タンパク質発現は減少し、細胞増殖抑制、アポトーシスが誘導された。さら

に、UCHL5 の阻害が耐性株における OTX015 の感受性を回復させるかどうかを検証するた

め、b-AP15の前処置後 OTX015の細胞増殖抑制効果を検討した。その結果、b-AP15 を前処置

することにより、耐性株における OTX015 の感受性は一部回復した。以上のことから、UCHL5

は BRD4タンパク質の分解に関与しており、UCHL5の阻害により BRD4タンパク質の発現を

減少させることが BET阻害剤耐性の克服につながることが示唆された。 

脱ユビキチン化酵素の機能は、転写調節やリン酸化などの翻訳後修飾により厳密に制御さ

れている。UCHL5は細胞周期の進行に関与する E2 promotor binding factor 1 (E2F1) により発

現が制御されることが報告されている。E2F1 の機能は CDK4/6-Cyclin D 複合体による

retinoblastoma transcriptional corepressor (RB) のリン酸化に依存することから、BET 阻害剤耐

性株における UCHL5 の制御機構について、CDK4/6 阻害剤である Abemaciclib を用いて検証

した。その結果、Abemaciclib 処置により、UCHL5 の発現低下を認めた。また、Abemaciclib

処置により BRD4タンパク質の発現が低下し、BRD4が制御する分子である c-MYC、CDK6、

BCL-2のタンパク質発現も低下した。さらに、Abemaciclib は OTX015耐性株の細胞増殖抑制

およびアポトーシスを誘導し、Abemaciclibの併用によりOTX015に対する感受性が上昇した。

これらの結果から、BET阻害剤耐性株において、UCHL5 は CDK4/6によって発現が制御され

ており、CDK4/6 阻害剤は BET阻害剤耐性を克服する薬剤になり得ることが示唆された。 

 

総括 

本研究により、MLL 遺伝子関連白血病細胞株の BET 阻害剤耐性化において、CDK4/6 と

UCHL5からなる BRD4タンパク質分解抑制経路が重要な１つであることを明らかにした。本

研究の成果は、BET阻害剤の薬剤耐性という課題への対策に資する重要な知見である。 
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略語一覧表 

 

AL  acute leukemia 

AML  acute myeloid leukemia 
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FLT3  fms-like tyrosine kinase 3 

BCL-2  B-cell/CLL lymphoma 2 
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P-TEFb  positive-transcription elongation factor b 
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ET  extra-terminal domain 
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TGF-β  transforming growth factor-β 

TCF7  transcription factor 7 
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序論 

 

急性白血病 (acute leukemia; AL) は、骨髄中において骨髄系・リンパ系の幹細胞および前駆

細胞の分化異常により、未熟な芽球細胞 (白血病細胞) が無秩序に増殖して起こる造血器腫瘍

であり、増殖する細胞の種類によって急性骨髄性白血病 (acute myeloid leukemia; AML) と急

性リンパ芽球性白血病 (acute lymphoblastic leukemia; ALL) に分類される。AML は高齢者、

ALLは小児に多く発症し、その割合は高齢者において AML : ALL = 4 : 1、小児において AML : 

ALL = 1 : 4である (1, 2)。臨床症状は多彩であり、増殖した白血病細胞の骨髄内占拠による貧

血や出血傾向、白血球減少とそれに伴う易感染性、白血病細胞がリンパ節や臓器に入り込む

ことによる臓器腫大等が見られ、適切な治療がなされない場合は、感染症や出血により短期

間で致死的となる重篤な疾患であるため、早期の治療が求められる。 

AL の治療は、骨髄中の白血病細胞の割合が 5%以下の状態である完全寛解を目指し、寛解

導入療法、地固め療法、維持療法の 3 つの段階で行われるのが標準的である。寛解導入療法

は、複数の抗悪性腫瘍薬を組み合わせた多剤併用化学療法が行われており、AML ではシタラ

ビンとアントラサイクリン系抗悪性腫瘍薬の併用療法 (3)、ALL ではアントラサイクリン系

抗悪性腫瘍薬、ビンクリスチン、プレドニゾロン、L-アスパラキナーゼ、シクロホスファミド

などを組み合わせた治療が主に行われている (4)。地固め療法および維持療法は、寛解導入療

法と同じ多剤併用化学療法に加えて、同種造血幹細胞移植が推奨されており、多剤併用化学

療法と造血幹細胞移植を組み合わせた患者に対する完全寛解率は約 90%、5 年生存率は約 50

～60%と良好である (5)。また、近年は白血病の病態に関わるタンパク質をターゲットにした

分子標的治療薬の開発が精力的に進められており、AML では fms-like tyrosine kinase 3 (FLT3) 

阻害薬であるギルテリチニブ (6) や B-cell/CLL lymphoma 2 (BCL-2) 阻害薬であるベネトクラ

クス (7)、ALL では BCR-ABL チロシンキナーゼ阻害薬であるイマチニブやダサチニブ (8) 

が登場し、ALの治療成績はこの数十年で改善傾向にある。しかしながら、白血病のタイプに

よっては、標準的な治療法で非寛解または再発を繰り返す難治性のタイプも存在しており、

lysine methyltransferase 2A (KMT2A) 遺伝子 (別名 mixed-lineage leukemia: MLL遺伝子) に転座

が生じた MLL 遺伝子関連白血病はその 1 つである。MLL 遺伝子関連白血病は AL 全体の約

5～10%に見られ、乳児 AML の約 30%、乳児 ALL の約 80%と乳児に多いことが特徴的であ

る。現状のMLL遺伝子関連白血病の治療は、他の ALと同じ多剤併用化学療法と同種造血幹

細胞移植により行われるが、MLL 遺伝子の転座のある ALL では MLL 遺伝子転座を認めない

ものと比べ、5 年生存率ならびに 5 年無症候生存率が低いことが報告されている (9)。また、

European Leukemia Net (ELN) が 2017 年に発表した AML における遺伝子異常の種類によるリ

スク分類では、MLL 遺伝子の転座を伴う AML は予後不良型に分類されている (10)。このよ

うに、MLL遺伝子関連白血病は有効な治療薬がなく予後不良のため、さらなる病態解析によ

る新規治療法の開発が求められている。 

MLL 遺伝子は、3,969 個のアミノ酸をコードし、N 末端に tumor suppressor associated with 

multiple endocrine neoplasia type 1 (Menin) 結合領域および DNA binding motif that binds 

adenosine- thymidine (AT)-rich DNA (AT hook)、中央部分に plant homeodomains (PHD) finger と
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呼ばれる DNA結合領域、C末端に suppresser variegation/Enhancer of zeste/Trithorax (SET) ドメ

インをはじめとした転写活性化領域を持つ (11)。MLL タンパク質は、タンパク分解酵素

Taspase1 により N 末端 (MLLN) と C 末端 (MLLC) に分かれることで成熟し (12)、造血細胞

の分化、成熟に必要な homeobox protein Hox-A9 (HOXA9) をはじめとした HOXA群遺伝子のプ

ロモーター部位に直接結合することで発現を調節している (13)。また、C末端の SET ドメイ

ンはヒストン H3 lysine 4 (H3K4) に対するヒストンメチルトランスフェラーゼ活性を持ち、

HOXA9 などの下流の遺伝子の転写を制御している (13, 14)。MLLタンパク質は様々なタンパ

ク質と複合体を形成することが報告されており、Menin やヒストンアセチルトランスフェラ

ーゼである CREB-CREB-binding protein (CBP)/p300 と相互作用することで遺伝子発現を厳密

に制御している (15, 16)。 

MLL 遺伝子は現在 90 種類以上のパートナー遺伝子と相互転座を起こすことが報告されて

いる (17) (Figure 1)。その中でも、ALL1-fused gene from chromosome 4 protein (AF4)、AF9、eleven 

nineteen leukemia protein (ENL)、AF10 との相互転座が全体の約 80%を占めており、AMLでは

AF9との転座が約 30%、ALLでは AF4との転座が約 60%と最も多い。AF4、AF9、AF10、ENL

は 1 つの巨大なタンパク複合体 (super transcriptional activation/elongation complex; SEC) の一

部であり、核内に局在している (18)。SECはヒストンメチルトランスフェラーゼである DOT1 

like histone lysine methyltransferase (DOT1L) をリクルートすることが知られており、相互転座

によりMLL-AF4等の融合遺伝子が生じると、SECがリクルートした DOT1Lにより、HOXA9

遺伝子のプロモーター領域における H3K79 がメチル化されることで遺伝子の発現様式に影

響を及ぼし、白血病の発症につながる (19–21)。また、SEC を構成する分子の 1 つである

bromodomain-containing protein 4 (BRD4) は、ヒストンのアセチル化されたリジン残基を認識

することで、がん遺伝子であるMYC等の転写を制御している。BRD4は cyclin-dependent kinase 

9 (CDK9) と Cyclin T1の複合体からなる positive-transcription elongation factor b (p-TEFb) のリ

クルートにも関与する。P-TEFb は標的遺伝子の転写時に働く RNA ポリメラーゼⅡをリン酸

化し、RNAポリメラーゼⅡによる標的遺伝子の転写を活性化させている (22, 23) (Figure 2)。 
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Figure 1. Schematic structures of MLL, AF4 and MLL-AF4 fusion protein. 

MLL-AF4 fusion gene is generated by the cleavage and reciprocal chromosome translocation of MLL 

and AF4. Vertical arrows indicate break point at the stage of chromosome translocation. NHD, N-

terminal homology domain; TAD, transactivation domain; ENL/AF9, ENL/AF9 binding domain; CHD, 

C-terminal homology domain; PHD, plant homeodomains. 

 

 

Figure 2. Schematic structures of MLL fusion complex. 

Chromosomal translocations involving the MLL gene generate MLL-fusion proteins that can recruit 

transcriptional activation complexes, such as SEC composed of DOT1L and BRD4. Menin involves the 

recruitment of AF4 complex to MLL fusion protein. DOT1L is responsible for the mono- /di- /tri- 

methylation of lysine 79 of histone H3K79 (H3K79me1/2/3). BRD4 involves the recruitment of P-TEFb, 

which phosphorylates RNA polymerase II and promotes transcriptional activation of oncogenic genes, 

such as HOXA9 and MYC. RNA pol Ⅱ, RNA polymerase Ⅱ; K, lysine residue; Ac, acetylation; P, 

phosphorylation. 
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MLL遺伝子関連白血病に対する分子標的治療薬は、2005 年にMLL融合遺伝子から MLL融

合タンパク質への発現を阻害するアンチセンスオリゴヌクレオチドが報告されたことに端を

発し (24)、MLL 融合タンパク質複合体の構造に基づいた薬剤が開発されてきた。DOT1L 阻

害剤は開発初期からMLL遺伝子関連白血病細胞に対する有効性が報告されたが、残念ながら

臨床試験においては有効性が実証されなかった (25, 26)。そのため、新たな治療標的分子の探

索は急務の課題であり、bromodomain and extra-terminal (BET) ファミリータンパク質、Menin

や SET ドメインタンパク質などが注目されている (27–29)。 

BET ファミリータンパク質を標的とした BET 阻害剤は、近年 MLL 遺伝子関連白血病に対

する開発が活発に行われている薬剤の 1 つである。BET ファミリータンパク質は、BRD2、

BRD3、BRD4、精巣特異的に発現する bromodomain testis-specific protein (BRDT) の 4つから

なり (Figure 3)、ヒストンのアセチル化されたリジン残基を認識するブロモドメインおよび

glioma tumor suppressor candidate region gene 1 (GLTSCR1) やヒストンアルギニンジメチラーゼ

である jumonji domain containing 6 (JMJD6) をはじめとした転写修飾因子との結合部位である

extra-terminal domain (ET) (30) を共通に持つ。また、BRD4 は P-TEFb との結合に必須である

C-terminal domain (CTD) を有しており (31)、CTDによる P-TEFbのリクルートを介して、RNA

ポリメラーゼⅡによる遺伝子転写を制御している。BRD4 が転写を制御する遺伝子は、様々な

がんの発症に寄与するがん遺伝子である MYC をはじめとして、細胞周期の進行に関与する

CDK4/6 や CCND1、抗アポトーシス遺伝子である BCL2など多岐にわたる。一方で、BRD2お

よび BRD3 は CTD を持っていないため、P-TEFb 非依存的な標的遺伝子の転写に関与してお

り、BRD2 では signal transducer and activator of transcription 5 (STAT5) 遺伝子、BRD3 では

GATA1 と協働して赤血球や巨核球の分化に関わる遺伝子の転写を制御している (32, 33)。

2010 年に、BET ブロモドメインが MLL 遺伝子関連白血病に対する有効な治療標的であると

初めて報告され、BET ファミリータンパク質を標的とした初の BET 阻害剤として JQ-1 が開

発された (34)。その後、構造の異なる BET 阻害剤が次々に開発され (35–42)、MLL 遺伝子関

連白血病における有効性が報告されている (36, 37, 40, 42)。さらに OTX015 をはじめとした

複数の BET 阻害剤が造血器腫瘍において臨床試験に進んでおり (Table 1)、BET 阻害剤は有

望な新規治療薬として期待されている。 
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Figure 3. Molecular structures of BET bromodomains. 

BET family consists of four mammalian members, including BRD2, BRD3, BRD4 and BRDT. BET 

family proteins share a common domain architecture comprising two bromodomains, an extra-terminal 

domain and an extra-C terminal domain. 

 

Table 1. Bromodomain inhibitors in clinical development of hematological malignancies. 

Compound 
Company or 

Institute 
Phase Indications in development 

ClinicalTrials.gov 

indentifier (status) 

OTX015 

(Birabresib) 
Oncoethix Ⅰ 

Acute myeloid leukemia 

Diffuse large B-cell lymphoma 

Acute lymphoblastic leukemia 

Multiple myeloma 

NCT01713582 

(completed) 

BMS-986158 
Dana-Farber 

Cancer Institute 
Ⅰ Lymphoma 

NCT03936465 

(recruiting) 

CPI-0610 
Constellation 

Pharmaceuticals 

Ⅰ Progressive lymphoma 
NCT01949883 

(completed) 

Ⅰ Multiple myeloma 
NCT02157636 

(completed) 

RO6870810 
Hoffmann-La 

Roche 
Ⅰ Multiple myeloma 

NCT03068351 

(completed) 

CC-90010 Celgene Ⅰ Lymphoma, Non-Hodgkin 
NCT03220347 

(recruiting) 

PLX51107 
M.D. Anderson 

Cancer Center 
Ⅰ 

Acute myeloid leukemia 

Myelodysplastic Syndrome 

NCT04022785 

(recruiting) 
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しかしながら、薬物治療の重要な問題の 1 つに、薬剤耐性細胞の出現が挙げられる。BET

阻害剤が臨床で使用され始めた場合、長期使用による薬剤耐性の獲得が懸念されるため、そ

の問題の対策に資する知見を得ることは重要な課題である。本研究では、BET 阻害剤に対す

る獲得耐性を克服する治療戦略を考案することを目的として、BET 阻害剤耐性を獲得した

MLL遺伝子関連白血病細胞株を樹立した。得られた耐性株について性状を解析し、性状に基

づいた BET 阻害剤耐性化機序の検討を行った。 
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第 1章 BET阻害剤耐性を獲得したMLL遺伝子関連白血病細胞株の樹立およびその性状解析 

 

第 1節 緒言 

MLL 遺伝子関連白血病に対する BET 阻害剤の有効性が報告されて以来、BET 阻害剤の開

発は大きく進み、一部の BET 阻害剤については造血器腫瘍において臨床試験が行われている

ことから、BET 阻害剤は有望な治療薬の候補として期待されている。しかしながら、がん細

胞に対する薬物治療の重要な問題の 1 つに、薬剤耐性細胞の出現が挙げられる。BET 阻害剤

が臨床で使用され始めた場合、長期使用による薬剤耐性の獲得が懸念されるため、その問題

の対策に資する知見を得ることは重要な課題である。 

がん細胞に薬剤耐性が生じる原因の 1 つとして、元々その薬剤に対して耐性を持つ細胞集

団が存在する状態が考えられる。これを初期耐性と呼び、主にがん細胞の内因的要因により

細胞死を回避することで残存する。白血病においては、薬物治療後に残存する白血病幹細胞 

(leukemic stem cells; LSC) が初期耐性に大きく寄与している。AML における LSC は CD34＋

CD38－細胞分画に存在すると考えられており (43–46)、CD34＋CD38－細胞分画では AMP-

activated protein kinase-Unc-51 like autophagy activating kinase 1 (AMPK-ULK1) を介したオート

ファジーの活性化により、BET 阻害剤である JQ-1 による細胞死に抵抗性を示したことから、

LSCは BET阻害剤に対する初期耐性にも関与することが示唆されている (47)。一方で、薬剤

に対して感受性を有する細胞が低濃度の薬剤暴露により残存し、薬剤耐性を獲得していく場

合がある。これを獲得耐性と呼び、塩基配列の点変異をはじめとした遺伝子変異や薬剤の標

的タンパク質における立体構造の変化、代替シグナルの活性化など耐性化機序は多岐にわた

る。ALにおける BET阻害剤に対する獲得耐性については、β-cateninの発現上昇に伴うWnt/β-

cateninシグナル経路の活性化により、BRD4に代わってMYC遺伝子等の転写を亢進させてい

る報告 (48, 49) や nuclear factor-kappa B (NF-κB) シグナル経路の関与を示唆する報告 (50) が

あるが、それらの報告においても他のシグナル経路の関与が示唆されており、さらなる耐性

化機序の解明が必要である。本章では、現在臨床試験が進められており、臨床応用がなされ

る可能性の高い BET阻害剤である OTX015 に着目し (51, 52)、OTX015をMLL遺伝子関連白

血病細胞株に長期間処置することで BET 阻害剤耐性を獲得した MLL 遺伝子関連白血病細胞

株を新たに樹立した。また、樹立した耐性株について性状を解析することで、BET 阻害剤耐

性に寄与し得る分子を探索した。 

 

  



8 

 

第 2節 実験方法 

1-2-1. 使用細胞および試薬 

本研究では、MLL 遺伝子関連白血病細胞株として、マウス骨髄 lineage 陰性細胞に MLL-

AF5q31 融合遺伝子を導入した MLL-AF5q31 細胞 (53) および MLL 遺伝子と AF4 遺伝子の転

座が生じたヒト AML 細胞株である MV4;11 細胞 (American Type Culture Collection; ATCC, 

Manassas, VA, USA) を用いた。MLL-AF5q31 細胞は、10%非働化ウシ胎児血清 (fetal bovine 

serum: FBS; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)、1%ペニシリン-ストレプトマイシン (100 

units/mL ペニシリンおよび 100 μg/mLストレプトマイシン) (FUJIFILM 和光純薬株式会社, 大

阪) を含む roswell park memorial institute (RPMI) 1640 (FUJIFILM 和光純薬株式会社) で培養し

た。MV4;11細胞は、10% FBS、1%ペニシリン-ストレプトマイシン、4mM L-グルタミン (ナ

カライテスク株式会社, 京都) を含む Iscove’s modified Dulbecco’s medium (IMDM; Sigma-

Aldrich) で培養した。全ての細胞は 37℃、20% O2、5% CO2、75% N2の環境下で培養した。

BET 阻害剤である OTX015 はMedChemExpress (Monmouth Junction, NJ, USA)、JQ-1 は Cayman 

Chemical (Ann Arbor, MI, USA)、I-BET151 は Tocris Bioscience (Bristol, UK) からそれぞれ購入

した。 

 

1-2-2. MLL遺伝子関連白血病細胞株に対する細胞増殖能の評価 

細胞増殖能は Cell Count Kit-8 (DOJINDO LABORATORIES, 熊本) を用いた WST-8 assayに

より評価した。MLL 遺伝子関連白血病細胞を、96-well プレート (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA) に各 well あたり 1.0×103 cells/well (MLL-AF5q31) または 1.0×104 cells/well 

(MV4;11) の密度で播種し、BET 阻害剤の段階希釈液とともに 72 時間暴露した。Cell Count 

Kit-8 試薬を各 well に 10L ずつ処置し、マイクロプレートリーダー (GloMax: Promega, 

Madison, WI, USA) を使用して吸光度 (極大吸収波長 450 nm) を測定した。50% の細胞増殖

阻害濃度 (50% inhibitory concentration; IC50) の値は、非線形回帰プログラム CalcuSyn (Biosoft, 

Cambridge, UK) を使用して算出した。 

 

1-2-3. OTX015 耐性を獲得したMLL遺伝子関連白血病細胞株の樹立 

OTX015 耐性細胞 (OTX015-R) は、MLL-AF5q31 細胞および MV4;11 細胞を OTX015 含有

培養培地で長期間培養することにより樹立した。培地に加える OTX015の濃度は、WST-8 assay

により算出したそれぞれの親株に対する 50%の細胞増殖阻害濃度である IC50の濃度から開始

した。生存率が 90%以上となるまで培養し、90%以上の生存率が維持された後に OTX015 の

濃度を段階的に上げて培養を続けた。最終的に、MLL-AF5q31細胞については 5 µM、MV4;11

については 250 nM の OTX015含有培地下でも生存できる耐性株を作製した。OTX015 に感受

性を持つ親株は OTX015-sensitive (OTX015-S) と示す。 

 

1-2-4. 細胞周期解析 

細胞周期はヨウ化プロピジウム (propidium iodide : PI, FUJIFILM 和光純薬株式会社) 染色に

よるフローサイトメトリー法で評価した。MLL 遺伝子関連白血病細胞を 1.0×104 cells/mL 
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(MLL-AF5q31) または 1.0×105 cells/mL (MV4;11) の密度で播種し、OTX015 を処置した (MLL-

AF5q31: 5 µM、MV4;11: 250 nM)。24、48、72 時間後に細胞を回収し、phosphate buffered saline 

(PBS) (-) で洗浄後、-20℃で氷冷した 70%エタノールで細胞を固定し、-20℃冷凍庫で保存し

た。フローサイトメトリー法での評価日には、エタノールを除いた後、20 µg/mL PI、10 µg/mL 

RNase (Sigma-Aldrich) を含む PBS (-) で染色 (4℃、30 分) し、BD LSR Fortessa flow cytometer

および BD FACS Diva ソフトウェア (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) を用いて解析

した。結果は FlowJo ソフトウェア (Becton Dickinson) を用いてデータ分析した。 

 

1-2-5. アポトーシス解析 

薬剤により誘導されるアポトーシスの解析は、eBioscience™ Annexin-V-FITC Apoptosis 

Detection kit (Thermo Fisher Scientific) を用いた Annexin V/PI染色によるフローサイトメトリ

ー法で評価した。MLL遺伝子関連白血病細胞を 1.0×104 cells/mL (MLL-AF5q31) または 1.0×105 

cells/mL (MV4;11) の密度で播種し、OTX015 を処置した (MLL-AF5q31: 5 µM、MV4;11: 250 

nM)。72時間後に細胞を回収し、PBS (-) で洗浄後、Annexin V、PIで染色 (室温、10分) し、

BD LSR Fortessa flow cytometer および BD FACS Diva ソフトウェアを用いて解析した。結果は

FlowJo ソフトウェアを用いてデータ分析した。 

 

1-2-6. Quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction (qRT-PCR) 法による mRNA発現

解析 

MLL 遺伝子関連白血病細胞を 1.0×104 cells/mL (MLL-AF5q31) または 1.0×105 cells/mL 

(MV4;11) の密度で播種し、OTX015 を処置した (MLL-AF5q31: 5 µM、MV4;11: 250 nM)。1、

24 時間後に細胞を回収し、PBS (-) で洗浄後、NucleoSpin RNA kit (タカラバイオ株式会社, 草

津) を用いて total RNAを抽出した。抽出した total RNA を ReverTra Ace qPCR RT kit (東洋紡

株式会社, 大阪) を用いて complementary DNA (cDNA) に逆転写し、TaqMan real-time PCR に

よりmRNA転写産物を検出した。ヒトmRNA転写産物の検出時には、THUNDERBIRDTM Probe 

qPCR Mix (東洋紡株式会社)、Taqman Probe (Thermo Fisher Scientific)、プライマーを使用した。

マウス mRNA 転写産物の検出時には、Taqman master mix (Roche Diagnostics K.K., Basel, 

Switzerland)、UPL Uuniversal ProbeLibrary Probes (Roche Diagnostics K.K.)、プライマーを使用し

た。プライマーは全て Thermo Fisher Scientific から購入した。cDNA は Thermal Cycler Dice 

system (タカラバイオ株式会社) により増幅させた。mRNA発現量を補正するための内標準に

は 18S ribosomal RNA (18S rRNA) を用い、ΔΔCt法により各遺伝子の mRNA発現量を相対的に

定量した。この実験で使用したプライマーならびにプローブは、Supplementary Table 1、2に

示した。 

 

1-2-7. ウエスタンブロット法によるタンパク質発現解析 

MLL 遺伝子関連白血病細胞を 1.0×104 cells/mL (MLL-AF5q31) または 1.0×105 cells/mL 

(MV4;11) の密度で播種し、OTX015 を処置した (MLL-AF5q31: 5 µM、MV4;11: 250 nM)。MLL-

AF5q31細胞は 72時間後、MV4;11 細胞は 48時間後に細胞を回収し、PBS (-) で洗浄後、Lysis 
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buffer で溶解 (4℃、20分) した。溶解後、13000 × g、4℃で 20分間遠心し、上清を whole lysate

として回収した。回収したサンプルは、Qubit Protein Assay kit (Thermo Fisher Scientific)、Quantus 

Fluorometer (Promega) を用いて定量を行い、4 μg/µL になるように Sample Buffer Solution 

(FUJIFILM 和光純薬株式会社)、滅菌超純水と混合し、5分間煮沸してサンプルを調製した。 

調製したサンプル 20 µL を用いて、sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 

(SDS-PAGE) によりタンパク質発現を解析した。電気泳動  (200 V) し、poly vinylidene 

difluoride (PVDF) 膜 (Merck Millipore, Burlington, MA, USA) に 100 V、90分間で転写した。非

特異的結合を防止するため、PVDF膜を 5% non-fat dry milk (雪印メグミルク株式会社, 東京) 

または 5%ウシ血清アルブミン (BSA; FUJIFILM 和光純薬株式会社) 中で 1 時間反応させた。

各ブロッキング剤は tris buffered saline (TBS)-Tween (pH 8.0) で溶解した。その後、一次抗体お

よび二次抗体を処置し、免疫反応性タンパク質に対応するバンドを ECL Western Blotting 

Detection Kit (GE Healthcare, Chicago, IL, USA) を用いて X 線フィルム (ケアストリーム株式

会社, 東京) に感光させることにより検出した。二次抗体は horseradish peroxidase (HRP) 標識

抗ウサギおよびマウス IgG抗体 (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA) を使用した。

内標準には β-actinを用いた。この実験で使用した一次抗体は Supplementary Table 3に示した。 

 

1-2-8. 統計解析 

全ての解析は GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) を用いて行っ

た。危険率 5%以下を統計学的に有意差があると判定した。 
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第 3節 実験結果 

1-3-1. OTX015 耐性株の細胞増殖能、細胞周期および細胞死に対する各種 BET阻害剤の影響 

樹立した OTX015 耐性株を用いて、親株と比較した耐性株の細胞増殖能、細胞周期および

細胞死に対する BET 阻害剤の影響を調べた。まず、WST-8 assay により細胞増殖能を評価し

た。OTX015 は、MLL-AF5q31 および MV4;11 細胞の親株に対し、濃度依存的な細胞増殖抑制

効果を示したが、いずれの耐性株においても、その細胞増殖抑制効果は減弱していた (Figure 

4)。また、耐性株の樹立に用いた OTX015 だけでなく、他の BET阻害剤である JQ-1、I-BET151

も同様にいずれの耐性株においても細胞増殖抑制効果の減弱が見られた (Figure 4)。OTX015、

JQ-1 および I-BET151 の 50%の細胞増殖阻害濃度である IC50は親株と比較して耐性株におい

て増大した (Table 2)。 

 

 

Figure 4. Effect of BET inhibitors on cell growth in MLL-r cells by WST-8 assay. 

MLL-r cells were treated with dimethyl sulfoxide (DMSO) or BET inhibitors at different 

concentrations for 72 h, followed by measurement of cell viability. Data represent the mean ± standard 

error of the mean (SEM) of three independent experiments. 

Amari, K., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 588, 147-153 (2022) 
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Table 2. IC50 values of BET inhibitors in MLL-r cells. 

IC50 (nM) 
MLL-AF5q31 MV4;11 

OTX015-S OTX015-R OTX015-S OTX015-R 

OTX015 68.9 > 10000 45.4 319.2 

JQ-1 95.0 > 10000 66.4 248.7 

I-BET151 351.0 5900 192.9 850.8 
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つぎに、耐性株の培養時に処置している濃度の OTX015 (MLL-AF5q31: 5 µM、MV4;11: 250 

nM) において、フローサイトメトリー法により細胞周期を評価した。親株では、OTX015 処

置後 24時間での G1 期の割合がMLL-AF5q31細胞で約 50%、MV4;11細胞で約 15％増加した

ことから、細胞周期が停止していることが示唆された。また、いずれの細胞株においても、

OXT015 処置後時間依存的に subG1期の割合が増加し、72時間後には MLL-AF5q31 細胞で約

25%、MV4;11 細胞で約 45%増加したことから、DNA が断片化し細胞死が誘導されているこ

とが示唆された。しかし、耐性株では G1 期および subG1 期の増加はいずれの細胞株におい

ても認められなかった (Figure 5、Supplementary Figure 1)。 

 

 

Figure 5. Effect of OTX015 on cell cycle in MLL-r cells by flow cytometry (FCM). 

MLL-r cells were treated with DMSO or OTX015, followed by analysis of cell cycle status. Data 

represent the mean ± SEM of three independent experiments. 

Amari, K., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 588, 147-153 (2022)  
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また、耐性株の培養時に処置している濃度の OTX015 において、フローサイトメトリー法

によりアポトーシスを評価したところ、アポトーシスを起こしていると考えられる Annexin V

陽性細胞の割合が、MLL-AF5q31 細胞の親株では約 40%、MV4;11 細胞の親株では約 60%増加

したのに対し、耐性株では OTX015処置による増加が見られなかった (Figure 6、Supplementary 

Figure 2)。さらに、耐性株の培養時に処置している濃度の OTX015 において、ウエスタンブロ

ット法により caspase-3 の活性化による切断を評価したところ、MLL-AF5q31 および MV4;11

細胞の親株では cleaved caspase-3 の発現上昇が認められたのに対して、耐性株ではこの上昇

はいずれの細胞株でも完全に消失した (Figure 7)。これらの結果から、樹立した耐性株におい

て、BET 阻害剤の感受性が親株に比して低下しており、OTX015 による細胞周期の停止およ

びアポトーシスが誘導されなかったことが示された。 

 

 

Figure 6. Effect of OTX015 on apoptosis in MLL-r cells by FCM. 

MLL-r cells were treated with DMSO or OTX015, followed by analysis of apoptosis by Annexin 

V/PI double staining. Annexin V+/PI– cells indicate early apoptosis, and Annexin V+/PI+ cells indicate 

late apoptosis. Data represent the mean ± SEM of three independent experiments. Means ± SEM were 

analyzed using a one-way ANOVA, and multiple comparisons of means were performed with 

Bonferroni’s correction. ***p < 0.001. 

Amari, K., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 588, 147-153 (2022)  
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Figure 7. Evaluation of cleavage of caspase-3 in MLL-r cells by Western blotting. 

MLL-r cells were treated with DMSO or OTX015, and then western blotting was performed. Results 

shown are representative of two independent experiments. 

Amari, K., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 588, 147-153 (2022) 
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1-3-2. OTX015 耐性株における BRD4および BRD4 関連分子の発現変化 

BET 阻害剤は、BRD4 によるヒストンのアセチル化されたリジン残基の認識を阻害するこ

とで、細胞周期の進行に関わるMYCや cyclin-dependent kinase 6 (CDK6)、抗アポトーシス分子

である BCL2 等の転写を抑制し、細胞周期の停止やアポトーシスの誘導を引き起こす。そこ

で、耐性株の培養時に処置している濃度の OTX015 (MLL-AF5q31: 5 µM、MV4;11: 250 nM) に

おいて、BET 阻害剤の標的である BRD4の発現を MLL-AF5q31およびMV4;11 細胞の親株と

耐性株で比較したところ、MLL-AF5q31およびMV4;11細胞の耐性株において、BRD4タンパ

ク質の発現が顕著に上昇していた (Figure 8A)。BRD4の mRNA発現については、MLL-AF5q31

細胞においては明らかな差は認めなかったが、OTX015 耐性 MV4;11 細胞においては増加傾

向が見られた (Figure 8B)。 

 

 

 

Figure 8. Alteration of expressions of BRD4 in OTX015-S and OTX015-R MLL-r cells. 

(A) MLL-r cells were treated with DMSO or OTX015, and then western blotting was performed. 

Results shown are representative of two independent experiments. (B) MLL-r cells were treated with 

DMSO or OTX015, and then qRT-PCR was performed. Data represent the mean + SEM of three 

independent experiments. Means + SEM were analyzed using a one-way ANOVA, and multiple 

comparisons of means were performed with Bonferroni’s correction. 

Modified from Amari, K., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 588, 147-153 (2022)  
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次に、BRD4の標的分子である c-MYC、CDK4/6、BCL-2の発現を親株と耐性株で比較した。

MLL-AF5q31 細胞については、親株において MYC の発現が OTX015 処置後 1 時間および 24

時間、CDK6 が処置後 24 時間で有意に低下した。BCL2 の発現は低下傾向が見られた。耐性

株では、MYC の発現は親株の対照群と同程度であり、CDK6 や BCL2 の発現は親株の対照群

より上昇していた (Figure 9A)。タンパク質発現は、いずれの分子も親株と比較して耐性株で

顕著に上昇していた (Figure 10)。MV4;11 細胞については、親株において MYC の発現が

OTX015 処置後 1時間および 24時間、CDK6、CDK4、BCL2が処置後 24時間で有意に低下し

た。耐性株では、MYC、BCL2 の発現は親株の対照群と同程度であった。CDK6 の発現は耐性

株においても依然として低下していたが、CDK6 に代わり CDK4 の発現が親株の対照群と同

程度まで上昇していた (Figure 9B)。タンパク質発現は、いずれの分子も OTX015 を処置した

親株と比較し耐性株で上昇していた (Figure 10)。以上の結果から、樹立した耐性株において、

BRD4 タンパク質の分解低下による過剰な蓄積が、標的遺伝子の転写亢進を起こし、BET 阻

害剤耐性をもたらしていることが示唆された。 
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Figure 9. Alteration of mRNA expressions of BRD4-related molecules in OTX015-S and OTX015-

R MLL-r cells. 

(A) MLL-AF5q31 cells and (B) MV4;11 cells were treated with DMSO or OTX015, and then qRT-

PCR was performed. Data represent the mean + SEM of three independent experiments. Means + SEM 

were analyzed using a one-way ANOVA, and multiple comparisons of means were performed with 

Bonferroni’s correction; *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, †p < 0.05, ††p < 0.01, †††p < 0.001. 

Modified from Amari, K., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 588, 147-153 (2022) 
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Figure 10. Alteration of protein expressions of BRD4-related molecules in OTX015-S and 

OTX015-R MLL-r cells. 

MLL-r cells were treated with DMSO or OTX015, and then western blotting was performed. Results 

shown are representative of two independent experiments. 

Modified from Amari, K., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 588, 147-153 (2022) 
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1-3-3. OTX015 耐性株におけるユビキチン関連分子の発現変化 

BRD4 タンパク質は、ユビキチン-プロテアソーム系 (ubiquitin-proteasome system; UPS) に

よってその分解が制御されており、BRD4 タンパク質の分解に関わるユビキチン関連分子と

して、ユビキチンを付加するユビキチン化酵素である speckle type BTB/POZ protein (SPOP)、

ユビキチンを除去する脱ユビキチン化酵素である deubiquitinating protein 3 (DUB3) が報告さ

れている (54, 55)。しかしながら、本研究で樹立した OTX015 耐性 MLL-AF5q31 細胞におい

て SPOPおよび DUB3の mRNA発現を確認したところ、親株において 5 µMの OTX015 処置

による SPOP の発現変化は見られず、親株と耐性株の間にも発現の差は認められなかった。

また、DUB3の mRNA 発現は親株、耐性株ともに発現が見られなかった (Figure 11)。この結

果より、従来の報告とは異なるユビキチン関連分子の関与が示唆された。 

 

 

Figure 11. Alteration of expressions of Spop and Dub3 mRNA transcripts in OTX015-S and 

OTX015-R MLL-AF5q31 cells. 

MLL-AF5q31 cells were treated with DMSO or OTX015, and then qRT-PCR was performed. Data 

represent the mean + SEM of three independent experiments. N.D., not detected. 
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そこで、MLL-AF5q31 細胞を用いて、親株と耐性株におけるユビキチン関連分子の mRNA

発現を比較したところ、脱ユビキチン化酵素である ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase L5 

(UCHL5) の mRNA 発現が、親株と比較して耐性株において約 2.5 倍上昇していた (Figure 

12A)。OTX015 耐性MV4;11細胞においても同様に、OTX015処置は親株と比較して、24 時間

後には UCHL5の mRNA 発現が約 3倍に上昇し (Figure 12B)、UCHL5タンパク質の発現上昇

も観察された (Figure 13)。以上の結果から、樹立した耐性株における BRD4 タンパク質の過

剰な蓄積が起こっている原因として、UCHL5が関与し得る可能性が示唆された。 
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Figure 12. Alteration of ubiquitin-related molecules in OTX015-S and OTX015-R MLL-r cells. 

(A) MLL-AF5q31 cells were treated with DMSO or OTX015, and then qRT-PCR was performed. (B) 

MV4;11 cells were treated with DMSO or OTX015, and then qRT-PCR was performed. Data represent 

the mean + SEM of three independent experiments. Means + SEM were analyzed using a one-way 

ANOVA, and multiple comparisons of means were performed with Bonferroni’s correction; *p < 0.05, 

†p < 0.05, ††p < 0.01. USP, ubiquitin-specific protease. 

Amari, K., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 588, 147-153 (2022) 

 

 

Figure 13. Alteration of expression of UCHL5 in OTX015-S and OTX015-R MLL-r cells. 

MLL-r cells were treated with DMSO or OTX015, and then western blotting was performed. Results 

shown are representative of two independent experiments. 

Amari, K., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 588, 147-153 (2022) 
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第 4節 考察 

BET 阻害剤に対する獲得耐性に寄与し得る分子の探索を目的として、BET 阻害剤である

OTX015 を長期間処置することで、5 µM の OTX015 に耐性を持つ MLL-AF5q31 細胞および

250 nM の OTX015 に耐性を持つMV4;11 細胞を樹立した。予備実験として、親株と耐性株に

おける OTX015の有無による増殖速度を比較したところ、OTX015 の存在下 (MLL-AF5q31: 5 

µM、MV4;11: 250 nM) では親株はほとんど増殖しなかったが、耐性株では増殖することがで

きたことから、OTX015に対する獲得耐性が示された (データ未発表)。また、OTX015 非存在

下における親株と耐性株の増殖速度と比較したところ、MV4;11 細胞では増殖速度は同程度で

あったが、MLL-AF5q31 細胞では耐性株の方が、増殖速度は低下した (データ未発表)。その

理由を考察すると、MLL-AF5q31 細胞は、マウス骨髄 lineage 陰性細胞にMLL-AF5q31 融合遺

伝子を導入し樹立した細胞である (53)。AF5q31 融合遺伝子は AF4 の関連遺伝子として同定

され、MLL-AF4融合遺伝子と同様に造血細胞において HOXA9 や meis homeobox 1 (MEIS1) の

転写を亢進させることで白血病の発症に寄与する (53, 56)。一方で、MV4;11は MLL遺伝子の

転座に加えて FLT3-internal tandem duplication (ITD) 変異を持った細胞株である (57)。FLT3-

ITD 変異は AML の約 30%に見られる変異であり、ITD に変異が起こると、FLT3 のチロシン

キナーゼ部位が恒常的に活性化することにより、リガンド非存在下においても下流の

phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K) および RAS シグナル経路といった増殖シグナルの働きが

亢進する (58)。従って、FLT3-ITD変異の有無が、親株と比較した耐性株の増殖速度に差が出

た要因の 1 つだと推察される。さらに、耐性株において培地中の OTX015 の有無による増殖

速度を比較したところ、OTX015 非存在下において増殖速度が僅かに増大したが、72 時間ま

での培養においては有意な差とは言えなかった (データ未発表)。また、細胞形態についても

差を認めなかったことから、親株と比較した耐性株の性状解析の実験では、① 親株の培養時

条件と耐性株の培養時条件との比較、② OTX015 存在下 (MLL-AF5q31: 5 µM、MV4;11: 250 

nM) における親株と耐性株との比較について検討することとした。しかしながら、OTX015非

存在下での耐性株の長期間の培養は現状できていないため、さらなる性状解析の検討が必要

であると考える。 

樹立した OTX015 耐性株では、OTX015 だけでなく、他の BET 阻害剤である JQ-1 や I-

BET151に対する感受性も低下していた。また、この 3 つの化合物はいずれもジアゼピン骨格

であるが、キナゾリン骨格を持つ BET 阻害剤 (59) についても耐性を示すことを予備実験で

確認している (データ未発表)。これらの結果より、BET 阻害剤の種類に関係なく獲得耐性を

示すことが示唆された。つぎに、細胞周期およびアポトーシスを評価したところ、耐性株で

は、親株で見られたBET阻害剤による細胞周期の停止やアポトーシスの誘導を認めなかった。

細胞周期の停止やアポトーシスの誘導を回避する機序としては、BET 阻害剤の標的である

BRD4タンパク質の著明な発現上昇に伴う標的分子である CDK4または CDK6や BCL-2の転

写、翻訳の亢進によりもたらされる結果であると考える。一方で、BRD4 の mRNA 発現には

差がなかったことから、BRD4 タンパク質の発現上昇は、BRD4タンパク質の分解抑制による

ものであると示唆された。MV4;11 細胞については、耐性株において BRD4 発現の増加傾向が

認められた。BRD4遺伝子の転写は、miR-125b や miR-3140 といった microRNAによる制御が
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報告されており (60, 61)、本研究で樹立した耐性株において、これらの microRNAの機能が活

性化している可能性は考えられる。また、樹立した耐性株に対する BRD2、BRD3 の発現変化

については、OTX015 耐性 MLL-AF5q31 細胞において、BRD2 および BRD3 の発現が上昇し

ていることを予備実験にて確認している (データ未発表)。NF-κB シグナル経路の活性化によ

る BET阻害剤耐性化の獲得において、BRD2が関与していることが示されており (50)、樹立

した耐性株においてもBRD2およびBRD3が一部関与している可能性は考えられることから、

これらについてはさらなる検討が必要である。 

BRD4 タンパク質の分解を制御する分子として、耐性株におけるユビキチン関連分子の発

現解析により、脱ユビキチン化酵素である UCHL5 を見出した。UCHL5 は、UPS において、

標的タンパク質のポリユビキチン鎖を最初に認識する 19S プロテアソームサブユニットに結

合し、標的タンパク質の分解を制御している (62)。UCHL5 が分解を制御する基質タンパク質

は、transforming growth factor-β (TGF-β) シグナル経路に関与する分子であり、TGF-β による刺

激によりリン酸化されることで活性化し転写因子として機能する Smad2/3 や、Wnt/β-catenin

シグナル経路に関与する転写因子である transcription factor 7 (TCF7) が報告されている (63, 

64) が、BRD4タンパク質の分解に関与している報告はない。従って、次章では OTX015耐性

株の BRD4タンパク質の分解における UCHL5の寄与を詳細に解明する。 

以上より、本章では BET 阻害剤に耐性を持つ 2 種類の MLL 遺伝子関連白血病細胞株を樹

立した。また BET 阻害剤耐性獲得機序として、BRD4 タンパク質の著明な発現上昇に伴う

BRD4制御分子の転写、翻訳亢進が寄与することを明らかにした。さらに、BRD4 タンパク質

の発現上昇は、脱ユビキチン化酵素である UCHL5 による BRD4 タンパク質の分解抑制によ

るものである可能性が示唆された。 
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第 2 章 BRD4 タンパク質の分解に着目した BET 阻害剤耐性を獲得した MLL 遺伝子関連白

血病における耐性化機序の解析 

 

第 1節 緒言 

UPS は、主要な細胞内タンパク質分解システムの 1 つであり、ユビキチンの付加およびプ

ロテアソームによるユビキチン鎖の認識と分解により、目的タンパク質の選択的な分解を担

っている。ユビキチンは、adenosine triphosphate (ATP) のエネルギーを利用したユビキチン活

性化酵素 E1とユビキチン結合酵素 E2の働きにより活性化される。活性化されたユビキチン

は、ユビキチンリガーゼ E3 および目的タンパク質と複合体を形成し、E3 を介してユビキチ

ンが付加される。その後、ユビキチン化反応が繰り返されることで形成されたポリユビキチ

ン鎖を、プロテアソームが認識することで目的タンパク質が分解される (62, 65)。ヒトにおい

ては、1 種類の E1、約 50種類の E2および 500 種類以上の E3が現在までに同定されている。

付加されたポリユビキチン鎖は、タンパク質の分解後脱ユビキチン化酵素によってモノユビ

キチンとなり再利用される。また、脱ユビキチン化酵素は分解前のタンパク質に付加されて

いるユビキチンの除去にも関与しており、E3ユビキチンリガーゼと脱ユビキチン化酵素の均

衡により標的タンパク質の分解は厳密に制御されている (66)。 

また、UPS は標的タンパク質の分解に加えて、様々な生理機能に関与しており、UPS が関

与する機能は、タンパク質に対するユビキチンの結合様式により異なる。プロテアソームに

よる分解シグナルを伝えるのは 48 番目のリジン (K48) を介したポリユビキチンである。一

方で、11番目のリジン (K11)、63番目のリジン (K63) を介したポリユビキチン鎖が付加され

たタンパク質は他のタンパク質と相互作用することにより、細胞分裂や NF-κBシグナル等の

伝達に関与することが知られている (67, 68)。 

がん細胞においては、活発的な細胞増殖の維持やアポトーシス回避のために、UPS を異常

に活性化させていることが報告されている。G1 期→S 期の進行に関与する cyclin E/CDK2 を

負に制御することで細胞周期の調節に働く p53 は、E3 ユビキチンリガーゼである murine 

double minute 2 (MDM2) により分解されており、UPSの活性化により細胞周期の進行を亢進

させている (69, 70)。また、UPSは活性酸素種 (reactive oxygen species; ROS) の除去に関与す

ることで、アポトーシスの回避に寄与している (71)。一方で、がん細胞の生存に有利な分子

については、脱ユビキチン化酵素を介した標的タンパク質からのユビキチンの除去により、

UPS を抑制することでその発現を安定化させている。脱ユビキチン化酵素は現在約 100 種類

が同定されており、構造の類似性によって 6 つの群に分類されている (72)。脱ユビキチン化

酵素が関与する分子はこれまでに多数報告されており、ubiquitin specific peptidase 28 (USP28) 

やUSP17は様々ながん種の増殖に重要とされている c-MYCの安定化に関与している (73, 74)。

また、USP15は ROSの除去に関与する kelch like ECH associated protein 1 (KEAP1) を安定化

し、NFE2 like BZIP transcription factor 2 (NRF2) の活性化を介した ROSの除去に寄与している 

(75)。このように、がん細胞の増殖、生存において UPS が重要な役割を果たしており、プロ

テアソーム阻害剤であるボルテゾミブをはじめとして、UPS を標的とした薬剤の開発が進め

られている (76–78)。 
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さらに近年、UPS が抗がん剤に対する薬剤耐性にも関与していることが報告されており、

ユビキチン化酵素の機能不全および脱ユビキチン化酵素の活性化による、DNA修復に関与す

る分子や、薬剤排出トランスポーターとして働く P-糖タンパク質の安定化を介して獲得耐性

に寄与している (79, 80)。BET 阻害剤についても、前立腺がんや大腸がんにおいて、BRD4を

分解するユビキチン化酵素である SPOP の変異による機能不全や、BRD4 の分解を抑制する

脱ユビキチン化酵素であるDUB3の活性化を介したUPSの抑制による BRD4タンパク質の安

定化が薬剤耐性に寄与することが報告されている (54, 55)。前章において筆者は、BET 阻害

剤耐性を獲得したMLL遺伝子関連白血病細胞株において、BRD4タンパク質の発現が顕著に

上昇しており、BRD4 タンパク質の分解を制御する新規のユビキチン関連分子として、脱ユ

ビキチン化酵素である UCHL5 の関与の可能性を見出した。そこで本章では、樹立した耐性株

の増殖、生存および BRD4タンパク質の分解における UCHL5の寄与を明らかにするために、

small hairpin RNA (shRNA) および阻害剤を用いた UCHL5 の阻害による耐性株への影響を検

討した。さらに、耐性株における UCHL5の発現制御機構について検討した。 
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第 2節 実験方法 

2-2-1. 使用細胞および試薬 

本章で使用する MLL 遺伝子関連白血病細胞株は第 1 章と同様に MLL-AF5q31 細胞および

MV4;11 細胞である。培養条件も第 1章 1-2-1. と同様である。また、ヒト UCHL5 のノックダ

ウンに必要なウイルスベクターを作製するために、HEK293T 細胞を ATCC より購入した。

HEK293T 細胞は、10% FBS (Sigma-Aldrich)、1%ペニシリン-ストレプトマイシン (FUJIFILM

和光純薬株式会社) を含む Low-Glucose Dulbecco's Modified Eagle Medium (FUJIFILM 和光純

薬株式会社) で培養した。全ての細胞は 37℃、20% O2、5% CO2、75% N2の環境下で培養し

た。UCHL5 阻害剤である b-AP15、CDK4/6 阻害剤である Abemaciclib は MedChemExpress か

ら購入した。 

 

2-2-2. OTX015 耐性MV4;11 細胞における UCHL5ノックダウンの影響についての検討 

2-2-2-1. UCHL5ノックダウン細胞株の作製 

OTX015 耐性MV4;11 細胞におけるヒト UCHL5のノックダウンを、テトラサイクリン制御

型 shRNA発現プラスミド (EZ-tet-pLKO-puro-UCHL5) をウイルスベクター法で導入すること

により行った。EZ-tet-pLKO-puro-UCHL5 は、EZ-tet-pLKO-puro (#85966; Addgene, Watertown, 

MA, USA) に UCHL5に対する shRNA配列を組み込むことで作製した (81)。ウイルス粒子は

Fugene HD (Promega) を用いて、shRNA発現プラスミドベクター、pMDLg/pRRE、pRSV-Rev

および pMD2.G ベクター (Addgene) を HEK293T 細胞にコトランスフェクションすることで

作製し、トランスフェクション後 48時間でウイルス粒子が含まれる上清を回収した。その後、

OTX015 耐性 MV4;11 細胞の培養培地にウイルス上清および 16 µg/mL polybrene (ナカライテ

スク株式会社) を加えて 72 時間培養し、細胞をウイルスに感染させた。導入した shRNA 発

現プラスミドベクターは、puromycin 耐性遺伝子がコードされていることから、感染させた細

胞を 0.15 µg/mL puromycin (FUJIFILM 和光純薬株式会社) を含有した培地で 9日間培養し、プ

ラスミドが導入された細胞のみを選択した。shRNA発現を誘導するために 1 µg/mL テトラサ

イクリン (FUJIFILM 和光純薬株式会社) を処置し、その後の評価に用いた。対照群は、ヒト

ゲノム上に存在しない塩基配列にした shRNA (shCtrl) を導入した OTX015 耐性 MV4;11 細胞

とした。この実験で使用した shRNA 配列については Supplementary Table 4 に示した。なお、

ウイルスベクター法によるプラスミドベクターの導入をはじめとした一連の遺伝子組み換え

実験については、京都薬科大学遺伝子組み換え実験の承認を得ている (承認番号: G21-016-01)。 

 

2-2-2-2. mRNA発現評価 

UCHL5 ノックダウン細胞株を 1.0×105 cells/mL の密度で播種し、1 µg/mL テトラサイクリ

ンを処置した。48 時間後に細胞を回収し、第 1 章 1-2-6. と同様の方法で qRT-PCR 法により

mRNA 発現を解析した。この実験で使用したプライマーならびにプローブは、Supplementary 

Table 1 に示した。 

 

2-2-2-3. タンパク質発現評価 
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UCHL5 ノックダウン細胞株を 5.0×104 cells/mL の密度で播種し、1 µg/mL テトラサイクリ

ンを処置した。96時間後に細胞を回収し、第 1章 1-2-7. と同様の方法でウエスタンブロット

法によりタンパク質発現を解析した。内標準には Vinculin を用いた。この実験で使用した一

次抗体は Supplementary Table 3 に示した。 

 

2-2-2-4. 細胞増殖能の評価 

耐性株における UCHL5 ノックダウンの細胞増殖能に対する影響を、トリパンブルー染色

によるセルカウントで評価した。UCHL5 ノックダウン細胞株を 6-well プレート (Thermo 

Fisher Scientific) に 5.0×104 cells/mL の密度で播種し、1 µg/mL テトラサイクリンを処置した。

24 時間ごとに 96時間まで細胞懸濁液を 10 µL採取し、10 µLのトリパンブルーと懸濁してセ

ルカウントを行った。トリパンブルーを排出し、トリパンブルー溶液で染色されない細胞を

生細胞とし、生細胞数を計測した。 

 

2-2-3. OTX015 耐性株に対する UCHL5阻害剤 b-AP15の影響についての検討 

2-2-3-1. 細胞増殖能の評価 

耐性株における UCHL5 阻害の影響を、UCHL5 阻害剤である b-AP15 を処置することで評

価した。b-AP15の細胞増殖能に対する影響は、WST-8 assayで評価した。MLL遺伝子関連白

血病細胞を 96-wellプレート (Thermo Fisher Scientific) に各wellあたり 1.0×103 cells/well (MLL-

AF5q31) または 1.0×104 cells/well (MV4;11) の密度で播種し、48時間培養した。その後、b-AP15

の段階希釈液を 24時間暴露し、Cell Count Kit-8 試薬を各 well に 10Lずつ加え、マイクロプ

レートリーダー (GloMax: Promega) を使用して吸光度 (極大吸収波長 450 nm) を測定した。 

また、UCHL5 阻害により耐性株における BET 阻害剤の感受性が変化するかどうかを評価

した。OTX015 耐性 MLL-AF5q31 細胞を 6-well プレートに 1.0×104 cells/mL の密度で播種し、

48 時間培養した後、500 nM の b-AP15 を 3 時間暴露した。3 時間後に細胞を回収し、新しい

培地で 2回洗浄後、96-wellプレートに各wellあたり 1.0×103 cells/wellの密度で播種し、OTX015

の段階希釈液とともに 72時間暴露した。Cell Count Kit-8試薬を各 wellに 10Lずつ処置し、

マイクロプレートリーダーを使用して吸光度 (極大吸収波長 450 nm) を測定した。50%の細

胞増殖阻害濃度である IC50の値は、非線形回帰プログラム CalcuSyn を使用して算出した。 

 

2-2-3-2. アポトーシス解析 

b-AP15 により誘導されるアポトーシスの解析は、第 1 章 1-2-5. と同様に Annexin V/PI 染

色によるフローサイトメトリー法で評価した。MLL遺伝子関連白血病細胞を 1.0×104 cells/mL 

(MLL-AF5q31) または 1.0×105 cells/mL (MV4;11) の密度で播種し、48時間培養した後、b-AP15

を 24時間暴露した (MLL-AF5q31: 1 µM、MV4;11: 750 nM)。24時間後に細胞を回収し、PBS 

(-) で洗浄後、Annexin V、PIで染色 (室温、10分) し、BD LSR Fortessa flow cytometer および

BD FACS Diva ソフトウェアを用いて解析した。結果は FlowJo ソフトウェアを用いてデータ

分析した。 
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2-2-3-3.タンパク質発現評価 

耐性株を 1.0×104 cells/mL (MLL-AF5q31) または 1.0×105 cells/mL (MV4;11) の密度で播種し、

48 時間培養した後、b-AP15 を暴露した。その後細胞を回収し、ウエスタンブロット法により

タンパク質発現を解析した。内標準には Vinculin を用いた。この実験で使用した一次抗体は

Supplementary Table 3 に示した。 

 

2-2-4. OTX015 耐性株に対する CDK4/6阻害剤 Abemaciclib の影響についての検討 

2-2-4-1. 細胞増殖能の評価 

耐性株における CDK4/6 阻害の影響を、CDK4/6 阻害剤である Abemaciclib を処置すること

で評価した。Abemaciclib の細胞増殖能に対する影響は、WST-8 assayで評価した。MLL遺伝

子関連白血病細胞を 96-wellプレートに各 wellあたり 1.0×103 cells/well (MLL-AF5q31) または

1.0×104 cells/well (MV4;11) の密度で播種し、Abemaciclib の段階希釈液とともに 72 時間暴露

した。Cell Count Kit-8試薬を各 wellに 10Lずつ加え、マイクロプレートリーダー (GloMax: 

Promega) を使用して吸光度 (極大吸収波長 450 nm) を測定した。 

また、耐性株における OTX015 と CDK4/6 阻害剤の併用による細胞増殖抑制効果について

評価した。MLL 遺伝子関連白血病細胞を 96-well プレートに各 well あたり 1.0×103 cells/well 

(MLL-AF5q31) または 1.0×104 cells/well (MV4;11) の密度で播種し、OTX015 (MLL-AF5q31: 5 

µM、MV4;11: 250 nM) および Abemaciclib (MLL-AF5q31: 50 nM、MV4;11: 50 nM) を 72時間

暴露した。Cell Count Kit-8 試薬を各 well に 10L ずつ加え、マイクロプレートリーダー 

(GloMax: Promega) を使用して吸光度 (極大吸収波長 450 nm) を測定した。 

 

2-2-4-2. アポトーシス解析 

Abemaciclib により誘導されるアポトーシスの解析は、第 1章 1-2-5. と同様に Annexin V/PI

染色によるフローサイトメトリー法で評価した。MLL 遺伝子関連白血病細胞を 1.0×104 

cells/mL (MLL-AF5q31) または 1.0×105 cells/mL (MV4;11) の密度で播種し、Abemaciclib を処

置した (MLL-AF5q31: 250 nM、MV4;11: 150 nM)。72時間後に細胞を回収し、PBS (-) で洗浄

後、Annexin V、PIで染色 (室温、10分) し、BD LSR Fortessa flow cytometer および BD FACS 

Diva ソフトウェアを用いて解析した。結果は FlowJo ソフトウェアを用いてデータ分析した。 

 

2-2-4-3. mRNA発現評価 

耐性株における CDK4/6 阻害による mRNA 発現を qRT-PCR 法を用いて評価した。MLL 遺

伝子関連白血病細胞を 1.0×104 cells/mL (MLL-AF5q31) または 1.0×105 cells/mL (MV4;11) の密

度で播種し、Abemaciclib を処置した (MLL-AF5q31: 250 nM、MV4;11: 150 nM)。24 時間後に

細胞を回収し、第 1 章 1-2-6. と同様の方法で mRNA 発現を解析した。この実験で使用した

プライマーならびにプローブは、Supplementary Table 1、2に示した。 

 

2-2-4-4.タンパク質発現評価 

耐性株における CDK4/6 阻害によるタンパク質発現を、ウエスタンブロット法を用いて評
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価した。MLL遺伝子関連白血病細胞を 1.0×104 cells/mL (MLL-AF5q31) または 1.0×105 cells/mL 

(MV4;11) の密度で播種し、Abemaciclib を処置した (MLL-AF5q31: 250 nM、MV4;11: 150 nM)。

72 時間後に細胞を回収し、第 1章 1-2-7. と同様の方法でタンパク質発現を解析した。内標準

には β-actin および Vinculin を用いた。この実験で使用した一次抗体は Supplementary Table 3

に示した。 

 

2-2-5. 統計解析 

全ての解析は GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc.) を用いて行った。危険率 5%以下を

統計学的に有意差があると判定した。 
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第 3節 実験結果 

2-3-1. OTX015 耐性株における UCHL5阻害の影響についての検討 

耐性株の増殖、生存および BRD4 タンパク質の分解に対する UCHL5 の寄与を明らかにす

るために、UCHL5 に対する shRNA 発現プラスミドベクターを OTX015 耐性 MV4;11 細胞に

導入したUCHL5ノックダウン細胞株を用いて、UCHL5ノックダウンの影響を調べた。UCHL5

に対する shRNA (shUCHL5) は 2種類設計し、qRT-PCR法によりテトラサイクリン処置 48時

間後の UCHL5のmRNA発現を確認したところ、UCHL5ノックダウン細胞株における UCHL5

の発現は、コントロール shRNA (shCtrl) を導入した細胞と比較して有意に低下していた 

(Figure 14)。UCHL5ノックダウン効果は、shUCHL5 #1 を導入した細胞では約 25%、shUCHL5 

#2 を導入した細胞では約 80%であり、shUCHL5 #2 は、shUCHL5 #1 に比して、より強力に

UCHL5ノックダウン効果を示したことから、以降の実験では shUCHL5 #2 を導入した細胞を

用いて評価した。 

 

 

Figure 14. Alteration of expression of UCHL5 mRNA transcripts after UCHL5 knockdown in 

OTX015-R MV4;11 cells. 

UCHL5 mRNA transcript levels after 48 h of treatment with tetracycline detected by qRT-PCR. Data 

represent the mean + SEM of three independent experiments. Means + SEM were analyzed using a one-

way ANOVA, and multiple comparisons of means were performed with Bonferroni’s correction; *p < 

0.05, ***p < 0.001. 

Amari, K., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 588, 147-153 (2022) 
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ウエスタンブロット法によりテトラサイクリン処置後 96 時間の UCHL5、BRD4 のタンパ

ク質発現を評価したところ、shUCHL5 #2 を導入した UCHL5 ノックダウン細胞株において、

UCHL5とともに BRD4タンパク質の著しい発現低下が認められた (Figure 15)。また、テトラ

サイクリン処置後 24時間ごとに細胞数を計測することにより細胞増殖を評価したところ、テ

トラサイクリン処置 96時間後における UCHL5ノックダウン細胞株の細胞数は shCtrl を導入

した細胞の半分であったことから、UCHL5のノックダウンにより耐性株の細胞増殖速度が低

下した (Figure 16)。 

 

 

Figure 15. Alteration of protein expressions of UCHL5 and BRD4 after UCHL5 knockdown in 

OTX015-R MV4;11 cells. 

UCHL5 and BRD4 protein levels were assessed by western blotting after tetracycline treatment for 

96 h. Results shown are representative of two independent experiments. 

Amari, K., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 588, 147-153 (2022) 
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Figure 16. Effect of UCHL5 knockdown on cell growth in OTX015-R MV4;11 cells. 

Cells were counted by trypan blue staining every 24 h up to 96 h after tetracycline treatment. Data 

represent the mean ± SEM of three independent experiments. Means ± SEM were analyzed using a two-

way repeated-measures ANOVA, and multiple comparisons of means were performed with Bonferroni’s 

correction; **p < 0.005, ***p < 0.001. 

Amari, K., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 588, 147-153 (2022) 
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続いて、UCHL5 阻害剤である b-AP15 を用い、耐性株における UCHL5 阻害の影響につい

て評価した。b-AP15 は、MLL-AF5q31 および MV4;11 細胞の親株だけでなく耐性株において

も濃度依存的に細胞増殖の抑制を引き起こした (Figure 17)。また、50%の細胞増殖阻害濃度

である IC50値での b-AP15 処置により、Annexin V 陽性細胞の割合が増加したことから、細胞

死の誘導が示された (Figure 18、Supplementary Figure 3)。また、MLL-AF5q31 および MV4;11

細胞の OTX015耐性株において、b-AP15の処置後 3時間以降で BRD4タンパク質発現の低下

が認められた (Figure 19)。 

 

Figure 17. Effect of b-AP15 on cell growth in MLL-r cells. 

MLL-r cells were treated with DMSO or b-AP15 at different concentrations for 24 h, followed by 

measurement of cell viability. Data represent the mean ± SEM of three independent experiments. 

Amari, K., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 588, 147-153 (2022) 
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Figure 18. Effect of b-AP15 on apoptosis in MLL-r cells. 

MLL-r cells were treated with DMSO or b-AP15, followed by analysis of apoptosis. Data represent 

the mean ± SEM of three independent experiments. Means ± SEM were analyzed using an unpaired t-

test; ***p < 0.001. 

Amari, K., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 588, 147-153 (2022) 
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Figure 19. Alteration of protein expression of BRD4 after b-AP15 treatment in OTX015-R MLL-

r cells. 

OTX015-resistant MLL-r cells were treated with b-AP15 for the indicated times, and then western 

blotting was performed. Results shown are representative of two independent experiments. 

Amari, K., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 588, 147-153 (2022) 
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さらに、UCHL5の阻害により BRD4タンパク質発現を低下させることが、耐性株における

BET 阻害剤耐性の克服につながるかを検討するために、OTX015 耐性MLL-AF5q31 細胞にお

いて、b-AP15前処置の有無による OTX015 に対する細胞増殖抑制効果を評価した。b-AP15の

処置濃度は、OTX015 耐性 MLL-AF5q31 細胞の増殖にほとんど影響せずに BRD4 タンパク質

の低下を誘導する濃度である 500 nM とした (Supplementary Figure 4)。WST-8 assayの結果、

b-AP15 を前処置していない細胞における OTX015 の 50%の細胞増殖阻害濃度である IC50 値

は 10 µM 以上であったのに対し、b-AP15を前処置した細胞における OTX015の IC50値は 3.3 

µM であり、OTX015 の感受性が上昇した (Figure 20)。以上の結果より、樹立した耐性株にお

いて、UCHL5 は BRD4 タンパク質の分解抑制に寄与しており、UCHL5 の発現上昇が BRD4

タンパク質の過剰な蓄積の原因となることが示唆された。 

 

 

Figure 20. Evaluation of the sensitivity of OTX015 after b-AP15 treatment in OTX015-R MLL-

AF5q31 cells. 

OTX015-resistant MLL-AF5q31 cells were treated with DMSO or b-AP15 (500 nM) for 3 h. After 

removal of b-AP15, cells were washed twice and treated with OTX015 at different concentrations for 

72 h, followed by measurement of cell viability. Data represent the mean ± SEM of three independent 

experiments. 

Amari, K., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 588, 147-153 (2022) 
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2-3-2. CDK4/6 に着目した OTX015 耐性株における UCHL5 制御機構の検討 

脱ユビキチン化酵素の機能は厳密に制御されており、制御機構として、遺伝子発現の調節

や翻訳後修飾など様々な機序が報告されている (82–85)。UCHL5 の発現は、E2 promotor 

binding factor 1 (E2F1) により制御されていることが知られている (86)。E2F1は、がん抑制遺

伝子である retinoblastoma transcriptional corepressor (RB) におけるリン酸化修飾の有無により

その機能が制御されており、RB がリン酸化を受けると E2F1 と複合体を形成できなくなり、

E2F1 による標的遺伝子の転写が進行する。また、RB は CDK4/6 と Cyclin D からなる複合体

によりリン酸化を受けている (87)。そこで筆者は、「CDK4/6 が UCHL5 の発現制御に関与し

ている」と仮説を立て、CDK4/6阻害剤である Abemaciclib を用いて、UCHL5機能制御におけ

る CDK4/6の寄与を検討した。MLL-AF5q31およびMV4;11細胞の OTX015耐性株において、

CDK4/6 阻害による UCHL5 発現の影響について qRT-PCR 法およびウエスタンブロット法で

評価したところ、24 時間の Abemaciclib の処置により UCHL5 の mRNA 発現が MLL-AF5q31

細胞で約 40%、MV4;11細胞で約 30%低下した (Figure 21)。また、72時間の Abemaciclib の処

置は UCHL5タンパク質の発現低下とともに、UCHL5阻害剤処置時にみられた BRD4 タンパ

ク質の発現低下を誘導し、BRD4 の標的遺伝子である c-MYC、BCL-2 の発現を低下させた 

(Figure 22)。これらの結果から、CDK4/6 が UCHL5 の発現制御を介して BRD4 タンパク質の

分解を調節し得ることが示された。 

 

 

Figure 21. Alteration of expression of UCHL5 mRNA transcripts after Abemaciclib treatment in 

OTX015-R MLL-r cells. 

MLL-r cells were treated with DMSO or abemaciclib, and then qRT-PCR was performed. Data represent 

the mean + SEM of three independent experiments. Means + SEM were analyzed using an unpaired t-

test; **p < 0.01, ***p < 0.001. 

Amari, K., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 588, 147-153 (2022)  
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Figure 22. Alteration of protein expression after Abemaciclib treatment in OTX015-R MLL-r cells. 

MLL-r cells were treated with DMSO or abemaciclib, and then western blotting was performed. 

Results shown are representative of two independent experiments. 

Amari, K., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 588, 147-153 (2022) 
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次に、BET 阻害剤耐性株に対する CDK4/6 阻害剤の抗腫瘍効果について検討した。

Abemaciclib の処置はMLL-AF5q31およびMV4;11細胞のいずれにおいても、親株および耐性

株で濃度依存的な細胞増殖抑制を誘導した (Figure 23)。また、MLL-AF5q31およびMV4;11 細

胞の親株ならびに耐性株において、50%の細胞増殖阻害濃度である IC50値で Abemaciclib 処置

し細胞死を評価したところ、MLL-AF5q31 細胞の親株では Annexin V 陽性細胞の増加は見ら

れなかったが、耐性株において Annexin V 陽性細胞の増加が認められ、細胞死の誘導が示さ

れた。MV4;11 細胞においては、親株と耐性株ともに Abemaciclib 処置により細胞死が誘導さ

れた (Figure 24、Supplementary Figure 5)。 

 

 

Figure 23. Effect of Abemaciclib on cell growth in MLL-r cells. 

MLL-r cells were treated with DMSO or abemaciclib at different concentrations for 72 h, followed 

by measurement of cell viability. Data represent the mean ± SEM of three independent experiments. 

Amari, K., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 588, 147-153 (2022)  
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Figure 24. Effect of Abemaciclib on apoptosis in MLL-r cells. 

MLL-r cells were treated with DMSO or Abemaciclib, followed by analysis of apoptosis. Data 

represent the mean ± SEM of three independent experiments. Means ± SEM were analyzed using an 

unpaired t-test; ***p < 0.001. 

Amari, K., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 588, 147-153 (2022) 
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さらに、Abemaciclib と OTX015 の併用により、耐性株に対する抗腫瘍効果が増強するか調

べた。OTX015 単剤 (MLL-AF5q31: 5 µM、MV4;11: 250 nM) での細胞増殖は MLL-AF5q31細

胞で約 40%、MV4;11 では約 10%抑制され、Abemaciclib単剤 (MLL-AF5q31: 50 nM、MV4;11: 

50 nM) での細胞増殖は 2 株ともに約 20%抑制された。一方、2剤の併用時では、MLL-AF5q31

細胞の細胞増殖が約 60%、MV4;11細胞の細胞増殖が約 50%抑制されたことから、2剤を併用

することで、より強力な細胞増殖の抑制が見られた (Figure 25)。以上の結果から、CDK4/6阻

害剤は BET 阻害剤耐性を克服する治療薬になり得ることが示された。 

 

 

Figure 25. Combination effect of OTX015 and Abemaciclib on cell growth in MLL-r cells. 

MLL-r cells were treated with OTX015 or abemaciclib or both drugs at different concentrations for 72 

h, followed by measurement of cell viability. Data represent the mean + SEM of three independent 

experiments. Means + SEM were analyzed using a one-way ANOVA, and multiple comparisons of 

means were performed with Bonferroni’s correction; *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ††p < 0.01, †††p 

< 0.001. 
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第 4節 考察 

BRD4 タンパク質の分解は UPS により制御されており、いくつかのユビキチン関連分子の

異常が BET 阻害剤耐性化をもたらすことが報告されている。第 1 章で筆者は、樹立した

OTX015 耐性 MLL遺伝子関連白血病細胞株において、BET 阻害剤の標的である BRD4 および

脱ユビキチン化酵素である UCHL5の発現が上昇していたことから、UCHL5が BRD4 タンパ

ク質の分解抑制を介したBET阻害剤耐性に寄与し得る新規のユビキチン関連分子である可能

性を見出した。つぎに、UCHL5 の BET 阻害剤耐性獲得の機序および UCHL5発現亢進の機序

を解明すべく検討した。まず、shRNA および阻害剤を用いた UCHL5 の阻害実験による BET

阻害剤耐性株への影響を検討した。shRNA による UCHL5 のノックダウンおよび UCHL5 阻

害剤である b-AP15の処置により、BRD4タンパク質の発現低下、細胞増殖抑制およびアポト

ーシスを誘導した。この結果から、BET 阻害剤耐性株において、UCHL5は BRD4 タンパク質

の分解に関与しており、UCHL5 の発現上昇を介した BRD4 タンパク質の分解抑制により、

BRD4 タンパク質の著明な発現上昇が起こることが示唆された。また、b-AP15 の前処置によ

り、耐性株における BET 阻害剤 OTX015 の感受性が一部回復したことから、UCHL5 阻害剤

はBRD4タンパク質の発現を低下させることでBET阻害剤耐性を克服する薬剤になり得るこ

とが示された。b-AP15 の前処置による耐性株における OTX015の感受性の回復が部分的であ

ったのは、b-AP15処置による耐性株における BRD4 の発現が、親株における BRD4 の発現量

まで低下せず、UCHL5阻害による BRD4タンパク質の発現低下作用が限定的であったからで

あると推察する。一方、UCHL5 が分解を制御する基質タンパク質として、TGF-β シグナル経

路関連分子 Smad2/3や、Wnt/β-cateninシグナル経路関連分子 TCF7が報告されている (63, 64)。

TGF-β および Wnt/β-catenin シグナル経路は BET 阻害剤耐性株において活性化が報告されて

いる経路であることから (48)、本研究において、UCHL5 阻害により耐性株の細胞増殖抑制や

細胞死が起こった原因として、TGF-β およびWnt/β-catenin シグナル経路阻害の関与は否定で

きない。樹立した耐性株における、UCHL5阻害による Smad2/3や TCF7の発現変化について

は調べられていないため、さらなる検討が必要であると考える。 

筆者はさらに、耐性株におけるUCHL5機能制御について、CDK4/6阻害剤であるAbemaciclib

が UCHL5 の発現を低下させることを明らかにした。また、Abemaciclib 処置により耐性株に

おける BRD4 関連分子の発現低下、細胞増殖抑制、アポトーシスの誘導が認められたことか

ら、CDK4/6阻害剤が BET 阻害剤耐性を克服する薬剤になることが示された。CDK4/6の阻害

が UCHL5 の発現を低下させた機序として、E2F1-RB 経路の阻害によりもたらされた結果と

考えられる。また、BET 阻害剤に耐性を持つ前立腺がんでは、脱ユビキチン化酵素である

DUB3 の活性が CDK4/6 を介したセリン残基のリン酸化により制御されていることが報告さ

れている (54) こと、ならびに今回の知見から、BET 阻害剤耐性化をもたらすユビキチン関連

分子の制御において、CDK4/6 は重要な役割を果たしていることが示唆された。また、樹立し

た OTX015 耐性株の中でも、MLL-AF5q31細胞においては、CDK4/6 阻害剤の処置により顕著

に細胞死が誘導されたことから、MLL-AF5q31細胞の BET 阻害剤耐性化は CDK4/6 に強く依

存していることが推察される。 

以上より、本章では BET 阻害剤耐性を獲得した MLL 遺伝子関連白血病細胞において、
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CDK4/6-UCHL5-BRD4 経路の活性化が BET 阻害剤耐性に寄与していることが示唆された。さ

らに、CDK4/6 は BRD4によって転写が制御される分子の一つであることから、BRD4、CDK4/6、

UCHL5の間でフィードバックループを形成することにより、BET 阻害剤に対する耐性を促進

させている可能性が考えられる (Figure 26)。この経路の活性化における、引き金となる原因

についてはさらなる検討が必要であるが、この経路を阻害する UCHL5阻害剤、CDK4/6 阻害

剤は BET 阻害剤耐性を克服する薬剤として期待される。 

 

 

 

Figure 26. Schematic mechanism of resistance to BET inhibitor in MLL-r leukemia cells. 

In this study, we demonstrated that dysregulation of the expression of BRD4-related molecules in 

response to BRD4 overexpression contributes to BET inhibitor-resistance. In addition, we showed that 

UCHL5 is involved in BRD4 stabilization, and CDK4/6 contributes to the regulation of UCHL5 

expression. Moreover, as CDK4/6 expression levels are regulated via BRD4, we propose that a CDK4/6-

UCHL5-BRD4 feedback loop contributes to BET inhibitor-resistance. 
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総括 

 

ALにおいて、MLL遺伝子の転座を伴うMLL遺伝子関連白血病は、従来の治療では寛解効

果が乏しく予後不良であるため、新規治療薬の開発が喫緊の課題である。その状況の中で、

BET ファミリータンパク質を標的とした BET 阻害剤は、MLL 遺伝子関連白血病の発症に関

わる SEC による異常な転写活性化を阻害することで強力な抗腫瘍効果を示し、MLL 遺伝子

関連白血病における有望な治療薬として期待されている。しかしながら、治療に用いるほと

んどの薬物において、長期使用による薬剤耐性の出現は重要な問題として考えられている。

BET 阻害剤についても例外ではなく、長期使用による薬剤耐性の獲得が懸念されており、BET

阻害剤に対する耐性化機序の解明ならびにBET阻害剤耐性化を克服する治療標的の同定は重

要な課題である。 

BET 阻害剤に対する薬剤耐性化をもたらす候補分子は、shRNAライブラリーを用いた網羅

的な探索研究により、乳がんや大腸がんなどのいくつかのがん種において同定されている 

(88)。また近年では、大腸がん細胞において腫瘍微小環境を構成する間質細胞が大腸がん細胞

に対して BET阻害剤耐性をもたらすことも報告されており (80)、耐性化機序が様々な側面か

ら明らかにされてきている。一方で、ALにおける BET 阻害剤に対する獲得耐性については、

Wnt/β-catenin シグナル経路や NF-κBシグナル経路の活性化が報告されているが、それらの報

告においても他のシグナル経路の関与が示唆されており、さらなる耐性化機序の解明が必要

である。 

本研究では、現在臨床試験が進められている BET 阻害剤である OTX015の長期間処置によ

り、OTX015耐性を獲得した MLL遺伝子関連白血病細胞を樹立し、耐性株の性状解析による

新規の BET 阻害剤耐性化機序ならびに BET阻害剤耐性を克服する治療標的を探索した。第 1

章では、OTX015 に感受性を持つ親株と比較した耐性株の性状解析を行い、耐性株では BRD4

タンパク質の著明な発現上昇に伴う BRD4 制御分子の転写、翻訳亢進が起こっていることを

明らかにした。また、BRD4 タンパク質の発現上昇が、脱ユビキチン化酵素である UCHL5の

発現上昇を介した BRD4 タンパク質の分解抑制により起こり得る可能性を示した。第 2 章で

は、耐性株で発現上昇が認められた UCHL5に着目し、耐性株の増殖、生存および BRD4タン

パク質の分解における UCHL5 の寄与について検討し、shRNA を用いた UCHL5 ノックダウ

ンならびに UCHL5 阻害剤の処置により、耐性株における BRD4 タンパク質の発現低下、細

胞増殖抑制、アポトーシスを誘導することを明らかにした。また、CDK4/6 阻害剤の処置によ

りUCHL5の発現が低下したことから、CDK4/6がUCHL5の発現を制御し得ることを示した。

これらの結果から、CDK4/6 および UCHL5 が BRD4 タンパク質の安定化に寄与しており、

MLL遺伝子関連白血病における BET阻害剤耐性を克服するためには、BRD4タンパク質の発

現を減少させることが重要であることが示唆された。また、UCHL5 は BET 阻害剤耐性化を

もたらす機序の 1つである Wnt/β-cateninシグナル経路関連分子の安定化にも寄与しているこ

とから、UCHL5は BET阻害剤耐性を克服する鍵となる分子であることが期待される。 

今後の展望として、本研究で明らかにした耐性化機序の経路が、MLL遺伝子関連白血病に

おける他の染色体転座の型においても寄与しているのか、またはがん種によらず寄与してい
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るのかを検証することが必要であると考える。また、本研究で用いた CDK4/6 阻害剤は、現

在乳がん治療において、臨床で使用されている薬剤であり (89, 90)、本研究で提唱する

CDK4/6-UCHL5-BRD4 のフィードバックループが CDK4/6 阻害剤に対する耐性化にも関与す

る可能性は十分あると考えられ、本研究で得られた知見が他の薬剤の耐性化機序の理解につ

ながることが期待される。 

以上より本研究では、BET 阻害剤耐性を獲得した MLL 遺伝子関連白血病細胞における性

状解析に基づいて、CDK4/6 と UCHL5からなる BRD4 タンパク質分解抑制経路が重要な１つ

であることを明らかにした。また、この経路を標的とする UCHL5 および CDK4/6 阻害剤は、

BET 阻害剤耐性を克服する有効な治療薬になる可能性を示した。本基礎的研究の成果は、BET

阻害剤の薬剤耐性という課題への対策に資する重要な知見と考えられる。 
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Supplementary Table 1. 

Primer and probe sequences used for detection of human mRNA transcripts in this study. 

Target Length (bp) Sequence Accession Number 

18S rRNA 

Fw 20 5'-GGATCCATTGGAGGGCAAGT-3' 

NR_003286.4 Rv 23 5'-TCCCAAGATCCAACTACGAGCTT-3' 

Pr 26 5'-CAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATA-3' 

BRD4 

Fw 22 5'-GCACTGGGCCTACACGACTACT-3' 

NM_001379291.1 Rv 22 5'-GAGAACATCAATCGGACGTCAG-3' 

Pr 29 5'-CACAATCAAGTCTAAACTGGAGGCCCGTG-3' 

MYC 

Fw 18 5'-GAGCCCCTGGTGCTCCAT-3' 

NM_002467.6 Rv 23 5'-GCAGAAGGTGATCCAGACTCTGA-3' 

Pr 25 5'-CACCAGCAGCGACTCTGAGGAGGAA-3' 

CDK6 

Fw 25 5'-CACTACTCGGTGTGAATGAAGAAAG-3' 

NM_001145306.2 Rv 23 5'-TTGAACATGTCGATCAAGACTTG-3' 

Pr 30 5'-CATATCCTTTATGGTTTCAGTGGGCACTCC-3' 

CDK4 

Fw 22 5'-TCAGATCAAGGGAGACCCTCAC-3' 

NM_000075.4 Rv 17 5'-CTGCTCCGGACCGAGCT-3' 

Pr 20 5'-CCGGAGCCGGTTCCTACGGC-3' 

BCL2 

Fw 22 5'-CAGCCAGGAGAAATCAAACAGA-3' 

NM_000633.3 Rv 24 5'-CCTGTGGATGACTGAGTACCTGAA-3' 

Pr 22 5'-CACAAAGGCATCCCAGCCTCCG-3' 

UCHL5 

Fw 20 5'-AAGGCTTGGCACTGAGCAAT-3' 

NM_15984.5 Rv 25 5'-TGCTGATGTCTTCGTATCAAATTCA-3' 

Pr 29 5'-CAAGTACACAACAGTTTCGCCAGACAGCA-3' 

Fw, forward; Rv, reverse; Pr, probe; bp, base pair. 
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Supplementary Table 2. 

Primer sequences used for detection of mouse mRNA transcripts in this study. 

Target 
Length 

(bp) 
Sequence 

Probe 

Number 

Accession 

Number 

18S rRNA 
Fw 20 5'-GCAATTATTCCCCATGAACG-3' 

#48 NR_003286.2 
Rv 20 5'-GGGACTTAATCAACGCAAGC-3' 

Brd4 
Fw 26 5'-CCAGGACTTCAACACTATGTTTACAA-3' 

#80 NM_001286630.1 
Rv 21 5'-GCTTCTGCCATTAAGACGATG-3' 

Myc 
Fw 21 5'-TAGTGCTGCATGAGGAGACAC-3' 

#77 NM_001177354.1 
Rv 21 5'-TCTCCACAGACACCACATCAA-3' 

Cdk6 
Fw 18 5'-GCCCTTACCTCGGTGGTC-3' 

#15 NM_009873.3 
Rv 18 5'-ACAGGGGTGGCATAGCTG-3' 

Bcl2 
Fw 20 5'-AGTACCTGAACCGGCATCTG-3' 

#75 NM_009741.5 
Rv 21 5'-GGGGCCATATAGTTCCACAAA-3' 

Uchl5 
Fw 19 5'-GCAGCCAGGAGAAGAACCT-3' 

#21 NM_019562.2 
Rv 20 5'-ATAGCCTGAGTGGCACAAGC-3' 

Spop 
Fw 22 5'-GGCTCACAAGGCTATCTTAGCA-3' 

#25 NM_025287.2 
Rv 22 5'-AATCTCAACCCGATTCTTTTTG-3' 

Dub3 
Fw 20 5'-GCTCTTTCCTTCCCAGAAGC-3' 

#25 NM_001256973.1 
Rv 23 5'-GACTGTGCTTTCCATTGGTAGTT-3' 

Usp10 
Fw 20 5'-CCCTCCATACAGTGGGACTC-3' 

#41 NM_001310630.1 
Rv 20 5'-CTCTGGTGCTCCTGTCCATC-3' 

Usp39 
Fw 22 5'-CTGGAGACCCTAGGAGTAAACG-3' 

#66 NM_138592.4 
Rv 22 5'-GGAGCTACAGGAAAGCCACTAC-3' 

Fw, forward; Rv, reverse; bp, base pair. 
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Supplementary Table 3. 

Primary antibodies used for western blot analysis in this study. 

Antibody Source Identifier 

Anti-c-MYC Cell Signaling Technology #5605 

Anti-caspase-3 Cell Signaling Technology #9662 

Anti-cleaved caspase-3 Cell Signaling Technology #9661 

Anti-BRD4 Bethyl Laboratories A301-985A100 

Anti-BCL-2 Santa Cruz Biotechnology sc-7382 

Anti-CDK6 Santa Cruz Biotechnology sc-7961 

Anti-CDK4 Santa Cruz Biotechnology sc-23896 

Anti-UCHL5 Santa Cruz Biotechnology sc-271002 

Anti-Vinculin Santa Cruz Biotechnology sc-73614 

Anti-β-actin Sigma-Aldrich A5441 
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Supplementary Table 4. shRNA sequences used in this study. 

Target Sequence 

shUCHL5 #1 5'-GCATGCAATCAAGATGATTGG-3' 

shUCHL5 #2 5'-GCAGAAGATAGCAGAGTTACA-3' 

shCtrl 5'-CGCTGAGTACTTCGAAATGTC-3' 
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Supplementary Figure 1. Histograms showing the effects of OTX015 treatment on the cell cycle of 

MLL-r cells. 

(A) MLL-AF5q31 cells and (B) MV4;11 cells were treated with DMSO or OTX015, followed by 

analysis of cell cycle status. Results shown are representative of three independent experiments. Control, 

DMSO treatment; OTX015 Tx, OTX015 treatment. 

Amari, K., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 588, 147-153 (2022) 
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Supplementary Figure 2. Dotplots showing the effects of OTX015 treatment on MLL-r cell 

apoptosis. 

MLL-r cells were treated with DMSO or OTX015, followed by analysis of apoptosis by Annexin 

V/PI double staining. Results shown are representative of three independent experiments. Control, 

DMSO treatment; OTX015 Tx, OTX015 treatment. 

Amari, K., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 588, 147-153 (2022) 
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Supplementary Figure 3. Dotplots showing the effects of b-AP15 treatment on MLL-r cell 

apoptosis. 

MLL-r cells were treated with DMSO or b-AP15, followed by analysis of apoptosis by Annexin V/PI 

double staining. Results shown are representative of three independent experiments. Control, DMSO 

treatment; b-AP15 Tx, b-AP15 treatment. 

Amari, K., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 588, 147-153 (2022) 
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Supplementary Figure 4. Effect of b-AP15 on BRD4 protein levels in OTX015-R MLL-AF5q31 

cells. 

OTX015-resistant MLL-AF5q31 cells were treated with b-AP15 at the indicated concentrations for 3 

h, and then western blotting was performed. Results shown are representative of two independent 

experiments. 

Amari, K., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 588, 147-153 (2022) 
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Supplementary Figure 5. Dotplots showing the effects of Abemaciclib treatment on MLL-r cell 

apoptosis. 

MLL-r cells were treated with DMSO or Abemaciclib, followed by analysis of apoptosis by Annexin 

V/PI double staining. Results shown are representative of three independent experiments. Control, 

DMSO treatment; Abemaciclib Tx, Abemaciclib treatment. 

Amari, K., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 588, 147-153 (2022) 

 


