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序章 

“がん”は私たちにとって大変身近な疾患となり、これまでに多くの治療薬・治療法が開発され、

治療が進められてきた。医療の進歩に伴い、小児がんの約 40%を占めるといわれる白血病は、高い生

存率を維持するようになった。しかし、MLL (mixed-lineage leukemia) 遺伝子に転座を生じた急性リン

パ芽球性白血病（MLL-r ALL）は未だに予後不良であり、より有効性の高い治療薬開発が求められる。 

MLL-r ALLの治療標的の1つとして、BET (bromodomain and extra-terminal domain) ファミリータン

パク質が挙げられる。BETファミリータンパク質は、2つのブロモドメインがヒストンのアセチル化

されたリジン残基を認識し、遺伝子の転写を制御するタンパク質である。特にBRD4は、転座に伴っ

て形成されるMLL融合タンパク質複合体の構成分子の 1つであるとともに、がん遺伝子であるMYC

の発現を制御することが知られている。すでに I-BET151 や OTX015 などの BET 阻害剤が臨床試験

段階にあり、造血器腫瘍を中心に注目されている。加えて、近年の医薬品開発においては、従来の“one 

target and one drug”という考え方にとらわれることなく、複数の標的に作用するマルチ阻害剤の開発

も進んでいる。このように、マルチに作用点を有することは、より高い有効性を得るための効果的な

戦略の 1つであると考えられる。 

したがって本研究では、ブロモドメインを標的とし、BRD4ならびに同じくエピジェネティック制

御に関わるヒストンアセチル化酵素CBP/p300をマルチに阻害する化合物を用い、小児MLL-r ALLに

対する抗腫瘍効果を細胞株およびモデルマウスを用いて検討した。 

 

第1章 In vitro系における抗腫瘍効果の検討 

 はじめに、ブロモドメイン阻害活性評価法であるBROMOscanを用い、BET阻害剤として開発され

たCN470が、BRD4およびCBP/p300のマルチブロモドメイン阻害剤（それぞれKd = 23, 32, 20 nM）

であることを見出した。一方で、既存の BET 阻害剤である OTX015 は、BRD4 のブロモドメインに

対しては阻害活性を有する（Kd = 2.5 nM）ものの、CBP/p300のブロモドメインに対しては阻害活性

を示さなかった（CBP, p300ともにKd  10000 nM）。また、CN470およびOTX015は、ヒト小児MLL-

r ALL 細胞株 9 株（SEM, KOCL-45, KOCL-58, KOCL-69, KOPB-26, YACL-95, KOCL-44, KOCL-50, 

KOPN-1）および小児MLL-r ALL患者細胞（K103, K107, K110, K114）において濃度依存的に細胞増

殖を抑制することが示された。 

 次に、小児 MLL-r ALL 細胞株の中でも MLL 融合遺伝子として頻度の高い MLL-AF4 から SEM 細

胞を、MLL-ENL から KOPN-1 細胞の 2 株を用い、より詳細な抗腫瘍効果を検討した。CN470 は、

OTX015同様に細胞周期をG1期で停止し、アポトーシスを誘導した。またCN470は、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を抑制した。一方で、ア



ポトーシス誘導を示す cleaved caspase-3 や cleaved PARP-1 のタンパク質発現は上昇した。加えて、

CN470はアセチル化ヒストン（H3K27ac）とBRD4との結合をOTX015よりも強力に阻害した。以上

の結果より、CN470はOTX015と異なりBRD4阻害作用を有するだけでなく、同時にCBP/p300のブ

ロモドメイン阻害作用を有することで OTX015 よりも強力に細胞周期停止やアポトーシス誘導をも

たらすことが示唆された。 

 

第2章 In vivo系における抗腫瘍効果の検討 

 次に、CN470 が前章で述べた in vitro 系での抗腫瘍効果に加えて、in vivo 系においても抗腫瘍効果

を示すかを検討した。本検討においては、細胞株を用いたマウスモデル（CDXモデル; cell line-derived 

xenograftモデル）に加え、昨今の医薬品開発において重要視されつつある患者検体を用いたマウスモ

デル（PDXモデル; patient-derived xenograftモデル）を用いて評価した。 

CDXモデルにおいては、SEM細胞にLuciferase遺伝子とGFP遺伝子をレンチウイルスベクターに

て導入した細胞株（SEMLuc/GFP細胞）を樹立し、免疫不全マウスであるBALB/c Rag2-/-/Jak3-/- (BRJ) マ

ウスを用いて正所性担がんモデルマウスを作製して検討した。SEMLuc/GFP 細胞の生着が確認されたの

ち、CN470を 10 mg/kg、1日 1回、連日経口投与した。その結果、CN470投与群における生体発光量

は有意に減少し、生存期間も有意に延長した。 

PDX モデルは、京都大学大学院医学研究科発達小児科学が保有する小児 MLL-r ALL 患者検体を

NOD/SCID/cnull (NOG) マウスに移植し、PDX モデルマウスを作製した。本検討においては、移植翌

日よりCDXモデル同様の用法・用量にて連日経口投与を行った。その結果、CN470投与群における

末梢血中の白血病細胞の割合は有意に減少し、生存期間も有意に延長した。以上の結果より、CN470

はMLL-r ALLにおいて in vitro系のみならず、in vivo系においても抗腫瘍効果を示した。 

 

第3章 造血系に及ぼす影響について 

 第 1章および第 2章で述べた有効性に加え、医薬品として開発されるには安全性も重要な評価ポイ

ントとなる。そこで最後に、CN470の安全性、特に造血系に及ぼす影響について評価した。CN470投

与中のCDXモデルやPDXモデルでは、顕著な体重減少や既存のBET阻害剤で問題視される血小板

減少は確認されなかった。加えて、CN470を 10 mg/kg、1日 1回、6週間、健常のBRJマウスに連日

経口投与を行った結果においても、顕著な有害事象は確認されなかった。さらに、健常なNOGマウ

スに 2週間、同様の用法・用量で連日経口投与を行い、骨髄細胞を回収して培養した結果、CN470の

投与有無によらず、同等数の造血コロニーが形成された。以上の結果より、CN470が造血系に及ぼす

影響は少ないことが示唆された。 

 

総括 

 本研究では、CN470がBRD4およびCBP/p300に対する新規マルチブロモドメイン阻害剤であるこ

とを見出した。また本化合物は、正常な造血系に大きな影響を及ぼすことなく、小児 MLL-r ALL に

対して in vitro系および in vivo系において抗腫瘍効果を示した。予後不良である小児MLL-r ALLにお

いて有効性および安全性を示した本研究の成果は、今後の治療薬創出につながる新たな知見である。 

 



本論文は以下の報告の内容を総括したものである。なお、図の転載については出版社より許可を得て

いる。また本論文は、一部、未発表データを含んでいる。 
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序論 

 

 がんは私たちにとって大変身近な疾患となり、本邦においては生涯のうち 2 人に 1 人が罹患し、3

人に 1 人が死亡する疾患である。1 がんは小児においても重要な疾患であり、5 歳以上の子どもにお

ける死亡原因の第 1位 (自殺を除く) を占め、年間 2000～2500人が小児がんと診断される。特に白

血病は、小児がんの約 40％と最も大きな割合を占めており、その多くは急性リンパ芽球性白血病 

(acute lymphoblastic leukemia; ALL) である。2 

ALLはリンパ系白血病細胞が骨髄内で異常増殖し、その結果、正常な血球が減少することによって

貧血や出血傾向、易疲労感や易感染性を引き起こす。昨今の目覚ましい医療の進歩によって、小児ALL

患者の 80～90%で治癒が得られるようになった。小児 ALL 治療においては、予後因子に基づく層別

化治療が重要であり、標準的寛解導入療法にはプレドニゾロンまたはデキサメタゾン、ビンクリスチ

ン、L-アスパラギナーゼの 3剤またはアントラサイクリンを加えた 4剤が用いられる。3 また、髄液

中に白血病細胞を認めることも多く、中枢神経系 (central nervous system; CNS) における再発予防も視

野にいれた治療が行われる。CNS 予防治療においては頭蓋照射 (cranial irradiation; CI) が用いられて

きたが、二次がん発症や認知機能障害を含む成長・発達における晩期合併症の観点から代替療法 4,5が

検討され、メトトレキサートの髄注や静注療法が用いられる場合もある。 

その一方で、染色体 11q23領域に存在するmixed-lineage leukemia (MLL) 遺伝子に転座を生じた白血

病 (MLL-rearranged ALL; MLL-r ALL) は、未だ予後不良とされる。6 正常なMLL遺伝子からなるMLL

タンパク質は、転写因子としてヒストンのメチル化に関与し、造血細胞の分化・成熟に関与する

HOXA9 を中心とした遺伝子発現を調節している。しかし、MLL 遺伝子は AF4、AF9、ENL 遺伝子を

中心に 90 種類以上のパートナー遺伝子と相互転座を引き起こすことが報告されており 7、この MLL

融合遺伝子からなるMLL融合タンパク質複合体は、恒常的に異常な転写活性化を生じることで白血

病化に寄与する (Figure 1)。 

Figure 1. MLL-r白血病における転写活性化機構 

 MLL-r 白血病における異常な転写活性化機構の概略図を示す。MLL 融合タンパク質複合体は、

DOT1Lによるヒストンのメチル化修飾およびBRD4 (後述) によるヒストンのアセチル化修飾の認識

により、RNA polymerase IIの動員を介して、遺伝子の転写活性化をきたし、白血病化に寄与する。 
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現在の MLL-r ALL の治療においてはパートナー遺伝子の種類によらず、シタラビンやシクロホス

ファミドなどを含む強力な多剤併用化学療法や同種造血細胞移植 (stem cell transplantation; SCT) が推

奨される。これは本邦におけるMLL96/98研究や JPLSG MLL03試験など様々な臨床試験が行われた

結果に基づいたガイドラインではあるが、いずれの試験においても 5 年無イベント生存率は約 40％

程度と低く 6,8、有効性の高い新規治療法・治療薬の開発が求められる。小児においては、療養期間を

通じた心の問題や、就労・自立などの社会問題に加え、先述のCIやSCTにおいては成長障害をはじ

めとする晩期合併症が問題視されている。9 すなわち、現在進められている長期フォローアップガイ

ドライン 10の作成といったサポート体制の整備のみならず、今後の治療法・治療薬の開発においては

より一層高い安全性が求められる。 

これまでの創薬開発においては大きく 3 つの改革の波があったと言われ、いずれの波においても

“one target and one drug”と呼ばれる単一標的に作用する薬剤を開発する考え方が一般的であった。11

このような創薬研究の流れの中で、小児MLL-r ALLにおいてはヒストンメチル化に注目したDOT1L

阻害剤 (EPZ-5676) が開発されたが、臨床試験結果は芳しくないようである。12 このように単一標的

に作用する医薬品では生体内の複雑なネットワークに対応できないことも多く、実臨床では様々な複

数の薬剤を併用することで治療を行うことも多い。そこで、polypharmacologyと呼ばれる疾患に関連

する複数の因子を同時に標的とする考え方が注目された。13 すなわち、“multi-target”を念頭においた

医薬品開発における新たな 4つ目の改革の波が始まった。その結果、イマチニブやラパチニブのよう

に複数のチロシンキナーゼに阻害作用を有する、いわゆるマルチキナーゼ阻害薬が開発され、臨床応

用されるようになった。ALL 治療においては、2018 年に白血病細胞の表面抗原である CD19 と免疫

細胞である T 細胞の表面抗原である CD3 に対する特異性をもつ画期的な医薬品 (Bispecific T cell 

engager; BiTE) として、ブリナツモマブ 14と呼ばれる抗体製剤が承認された。いずれの医薬品におい

ても、多くの患者に対し大きな福音をもたらした。このように複数の標的に作用する医薬品開発は、

想像の域を遥かに超えた治療効果を生みだす可能性を秘めている。 
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近年、造血器腫瘍に対する治療標的として注目されるものの 1つに、エピジェネティクス制御機構

が挙げられる。特にヒストンのアセチル化修飾は、細胞周期や転写制御において重要な役割を担って

おり、ヒストンアセチル化酵素 (histone acetyltransferase; HAT) である cyclic AMP response element 

binding protein-binding protein (CBP) やE1A binding protein p300 (p300) に代表される“writer”、ヒスト

ン脱アセチル化酵素である histone deacetylase (HADC) に代表される“eraser”、ヒストンのアセチル化

を認識し、転写制御を担う bromodomain and extra-terminal (BET) ファミリータンパク質に代表される

“reader”の 3つによって制御される (Figure 2)。この“eraser”機能を担うHDACに対する阻害剤は、

多発性骨髄腫に対してパノビノスタットが 2015 年に、成人T 細胞白血病リンパ腫に対してツシジノ

スタットが 2021年に承認され、臨床で使用されている。一方で、“writer”や“reader”に対する治療

薬は未だ承認されていないものの、これらの機能を担うタンパク質の阻害剤の研究・開発が数多く進

められている。 

 

Figure 2. ヒストンアセチル化修飾機構 

 ヒストンアセチル化修飾機構における関連分子の概略図を示す。ヒストンのアセチル化修飾では、

ヒストンアセチル化酵素である“writer”およびヒストン脱アセチル酵素である“eraser”、ヒストンの

アセチル化を認識し、転写制御を担う“reader”の 3つによって制御される。 
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中でも“reader”機能を担うBETファミリータンパク質は、BRD2、BRD3、BRD4および精巣特異

的に発現する bromodomain testis-specific protein (BRDT) の 4つからなり、特にBRD4に対しては注目

度が高い。15–17これは BRD4 ががん遺伝子である MYC をはじめ、細胞周期の進行や抗アポトーシス

に関与する cyclin-dependent kinase (CDK) 6 や BCL2 などの遺伝子発現を制御していることによる。18 

小児MLL-r ALLにおいても、転座によって生じたMLL融合タンパク質が転写・翻訳機能を担う際に

形成する複合体に関連する 1つとしてBRD4も存在することが知られており 24、有望な治療標的の 1

つとして注目されている。このようにBRD4 阻害作用に注目したBET 阻害剤は、基礎研究において

も多くの化合物が見いだされ、OTX01519 や I-BET76220,21、ABBV-07522 などの一部の化合物において

は固形がんを含めた様々ながん種において臨床試験が進められている。 

これらの BET 阻害剤は、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を標

的としている。ヒトゲノムには、46個のタンパク質において 61個のブロモドメインの情報がコード

されており、これらは大きく 8 つにクラス分けされる。23 ヒストンのアセチル化修飾機構に注目す

ると、クラス IIには 2つのブロモドメインを有するBRD4を含むBETファミリータンパク質が、ク

ラス III には 1 つのブロモドメインを有するCBP や p300 が分類される。このようにブロモドメイン

は、アセチル化リジンを認識する機能的ドメインとして多くのタンパク質に存在し、全体的な配列の

相同性こそ低いものの、いずれも 4 つのヘリックスおよびそれらに挟まれた 2 つの ZA ループで形

成されている。そこで本研究では、ブロモドメイン阻害に注目し、“reader”機能を担うBRD4のブロ

モドメインを主な標的として定め、“writer”機能を担うCBPや p300のブロモドメインを標的として

加えることで、より高い有効性および安全性を目指した小児 MLL-r ALL 治療に関する基礎検討を行

った (Figure 3)。 

 

Figure 3. 本研究における概念図 

 ヒストンアセチル化修飾に注目し、MLL-r ALLにおいてMLL融合タンパク質が転写・翻訳機能を

担う際に影響を及ぼす概略図を示す。BRD4はMYCやCDK6、BCL2などの遺伝子発現を制御してお

り、多くの悪性腫瘍において注目されている。本研究では“reader”機能を担うBRD4に加え、“writer”

機能を担うCBPや p300のブロモドメインを阻害することでより高い抗腫瘍効果を目指す。 
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第1章 In vitro系における抗腫瘍効果の検討 

 

第1節 緒言 

 BET阻害剤は、(+)-JQ-125を皮切りに数多くの研究者の手によって開発が進んできた。これらのBET

阻害剤の多くは、いずれもBRD4のブロモドメインを主な標的としており、アセチル化されたリジン

残基を模倣した triazolodiazepine 骨格や quinolinone 骨格、quinazoline 骨格、3,5-dimethylisoxazole 骨格

などを有する。15,26 すでに triazolodiazepine 骨格を有する (+)-JQ-1 と類似構造をもつ OTX015 や I-

BET762、CPI-0610に加え、3,5-dimethlisoxazole構造をもつPLX5110727などのBET阻害剤が臨床試験

に進み、造血器腫瘍に限らず前立腺がんや乳がんといった固形腫瘍においても新規治療薬の候補とし

て期待が高まっている。また先行研究として、quinolinone 骨格を有する CG13250 が多発性骨髄腫に

対し有効性を示すことを明らかにしている。28 

近年では創薬研究における“multi-target”を念頭に、BET阻害剤に複数の作用点を持たせた化合物

の研究も盛んに行われるようになった。基礎研究においても、複数の標的に作用させることを考え、

compound 13a29や TW0930などの BET 阻害剤と HDAC 阻害剤の 2 つの阻害剤をリンカーでつないだ

構造をもつ化合物も開発されている。さらには、ユビキチン・プロテアソーム系に注目し、E3ユビキ

チンリガーゼに対して結合する構造とBET阻害剤をリンカーでつなぐことによりBETタンパク質を

特異的に分解させるARV82531や dBET132などのBET分解誘導剤として、proteolysis-targeting chimeras 

(PROTACs) の開発も進められている。しかし、これらの化合物は 2 つの化合物をつなぎ合わせるた

め、非常に大きな分子構造をもつ。その一方で、dinaciclib33や alvocidib34など既存の低分子化合物がブ

ロモドメイン阻害作用を有することが明らかになった研究もあり、いわゆる BET/キナーゼ二重阻害

剤の探索や開発も進められている。 

 本章では、今もなお予後の悪い小児MLL-r ALL に対し、“multi-target”に基づいた創薬研究を行う

ことによって更なる抗腫瘍効果をもたらすことを目指し検討した。また、その標的としては、同じく

ブロモドメインを有するタンパク質、特に BRD4 同様にエピジェネティクス制御に関連する CBP や

p300 に注目した。そこで、既存の quinazoline 骨格をもつ BET 阻害剤 35の中から、CBP/p300 のブロ

モドメインに対しても阻害活性を有する化合物として、低分子のマルチブロモドメイン阻害剤 

(CN470) を見出した。加えて、CN470 における小児 MLL-r ALL に対する抗腫瘍効果を小児 MLL-r 

ALL細胞株および小児MLL-r ALL患者由来細胞を用いて検討した。 

  



6 

 

第2節 材料と方法 

1．試薬 

既存のBET阻害剤であるOTX015は、Cayman Chemical (Ann Arbor, MI, USA) より購入した (Figure 

4A)。CN470は、開発者であるNational Center for Advancing Translational SciencesのDavid J. Maloney博

士および Shyh-Ming Yang 博士らより分与いただいた (Figure 4B)。本検討においては、各化合物を

dimethyl sulfoxide (DMSO) (ナカライテスク、京都、日本) を用いて溶解し、OTX015は 10 mMで溶解

して−80°Cで保管し、CN470は 50 mMで溶解して−20°Cに保管して使用した。 

 

Figure 4. OTX015 (A) およびCN470 (B) の構造式 

Imayoshi, N., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 2022, 590, 49-54. (Fig. S1A) を一部含む 

 

2．細胞株およびヒト検体 

本研究では、MLL-r ALL細胞株として計 9株 (MLL-AF4; SEM, KOCL-45, KOCL-58, KOCL-69, MLL-

AF9; KOPB-26, YACL-95, MLL-ENL; KOCL-44, KOCL-50, KOPN-1) を用いた。SEM 細胞は、German 

Collection of Microorganisms and Cell Cultures (DSMZ, Braunschweig, Germany) より購入した。その他 8

株 (KOCL-45, KOCL-58, KOCL-69, KOPB-26, YACL-95, KOCL-44, KOCL-50, KOPN-1) においては、山

梨大学医学部附属病院小児科学講座の犬飼岳史教授および赤羽弘資助教より分与いただいた。これら

の細胞は、10 非慟化ウシ胎児血清 (fetal bovine serum; FBS, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)、1 

penicillin-streptomycin (PC/SM) (終濃度 100 units/mLペニシリンおよび 100 g/mLストレプトマイシン

混合溶液、富士フィルム和光純薬、大阪、日本) 含有Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640培地 

(富士フィルム和光純薬) にて培養した。これらすべての細胞は、37°C、20 O2、5 CO2、75 N2に

おける加湿条件下にて培養を行った。 

小児 MLL-r ALL 患者由来細胞においては、京都大学医学部附属病院発達小児科学にて保有されて

いる患者検体 (K103, K107, K110, K114) を用いた。なお、患者情報はTable 1に示す。ヒト検体を用

いる検討においては、本学「人を対象とする研究」倫理審査委員会 (#20-19-06) および京都大学医の

倫理委員会 (G1030-6) の承認を得て実施している。検体採取においては、患児の代諾者であるご両親

にインフォームドコンセントを得て実施した。これらの小児 MLL-r ALL 患者由来細胞は、患児の骨
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髄穿刺によって得られた骨髄液あるいは末梢血からLymphoprep (Abbott Diagnostics Technologies AS, 

Oslo, Norway) を用いた密度勾配遠心分離にてALL細胞を分取し、8～12週齢のNOD/SCID/cnull (NOG) 

マウス (実験動物中央研究所、川崎、日本) に尾静脈から移植することで患者由来のALL細胞を増幅

した。さらに増幅が必要な場合や、増幅を維持するには、NOGマウスを用いて増幅したMLL-r ALL

患者由来細胞を NOG マウス両下肢 (大腿骨および脛骨) から回収し、再び密度勾配遠心分離にて

ALL細胞を分取した後、再度NOGマウスに尾静脈移植する serial transplantationを実施した。 

 

Table 1. 小児MLL-r ALL患者情報 

 

 

 

 

 

 

 

 

3．ブロモドメインに対する阻害活性の評価 (BROMOscan) 

BRD4 および CBP/p300 のブロモドメインに対する阻害活性の評価には、BROMOscan (Eurofins 

DiscoverX, Fremont, CA, USA) を用いた。BROMOscanは、アセチル化ヒストンを模倣した固相のリガ

ンドに対してDNAタグが付加されたBRD4やCBPおよびp300のブロモドメインと試験化合物を反

応させる。このリガンドと結合したブロモドメインのDNAタグを quantitative polymerase chain reaction 

(qPCR) 法にて検出することにより、ブロモドメインに対する阻害活性の評価を行う手法である。36 

 

4．細胞株における細胞増殖抑制効果の評価 (WST-8 assay) 

小児 MLL-r ALL 細胞株に対する細胞増殖抑制効果については、Cell Counting Kit-8 (DOJINDO 

LABORATORIES、熊本、日本) を用いたWST-8 assay により評価した。小児MLL-r ALL 細胞株計 8

株 (KOCL-45, KOCL-58, KOCL-69, KOPB-26, YACL-95, KOCL-44, KOCL-50, KOPN-1) を 0.3～4.0  104 

cells/90 L/wellずつ 96 well plate (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) に播種した後、各化合物 

(OTX015, CN470) の段階希釈溶液を 10 L/well ずつ処置し、72 時間暴露させた。Cell Counting Kit-8

は測定を行う 3時間前に 10 L/wellずつ処置し、マイクロプレートリーダーであるGloMax (Promega, 

Madison, WI, USA) を用いて 450 nmの吸光度を測定した。なお、各処置濃度において 4 well分の平均

値を n=1として評価した。また、50の阻害濃度 (half-maximal inhibition concentration; IC50) の値は、

CalcuSyn (BIOSOFT, Cambridge, UK) を使用して算出した。 
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5．患者由来細胞における細胞増殖抑制効果の評価 (Cell Titer-Glo 2.0 assay) 

小児 MLL-r ALL 患者由来細胞に対する細胞増殖抑制効果については、CellTiter-Glo 2.0 (Promega, 

Madison, WI, USA) を用いて評価した。小児MLL-r ALL患者由来細胞 (K103, K107, K110, K114) は、

NOG マウス (実験動物中央研究所) に対し serial transplantation を 2～3 回繰り返すことで増幅して本

検討に用いた。これらの患者由来細胞の分取においては、NOGマウス両下肢 (大腿骨および脛骨) か

ら得られた骨髄液をLymphoprep (Abbott Diagnostics Technologies AS) を用いて密度勾配遠心分離し、

human CD19 MACS beads (Miletnyi Biotec, Bergish Gladbanch, Germany) と反応 (4°C、30分) させ、CD19

陽性ALL細胞を autoMACS Pro Separator (Miltenyi Biotec) を用いて分取した。なお、いずれの細胞も

純度 99以上であることを確認している。得られた患者由来細胞を 20 FBS、1 PC/SMを含有する

RPMI1640培地を用いて、1.0  104 cells/90 L/wellずつ白色 96 well plate (Thermo Fisher Scientific) に播

種した後、各化合物 (OTX015, CN470) の段階希釈溶液を 10 L/wellずつ処置し、72時間暴露させた。

CellTiter-Glo 2.0 (Promega) を 100 L/wellずつ添加後、プレートを 2分間穏やかに振とうし、細胞を

溶解した。室温・遮光下で 10 分間インキュベートし、発光シグナルを安定化させた後、マイクロプ

レートリーダーであるGloMax (Promega) を用いて発光を測定した。なお、各処置濃度において 4 well

分の平均値を評価した。また、IC50値は、CalcuSyn (BIOSOFT) を使用して算出した。 

 

6．細胞周期解析 

細胞周期への影響においては、ヨウ化プロピジウム (propidium iodide; PI, 富士フィルム和光純薬) 

を用いて染色を行い、フローサイトメトリー法にて評価した。MLL-r ALL細胞株 (SEM, KOPN-1) を

0.5  104 cells/mL (SEM細胞) および 0.3  104 cells/mL (KOPN-1細胞) の細胞密度で播種し、3時間培

養した後に、各化合物 (OTX015, CN470) をWST-8 assayで得られた IC50値の 0.75倍および 1.5倍で

処置した。48, 72時間後に細胞を回収し、phosphate-buffered saline (PBS) (−) にて洗浄後、-20°Cに冷却

した 70エタノール 2 mLを用いて 1.0  106 cells/sampleで固定し、−20°C冷凍庫で 12時間以上保存

した。フローサイトメトリー法を用いた評価日においては、70エタノールを除去後、終濃度 20 g/mL 

PIおよび 100 g/mL RNase (Sigma Aldrich) を含むPBS (−) にて染色 (4°C、30分) し、BD FACSDiva 

software (BD Bioscience, San Jose, CA, USA) を搭載した BD LSRFortessa (BD Bioscience) を使用して

分析した。得られた結果は、FlowJo version 10 software (FlowJo LLC, Ashland, OR, USA) を用いて解析

した。 

 

7．アポトーシス解析 

化合物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) を用いてフローサイトメトリー法にて評価した。細胞周期解析と同様に、

MLL-r ALL細胞株 (SEM, KOPN-1) を播種し、各化合物 (OTX015, CN470) を処置した。72時間後に

細胞を回収し、PBS (−) にて洗浄後、本キットのプロトコルに従って染色し、BD FACSDiva software 

(BD Bioscience) を搭載した BD LSRFortessa (BD Bioscience) を使用して分析した。得られた結果は、

FlowJo version 10 software (FlowJo LLC) を用いて解析した。 
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8．mRNA発現変化解析 

化合物により誘導される mRNA の発現変化解析においては、quantitative reverse transcription PCR 

(qRT-PCR) 法にて解析を行った。細胞周期解析およびアポトーシス解析と同様に、MLL-r ALL細胞株 

(SEM, KOPN-1) を播種し、各化合物 (OTX015, CN470) を処置した。24時間後に細胞を回収し、氷冷

したPBS (−) で洗浄後、Nucleo Spin RNA Kit (タカラバイオ、草津、日本) を用いて total RNAを抽出

した。 NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific) にてRNAを測定し、ReverTra Ace qPCR RT Kit (東洋

紡、大阪、日本) を使用して逆転写し complementary DNA (cDNA) を合成した。これらの cDNA を、

各プライマー  (Thermo Fisher Scientific) および TaqMan probe (Thermo Fisher Scientific) 、

THUNDERBIRD Probe qPCR Mix (東洋紡) を含む 20 L/wellの反応系にてThermal Cycler Dice system 

(タカラバイオ) を用いて qRT-PCRを行った。mRNA発現量は 18S ribosomal RNA (18S rRNA) を内標

準として、Ct 法により相対的に定量した。本検討に用いたプライマーおよび probe は、Table 2 お

よびTable 3に示した。 

 

 

Table 2. プライマー情報 

 

 

Table 3. probe情報 
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9．タンパク質発現変化解析 

化合物処置によるタンパク質発現変化への解析においては、ウエスタンブロッティング法にて解析

を行った。mRNA発現変化の解析と同様に、MLL-r ALL細胞株 (SEM, KOPN-1) を播種し、各化合物 

(OTX015, CN470) を処置した。72 時間後に細胞を回収し、氷冷した PBS (−) で洗浄後、プロテアー

ゼ阻害剤カクテル (Sigma Aldrich) および 40 mM sodium fluoride (富士フィルム和光純薬) 、2 mM 

sodium orthovanadate (Sigma Aldrich) を含む lysed in radio immunoprecipitation assay (RIPA) buffer (富士フ

ィルム和光純薬) を用いて溶解 (4°C, 20分) した。溶解後、20分間遠心 (4°C, 13,000  g) し、上清を

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

びQuantus Fluorometer (Promega) を用いて定量し、3-メルカプト-1, 2-プロパンジオール含有試料用緩

衝液 (富士フィルム和光純薬) と混合し、5分間煮沸してサンプルを調製した。 

電気泳動には 20 g の調製したサンプルを用い、sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 

electrophoresis (SDS-PAGE) にてタンパク質を分離し、polyvinylidene difluoride (PVDF) 膜 (Merck 

Millipore, Burlington, MA, USA) に転写した。PVDF膜への非特異的結合を防止するため、ブロッキン

グ剤には 5スキムミルク (雪印メグミルク、東京、日本) または 5ウシ血清アルブミン (BSA; 富

士フィルム和光純薬) を使用し、室温にて 1 時間反応させた。1 次抗体は 4°C で一晩反応させ、2 次

抗体は horseradish peroxidase (HRP) 標識された抗ウサギおよび抗マウス IgG 抗体 (Cell Signaling 

Technology, Danvers, MA, USA) を用いて 30分～1時間、室温にて反応させた。これらのブロッキング

剤および各種抗体は、Tween-20含有 tris-buffered salineを用いて溶解または希釈した。タンパク質の検

出は、ECL Western Blotting Detection Kits (GE Healthcare, Chicago, IL, USA) または ECL Prime Western 

Blotting Detection Kits (GE Healthcare) を用いてX線フィルム (ケアストリームヘルス株式会社、東京、

日本) に焼き付けた。なお、本検討に用いた 1次抗体はTable 4に示した。 

 

Table 4. ウエスタンブロッティング法に用いた 1次抗体 
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10．BRD4と相互作用を示すタンパク質解析 (共免疫沈降法) 

化合物処置により BRD4 と相互作用を示すタンパク質変化については、共免疫沈降法にて解析を

行った。mRNA 発現変化の解析と同様に、MLL-r ALL 細胞株 (SEM, KOPN-1) を播種し、各化合物 

(OTX015, CN470) を処置した。48時間後に細胞を回収し、氷冷したPBS (−) で洗浄後、IP Lysis/Wash 

buffer (25 mM Tris HCl pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 NP-40, 5 glycerol) にて溶解した。得ら

れたタンパク質は、タンパク質発現解析時と同様に定量を行い、200 g/200 Lとなるようにサンプル

を調製した。調製したサンプルに抗BRD4抗体 (Bethyl Laboratories, Montgomery, TX, USA) またはanti-

rabbit IgG isotype control (Abcam, Cambridge, UK) を 5 g/sampleとなるよう添加し、4°Cで一晩反応さ

せた後、50 L/sampleのDynabeads protein G (Thermo Fisher Scientific) と反応 (4°C, 2時間) させる。反

応後のDynabeadsは、IP Lysis/Wash bufferで3回洗浄後、150 mM NaCl溶液にて1回洗浄し、IP Lysis/Wash 

buffer および 2-メルカプトエタノール含有試料用緩衝液 (富士フィルム和光純薬) を加えて 100 

L/sampleとし、10分間煮沸することでサンプルを調製した。電気泳動には 20 Lのサンプルを使用

し、タンパク質発現変化の解析と同様にウエスタンブロッティング法にて解析を行った。 
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第3節 結果 

1． BRD4およびCBP/p300マルチブロモドメイン阻害剤の発見 

BRD4 (BD1-BD2) およびCBP/p300のブロモドメインに阻害作用を有するマルチブロモドメイン阻

害剤を見出すために、BROMOscan を利用した。本検討では、共同研究者であるDavid J. Maloney 博

士およびShyh-Ming Yang博士らが開発してきた quinazoline骨格を有するBET阻害剤を、比較対照に

は既存のBET阻害剤であるOTX015を用いた。 

BROMOscan の結果、CN470 を新規マルチブロモドメイン阻害剤として見出すことに成功した。

CN470はBRD4、CBP、p300のブロモドメインに対し阻害活性を有したが、OTX015はBRD4のブロ

モドメインに対しては阻害活性を有するものの、CBP/p300 のブロモドメインに対しては阻害作用を

示さなかった (Table 5)。 

 

Table 5. BROMOscanにおけるKd値 

 

 

 

 

 

 

 

Imayoshi, N., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 2022, 590, 49-54. (Fig. 1A) 
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2． 細胞増殖への影響 

初めに、CN470におけるMLL-r ALL細胞株および小児MLL-r ALL患者細胞における処置後 72時

間における細胞増殖への影響を、WST-8 assayおよびCell Titer-Glo 2.0 assayを用いて検討した。CN470

は、小児MLL-r ALL細胞株 (KOCL-45, KOCL-58, KOCL-69, KOPB-26, YACL-95, KOCL-44, KOCL-50, 

KOPN-1) に対して、OTX015 と同様に濃度依存的に細胞増殖を抑制した (Figure 5A-D)。加えて、小

児MLL-r ALL患者由来細胞 (K103, K107, K110, K114) においても、小児MLL-r ALL細胞株と同様に

OTX015 およびCN470 は細胞増殖を抑制した。また、CalcuSyn にて算出した IC50値は、いずれの細

胞株および患者由来細胞においてもCN470がOTX015よりも低濃度であった (Table 6)。 

なお、今後の検討ではMLL融合遺伝子の代表例として、MLL-AF4からSEM細胞を、MLL-ENLか

らKOPN-1細胞を用いた。薬物処置濃度は、本検討で得られた IC50値の 0.75倍と 1.5倍の 2つの濃度

を用いた。 
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Figure 5. 小児MLL-r ALL細胞株および患者由来細胞における細胞増殖抑制効果の検討 

WST-8 assay を用いた小児MLL-r ALL 細胞株における (A) OTX015 および (B) CN470 の細胞増殖

に及ぼす影響と、Cell Titer-Glo 2.0 assayを用いた小児MLL-r ALL患者由来細胞における (C) OTX015

および (D) CN470の細胞増殖に及ぼす影響を評価した結果を示す。細胞株を用いた検討結果は、3回

の検討の平均値  標準誤差 (standard error; SE) にて示した。一方で、患者由来細胞を用いた検討結

果は、代表的な 1回分の結果を示した。 

Imayoshi, N., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 2022, 590, 49-54. (Fig. 1B, C, and Fig. S1B, C) 
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Table 6. 小児MLL-r ALL細胞株および患者由来細胞における IC50値 
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3． 細胞周期およびアポトーシスへの影響 

各化合物 (OTX015, CN470) による細胞周期への影響に関しては、フローサイトメトリー法を用い

解析した。その結果、処置後 48, 72時間におけるSEM細胞およびKOPN-1細胞ともに、濃度依存的

にG1期分画の増加および subG1期分画の増加傾向を示した (Figure 6A, B and S1A, B)。特にKOPN-1

細胞では、高濃度処置群において subG1 期分画の顕著な増加が確認された。各分画 (subG1, G1, S, 

G2/M) の割合 () はTable 7およびTable 8に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6. 細胞周期への影響 

SEM 細胞 (A) および KOPN-1 細胞 (B) における細胞周期への影響をフローサイトメトリー法に

て解析した結果を示す。各分画 (subG1, G1, S, G2/M) における割合 () は、3回の検討の平均値  

標準偏差 (standard deviation; SD) にて示した。 

Imayoshi, N., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 2022, 590, 49-54. (Fig. 1D) 一部改変 
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Table 7. SEM細胞における各細胞周期の分画 () 

各分画における割合 () は、3回の検討の平均値  SDを示す。 

 

Table 8. KOPN-1細胞における各細胞周期の分画 () 

各分画における割合 () は、3回の検討の平均値  SDを示す。 
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また、細胞周期解析の結果より、DNA 断片化に伴う subG1 期の増加が確認され、アポトーシスが

誘導されていることが示唆された。そこで、処置後 72 時間におけるアポトーシス誘導の有無を

Annexin-V/PI 染色によるフローサイトメトリー法およびウエスタンブロッティング法を用いて検討

した。フローサイトメトリー法の結果より SEM 細胞、KOPN-1 細胞ともに、早期アポトーシス分画 

(Annexin-V+/PI−) および後期アポトーシス分画 (Annexin-V+/PI+) が濃度依存的に増加したが、

KOPN-1 細胞においては早期アポトーシス分画が後期アポトーシス分画よりも顕著に増加する傾向

が見られた (Figure 7A, B and S2A, B)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7. アポトーシスへの影響 

 SEM 細胞 (A) および KOPN-1 細胞 (B) におけるアポトーシスへの影響をフローサイトメトリー

法にて解析した結果を示す。各分画における結果は、3回の検討の平均値  SDにて示した。 

Imayoshi, N., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 2022, 590, 49-54. (Fig. 1E) 一部改変 
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 さらに、アポトーシス関連タンパク質の発現変化を、ウエスタンブロッティング法にて解析を行っ

た。その結果、SEM細胞、KOPN-1細胞ともに、処置後 72時間において caspase-3やPARP-1の活性

化に伴う cleaved caspase-3や cleaved PARP-1の発現の増加が濃度依存的に確認され、これらの活性化

に伴うアポトーシスが誘導されていることが示された (Figure 8)。 

 

 

Figure 8. アポトーシス関連タンパク質の発現変化 

 SEM 細胞および KOPN-1 細胞におけるアポトーシス関連タンパク質の発現変化をウエスタンブロ

ッティング法にて解析した結果を示す。これらの結果は、2回の検討の代表的な結果を示した。 

Imayoshi, N., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 2022, 590, 49-54. (Fig. 2B) 一部改変 
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4． BRD4関連mRNAおよびタンパク質発現変化 

各化合物 (OTX015, CN470) 処置による、BRD4が制御するmRNAやタンパク質の発現変化を qRT-

PCR 法やウエスタンブロッティング法にて解析した。BRD4 は MYC や CDK6、BCL2 などのmRNA

発現を制御していることが知られており、処置後 24 時間のmRNA 発現量および 72 時間のタンパク

質発現量は、SEM 細胞および KOPN-1 細胞とも概ね減少傾向を示した。しかし、KOPN-1 細胞にお

ける MYC の mRNA 発現量の変化は確認されなかったが、MYC タンパク質の発現量は低下した 

(Figure 9A and B)。 
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Figure 9. BRD4関連mRNAおよびタンパク質発現変化 

 SEM 細胞と KOPN-1 細胞における各化合物処置に伴う (A) qRT-PCR 法にて解析した mRNA 発現

変化および、(B) ウエスタンブロッティング法にて解析したタンパク質の発現変化を示す。これらの

結果は、mRNAにおいては 3回の検討の平均値  SEの値を、タンパク質においては 2回の検討の代

表的な結果を示した。 

Imayoshi, N., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 2022, 590, 49-54. (Fig. 2A and B) 一部改変 
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5． BRD4と相互作用を示すタンパク質解析 

さらに、BRD4 と相互作用を示すタンパク質については、共免疫沈降法にて解析を行った。BRD4

はヒストン 3の 27番目にあるリジン残基のアセチル化修飾 (H3K27ac) を認識し、RNA polymerase II

の動員を誘導することでその下流に存在する遺伝子の発現を制御する。抗 BRD4 抗体を用いて免疫

沈降を行った結果、処置後 48 時間における SEM 細胞およびKOPN-1 細胞ともに、CN470 処置群で

はH3K27acやRNA polymerase IIのタンパク質はほとんど確認されなかった (Figure 10)。一方、OTX015

処置群では、H3K27ac や RNA polymerase II のタンパク質はわずかに減少傾向がみられるものの、

CN470処置群ほどの顕著な変化は認められなかった。 

 

 

Figure 10. BRD4と相互作用を示すタンパク質解析 

 各化合物 (OTX015, CN470) 処置により BRD4 と相互作用を示すタンパク質 (H3K27ac, RNA 

polymerase II) の変化を、SEM細胞およびKOPN-1細胞において共免疫沈降法にて解析した結果を示

す。これらの結果は、2回の検討の代表的な結果を示した。 

Imayoshi, N., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 2022, 590, 49-54. (Fig. 2C) 一部改変 
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第4節 考察 

 これまでに (+)-JQ-1 をはじめとした多くのBET 阻害剤が開発され、造血器腫瘍および固形腫瘍に

対する抗腫瘍効果の検討がなされてきた。臨床試験の結果も報告されつつあるが、ClinicalTrials.govの

データベースを確認すると、効果が不十分であるという理由で中止になっている試験もある。近年で

は、BRD4阻害を中心としたBET阻害作用に加え、より高い有効性を得るための効果的な戦略の 1つ

として他の標的にも作用点を有する“multi-target”を念頭においた創薬研究も行われている。そこで

本検討においては、既存の quinazoline骨格を有するBET阻害剤において、CBP/p300を加えたマルチ

ブロモドメイン阻害という付加的な作用を見出し、未だ予後の悪い小児MLL-r ALLLに対する新たな

治療薬としての可能性を見出すための検討を行った。 

BROMOscanの結果から、CN470がBRD4およびCBP/p300マルチブロモドメイン阻害剤であるこ

とが示された。BRD4にはアセチル化されたリジン残基を認識する2つのブロモドメイン (BD1, BD2) 

が存在するが、このBD1 とCBP や p300 におけるブロモドメインの構造は、アミノ酸配列では 30

程度しか相同性がないものの、それらの立体構造はほぼ類似している。実際に、CN470の構造に類似

した CN210 が BRD4 および CBP/p300 マルチブロモドメイン阻害として報告されており、結晶構造

解析の結果から、6位の 3, 5-dimethylisoxazole がBRD4 (BD1) のAsn 140 や、CBP や p300 のブロモ

ドメインのAsn1168、Asn1132と水素結合を形成すると報告されている 37。本検討においてCN470の

結晶構造解析は実施できていないが、CN210 との構造的な違いは N-methyl pyridone 骨格が 3, 5-

dimethylisoxazole に置換されているのみであり、ほぼ同様の結晶構造をとっていると推測される。こ

の構造の違いは、BROMOscanを用いたKd値にも現れており、3, 5-dimethylisoxazoleを有するCN210

のKd値が 70 nMと報告されているのに対し、N-methyl pyridone骨格を有するCN470のKd値は 23 nM

と小さく、さらに WST-8 assay による細胞増殖抑制効果も、CN470 の方が高いことを確認している 

(未発表データ)。 

本章では、小児MLL-r ALLに対し、細胞株および患者由来細胞を用いて in vitro系での抗腫瘍効果

を検討した。その結果、CN470は既存のBET阻害剤OTX015同様に小児MLL-r ALL細胞株および患

者由来細胞に対し増殖抑制効果を示し、その IC50値はいずれの細胞においても CN470 の方が低かっ

た (Figure 5 and Table 6)。本検討では、小児MLL-r ALLとして代表的なAF4やAF9、ENL遺伝子など

と再構成をきたした細胞株や患者由来細胞を複数用いて検討した。さらに具体的な抗腫瘍効果の検討

においては、小児MLL-r ALLにおいて最も代表的なMLL融合遺伝子であるMLL-AF4を有するSEM

細胞を、ALL全体でみると次に多いMLL-ENLを有するKOPN-1細胞を用いた。細胞株間における細

胞増殖抑制効果に程度の違いは認めたが、パートナー遺伝子ごとによる明らかな違いは確認できてい

ない。臨床的にもパートナー遺伝子ごとに治療法を選択・変更するような指標はなく、今後の研究課

題と考える。 

腫瘍細胞の増殖や細胞死のメカニズムを知ることは、抗腫瘍用薬の開発には欠かせない。そこで、

フローサイトメトリー法を用いて細胞周期およびアポトーシスの解析を行った。その結果、OTX015

およびCN470 ともに、細胞周期を G1 期で停止させるG1 arrest の傾向がみられ、薬物濃度や処置時

間に依存してDNA断片化が生じた sub G1期の分画が増加することが示された (Figure 6, S1 and Table 

7, 8)。また、早期アポトーシス分画 (Annexin-V+/PI-) および後期アポトーシス分画 (Annexin-V+/PI+) 
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の増加傾向も確認され、化合物処置によりアポトーシスが誘導されていることが明らかとなった 

(Figure 7 and S2)。また、CN470はOTX015と同等、あるいはそれ以上に早期および後期アポトーシス

分画を増加している傾向も確認された。アポトーシス経路は、BCL-2 familyによるミトコンドリアを

介する内因性経路と、tumor necrosis factor (TNF) 受容体やFas受容体などによるミトコンドリアを介

さない外因性経路の 2つに大別される。いずれの経路を辿っても、最終的には caspase-3やPARP-1な

どの活性化を引き起こし、アポトーシスに至る。BRD4が多くの転写制御に関連することに起因する

と推察するが、BET阻害剤がアポトーシス誘導を引き起こすメカニズムには諸説ある。BRD4はBCL2

の転写制御を担うことに基づき、ミトコンドリアを介するアポトーシス経路であるとする報告も多い

が、(+)-JQ-1やOTX015においてはTNF related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) 誘発のアポトーシス

を増強するという報告 38,39や、フェロトーシスと呼ばれる細胞死を誘導する報告など様々な細胞死に

関連する報告 40がなされている。本検討では、OTX015やCN470処置によりBCL2のmRNAやタン

パク質発現は抑制される傾向が認められている (Figure 9) が、外因性経路の活性化の有無は検討して

いない。そのため、内因性経路のみのアポトーシス誘導による細胞死とは断定することはできないが、

化合物処置により少なくとも内因性経路は活性化されたことが推察され、その結果、cleaved caspase-

3 や cleaved PARP-1 のタンパク質発現が増加し、アポトーシスが誘導されていることが示された 

(Figure 8)。 

CN470 は BET 阻害剤としての性質を有することから、BRD4 が転写制御をすると報告されている

MYC やCDK6 のmRNA やタンパク質発現への影響を検討した。その結果、SEM 細胞においてはこ

れら全てのmRNAおよびタンパク質発現は低下した。一方で、KOPN-1細胞では 24時間処置におけ

るMYCのmRNA変化は確認されなかったものの、72時間処置におけるタンパク質の発現は低下し、

CDK6 の mRNA およびタンパク質発現は SEM 細胞同様に減少した (Figure 9)。さらに、BRD4 が

H3K27ac を認識し、RNA polymerase II の動員を引き起こすことで転写制御を担っていることから、

BRD4阻害におけるこれらタンパク質との相互作用への影響を評価した。BRD4で免疫沈降を行った

結果、SEM細胞、KOPN-1細胞ともに、OTX015処置ではH3K27acやRNA polymerase IIのタンパク

質はわずかな変化しか引き起こさなかった。しかし、興味深いことに、マルチブロモドメイン阻害作

用を有するCN470処置では、いずれの細胞でもH3K27acやRNA polymerase IIのタンパク質はほとん

ど確認されなかった (Figure 10)。CBP/p300は、ブロモドメインを有するだけでなくHAT活性を有す

るタンパク質として知られているが、CN470 処置に伴うH3K27ac のタンパク質発現量に、変化は確

認されていない (未発表データ)。加えてCBPや p300は、アセチル化されたリジン残基をブロモドメ

インで認識することで HAT 活性としてのアセチル化を行うだけでなく、BRD4 をはじめとした多く

の転写因子と複合体を形成する際の足場として機能することで転写制御を担っていると報告されて

いる。41–43このことから、CN470はBRD4およびCBP/p300のブロモドメインをマルチに阻害するこ

とにより、BRD4 とH3K27ac との結合やRNA polymerase II の動員をより強く抑制し、BRD4 が転写

制御を担う分子の mRNA やタンパク質発現を抑制することで細胞周期の停止や細胞死を誘導したと

推測される。 
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また、CBP や p300 はがんに対する治療標的になりうると考えられている 44–46だけでなく、これら

が相補的に機能を担っていることから、CBPおよび p300ともに機能が阻害されるもしくは機能欠失

すると合成致死が生じるとも報告されている。47 加えて、CBP/p300はHAT活性としてヒストンのア

セチル化だけでなく、CBP/p300はがん抑制遺伝子産物である p53のアセチル化やNF-B転写因子フ

ァミリーである RelA のアセチル化を担っている。CBP/p300 は p53 の C 末にあるリジン残基をアセ

チル化することで、p53 の安定化に寄与する。48,49 がんにおいては p53 の DNA 結合領域に変異を有

することが多く、CBP/p300 阻害によるアセチル化抑制によって、変異を有する p53 のアセチル化に

伴う安定化機構が抑制され、抗腫瘍効果に寄与すると考えられる。またRelAにおいても、CBP/p300

によって 310番目のリジン残基がアセチル化されることでBRD4と相互作用を引き起こし、NF-B関

連サイトカイン遺伝子の転写調節を担うことが知られている。50 NF-B経路は多くのがんにおいて活

性化状態にあり、腫瘍形成に大きく関与する。したがって、BRD4 およびCBP/p300 をともに阻害す

ることは、抗炎症効果や抗腫瘍効果を示すと考えられる。がん領域だけでなく免疫疾患においても

BET 阻害剤を用いた研究成果が報告 51されており、臨床試験も実施されている。CBP/p300 における

HAT活性の阻害には必ずしもブロモドメイン阻害作用を伴う必要がないと考えられる52が、CBP/p300

のブロモドメイン阻害によってヒストンのアセチル化が抑制されるという報告 53もあるため、CN470

がHAT 活性を抑制している可能性は否定できない。しかし、残念ながら本検討においてはH3K27ac

を除いた他のヒストンや非ヒストンタンパク質でのアセチル化の変化を検討できていないため、詳細

は不明である。なお、今回用いた小児MLL-r ALL 細胞株の中には p53 変異を有する細胞株もいくつ

か存在するが、p53変異の有無による抗腫瘍効果の差異については明らかなものは確認できておらず、

細胞株を増やして詳細に検討することが必要である。 

このように、BRD4 および CBP/p300 のブロモドメインをともに阻害することは、BRD4 阻害によ

る転写制御に依存した経路のみならず、CBP/p300 がアセチル化修飾を担うことによる転写調節機構

を加えた多岐にわたる影響が考えられる。Benzoimidazole 骨格を有する NEO2734 と呼ばれる BRD4

およびCBP/p300のブロモドメイン阻害剤も、前立腺がんや急性骨髄性白血病、多発性骨髄腫におい

て高い抗腫瘍効果を示していることが報告されており、悪性腫瘍におけるBRD4およびCBP/p300ブ

ロモドメイン阻害を標的とした治療薬開発に期待が高まっている。54–56 本章では in vitro 系に注目し

て抗腫瘍効果を評価してきたが、次章ではCN470が in vivo 系においても抗腫瘍効果を評価し、小児

MLL-r ALLに対する治療薬のリード化合物としての可能性を追究する。 
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第5節 小括 

 本章では、小児MLL-r ALLに対し、BRD4およびCBP/p300を標的としたマルチブロモドメイン阻

害剤を用いて in vitro系における抗腫瘍効果を検討し、以下の知見を得た。 

 

1． 既存の quinazoline骨格を有するBET阻害剤の中から、BRD4およびCBP/p300のブロモドメイン

を阻害するマルチブロモドメイン阻害剤として、CN470を見出した。 

 

2． 小児MLL-r ALL細胞株および患者由来細胞に対して、CN470は既存のBET阻害剤OTX015と同

様に濃度依存的に増殖抑制効果を示し、算出された IC50値は、いずれの細胞でも CN470 の方が

低かった。 

 

3． CN470はOTX015と同様に、BRD4阻害に伴うmRNAおよびタンパク質発現を抑制し、G1期の

停止を引き起こし、活性化した caspase-3やPARP-1の発現を上昇させることでアポトーシスを誘

導した。 

 

4． マルチブロモドメイン阻害作用を有する CN470 は、BRD4 のブロモドメインのみを阻害する

OTX015よりも顕著にH3K27acとの結合やRNA polymerase IIの動員を抑制した。 
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第2章 In vivo系における抗腫瘍効果の検討 

 

第1節 緒言 

 昨今の分子生物学や細胞生物学の発展により、医薬品開発は目覚ましい発展を遂げた。臨床研究に

つなげるためには、細胞株を用いた in vitro 系の研究で抗腫瘍効果を示す化合物が同定されたのち、

マウスモデルを用いた前臨床研究で抗腫瘍効果および動態や毒性の評価が求められる。様々ながん種

のモデルマウスが作製され、候補化合物の抗腫瘍効果が検討されているが、これらのマウスモデルの

多くは細胞株を用いた cell line-derived xenograft (CDX) モデルである。このCDXモデルは、医薬品開

発において最も一般的な in vivo 系での抗腫瘍効果の検討手法であり、造血器腫瘍においては皮下腫

瘤モデルのみならず、尾静脈移植による正所性担がんモデルマウスも用いられる。また細胞株に

Luciferase遺伝子やGFP遺伝子を導入することにより、in vivo imaging system (IVIS) やフローサイト

メトリー法を用いて腫瘍量の変化や体内分布を比較的簡便に確認できるなど、利便性にも優れている。 

しかし、前臨床研究で薬効を認めた抗がん剤のうち、米国Food and Drug Administration (FDA) で承

認された薬剤はわずか 5程度と報告されている。57,58 この要因として、培養段階で培養されやすい

細胞になってしまうことや、患者がん組織の不均一性がCDXモデルでは再現されにくいことなどが

挙げられている。そこで近年注目を浴びている手法として、patient-derived xenograft (PDX) モデルが

ある。PDXモデルでは、患者検体を用いることでこれらの問題点を克服できると期待されている。す

でにPDXモデルでの投与結果が臨床現場での反応性との一致率が高いという報告もある。59 2015年

には米国がん研究所 (National Cancer Institute; NCI) が細胞株パネルNCI-60 を用いた抗がん剤のスク

リーニングから、PDX モデルを活用したスクリーニングに切り替える意向を示しており、製薬業界

でも、1000種類以上のPDXモデルを用いたスクリーニング結果が報告される 60など、化合物の評価

系が大きく変化しつつある。その一方で、患者検体を用いることから限られた研究者しか使用できな

いこと、品質管理や品質保証についての整備が求められていること、重度の免疫不全マウスを用いて

もPDXモデルの樹立自体が難しい場合も多いことなどから、汎用されるには至っていない。 

本章では、臨床応用を念頭においてマルチブロモドメイン阻害剤の抗腫瘍効果を評価するためには、

in vitro系の評価に加え、in vivo系の評価として経時的にALL細胞の体内分布を確認できるCDXモデ

ルおよび、より臨床試験結果に近い挙動を示すと考えられる PDX モデルともに用いることが重要と

考え検討した。そこでCDXモデルにおいては、小児MLL-r ALLにおいて最も代表的なMLL-AF4で

ある MLL 遺伝子再構成を有する SEM 細胞に Luciferase 遺伝子および GFP 遺伝子を導入した細胞株

を樹立し検討した。PDXモデルにおいては、最も予後不良で治療早期に再発をきたしたK110細胞を

用いて検討した。 
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第2節 材料と方法 

1． 試薬 

CN470は、第 1章同様、開発者であるNational Center for Advancing Translational SciencesのDavid J. 

Maloney博士およびShyh-Ming Yang博士らより分与いただいた。マウスへの投与には、精製した蒸留

水を用いて調整した 30 (v/v) Kolliphor HS 15 (Sigma Aldrich) に溶解し、1.05当量の塩酸 (富士フィ

ルム和光純薬) を添加したものを用事調製して使用した。 

 レンチウイルスのパッケージングベクター (pRSV-Rev (#12253), pMD2.G (#12259), pMDLg/pRRE 

(#12251)) は、Addgene (Watertown, MA, USA) より購入した。Luciferase遺伝子およびGreen fluorescent 

protein (GFP) 遺伝子の導入には、BLIV-MSCV-Luciferase-EF1a-copGFP-T2A-Puro (#BLIV713PA-1; 

System Biosciences, Palo Alto, CA, USA) のプラスミドを用いた。これらのプラスミドは、XL10-Glod 

Ultracompetent Cells (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) を用いて増幅し精製した後、−80°Cに

て保管した。 

 

2． 細胞株およびヒト検体 

SEMLuc/GFP 細胞は、第 1 章で用いた SEM 細胞 (DSMZ) にレンチウイルスベクターを用いて

Luciferase遺伝子およびGFP遺伝子を導入し、0.4 g/mL ピューロマイシン (富士フィルム和光純薬) 

で選択後、BD FACSJazz (BD Biosiences) を用いて一定のGFP 強度有する細胞のみをソーティング

後、クローニングすることで樹立した。レンチウイルスベクターの作製には、HEK293T細胞 (American 

Type Culture Collection; ATCC, Manassas, VA, USA) にFuGENE HD (Promega) を使用してHEK293T細

胞にパッケージングベクター (Addgene) と BLIV-MSCV-Luciferase-EF1a-copGFP-T2A-Puro (System 

Biosciences) を co-transfection し、48 時間後に上清中に産生されたウイルス粒子を回収し、Vivaspin 

Turbo 15 (Sartorius, Goettingen, Germany) を用いてウイルス粒子を濃縮した。作製したウイルス粒子を

SEM細胞に感染する際には、8 g/mL ポリブレン (ナカライテスク) を加えた。すべての細胞培養に

おいては、10 FBS (Sigma Aldrich)、1 PC/SM (富士フィルム和光純薬) 含有RPMI1640培地 (富士

フィルム和光純薬) を使用し、37°C、20 O2、5 CO2、75 N2における加湿条件下にて培養を行っ

た。なお、一連の遺伝子組み換え実験においては、本学遺伝子組み換え実験安全委員会の承認 (#422) 

の承認を得て実施している。 

小児MLL-r ALL 患者由来細胞においては、第 1 章と同様に京都大学医学部附属病院発達小児科学

にて保有されている患者由来細胞の中から K110 細胞を用いた。ヒト検体を用いる検討においては、

本学「人を対象とする研究」倫理審査委員会 (#20-19-06) および京都大学医の倫理委員会 (G1030-6) 

の承認を得て実施した。ヒト検体採取においては、患児の代諾者であるご両親にインフォームドコン

セントを得て実施した。第 1 章同様に増幅を行うが、本検討においては、NOG マウス (実験動物中

央研究所) に serial transplantation を 2 度繰り返し、NOG マウス両下肢 (大腿骨および脛骨) から

Lymphoprep (Abbott Diagnostics Technologies AS) を用いた密度勾配遠心分離にて分取したALL細胞

を用いた。 
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3． CDXモデルマウス作製と抗腫瘍効果の検討 

CDX モデルマウスの作製には、ヒトレトロウイルス学共同研究センターの岡田誠治教授より分与

いただき自家繁殖させたBALB/c Rag2−/−/Jak3−/− (BRJ) マウス 61を用いた。樹立したSEMLuc/GFP細胞を

2  106 cells/200 LとなるようにPBS (−) に希釈し、11週齢の雌のBRJマウスに尾静脈移植すること

でCDXモデルマウスを作製した。移植後の生着確認においては、IVIS Lumina III In vivo imaging system 

(PerkinElmer, Waltham, MA, USA) にて週 1回発光量を測定した。IVISでの発光量測定は、吸入イソフ

ルランによる麻酔下のもと、PBS (−) を用いて希釈したルシフェリン (富士フィルム和光純薬) を 3 

mg/kgで腹腔内投与し、投与 7分後に露光時間を 5分に設定して撮影した。加えて、隔週で骨髄穿刺

を実施し、採取された骨髄細胞を、フローサイトメトリー法を用いて解析し、骨髄中の ALL 細胞の

比率 (キメリズム; chimerism = ALL cell / (ALL cell + mouse CD45+ cell) を評価した。吸入イソフルラン

による麻酔下のもと、骨髄穿刺によってBRJマウスの脛骨より得られた骨髄細胞は、抗mouse CD45-

APC抗体 (#103111; Biolegend, San Diego, CA, USA) を用いて遮光下で染色 (4°C, 30分) 後、BD Pharm 

Lyse (BD Bioscience) を用いて溶血 (室温、15分) させ、PBS (−) で洗浄した。骨髄中の細胞の表面

抗原解析にはBD FACSDiva software (BD Bioscience) を搭載した BD LSRFortessa (BD Bioscience) 

を使用した。また、得られた結果は、FlowJo version 10 software (FlowJo LLC) を用いて解析した。 

抗腫瘍効果の検討においては、vehicle群には溶媒のみ、CN470群には 10 mg/kgを 1日 1回、連日

経口投与することで化合物の有効性を評価した。主な有効性の評価は全生存期間とし、下肢麻痺や体

重減少などの人道的エンドポイント 62に抵触した時点で安楽死させた。副次的な評価指標には、IVIS

を用いて測定した発光量を用いた。SEMLuc/GFP細胞を移植後、IVIS にて週 1 回発光量を測定し、IVIS

にて発光を確認した時点より、経口投与による治療を開始した。なお、これらの検討においては、本

学動物実験委員会の承認 (#18-15-001, CTPH-20-005) を得て実施している。 

 

4． PDXモデルマウス作製と抗腫瘍効果の検討 

PDX モデルマウスの樹立および抗腫瘍効果の検討には、京都大学大学院医学研究科発達小児科学

の加藤格助教および田中邦昭博士らにご協力いただき検討した。PDXモデルマウスの作製には、NOG

マウス (実験動物中央研究所) を用いた。2回の serial transplantationにより増幅したK110細胞を 0.5  

106 cells/200 L となるように FBS および PC/SM 不含のRPMI1640 培地 (富士フィルム和光純薬) で

希釈し、11週齢の雌のNOGマウスに尾静脈移植することでPDXモデルマウスを作製した。 

抗腫瘍効果の検討においては、CDXモデルマウスでの検討と同様に、vehicle群には溶媒のみ、CN470

群には 10 mg/kg を 1 日 1 回、連日経口投与することで化合物の有効性を評価した。主な有効性の評

価は全生存期間とし、下肢麻痺や体重減少などの人道的エンドポイントに抵触した時点で安楽死させ

た。副次的な評価指標には、末梢血 (peripheral blood; PB) 中のキメリズムを用いた。キメリズムの解

析にはフローサイトメトリー法を用いた。得られた PB は抗 human CD19-PE 抗体 (#12-0199-42; 

eBioscience) と抗mouse CD45-APC抗体 (#559864; BD Bioscience) を用いて染色し、CDXモデルマウ

ス同様の手順にて溶血および洗浄を行った。ネガティブコントロールの染色には、抗mouse IgG1-PE 

isotype control抗体 (#555749, BD Bioscience) および抗mouse IgG1-APC isotype control抗体 (#550854, 

BD Bioscience) を用い、解析時には、4',6-diamidino-2-phenylindole を用いた死細胞除去を行い、BD 
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FACSuite software (BD Bioscience) を搭載した BD FACSVerse (BD Bioscience) を使用した。また、

得られた結果はFlowJo version 10 software (FlowJo LLC) を用いて解析した。なお、これらの検討にお

いては、京都大学医学研究科・医学部 動物実験委員会の承認 (Med Kyo 21291-2) を得て実施してい

る。 

 

5． 統計解析 

CDX モデルマウスおよび PDX モデルマウスの生存曲線は Kaplan-Meier 法により作成し、log-rank

法にて解析した。発光量の解析には、標本分布を Shapiro-Wilk 検定にて解析したのち、t 検定を用い

て群平均にて比較検討した。キメリズムの解析には、Wilcoxson 順位和検定を用いた。なお、これら

の統計解析には、統計分析ソフトであるR (version 4.0.3; R Foundation for Statistical Computing, Vienna, 

Austria) を用いた。 
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第3節 結果 

1． CDXモデルマウスを用いた抗腫瘍効果の検討 

初めに in vivo系における経時的評価を簡便に行うため、レンチウイルスベクターを用いてSEM細

胞に luciferase遺伝子およびGFP遺伝子を導入したSEMLuc/GFP細胞を樹立した。SEMLuc/GFP細胞をBRJ

マウスの尾静脈から移植することで、移植後 2週目より下肢に発光が確認され (Figure 11A)、約 6～7

週間で下肢麻痺を生じ、人道的エンドポイントを迎えたため、死亡と判断した。一方で、骨髄穿刺に

おける生着確認においては、移植後 2週目で骨髄中のSEMLuc/GFP細胞を確認できるとは限らなかった 

(Figure 11B)。そのため今後の検討においては、骨髄穿刺による骨髄中のALL細胞の同定ではなく、

IVISでの発光量を用いて評価した。 

 

Figure 11. CDXモデルマウスの樹立 

 SEMLuc/GFP細胞を用いて CDX モデルマウスを樹立した際の、移植後 2 週目における検討結果を示

す。(A) IVISにて撮影した画像を示す。(B) 骨髄穿刺を用いた生着確認時の dot plotを示す。 
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抗腫瘍効果の確認においては、SEMLuc/GFP細胞の生着を発光にて確認した時点より投与を開始した。

なお、各群において投与開始時点の発光量に統計学的に有意な差がないことを確認後、投与を開始し

ている。CN470 を 10 mg/kg で 1 日 1 回、連日経口投与することにより、投与開始 14 日目および 21

日目の仰臥位における発光量は vehicle 群と比較し、有意に減少した (Figure 12A)。IVIS の撮像画像

からも、下肢や上肢の骨を中心に頭部を含む全身の発光が CN470 投与群において減少傾向にあるこ

とが確認できる (Figure 12B)。さらに、Kaplan-Meier 曲線より、CN470 投与群は vehicle 群と比較し、

生存期間も有意に延長した (Figure 12C)。 

 

 

 

Figure 12. CDXモデルマウスを用いた抗腫瘍効果 

 SEMLuc/GFP細胞を用いた CDX モデルマウスにおいて、CN470 による治療効果を検討した。(A) 投

与開始 14日目および 21日目に IVISにて計測した生体発光量を示す。CN470投与群では、vehicle群

と比較して有意な生体発光量の差が確認された (day 14, *p = 0.015; day 21, *p = 0.022)。これらの結果

は、各群のマウスの平均値  SDにて示す。(B) 投与開始 14日目および 21日目の IVISにて撮影した

写真を示す。(C) CN470 投与中の生存曲線を示す。CN470 投与によって有意に生存期間が延長した 

(**p = 0.003)。 

Imayoshi, N., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 2022, 590, 49-54. (Fig. 3B and C) 一部改変 
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2． PDXモデルマウスを用いた抗腫瘍効果の検討 

次に、K110患者由来細胞を用いたPDXモデルマウスを用いて抗腫瘍効果を検討した。本モデルで

は、モデル樹立時の基礎検討において、移植後 1 週目の骨髄穿刺にてALL 細胞が確認されるなど、

早期に生着が確認された。そのため、本検討においては移植翌日より投与を開始した。CN470 を 10 

mg/kgで 1日 1回、連日経口投与することにより、投与開始 42日目におけるPB 中のキメリズムは、

vehicle群 (79.8  1.7) と比較しCN470投与群 (68.8  2.3) で有意に減少した (Figure 13A)。さら

に、Kaplan-Meier曲線より、CN470投与群は vehicle群と比較し、生存期間も有意に延長した (Figure 

13B)。 

 

 

Figure 13. PDXモデルマウスを用いた抗腫瘍効果 

 K110 患者由来細胞を用いた PDX モデルマウスにおいて、CN470 による治療効果を検討した。(A) 

投与開始 42 日目における PB 中のキメリズム解析結果を示す。CN470 投与群では、vehicle 群と比較

して有意なキメリズムの減少が確認された (*p = 0.02)。また各群における代表的な dot plotを示す。こ

れらの結果は、各群のマウスの平均値  SE にて示す。(B) CN470 投与中の生存曲線を示す。CN470

投与によって有意に生存期間が延長した (**p = 0.002)。 

Imayoshi, N., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 2022, 590, 49-54. (Fig. 4A and B) 一部改変  
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第4節 考察 

 本章では、第 1章での in vitro系での結果を受けて、CN470の in vivo系における抗腫瘍効果を検討

した。はじめに、小児MLL-r ALLにおいて最も頻度の高いMLL-AF4融合遺伝子を有するSEMLuc/GFP

細胞およびK110細胞を用いて、CDXモデルおよびPDXモデルを作製した。いずれのモデルにおい

ても、尾静脈から細胞を移植することで下肢の骨髄を中心に生着する正所性担がんモデルマウスを作

製することができた。臨床的には ALL は髄液中に ALL 細胞を認めることも多いと言われているが、

本検討のモデルではともに一部のマウスでCNSへの浸潤が確認された。PDXモデル作製においては、

PDX モデルの利用および品質管理について多くの議論がされており、明確に定まった指針は未だに

存在していない。本邦でも日本医療研究開発機構 (Japan Agency for Medical Research and Development; 

AMED) において調査研究が行われており、2020 年の調査研究報告では 10 継代以降のモデルは使用

すべきでないと提案されるなど、指針の策定を目指した動きが始まったところである。58 なお、本検

討においては 2 継代目の細胞を用いたことから、これらの提案を満たした PDX モデルを用いて検討

できたと考えている。 

抗腫瘍効果の検討においては、全生存期間だけでなく体内の ALL 細胞の増殖を抑制することも重

要な治療の指標であることから、生体発光量の測定やPB中のキメリズムを解析し、評価した。CDX

モデルでは SEMLuc/GFP 細胞の特性を生かし、IVIS を用いて生体発光量を計測することで体内の

SEMLuc/GFP 細胞の増殖程度を確認することができる。なお、これらの測定は仰臥位にて行ったが、そ

の結果、腹臥位では測定しにくい大腿骨や脛骨といった下肢の骨髄を中心とした評価を可能とした。

CN470 投与開始 14 日目および 21 日目では vehicle 群と比較して生体発光量が有意に減少し、CN470

投与によってマウス体内の SEMLuc/GFP 細胞の増殖が抑制されていることが示された (Figure 12A)。

PDX モデルでは、最も臨床予後の悪かったK110 細胞を用いたモデルマウスにて検討を行い、PB 中

のキメリズム解析を行った。キメリズム解析は、vehicle群が全例生存しており、かつ病状が最も進行

していると考えられる投与開始 42日目に実施した。その結果、vehicle群と比較してCN470投与群で

はPB中のキメリズムは有意に低下した (Figure 13A)。これまでのPDXモデル樹立の基礎検討の結果

から、PB 中に多くのALL 細胞が検出されるには、骨髄中に占めるALL 細胞の割合が非常に高くな

っている必要があり (未発表データ)、vehicle群では骨髄の 90以上をALL細胞が占めていると推測

される。すなわち、CN470 投与は骨髄中の K110 細胞の増殖を抑制することで PB 中に検出される

K110細胞の割合を低下させたと考えられる。このようにCN470は、CDXモデルおよびPDXモデル

ともにマウス体内のALL細胞の増殖を抑制することにより、CN470投与群における生存期間を有意

に延長した (Figure 12C and 13B)。 

これまでの in vitro 系で得られた特徴に加え、CN470 は経口投与可能な化合物であり、非侵襲的で

患者の身体的負担軽減につながるという点でも、非常に利便性に優れていると考えられる。OTX015

を始めとした BET 阻害剤の多くは経口投与による臨床試験が実施されており、構造的にも経口投与

に適した化合物が多い可能性はある。また、quinazoline骨格を有するBET阻害剤においては、2位や

4位を置換することでADME特性を改善することができると報告されており 35、CN470もCD-1マウ

スを用いた動態解析において良好なADME 特性を示し、そのバイオアベイラビリティは 85である

と報告されている。63 さらに、ALLにおいては先述したようにCNS再発の予防も重要視される。こ
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の予防治療にはメトトレキサートの髄注や静注あるいはCIを行うが、本検討においてCN470のCNS

への移行性は検証できていないため、治療中において同時にCNS予防効果を示すことができるのか、

あるいは予防治療として CN470 を用いることができるかは明らかではない。しかし、悪性膠芽腫に

対して OTX015 を経口投与する臨床試験が実施されたことから、アセチル化リジン残基を模倣した

構造をもつBET阻害剤の一部にはCNSへの高い移行性を有するものも存在する。64 

本章での検討結果から、in vivo 系において、CN470 は経口投与かつ 10 mg/kg という比較的低用量

で抗腫瘍効果を示すことが明らかとなった。また、K110細胞という予後不良の患者検体を用いたPDX

モデルにおいても抗腫瘍効果を示したことは非常に評価すべき点であり、今後の小児 MLL-r ALL の

治療におけるBRD4およびCBP/p300マルチブロモドメイン阻害の有用性を支持する結果と考えられ

る。高い有効性は抗腫瘍効果の検討において重要視される点であるが、次章では安全性、特に抗腫瘍

用薬においてしばしば問題視される造血系への影響について、検討を加える。 

 

 

 

  



36 

 

第5節 小括 

 本章では、小児MLL-r ALLに対し、BRD4およびCBP/p300を標的としたマルチブロモドメイン阻

害剤 (CN470) を用いて in vivo系における抗腫瘍効果を検討し、以下の知見を得た。 

 

1. レンチウイルスベクターを用いて樹立した SEMLuc/GFP 細胞を BRJ マウスに尾静脈移植すること

で、IVISを用いた経時的評価可能なCDXモデルマウスを作製できた。 

 

2. SEMLuc/GFP 細胞を用いた CDX モデルマウスにおいて、CN470 投与によって発光量の減少および

生存期間の延長が認められた。 

 

3. K110患者由来細胞を用いたPDXモデルマウスにおいて、CN470投与によってPB中のキメリズ

ム減少および生存期間の延長が認められた。 
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第3章 造血系に及ぼす影響について 

 

第1節 緒言 

 医薬品開発において、グローバル化に伴って様々なガイドラインが定められており、これらのガイ

ドラインは医薬品規制調和国際会議 (International Council for Harmonisation of Technical Requirements for 

Pharmaceuticals for Human Use; ICH) によって定められ、本邦では厚生労働省医薬・生活衛生局から通

知される。このガイドラインは、有効性に限らず、品質や安全性などの項目を多く含み、非臨床段階

においても効果だけではなく毒性を含めた安全性の評価結果を示すように定められている。このよう

に医薬品開発においては、安全性の観点を含めたうえで有効性を示すことが求められる。 

抗腫瘍用薬で問題視される代表的な副作用の 1つに、骨髄抑制が挙げられる。骨髄抑制によって白

血球 (white blood cell; WBC)、特に好中球の数が減少することに起因した感染症を引き起こすことも

多い。小児ALL治療における保護者視点での副作用評価を解析したインドネシアからの報告があり、

83の患児が感染症に罹患したことが記されている。65 国により衛生環境が違うことを考慮したとし

ても、造血系への影響は重要な評価ポイントと考えられる。また BET 阻害剤においては、特に血小

板 (platelet; PLT) の減少が報告されており 19,22、臨床試験において問題視されている。 

造血系に及ぼす影響を評価するにあたり、投与期間中における血球数の変動も重要であるが、最も

重要であるのは造血前駆細胞に対する影響である。実臨床においても、休薬あるいは投与量を減らす

ことによって、低下した好中球数の回復を待つことがしばしばある。好中球は、造血幹細胞から生み

出された造血前駆細胞から分化する。この造血前駆細胞における影響を評価する手法の 1 つとして

colony-forming cell (CFC) assay が挙げられる。この手法では、形成されたコロニー数の比較によって

ヒトの最大耐容量を予測することもできることが報告されており 66、血液毒性の評価として欠かせな

い手法である。またマルチ阻害剤の多くは、複数を標的とする特性から有害事象も引き起こしやすい

と考えられ、このような安全性の評価は極めて重要であると考える。 

これらのことから、本章においてはBRD4およびCBP/p300マルチブロモドメイン阻害剤としての

安全性評価の一環として主に造血系への影響に注目し、CN470が造血系へ及ぼす影響をCFC assayを

用いて評価した。なお、造血器腫瘍であることから、病状に伴い全血球数 (complete blood count; CBC) 

が増減する可能性も考慮し、健常マウスに連続経口投与を行うことでWBC数やPLT数などに変動が

生じないかも検討した。 
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第2節 材料と方法 

1． 試薬 

CN470は、第 1章同様、開発者であるNational Center for Advancing Translational SciencesのDavid J. 

Maloney博士およびShyh-Ming Yang博士らより分与いただいた。マウスへの投与においても、第 2章

同様に用事調製したCN470を使用した。 

 

2． マウス 

CDXモデルおよびPDXモデルを用いた検討には、第2章同様にヒトレトロウイルス学共同研究セ

ンターの岡田誠治教授より分与いただき自家繁殖させた BRJ マウス、および京都大学大学院医学研

究科発達小児科学の加藤格助教および田中邦昭博士らにご協力いただき NOG マウス (実験動物中央

研究所) を用いた。 

 

3． CBC解析 

PB 中における CBC 解析は、全自動血球計測器 CellTac (日本光電、東京、日本) を用いて測定し

た。採血は、マウスの尾静脈から、10～20 L/回をヘパリン処理済ガラス毛細管 (Drumond Scientific, 

Broomall, PA, USA) を用いて採取し、EDTA処理済微量採血管 (テルモ、東京、日本) に移した後、氷

上にて保管した。また、採血後は速やかに計測を行った。 

第 2 章で抗腫瘍効果の検討を行った CDX および PDX モデルマウスにおいては、週 1 回または隔

週の頻度で採血を行い、CBC 解析を行った。また、健常なマウスにおける造血系への評価を行うた

め、13週齢の雌のBRJ マウスに対し、CDXモデルと同様にCN470を 10 mg/kgで 1日 1回、6週間

連日経口投与した。本検討においては、投与期間中におけるCBC解析を週 1回の頻度で実施した。 

 

4． 造血前駆細胞に及ぼす影響 (CFC assay) 

各化合物 (OTX015, CN470) による造血前駆細胞への影響を、CFC assay にて得られたコロニー数

を比較することにより、in vivo系および in vitro系において評価した。CFC assayには、マウス両大腿

骨より 10 FBS (Sigma Aldrich) 含有PBS (−) を用いて、EDTA処理済微量採血管 (テルモ) に回収し

た骨髄細胞を用いた。回収した骨髄細胞は、BD Pharm Lyse (BD Bioscience) を用いて溶血 (室温、

15 分) し、PBS (−) で 2 回洗浄後、2 FBS 含有 Iscove’s modified Dulbecco’s medium (IMDM; Sigma 

Aldrich) に希釈した。前処理した骨髄溶液 3  104 cells/300 L IMDM と MethoCult (#ST-03444; 

STEMCELL Technologies, Vancouver, Canada) 3 mLと混和し、35 mm dish (Thermo Fisher Scientific) に 1.1 

mL/dishずつ 2 枚の dishに播種した。37°C、20 O2、5 CO2、75 N2における加湿条件下にて 7日

間培養を行い、得られたコロニー数を計測し撮影を行った。なお、各コロニーは 50 以上の細胞で構

成されたものとする。また、代表的なコロニーにおける細胞形態の観察にはギムザ染色を用いた。各

コロニーは顕微鏡下で回収後、PBS (−) で 2回洗浄し、Cytospin 4 (Thermo Fisher Scientific) を用いて

遠心しスライドガラス (松波硝子、大阪、日本) に張り付けた。その後、メタノール (富士フィルム

和光純薬) にて固定し、ギムザ染色液 (富士フィルム和光純薬) で染色 (室温、15分)し、細胞形態を

評価し、顕微鏡用デジタルカメラ (DP-70; オリンパス、東京、日本) で撮影を行った。 
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4-1. CFC assayを用いた経口投与した健常マウスにおける造血前駆細胞に及ぼす影響 

In vivo系における評価として、12週齢の雌の健常NOGマウス (実験動物中央研究所) に対し、PDX

モデルと同様にCN470を 10 mg/kgで 1日 1回、2週間連日経口投与し、CFC assayを行うことで造血

前駆細胞への影響を評価した。最終投与の翌日にマウスを安楽死させ、上記CFC assayの手法に従っ

て骨髄細胞を回収して培養を行い、得られたコロニー数を計測した。なお、コロニーの撮影には、オ

ールインワン蛍光顕微鏡 (BZ-710; キーエンス、大阪、日本) を用いた。 

 

4-2. CFC assayを用いた in vitro系における造血前駆細胞に及ぼす影響 

In vitro 系における評価には、各化合物 (OTX015, CN470) を含有する MethoCult (STEMCELL 

Technologies) を用いた。16 週齢の雌の健常 BRJ マウスを安楽死後、上記CFC assay の手法に従って

骨髄細胞を回収し、前処理を行った。前処理した骨髄溶液は 3  104 cells/200 L IMDMになるよう調

製し、IMDMに溶解した各化合物 100 Lを混合して培養を行い、得られたコロニー数を計測した。

コロニーの撮影には、顕微鏡用デジタルカメラ (Leica MC 120 HD; Leica Microsystems GmbH, Wetzlar) 

を用いた。なお、各化合物の処置濃度は、第 1章で用いたSEM細胞における IC50値の 1.5倍とした。 

 

5． 統計解析 

CBC解析結果における血球数の解析には、2元配置分散分析を用いた。統計分析ソフトであるRを

用いて log-rank 法にて解析した。コロニー数における検定においては、Bonferroni の多重比較検定を

用いた。また、統計解析には、統計分析ソフトである R (version 4.0.3; R Foundation for Statistical 

Computing) を用いた。 
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第3節 結果 

1． MLL-r ALLモデルマウスにおける造血系への影響 

既存のBET阻害剤を用いた臨床試験においてPLT減少が認められていることから、CN470投与中

のSEMLuc/GFP細胞を用いたCDXモデルマウスおよびK110患者由来細胞を用いたPDXモデルマウス

において、CBC解析を行った。その結果、いずれのモデルにおいてもCN470投与群と vehicle群で血

小板数に有意な差は見られなかった (Figure 14A and B)。 

Figure 14. MLL-r ALLモデルマウスにおける血小板数変化 

 CN470投与期間中のMLL-r ALLモデルマウスにおけるPLT数を解析した結果を示す。(A) SEMLuc/GFP

細胞を用いた CDX モデルマウス、(B) K110 患者由来細胞を用いた PDX モデルマウスの結果を示し

た。なお、いずれの結果も各群のマウスの平均値  SEにて示す。 

Imayoshi, N., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 2022, 590, 49-54. (Fig. S2A and B) を一部含む 
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2． 健常マウスにおける造血系への影響 

次に、健常マウスを用いて検討した。健常BRJ マウスに、CDXモデルマウスでの検討と同様の用

法および用量にて、6週間連日経口投与を行い、血球数の変化を解析した。その結果、CN470投与有

無によらず、PLT数およびWBC数、赤血球 (red blood cell; RBC) の血球数は顕著に変化しないこと

が明らかとなった (Figure 15A-C)。また、投与期間中において体重減少は認められなかった (Figure 

15D)。 
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Figure 15. 健常BRJマウスにおける血球数変化 

 CN470 を投与した健常 BRJ マウスにおける末梢血中の経時的な CBC 解析結果を示す。CN470 を

10 mg/kgで 1日 1回連日経口投与した際の、(A) PLT数、(B) WBC数および (C) RBC数の変化と、体

重変化 (D) を示した。なお、いずれの結果も各群のマウスの平均値  SEにて示す。 

Imayoshi, N., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 2022, 590, 49-54. (Fig. S2C-F) 一部改変 
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3． 造血前駆細胞に及ぼす影響 

3-1. 経口投与した健常マウスにおける造血前駆細胞への影響 

 In vivo 系における造血前駆細胞に及ぼす影響は、PDX モデルマウスでの検討と同様の用法および

用量にて 2週間連日経口投与を行った健常NOGマウスの骨髄細胞を用い、CFC assayにて評価した。

その結果、vehicle群 (100.0  5.1) およびCN470投与群 (108.1  3.6) で得られたコロニー数に差

はなかった (Figure16A)。またギムザ染色の結果から、多くのコロニーは好中球コロニーであった 

(Figure 16B)。 

 

Figure 16. 健常NOGマウスにおける造血前駆細胞のコロニー形成能への影響 

 CN470を投与した健常NOGマウスの骨髄から得られた造血前駆細胞におけるコロニー形成能につ

いて、CFC assay を行った結果を示す。(A) 培養後に得られたコロニー数を示す。なお、各群 3 匹ず

つのマウスを用い、得られた平均値  SE にて示す。(B) 代表的なコロニーの全体像とギムザ染色の

結果を示す。各スケールバーは、20 m (ギムザ染色) および 300 m (コロニー写真) を示す。 
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3-2. 造血前駆細胞への直接的な影響 

さらに直接的な造血前駆細胞への影響を評価として、各化合物 (OTX015, CN470) を含有する培地

を用いてCFC assayを行った。OTX015 (24.7  2.5) およびCN470 (68.2  2.2) 含有培地群では、化

合物無処置群 (100) と比較してコロニー数は有意に減少したが、OTX015処置群においてより顕著

にコロニー数が減少した (Figure 17A)。またギムザ染色の結果より、多くのコロニーは、経口投与し

た健常マウスと同様に好中球コロニーであった。一方で、OTX015処置群においては、コロニーを形

成した細胞が遠心時に潰れ、ギムザ染色にて評価できなかった (Figure 17B)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17. In vitro系における造血前駆細胞のコロニー形成能への影響 

OTX015 または CN470 含有培地中にて、骨髄から得られた造血前駆細胞におけるコロニー形成能

について、CFC assay を行った結果を示す。(A) 培養後に得られたコロニー数を示し、得られた結果

は 2回の検討の平均値  SEにて示す。統計解析にはBonferroniの多重比較検定を用いた (**p = 0.004, 

***p = 0.0003, ††p = 0.0016)。(B) 代表的なコロニーの全体像とギムザ染色の結果を示す。各スケールバ

ーは、20 m (ギムザ染色) および 500 m (コロニー写真) を示す。  
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第4節 考察 

 本章においては、安全性の側面から抗腫瘍用薬で最も問題視される骨髄抑制、特に BET 阻害剤で

問題視される PLT 減少に注目して評価を行った。小児 MLL-r ALL 細胞株および患者検体を用いた

CDXモデルおよびPDXモデルにおいて、いずれもCN470投与によるPLT減少は確認されなかった 

(Figure 14)。モデルを用いた検討では、病状進行に起因した WBC 数は継時的に増加する傾向がみら

れたものの、RBC 数やヘモグロビン値等を含む CBC 解析結果においては CN470 投与有無による顕

著な差異は確認されず、下痢や嘔吐などの目立った消化器症状は確認されなかった。さらに、健常BRJ

マウスを用い、CDXモデルの治療期間である 6週間にわたり、CN470を 1日 1回、10 mg/kgで経口

投与した結果においても、WBC数やPLT数、RBC数を含むCBC解析結果に著明な変化は確認され

なかった (Figure 15A-C)。なお、この投与期間において体重変化は確認されず (Figure 15D)、下痢や

嘔吐などの顕著な消化器症状も認められなかったことから、摂餌障害もなかったと推測される。加え

て、投与期間終了後の臓器においても、肉眼的変化は確認されなかった。これらの結果より、CN470

は in vivo系において顕著な有害事象を示さず、比較的安全性の高い化合物であると推察される。 

 さらに詳細な造血系に及ぼす影響を評価すべく、in vivo 系および in vitro 系ともに CFC assay を行

い、造血前駆細胞への影響を評価した。CFC assayは造血毒性の評価に用いられる手法の 1つである

が、各化合物処置により形成されるコロニー数が減少するほど造血毒性が強く、コロニー数が増加す

るほど造血前駆細胞における分化・増殖に寄与していることが示唆される。健常NOGマウスを用い

た in vivo系の評価において、CN470を経口投与されたマウス骨髄から得られた造血前駆細胞はvehicle

群と同等のコロニー数が確認された(Figure 16A)。骨髄に存在する造血前駆細胞に対し in vitro系にお

いて直接的にCN470を暴露させた評価においては、control 群と比較しCN470群ではコロニー数は 7

割程度に減少した。一方で、BET 阻害剤である OTX015 においては、顕著にコロニー数が減少し、

control群の 3割弱にとどまった (Figure 17A)。いずれの系においても好中球を中心にコロニーを形成

しており (Figure 16B, 17B)、一部ではマクロファージや赤芽球からなるコロニーが確認された (未発

表データ)。本検討では、各分画の割合は検討できておらず詳細は不明だが、コロニー数の比較より、

CN470はOTX015よりも造血前駆細胞のコロニー形成能に影響を与えにくいと考えられる。加えて、

好中球が多く確認されたことから、一般的な抗腫瘍用薬で問題視される好中球減少を誘発しにくい可

能性も示唆される。 

 このように、BRD4およびCBP/p300マルチブロモドメイン阻害剤CN470は、BET阻害剤OTX015

と比較し、造血前駆細胞や PLT 数への影響を及ぼしにくいことが示唆された。その要因としては、

CN470が造血系に作用する他の標的へ阻害作用をもたない、あるいは、BRD4およびCBP/p300マル

チブロモドメイン阻害剤として高い抗腫瘍効果を実現し、より低濃度で用いられた結果、造血系への

影響が抑えられたとも考えられる。造血系に影響する因子として、BRD3 と造血系転写因子である

GATA-1が挙げられる。67 BETファミリータンパク質のうち、BRD3はGATA-1と複合体を形成し、

赤血球や巨核球の分化・成熟に寄与していると報告されている。(+)-JQ-1や I-BET151などのBET阻

害剤はBRD4だけでなくBRD3も阻害することが知られており、(+)-JQ-1と類似構造を有するOTX015

も同様に BRD3 阻害を介して PLT 減少を引き起こしている可能性は高いと考えられる。本検討で

BRD3に対するブロモドメイン阻害活性は評価できていないが、構造的にもOTX015と大きく異なる
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CN470は、BRD3阻害作用が弱い可能性はあるが、詳細については今後検討する必要がある。 

以上のように、CN470 における安全性評価としてはまだ不十分かつ多くの検討が求められるもの

の、BRD4およびCBP/p300マルチブロモドメイン阻害は、有効性・安全性ともに評価の高い小児MLL-

r ALLに対する 1つの戦略であると考えられる。 
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第5節 小括 

本章では、小児MLL-r ALLに対し、BRD4およびCBP/p300を標的としたマルチブロモドメイン阻

害剤 (CN470) を用いて造血系に及ぼす影響について検討し、以下の知見を得た。 

 

1． CN470 投与中のCDX モデルマウスおよび PDX モデルマウスにおいて、既存のBET 阻害剤治療

において問題視されているPLT減少は認められなかった。 

 

2． 健常な BRJ マウスを用いた CN470 の安全性評価において、6 週間の連日経口投与期間中に顕著

な体重減少やPLT減少などの有害事象は認められなかった。 

 

3． 2週間にわたりCN470を連日経口投与した健常なNOGマウスにおいて、造血前駆細胞が形成す

るコロニー数への影響は確認されなかった。 

 

4． 造血前駆細胞に直接 CN470 を作用させた場合においては、造血前駆細胞が形成するコロニー数

は control 群よりは減少したものの、既存のBET 阻害剤であるOTX015 ほどのコロニー数の減少

は認められなかった。 

 

5． BRD4 およびCBP/p300 マルチブロモドメイン阻害は、BRD4 を中心とした既存のBET 阻害より

も造血系への影響が低く、安全性の高い治療法となりうる可能性が示唆された。 
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総括 

 

がんが私たちにとって身近な疾患となるにつれ、抗腫瘍用薬の開発も目覚ましい成長を遂げた。

しかし、小児科領域においては医薬品の開発だけでなく、医療体制ですらまだまだ不十分さが残っ

ている。本邦のがん対策推進基本計画においても、第 2期にあたる 2012年に初めて「小児」の文言

が追加され、2017年の第3期には「小児・AYA世代」の項目が立てられたばかりである。調剤報酬

においても 2022年に小児特定加算が追加されるなど、医療業界における小児科領域への注目度は

年々高まっているものの、これからに期待されるところが大きいのが現状である。一方で、がんに

関する研究が進み、分子生物学や細胞生物学の発展に伴って、成人のがん患者の予後改善と同様、

小児がん患者の予後も改善されつつある。小児白血病の中で最も多い疾患はALLであるが、治療に

用いられる薬剤のほとんどが成人の造血器腫瘍と重複する。しかし、乳児や小児に多いとされる

MLL遺伝子に転座を生じたMLL-r ALLは今もなお予後が悪く、強力な多剤併用化学療法やSCTを

除き、有効な治療薬および治療法は存在しない。またこれらの治療は、抗腫瘍用薬でしばしば問題

となる骨髄抑制はもちろん、発育過程にある患児におよぼす影響も多く、発達障害や妊孕性など晩

期合併症と呼ばれる問題を抱えている。すなわち、小児MLL-r ALLに対する有効で安全な治療薬お

よび治療法の開発は、小児医療において極めて重要な課題である。 

 本研究では、BRD4およびCBP/p300を標的としたマルチブロモドメイン阻害に注目し、小児

MLL-r ALL細胞株および患者検体を用いて in vitro系および in vivo系において抗腫瘍効果を検討し

た。第 1章では、quinazoline骨格を有する既存のBET阻害剤の中から、BRD4およびCBP/p300マ

ルチブロモドメイン阻害剤であるCN470を見出し、小児MLL-r ALL細胞株を用いた in vitro系にお

ける抗腫瘍効果を検討した。CN470は既存のBET阻害剤であるOTX015と同様に濃度依存的に増

殖抑制効果を示し、BRD4阻害に伴うmRNAやタンパク質発現を抑制し、G1期の停止を引き起こ

した結果、アポトーシスを誘導することが明らかとなった。さらに、CN470は、OTX015よりも顕

著にH3K27acとの結合やRNA polymerase IIの動員を抑制することが明らかとなり、CN470の小児

MLL-r ALLにおける in vitro系での有効性が認められた。第 2章では、CDXモデルおよびPDXモデ

ルを用いることで in vivo系における抗腫瘍効果を検討した。いずれのモデルマウスも、CN470経口

投与によりALL細胞の増殖は抑制され、生存期間は延長した。臨床的に生命予後が極めて不良であ

った患者検体を用いたPDXモデルでも抗腫瘍効果が確認されたことから、本検討にてCN470の有

効性を確固たるものとしたと考えられる。第 3章では、抗腫瘍用薬として問題視される骨髄抑制に

注目し、OTX015の臨床試験でも問題とされたPLT減少を中心に造血系への影響を評価した。その

結果、CN470はPLT減少を引き起こさず、OTX015と比較して造血前駆細胞のコロニー形成能を抑

制しないことが明らかとなった。 

 以上より、本検討で見出したBRD4およびCBP/p300に対する新規マルチブロモドメイン阻害剤

であるCN470は、小児MLL-r ALLに対し、有効な治療薬となりうる可能性を秘めた化合物である

ことを示した (Figure 18)。また、CN470が非侵襲的な経口投与による治療を可能としたこと、PLT

や造血前駆細胞への影響が少なかったことから、患児およびそのご家族にとって身体的・精神的負

担が軽減される可能性が示唆された。このように、BRD4およびCBP/p300のブロモドメイン阻害を
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標的とすることは、有効性および安全性の高い治療法となり得る可能性が示唆され、再発例におい

ても患児のクオリティ・オブ・ライフ (quality of life; QOL) を維持しつつも治療を遂行できる可能性

を見出した。小児科領域における創薬は、小児独自の体内動態の難しさに加え、晩期合併症など多

くの課題が挙げられるが、予後不良である小児MLL-r ALLにおいて有効性および造血系に対する安

全性を示した本研究の成果は、今後の治療薬創出につながる新たな知見であり、患児とそのご家族

にとって大きな福音をもたらすことが期待される。 

 

Figure 18. Graphical summary 

 本研究における graphical summaryを示す。本研究では、新規マルチブロモドメイン阻害剤として

CN470を見出し、CN470が小児MLL-r ALLに対して in vitro系および in vivo系において抗腫瘍効果

を示すことを明らかにした。また、CN470は造血系への影響が低く、有効性・安全性の高い治療法

となる可能性を示した。 
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結語 

 

 本研究では、マルチブロモドメイン阻害に基づきBRD4およびCBP/p300を標的とした小児MLL-

r ALL治療に関する基礎検討を行い、以下の知見を得た。 

 

1. 既存の quinazoline骨格を有するBET阻害剤の中から、BRD4およびCBP/p300のブロモドメイ

ンを阻害するマルチブロモドメイン阻害剤として、CN470を見出した。 

 

2. 小児MLL-r ALL細胞株および患者由来細胞に対して、CN470は既存のBET阻害剤OTX015と

同様に増殖抑制効果を示した。 

 

3. CN470は、小児MLL-r ALL細胞株に対して、BRD4阻害に伴うmRNAおよびタンパク質発現

を抑制し、細胞周期の停止やアポトーシスを誘導し、OTX015よりも顕著にH3K27acとの結合

やRNA polymerase IIの動員を抑制した。 

 

4. SEMLuc/GFP細胞を用いたCDXモデルや、K110患者由来細胞を用いたPDXモデルにおいて、

CN470投与によってALL細胞の減少および生存期間の延長が認められた。 

 

5. CN470投与中のマウスにおけるCBC解析やCFC assayの結果より、BRD4およびCBP/p300マ

ルチブロモドメイン阻害は、BRD4を中心とした既存のBET阻害よりも造血系への影響が低

く、安全性の高い治療法となりうる可能性が示唆された。 
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 最後に、この 4年間の大学院生活を支えてくれた両親に深く感謝いたします。 
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Supplementary Figure 1. 細胞周期解析 

 SEM細胞 (A) およびKOPN-1細胞 (B) における細胞周期解析のヒストグラムを示す。いずれの

ヒストグラムも、3回の検討の代表的な結果を示した。 

Imayoshi, N., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 2022, 590, 49-54. (Fig. S1D) 一部改変 
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Supplementary Figure 2. アポトーシス解析 

 SEM細胞 (A) およびKOPN-1細胞 (B) におけるアポトーシス解析の dot plotを示す。いずれの

dot plotも、3回の検討の代表的な結果を示した。 

Imayoshi, N., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 2022, 590, 49-54. (Fig. S1E) 一部改変 

 


