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研究成果の概要（和文）：EZH2と反対の酵素活性を持つヒストン脱メチル化酵素JMJD3を抑制するmicroRNA、
miR186-5pを同定した。大腸癌細胞株においてmiR186-5pを強制発現させると、JMJD3の発現およびCDH1、VASH1、
TFAP2Eといった大腸癌進展に重要な遺伝子の発現抑制を確認できた。大腸癌細胞株においてヒストンメチル化酵
素EZH2の発現を抑制するとオキサリプラチン受性が増強することを確認した。

研究成果の概要（英文）：We identified microRNA, miR186-5p which suppress the expression of histone 
de-methylase JMJD3 with enzyme activity opposite to EZH2. We confirmed that the suppression of 
JMJD3, CDH1, VASH1, and TFAP2E by the over-expression of miR186-5p in colon cancer cell line. We 
confirmed that cisplatin sensitivity was increased when I controlled expression of histone methylase
 EZH2 in colon cancer cell line.

研究分野：消化器癌、DNAメチル化、ヒストンメチル化
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１．研究開始当初の背景 
＜ヒストンコード＞ 
 ヒストンは H2A,H2B,H3,H4 それぞれがダイ
マーを形成し集まった８量体である。各ヒス
トンの N 末端のリジン残基にメチル化、アセ
チル化などの修飾が入ることであたかも遺
伝情報の如く、細胞における遺伝子発現に影
響を与えつつ次世代への細胞へと受け継が
れる。このことはヒストンコードと呼ばれ
(Science. 293:1074-80, 2001)、H3K27 のメ
チル化は遺伝子不活性化のヒストンコード
であり、癌抑制遺伝子の不活性化と関連して
いる(Curr Opin Cell Biol. 14:286-98,2002)。
これまでに多くのメチル化・脱メチル化酵素
が同定されおり、H3K27 の特異的メチル化酵
素として EZH2 が、脱メチル化酵素として
JMJD3 が同定されている(Biochim Biophys 
Acta. 2011, Fig.1)。  

Fig.1 ヒストンのメチル化と酵素 
 
 

＜EZH2 および JMJD3 と癌との関連＞ 
 ヒストンメチル化酵素 EZH2 は、H3K27 をメ
チル化することで転写を抑制し、癌抑制遺伝
子の転写を抑制することで癌遺伝子として機
能することが報告された。これまでに前立腺
癌（Nature. 2003, Fig.2）、乳癌（PNAS. 2003, 
Fig.3）、胃癌（Cancer Sci. 2006）、悪性黒色
腫（J Clin Oncol. 2006）、膵癌（Clin Cancer 
Res. 2008）、食道癌（Int J Cancer. 2010）、
卵巣癌（Carcinogenesis. 2010）、そして我々
が報告した胆管癌（Ann Surg Oncol. 2013）
など多くの癌腫において、予後不良因子とし
て報告されている。 
 一方で、H3K27 を脱メチル化する JMJD3 は
2007 年に同定されたが（Cell Res 2007）、癌
との関連についての報告はいまだ乏しい。ホ
ジキンリンパ腫（Oncogene. 2011）や腎細胞
癌（BMC Cancer. 2012）で高発現しており、
乳癌細胞株では上皮間葉転換（EMT）を誘導
する（J Biol Chem. 2012）との報告がある
一方で、大腸癌細胞株において JMJD3 をノッ
クダウンすると EMT を引き起こす（Hum Mol 
Genet. 2011）といった報告もあり、癌にお
けるその機能解析は未だ十分ではない。 
 
 
 

 
 

 
 
 

 
 

 
 
 

 
 
 

Fig.2 EZH2 発現量と前立腺癌の予後 
 

 
 
 
 
      

Fig.3 EZH2 発現量と乳癌の予後 
 
＜我々のこれまでの研究成果＞ 
 我々は以前よりエピジェネティクスを研
究対象としており、メチル化 DNA 結合タンパ
ク質 MBD1-MCAF-ヒストンメチル化酵素
SETDB1 複合体によるヘテロクロマチン形成
や(J Biol Chem, 2005) （Fig.1）、MBD1-ポ
リコームタンパク質 hPc2 による転写抑制機
構について報告してきた(J Biol Chem, 2007) 
（Fig.2）。 

Fig.1 複合体によるヘテロクロマチン形成  
 

Fig.2 MBD1 と hPc2 による転写抑制機構 
 
その後、ポリコームタンパク質群の一つであ
り、ヒストンメチル化酵素である EZH2 と癌
との関係に着目し、EZH2 の発現上昇と膵管内
乳頭性腫瘍の癌化との関連性を報告した
(Ann Surg Oncol. 2011) (Fig.3)。また、EZH2
の発現が胆管癌の予後と相関し、EZH2 は胆管



癌における治療ターゲットとなり得ること
を報告している(Ann Surg Oncol. 2013) 
(Fig.4)。さらに、 H3K27 メチル化阻害剤で
ある DZNep による細胞増殖抑制と、治療薬の
可能性を報告した（Oncol Rep, 2014） 
(Fig.5)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.3 IPMN における EZH2 発現 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.4 EZH2 発現と胆管癌予後 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.5 DZNep による細胞増殖抑制 
 
 
２．研究の目的 
 ヒストン H3 の 27 番目のリジン(H3K27)を
特異的にメチル化する酵素である EZH2 は多
くの癌腫で過剰発現が認められる。一方、
EZH2と反対にH3K27の特異的脱メチル化酵素
として JMJD3 が同定され、癌抑制遺伝子の可
能性が示唆されている。我々は JMJD3 の発現
を抑制する microRNA を同定しており、癌関
連 microRNA と考えている。分子生物学的手
法を用いて、大腸癌における EZH2、JMJD3、
さらには JMJD3 を抑制する microRNA の相互
の関連を解析することにより、大腸癌におけ
る H3K27 メチル化と microRNA のエピジェネ
ティックな制御機構を解明し、新たな治療法
の開発を目指すことを目的とする。 
 
 
 
 

３．研究の方法 
(1)JMJD3 と microRNA に関する分子生物学的
検討 
①大腸癌由来細胞株における JMJD3 および
microRNA の発現状況の確認 
 まず、JMJD3およびmicroRNAの発現状況を、
当教室で既に保有している各種の大腸癌細
胞 cell line において分子生物学的手法を用
いて確認する。 
②大腸癌由来細胞株における JMJD3 および
microRNA の機能解析 
 JMJD3 の高発現細胞株に対して siRNA の手
法を用いてJMJD3を Knock downすることで、
H3K27 メチル化レベルの変化と細胞の増殖能
(proliferation assay)・浸潤能(invasion 
assay)の変化を検証する。JMJD3 の siRNA 用
vector 作成し、microRNA 導入による細胞の
増殖能・浸潤能の変化を検証する。 
(2)大腸癌症例の臨床検体における JMJD3 と
microRNA に関する検討 
①大腸癌切除標本における JMJD3 および
microRNA の発現状況の確認 
 新鮮凍結標本や新鮮凍結血清を用いて、免
疫染色や PCR、western blotting 法で実際の
検体における JMJD3 や microRNA の発現状況
を確認する。 
②JMJD3およびmicroRNAの発現状況と予後と
の相関性の検討 
 先の分子生物学的手法で得られたデータ
と、臨床データを用いて臨床病理学的因子や
予後との相関性を統計学的に解析すること
で、予後との相関性や、予後因子を同定する。 
(3)JMJD3 および microRNA の発現量と抗癌剤
感受性に関する検討 
 JMJD3およびmicroRNAの発現量と抗癌剤感
受性との関連を、大腸癌細胞株を用いて検証
する。EZH2 高発現が卵巣癌におけるシスプラ
チン抵抗性と関連しているとの報告がある
ことから(Cancer Biol Ther. 10:788-95, 
2010)、EZH2 と相反する酵素活性を有する
JMJD3 を高発現している細胞株は、抗癌剤感
受性が高いことを想定している。このことか
ら、siRNA の手法による Knock down や
microRNA 導入により JMJD3 を抑制すると、抗
癌剤抵抗性を獲得すると想定しており、
microRNAを抑制するanti-microRNAが治療薬
になり得ると考えている。具体的な実験方法
として、anti-microRNA 導入と大腸癌治療の
Key drug で あ る 5-FU 、 oxaliplatin 、
irinotecan を至適濃度で投与した場合の、細
胞増殖速度を anti-microRNA 未導入の細胞と
比較・検証する。 
(4)in vivo における検討 
  in vitro assay で得られた結果を in vivo
で確認する予定である。具体的にはヌードマ
ウスの皮下に通常の大腸癌細胞株および
JMJD3抑制microRNA導入細胞株を注入するこ
とにより、それぞれの腫瘍形成能を比較・評
価する。また、抗癌剤を投与した場合の腫瘍
増殖も比較・評価する。 



 
４．研究成果 
(1)先行研究にて、JMJD3 は正常部で高発現で
あり、大腸癌での低発現が予後不良因子であ
ること（Fig.1）に加えて、癌抑制遺伝子
p15INK4b を制御し大腸癌進展を抑制するメカ
ニズムを初めて明らかにした(Ann Surg 
Oncol. 2015)。 

Fig.1 JMJD3 の発現パターンと生存曲線 
 
(2)JMJD3 の発現を抑制する microRNA を検索
するべく、当科保有の大腸癌細胞株の中で
JMJD3 高発現株である colo201 と、JMJD3 低
発現株である HT29 の細胞株に対して 328 種
類の miR をターゲットとした PCR array を施
行し、colo201 にて低発現、HT29 において高
発現であるmiRのうち、5倍以上の差があり、
JMJD3 の 3’-UTR との結合能を有する miR を
２種類抽出した。さらにin vitroにてJMJD3
を抑制する miR として miR186-5p を同定した
(Fig.2)。 

Fig.2 大腸がんにおける JMJD3 を抑制する
microRNA の検索 
 
(3)文献検索にて、JMJD3 によって発現が維持
されていると考えられる p15、CDH1、VASH1、
TFAP2をpick upし、miR186-5pを用いてJMJD3
を抑制したところ、それらの遺伝子の発現が
低下することを確認した(Fig.3)。 

Fig.3 miR186-5p 過剰発現による標的遺伝子
の発現抑制 
 
 

(4) 副実験として、EZH2 のシスプラチン感受
性に関する実験を行った。大腸癌肝転移症例
において、EZH2 の発現が予後と相関すること
を確認した(Fig.4)。 

Fig.4 大腸癌肝転移症例と EZH2 発現と予後 
 
(5)EZH2 を siRNA の腫瘍でノックダウンする
と、大腸癌細胞株におけるオキサリプラチン
の抵抗性が増加し、IC50 が低下することが確
認できた。EZH2 阻害薬である DZNep を用いて
も同様の結果が得られた(Fig.5)。さらに
Growth assayにてオキサリプラチンによる増
殖抑制効果が、EZH2 をノックダウンすること
で相乗効果を得ることが確認できた(Fig.6)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.5 EZH2 発現抑制による IC50 低下 
 

Fig.6 オキサリプラチンと EZH2 発現抑制に
よる相乗効果 
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