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研究成果の概要（和文）：本研究において、癌遺伝子であるEZH2が血管抑制因子であるVASH1の発現を介して血
管新生を促進し、癌の悪性度に関与している事を明らかにした。臨床検体においてEZH2の発現とVASH1の発現は
逆相関を示し、更に、EZH2高発現かつVASH1低発現症例では再発率が高く、全生存率が不良であり、EZH2高発現
かつVASH1低発現が予後不良のリスク因子である事が明らかとなった。また、EZH2が制御している他の細胞内シ
グナルとしてNotch1シグナルを同定し、これが胆管癌の増殖・悪性度の寄与していると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Enhancer of zeste homolog 2 (EZH2) is the catalytic subunit of the polycomb 
repressive complex 2 (PRC2) and regulate tumor malignancy by gene silencing via histone methylation.
 In this study, we investigate the role of EZH2 in angiogenesis of intrahepatic cholangiocarcinoma 
(ICC). The influence of EZH2 on tumor angiogenesis and the prognostic significance of EZH2 and VASH1
 expression was also examined in ICC cohort by IHC.
By bioinformatical analysis, EZH2 was associated with several angiogenesis gene set in public 
database. We also find that EZH2 suppress VASH1 expression in vitro assay and IHC study. In IHC 
analysis. EZH2-high/VASH1-low status was independently associated with poor disease-free survival (P
=0.019) and poor overall survival (P=0.0055). The current study demonstrated that high EZH2 
expression was associated with activation of tumor angiogenesis, and the EZH2 mediated angiogenesis 
pathway predicts the prognosis of patients with ICC.

研究分野：消化器外科、肝胆膵外科

キーワード： 肝内胆管癌　EZH2　VASH1　血管新生　細胞増殖　Notch1
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

ポリコーム複合体を構成するポリコーム蛋
白の一つである EZH2 は、ヒストン 3 リジン
27 をメチル化することでクロマチン構造を
変化させ、癌抑制遺伝子や細胞周期関連遺伝
子の発現を抑制することにより、癌の発育・
進展に関与することが報告されている（図 1）。
EZH2 を含めたポリコーム蛋白の癌発育・進
展における役割を明らかにすることで、
EZH2 の H3K27 メチル化部位をターゲット
としたメチル化阻害剤を用いた癌治療への
臨床応用が期待される。乳癌・前立腺癌・卵
巣癌の領域では、癌抑制遺伝子 p27KIP1 や
サイクリン依存性キナーゼ CDK との関連が
報告されている一方、消化器癌領域での
EZH2 の役割については不明な点が多い。
我々は予後不良な癌種として知られる胆管
癌・膵癌において EZH2 高発現が予後不良因
子である事（図 2）に加えて、癌抑制遺伝子
p16INK4a、p27KIP1 の転写を抑制し癌進展
を促進するメカニズム（図 3）や、EZH2 の
発現誘導に関与する因子として microRNA 

(miR101）が上流に位置して EZH2 の発現を
抑制することを明らかにした。また、癌抑制
遺伝子を標的とした癌進展機構の他に、血管
新生を制御する因子を標的として癌の増
殖・転移を促進する機構も知られている。こ
のため、胆管癌細胞株 RBE 及び TFK-1 を用
いて siRNA を用いて EZH2 発現を抑制する
ことで、胆管癌における標的遺伝子の検索を
行ったところ、癌抑制遺伝子 p16INK4a、
p27KIP1 の他に、血管新生抑制因子である
Vasohibin-1 の発現上昇を認めた。即ち、
EZH2 は胆管癌において、癌抑制遺伝子の他
に、Vasohibine-1 を標的とすることで血管新
生を促進し癌の進展に関与する可能性も示
唆された。 

 

更にこれまでに、間接的な EZH2 阻害効果を
持つ、H3K27 メチル化阻害剤である DZNep

を用いた実験を行っている。DZNep による
EZH2 阻害効果を評価する為に、EZH2 項発
現胆管癌株である RBE 及び TFK-1を用いて
現象及びターゲットとなる癌抑制遺伝子の
発現の変化を評価した。これにより胆管癌細
胞において増殖能の低下、アポトーシスの増
加 (図 5)、細胞周期の停止 (図 6)を認めてお
り、更に癌抑制遺伝子である p16INK4a、
p27KIP１の発現の増加を認め、これは抗癌
剤であるゲムシタビンと併用した際により

明らかであった。近年、更なる EZH2 阻害
剤 の 研 究 が 進 ん で お り 、 Non-Hodgkin 

Lymphoma において、EZH2 阻害剤である
EPZ-6438の有用性が in vitro 及び in vivoで
示 さ れ て い る  (2014 Nat chem biolo 

Knutson et al, 2013 PANS Knutson et al)。
本研究では、EPZ-6438 の胆管癌細胞株への
増殖抑制効果、現象変化、及びその作用機序
について評価し、更に In vitro、ヒト胆管癌
切除検体を用いて抗腫瘍効果の評価を行う
事を目的とした。 

 

２．研究の目的 

(1)胆管癌細胞株における EZH2 阻害剤
EPZ-6438 の効果の評価及び下流の遺伝子変
化の確認 

 EZH2 阻害剤の胆管癌における報告は少な
く、その効果は未だ明らかでない。胆管癌細
胞株を用いて EPZ-6438 が癌増殖・浸潤・遊
走・血管新生に与える効果及び標的遺伝子の
発現変化を評価する事で臨床応用へ向けた
第一歩とする。 

(2)In vivo における EPZ-6438 の腫瘍抑制効
果及び血管新生抑制効果の評価 

 In vitro において得られた実験結果をマウ
スなどの生体内で確認することで、ヒトにお
ける動態を疑似的に再現でき、これにより治
療への応用の足がかりとすることができる
と考える。 

(3)ヒト胆管癌切除検体から得られる Tissue 

slice を用いた検討（ex vivo） 

①EPZ-6438 のヒト胆管癌組織における
抗腫瘍効果及び標的遺伝子に与える影響の
評価 

当科においては、細胞株やマウスを用いた in 

vitro, in vivo の実験のみならず、手術により
得られるヒト胆管癌組織が継続的に入手可
能である。この手術検体のスライスｑｗｗ



（Precision cut slice）を用いて薬剤と共にカ
ルチャーする事で、腫瘍微小環境を保持した
まま、ヒト検体における薬剤の効果を評価す
ることが可能である。この ex vivo の実験系
を用いて EPZ-6438 を添加した際の抗腫瘍効
果、標的遺伝子の発現変化、血管新生に与え
る影響などを評価する。これによりヒト胆管
癌における有用性を評価することができ、臨
床応用への足がかりとすることが出来る。 

②抗癌剤及び EZH2 阻害剤の効果予測マー
カーとしての EZH2 の有用性の検討 

同様に腫 ex vivo において腫瘍の EZH2 発現
と抗癌剤（ゲムシタビン）、EPZ-6438 の効果
を比較することで抗腫瘍薬の効果予測マー
カーとしての EZH2 の有用性を検討する。 

 

３．研究の方法 

(1)胆管癌細胞株における EZH2 阻害剤
EPZ-6438 の効果の評価及び下流の遺伝子変
化の確認 
当科にて保有している胆管癌細胞株 7株を用
いて EPZ-6438 の抗腫瘍効果を評価する。MTT 
assay にて増殖能、invasion assay にて浸潤
能 、 scratch assay に て 遊 走 能 、 tube 
formation assay にて血管新生に与える影響
を明らかにする。また、FACS を用いた解析を
行う。PI 染色・AnnexinⅤ染色・FACS 解析を
行うことで、アポトーシス細胞を検出し、
EZP-6438 がアポトーシスに与える影響を分
析する。細胞固定後に PI 染色を行い FACS 解
析を行うことで細胞周期に与える影響を検
討する。更に、EPZ-6438 投与における EZH2
と標的遺伝子の発現、細胞内シグナルの変化
を qPCR、Western blot にて mRNA レベル、蛋
白レベルにおいて評価し、作用機序の解明を
行う。 
(2)In vivo における EPZ-6438 の腫瘍抑制効
果及び血管新生抑制効果の評価 
胆管癌細胞株をヌードマウスへ皮下注射し、
EZP-6438 投与群とコントロール群において
in vivo における抗腫瘍効果の評価を行う。
腫瘍サイズの評価、EZH2、標的遺伝子の発現
変化の評価と同時に、in vivo では特に血管
新生への影響に着目する。In vitro において
は評価困難な血管新生を含めた腫瘍微小環
境の評価が in vitro の実験により可能とな
るためである。血管上皮マーカーである CD34, 
CD31 及び血管新生抑制因子であり EZH2 の標
的である Vasohibin-1 の発現を免疫染色、
Western Blot にて確認し、EPZ-6438 による
発現の変化を評価する。更に VEGF シグナル
の解析を行い、EZH2/Vasohibin-1 との相互作
用を検討する。続いて EPZ-6438 の浸潤。転
移の阻害効果の検討を行う。胆管癌細胞株を
ヌードマウスへ尾静脈注入を行い、マウス肺
への肺転移をコントロールと比較し評価す
ることで、EPZ-6438 の転移抑制効果を検討す
る。こうして作成したマウス皮下腫瘤及びマ
ウス肺転移巣の切除標本を用いて免疫染色
を行い、EZH2、標的遺伝子のタンパクレベル

での発現変化を評価・検討する。 
(3)ヒト胆管癌切除検体から得られる Tissue 
slice を用いた検討（ex vivo） 
 手術による切除後すぐの胆管癌組織を、マ
イクロトームを用いて厚さ 300µm にスライス
し、細胞培養用メディウムを用いてカルチャ
ーを行う(図 9)。この組織に対して各種薬剤
を投与し、MTS アッセイにてその viability
を、カルチャー後の蛋白、mRNA を回収してそ
の蛋白、遺伝子発現の変化を評価する。この
ような ex vivo の実験系を用いてヒト胆管癌
組織に対する薬剤の効果を評価することで、
血管新生などの腫瘍微小環境を残しつつ、薬
剤感受性の評価を行う事が可能である。 
①EPZ-6438 のヒト胆管癌組織における抗

腫瘍効果及び標的遺伝子に与える影響の評
価 
 上記 ex vivo の実験系において、胆管癌ス
ライスに EPZ-6438 を添加し、継時的に MTS
を測定しコントロールと比較する事で抗腫
瘍効果の評価を行う。更に、カルチャー後の
胆管癌スライスから mRNA、蛋白を抽出するこ
とで標的遺伝子の発現変化や VEGF シグナル
の変化を評価する。同様に胆管癌スライスを
ホルマリン固定した標本の免疫染色を行う
事で血管新生 (CD31,34)、増殖能 (Ki67, 
BrDU)、アポトーシス (Caspase3, TUNNEL) の
評価を行い、EPZ-6438 の抗腫瘍効果の詳細を
明らかにする (図 10)。Ex vivo の実験系を
使用する事で、ヒト検体での抗腫瘍効果の評
価が可能となる。 
②抗癌剤及び EZH2 阻害剤の効果予測マーカ
ーとしての EZH2 の有用性の検討 
 カルチャー前の胆管癌組織の EZH2 発現を免
疫染色及び qPCR にて確認し、その後カルチ
ャーを行い EZP-6438の効果を測定する。EZH2
発現と EPZ-6438 の抗腫瘍効果の相関を評価
し、EZH2 の効果予測マーカーとしての意義を
検討する。更に、同様の腫瘍を用いて、現行
胆管癌治療のキードラッグであるゲムシタ
ビン及びシスプラチンの抗腫瘍効果を測定
し、EZH2 発現とこれら抗癌剤の抗腫瘍効果と
の相関関係を評価する。これによって抗癌剤
の効果予測マーカーとしての EZH2 の意義を
検討する事が出来る。 
 
４．研究成果 
(1)マイクロアレイデーを用いた EZH2と血管
新生の相関関係の検証 
 まず、EZH2 と血管新生の相関関係を明らか
にするために、胆管癌のマイクロアレイデー
タである GSE3225 (n=155)を用いて GSEEA；
Gene set enrichment analysis を用いて EZH2
の発現レベルと血管新生に関わる Geneset の
相関関係を解析した。EZH2 の高発現は、血管
新 生 に 関 わ る Geneset で あ る 、
Biocata_VEGF_pathway 及び KEGG_vascular 
_smooth_muscle と有意に相関を示した。（そ
れ ぞ れ NES=1.73, p=0.009, NES=1.32, 
p=0.042、図 4） 



 
(2)EZH2 による血管新生は、VASH1 の発現抑
制を介して行われる。 
 VASH1 は、EZH2 のターゲットの一つとして
知られており、EZH2 によりエピジェネティク
スなメカニズムにより発現の抑制を受ける。
VASH1 は血管新生を阻害する因子であり、無
秩序な血管新生を抑制していると考えられ
ている。胆管癌細胞株 RBE において、EZH2 の
発現を siRNA を用いて抑制すると、VASH1 の
発現が上昇した（p=0.0034）。（図 5、D） 
 続いて、ヒト臨床検体における EZH2 と
VASH1 の相関関係を明らかにするため、胆管
癌組織を用いて免疫染色による EZH2 及び
VASH1 の評価を行った。EZH2 高発現は有意に
VASH1 低発現と相関し（p=0.0034）、臨床検体
においても VASH1 は EZH2 により抑制的な制
御を受けていると考えられた。（図 5） 
 

 
(3)EZH2 高発現、VASH1 低発現群は胆管癌に

おける独立予後不良因子である。 
 EZH2及びVASH1発現の胆管癌における予後
との相関を明らかにするために、 Cox 
regression model単変量及び多変量解析を行
った。EZH2 高発現、かつ VASH1 低発現群を血
管新生が促進されている群として解析する
と、EZH2 高発現かつ VASH1 低発現群において
有 意 に 予 後 不 良 （ 全 生 存 率 ） で あ り
（p=0.0237）、有意に無再発生存率も不良で
あった (p=0.0256)。多変量解析を行うと、
腫瘍系（p=0.01）及び EZH2 高発現 VASH1 低
発現（p=0.0055）が全生存率不良に対する独
立予後不良因子であった。また、リンパ節転
移（p=0.031）及び EZH2 高発現 VASH1 低発現
（p=0.019）が無再発生存率不良を予測する
独立因子であった。（図 6） 

 
(4)EZH2 は Notch シグナルを介して胆管癌の
増殖を促進している。 
 更に、EZH2 が胆管癌の進展に関わる他のメ
カニズムを明らかにするために、GSE3225 コ
ホートにおいて、HALLMARK geneset を用いて
GSEA を行い、EZH2 高発現において活性化し
ているシグナルを網羅的に解析した。そのけ
っか、Notch シグナルが EZH2 高発現症例にお
いて最も活性化しており、EZH2 が細胞増殖に
いたるメカニズムにおいて Notch シグナルが
重要な役割をになっていると考えられた。更
に他の Geneset を用いて検証すると、他のほ
とんどの Geneset においても Notch シグナル
が EZH2 高発現において活性化している事が
明らかになった。 



 Notch1、JAG1、HES1、DTX2,CCND1、PPKCA
といった Notch シグナル下流の遺伝子群も
EZH2 高発現においてその発現が上昇してい
る事がわかった。（それぞれp<0.0001, p=0.01, 
p<0.0001, p<0.0001, p<0.0001, p<0.0001）、
図 7 
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