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研究成果の概要（和文）：本研究では、SETドメインを持つヒストンメチル化修飾因子(酵素)の発現と機能を難
治性消化器癌で検討した。SETDB2タンパク質発現は胃癌組織の約40％で高く、かつその患者予後は有意に悪かっ
た。胃癌細胞株でSETDB2を強制発現させると細胞増殖と浸潤能が亢進した。またSETDB2はH3K9のトリメチル化を
介して癌抑制遺伝子WWOXとCADM1の発現を減少させた。以上よりSETDB2は機能的に癌促進的役割を持ち、癌の悪
性度亢進に働くことが示唆された。胃癌でのヒストン修飾酵素PRMT6高発現および膵癌でのKDM6A発現低下も明ら
かにした。また臨床検体を用いたクロマチン免疫沈降法の条件確立を行った。

研究成果の概要（英文）：We focused on alterations of histone methyltransferases with SET domain in 
refractory cancer. Overexpression of SETDB2 was detected in approximately 40% of gastric cancer 
GC), and the GC patients with SETDB2 overexpression significantly showed worse prognosis. SETDB2 
overexpression in GC cells accelerated cell growth and invasiveness, and suppressed the expression 
levels of WWOX and CADM1, tumor suppressor genes, through histone H3K9 trimethylation changes. These
 data suggest that SETDB2 has oncogenic roles and plays an important role in malignant progression 
of GC. Overexpression of PRMT6 and loss of KDM6A were detected in refractory cancer as well. 
Finally, we optimized the condition of chromatin immunoprecipitation assay for the primary cancer 
tissues.

研究分野： 分子腫瘍学

キーワード： エピジェネティクス　エピゲノム　ヒストン修飾　メチル化　難治性消化器癌　SETドメイン　クロマチ
ン免疫沈降法

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
エピゲノム研究分野において、ヒストン修飾異常の解析が進んでいる。SETDB1やEZH2などのSETドメイン含有酵
素の異常が多くの癌で報告され、その阻害剤の研究が進んでいる。SETDB2に関しては全く不明であったが、本研
究でSETDB2の高発現、および癌促進的が明らかになったことで、今後、この酵素に着目した治療薬の開発につな
がると期待できる。臨床検体におけるヒストン修飾解析は培養細胞株に比べて困難であったが、本研究でその条
件設定を行い癌組織でもヒストン修飾変化を解析できるようになった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
難治性消化器癌にはスキルス胃癌や肝胆膵領域の癌があげられるが、その分子機構は不明な

点が多い。難治性消化器癌の生物学的特徴は悪性度が高く、組織内多様性・不均一性 
(heterogeneity)が存在することが知られている。病理学的解析において、胃癌組織を顕微鏡観察す
ると分化型と未分化型癌の混在が見受けられるなど、多様な組織像を示す症例を認めることが
多い。また、組織内 heterogeneity は、癌の悪性度や癌幹細胞性との関与が強く、その多様性が治
療を困難にしている。したがって、癌幹細胞および組織内 heterogeneity の発生・維持機構につい
ての分子メカニズムの解明は喫緊の課題である。 
エピジェネティック機構として、DNA メチル化、ヒストン修飾およびクロマチン再構築が知

られている。現在までに多くの癌でこれらエピジェネティック因子の異常が報告され、癌の発生、
進展において重要な役割を果たしている。一方、エピジェネティック異常による遺伝子発現調節
機構は非常に複雑である。例えば、E-cadherin の発現には DNA メチル化異常とともにヒストン
メチル化・アセチル化変化も密接に関与している。ヒストン修飾酵素(遺伝子)は複数存在してい
るため、どの修飾酵素がどの癌に重要なのか、それぞれの修飾酵素の機能の類似点や相違点があ
るのかなど、ヒストン修飾には多くの未解明な部分が残っている。 
ヒストン修飾因子の中で、EZH2, MLL3/4, SETDB1 などのように SET ドメインと呼ばれる保

存された領域を持つ遺伝子の変異や発現異常が様々な癌で検出されている。我々は科研費・基盤
研究(C)（平成 24〜27 年、代表 秋山好光）において、ヒストンリジンメチル化修飾遺伝子 SET7/9
の発現低下は未分化型胃癌で多いこと、および SET7/9 はがん抑制的機能を持つことを報告した 
(Akiyama et al. Oncotarget, 2016)。しかし、複数存在する SET 関連ヒストンメチル化修飾酵素(遺
伝子)のどれが難治性消化器癌の発症に重要なのかはまだわかっていない。 

DNA メチル化異常の解析は新鮮凍結標本やホルマリン固定パラフィン包埋(FFPE)切片から抽
出した DNA を用いることが可能である。また、ヒストン修飾変化の解析には主にクロマチン免
疫沈降法(ChIP)が用いられ、培養細胞系の実験において多大な成果を上げている。しかし、臨床
検体を用いる場合は ChIP 解析の工程において条件設定が難しいため、臨床検体でのヒストン修
飾解析の成果は不十分である。凍結標本や FFPE 切片などの臨床検体を用いたヒストン修飾解析
を容易に行う条件が可能となれば、分子病理学的研究の発展に大きく結びつくと考えられる。 
本研究はヒストン修飾に着目して、分子病理学的観点から癌の悪性度、癌幹細胞性、組織内

heterogeneity を明らかにすることである。この研究は難治性消化器癌の発症、進展機構の分子レ
ベルの解明にも発展し、この異常に基づくエピジェネティック創薬の開発への応用も期待でき
る。 
 
２．研究の目的 
本研究の利点として、我々はこれまでに胃癌(スキルス胃癌)の他、肝癌、膵癌、胆管癌などの

難治性癌の臨床検体を多数解析し、膨大な病理、遺伝子、タンパク質の解析結果を蓄積している。
また SET7/9 や SUV39H1 などの SET ドメインを持つ酵素の異常を胃癌で検討してきた。本研究
では、難治性癌における SET 関連ヒストンメチル化酵素(遺伝子)および他のヒストン修飾因子
の発現と機能的役割を明らかにする。以下の３つを柱とする。 
(1) SETDB1 の異常は多くの癌で報告されているが、SETDB2 については全くわかっていない。

そこで、胃癌を対象として SETDB2 の発現と機能を解析する。 
(2) 近年、SET 関連因子と結合するエピゲノム因子が複数明らかになってきた。例えば、KDM6A

ヒストン脱メチル化酵素は SET ドメインを持つ MLL3 タンパク質と結合する。そこで、SET
関連因子との関与が示唆されているヒストン修飾因子群の異常を難治性癌で調べる。 

(3) 臨床検体を用いて ChIP 解析法の条件設定を行い、効率良くヒストン修飾変化を検出できる
条件を決定する。 

 
３．研究の方法 
(1) 対象： ヒト胃癌細胞 13 株、膵臓癌 4 株および胆管癌細胞 2 株を用いた。更に胃癌組織 204
例、膵癌組織 103 例、膵神経内分泌腫瘍 44 例と胆道癌 120 例のホルマリン固定パラフィン包埋
切片を用いた。これらは東京医科歯科大学にて外科的に手術され、かつインフォームドコンセン
トが得られた症例であり、本研究は東京医科歯科大学倫理委員会にて承認されている。また、マ
ウス実験は東京医科歯科大学にて承認された動物実験計画に基づいて行った。 
(2) 免疫組織化学染色： SETDB2, PRMT6, KDM6A, ARID1A 他、複数のタンパク質発現につい
て、それらの抗体を用いた免疫組織化学染色を行った。細胞数と発現強度をスコアリングし、陰
性、弱陽性、中等度陽性、強陽性の４段階に分類し、中等度陽性以上を high 群、弱陽性以下を
low 群とした。 
(3) 遺伝子およびタンパク質発現解析： 細胞株と組織から RNA を抽出した。1〜2μg の RNA を
用いて SuperScript-III で cDNA 合成を行い、対象とする遺伝子の RT-PCR と定量的 RT-PCR を行
った。コントロールは GAPDH を用いた。また、RIPA buffer を用いてタンパク質を抽出し、SDS-
PAGE 後に、Western blot を行った。コントロールは α-Tubulin または GAPDH を用いた。 
(4) 機能解析：胃癌細胞株を用いて SETDB2 siRNA による発現抑制と発現ベクターによる
SETDB2 の強制発現を行った。また膵癌や胆管癌細胞などでは Crispr/Cas9 法を用いて PRMT6, 
KDM6A, ARID1A のノックアウト細胞を作成した。これらの細胞株を用いて WST-8 細胞増殖ア



ッセイ、マトリゲルインベージョンアッセイ、スフェア形成能解析を行った。更にヌードマウス
への移植実験により造腫瘍性を検討した。 
(5) マイクロアレイ解析： (4)で作成した細胞株を用いてマイクロアレイ解析を行い、下流遺伝
子の発現変化を網羅的に調べた。 
(6) クロマチン免疫沈降法(ChIP: Chromatin immunoprecipitation)： 細胞株をホルムアルデヒドで
固定し、ソニケーションによる DNA の断片化を行った。SETDB2 などのヒストン修飾因子、お
よびメチル化関連タンパク質H3K4me3, H3K9me3, H3K27me3 とアセチル化関連タンパク質H3ac, 
H4ac の抗体を用いて免疫沈降を行い、ChIP 解析を行った。また、胆管癌組織からクロマチンタ
ンパク質を抽出するための反応時間やソニケーションなどの条件設定を行った。 
 
４．研究成果 
以下３つの研究を遂行した。 
(1) 胃癌における SETDB2 発現の解析 

胃癌組織における SETDB2 の免疫組織染
色の結果、SETDB2 は正常胃粘膜上皮では検
出されず、胃癌組織 72 症例中 30 症例(41.7%)
の核に発現を認めた。臨床病理学的諸性状と
の関係では進行胃癌において SETDB2 の発現
異常頻度が高く、患者予後が悪かった(図 1)。
また SETDB2 は胃癌組織内で発現パターンが
異なる場所が存在し、SETDB2 の組織内
heterogeneity 存在の可能性が示唆された。胃癌
細胞株では、13 株中 4 株で SETDB2 高発現を
認めた。機能的解析を行うため、SETDB2 siRNA 導入による
発現抑制および発現ベクターによる強制発現系を構築し
た。SETDB2 を強制発現すると胃癌細胞の増殖および浸潤能
が亢進したが(図 2)、発現抑制すると細胞の増殖と浸潤能は
低下した。また SETDB2 はヒストン H3K9 のトリメチル化
機能を持つことが示唆された。SETDB2 siRNA 導入後にマ
イクロアレイで発現変化した遺伝子を検索した結果、
WWOX や CADM1 などの既知のがん抑制遺伝子や複数の癌
関連遺伝子の発現が亢進
した(図 3)。ChIP 解析によ
り、SETDB2 は WWOX と
CADM1 のプロモーター
領域にリクルートされ、
その領域特異的にヒスト
ン H3K9 トリメチル化を
亢進した(図 4)。胃癌組織
においても細胞株の結果
と同様に、 SETDB2 と
WWOX発現は逆の発現パ
ターンを示した。以上より、胃癌で高発現が認められた SETDB2 は癌促進的機能を持ち、標的
癌抑制遺伝子の発現を抑制することを明らかにした (Nishikawaji, Akiyama et al. Oncotarget, 2016)。 
 現在は SETDB2 ノックアウト細胞株および安定発現細胞株を樹立して機能解析を継続中であ
る。免疫沈降解析の結果、SETDB2 は EZH2 と複合体結合することがわかった。さらに SETDB2
高発現胃癌細胞株は癌幹細胞能も亢進しており、EZH2 関連阻害剤を処理すると増殖能が低下す
ることが明らかになった (未発表)。同様に SET7/9 と SETDB1 の KO 細胞株樹立も進めている。 
 
(2) ヒストン修飾因子の難治性消化器癌における異常解析 
 SET 関連タンパク質は様々なヒストン修飾因子
と複合体形成して機能することが次第に明らかと
なってきた。EZH2, SETDB1 や MLL3/4 は SETDB2, 
SET7/9と同様に SET ドメインを持つヒストンリジ
ンメチル化酵素として知られている。近年、MLL3
はヒストン脱メチル化酵素 KDM6A と結合してマ
クロファージからのインターロイキン産生に関与
すること(Li, J. Autoimmun, 2017)、SETDB1 はヒス
トンシャペロン DAXX と複合体を作りテロメア維
持に機能すること (Hoelper, Nature Commun, 2017)
が報告された。またヒストンアルギニンメチル化酵素 PRMT6 は機能的に MLL と拮抗すること
(Litt, Biosci. Rep, 2007)や EZH2 と結合すること(Stein , PlosONE, 2016)が知られている。既に EZH2



や SETDB1 の高発現は難治性消化器癌、脳腫瘍はじめ様々な癌で報告されているので、本研究
では胃癌と膵臓癌での PRMT6, DAXX, KDM6A の発現と機能を調べた。 
胃癌組織 133 例を用いて PRMT6 とヒストン H3 アルギニン

メチル化(H3R2me2as と H3R2me2s)を調べた。その結果、70 例
(52.6%)で PRMT6 高発現、68 例(51.1%)で H3R2me2as 高レベル
を認め(図 5)、PRMT6 高発現群・H3R2me2as 高レベル群が有意
に無再発生存期間と全生存期間が悪かった。H3R2me2s は、42
人(31.6%)で高レベルであったが、予後との相関はなかった。次
に Crispr/Cas9 で PRMT6 をノックアウ
ト(KO)した細胞株を樹立して、機能解
析を行った。その結果、PRMT6 KO 細
胞株は H3R2me2as レベルの低下と
H3K4me3 レベルの上昇を認め、増殖能
と遊走能、浸潤能、スフェア形成能の低
下を認めた(図 6)。マウス皮下腫瘍モデ
ルでは、PRMT6 ノックアウトで腫瘍形
成能の低下を認めた。マイクロアレイ
と ChIP 解析により、PRMT6 は癌抑制
遺伝子 PCDH7 のプロモーター領域のヒ
ストンアルギニンメチル化とリジンメチ
ル化に関わることで、その遺伝子の発現
抑制に働くことを明らかにした (図 7) 
(Okuno, Akiyama et al. Carcinogenesis, 
2019)。 
その他、膵癌と膵神経内分泌腫瘍でそ

れぞれ KDM6A と DAXX の発現低下を明
らかにし、両者の癌抑制的機能を報告し
た(図 8) (Watanabe, Shimada, Akiyama et al. 
Int J Cancer, 2019, Ueda, Akiyama et al. 
Endocr Relat Cancer, 2018)。今後、これら
ヒストン修飾因子の異常と SET 関連酵素の関連性を検討する必要がある。 
 
(3) 臨床検体を用いたクロマチン免疫沈降(ChIP)解析 
本研究の目的には、臨床検体を用いたヒストン修飾解析法の構築も含まれる。ChIP 解析は一

般的なヒストン修飾解析法であり、細胞株を用いた実験で広く使われている。しかし、臨床検体
においてはその条件設定が難しく、ホルムアルデヒド処理条件(濃度や時間)による架橋形成状態
の変化、クロマチン DNA の断片化条件などにより、実験結果が異なる場合がある。我々の研究
では、クロマチン構成因子 ARID1A は胆道癌の 17.5%で発現低下していること、および幹細胞性
遺伝子 ALDH1A1 の発現を負に制御していることを明らかにした(Yoshino, Akiyama, et al. 
Carcinogenesis, 2019, in press)。また Crispr/Cas9 による ARID1A KO 胆管癌細胞は、野生型細胞に
比べて ALDH1A1 のプロモター領域の H3K27 アセチル化レベルが高かった。そこで免疫組織染
色法で確定した ARID1A 発現が陽性
と陰性の胆管癌組織を用いて、
ARID1A の ALDH1A 遺伝子プロモー
ター領域への結合状態と H3K27 アセ
チル化レベルを検証した。組織検体
は術後-80℃に保存した新鮮凍結標本
を用いた。組織破砕におけるホモジ
ナイズ法、ホルムアルデヒド処理時
間(15, 20, 30 分)、および抽出クロマ
チン量と抗体量、反応時間を検討し
た (未発表)。その結果、ARID1A 発現陽性胆管癌では、ARID1A の ALDH1A1 遺伝子プロモータ
ー領域へリクルートと H3K27 アセチル化の低下が PCR とリアルタイム PCR で検出できた。更
にヒストンアセチル化酵素 HDAC1 の ALDH1A1 プロモーター領域へのリクルートも検出され
た(図 9)(Yoshino, Akiyama, et al. Carcinogenesis, in press)。今後、FFPE 切片を用いた ChIP 解析の
条件設定を進める予定である。 
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