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研究成果の概要（和文）：EZH2阻害剤であるUNC1999の抗腫瘍効果は、免疫不全マウスモデルに比して同種マウ
スモデルでは明らかに減弱した。BALB/cマウスのH22細胞由来腫瘍のフローサイトメトリー解析では、インター
フェロンγ+ CD8+T細胞および制御性T細胞が有意に減少し、骨髄由来抑制性細胞（MDSC）が有意に増加すること
が示された。UNC1999にGr-1中和抗体を併用すると、CD8+T細胞数の増加、MDSC数の減少を伴い、抗腫瘍効果が回
復した。以上より、EZH2阻害は腫瘍免疫の減弱に寄与することが示された。EZH2阻害剤とMDSCsを減少させる薬
剤との併用療法は、肝細胞癌の新規治療戦略となる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：The antitumor effect of UNC1999, an EZH2 inhibitor, was clearly attenuated 
in an allogeneic mouse model compared to an immunodeficient mouse model. Flow cytometric analysis of
 H22 cell-derived tumors in BALB/c mice showed a significant decrease in interferon gamma+ CD8+ T 
cells and regulatory T cells and a significant increase in myeloid-derived suppressor cells (MDSCs).
 Combination of UNC1999 with Gr-1 neutralizing antibody restored the antitumor effect with an 
increase in the number of CD8+ T cells and a decrease in the number of MDSCs.
In conclusion, EZH2 inhibition contributes to attenuation of tumor immunity, and combination therapy
 with EZH2 inhibitors and agents that reduce MDSCs may be a novel therapeutic strategy for 
hepatocellular carcinoma.

研究分野： 分子腫瘍学

キーワード： 腫瘍微小環境

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ポリコームタンパクEZH2は肝細胞がんにおいて高発現しており、発癌並びに癌の進行に大きな役割を果たすこと
が知られている。本研究では、同種移植マウスモデルにEZH2阻害剤を投与することで、EZH2の肝癌微小環境に与
える影響を詳細に検証する事ができた。本研究成果は、癌免疫療法の新規アプローチの分子基盤の提供を可能と
するものであり、学術的意義も富むものと考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
ポリコームタンパク EZH2 は、ヒストン H3の 27 番目のリジンをトリメチル化するヒストンメチ
ル化酵素活性（H3K27me3）を有し、ポリコームタンパク複合体によるエピジェネティックな転写
抑制メカニズムの中心的役割を果たす分子である。申請者らは、EZH2 が肝癌組織において非癌
部よりも高発現しており、癌細胞の増殖や造腫瘍活性に密接に関与することから、EZH2 の治療
標的分子としての可能性を報告してきた。 
ところで、肝細胞癌を含む多くの癌において、免疫チェックポイントと呼ばれる PD-1/PD-L1 経
路や CTLA-4 経路などの活性化による「癌免疫逃避機構」が機能していることが知られており、
癌細胞の排除を困難なものとしている。PD-1、PD-L1、CTLA-4 などのチェックポイント阻害分子
に対する阻害抗体（免疫チェックポイント阻害剤）はこうした免疫抑制的環境を打破するもので
あり、進行癌の治療においてパラダイムシフトをもたらした。しかし、多くの癌において単独投
与時の奏効率は 10-20％程度とされ、その治療効果は十分とは言い難い。 
癌免疫微小環境においては、癌細胞、間質細胞（血管内皮細胞、線維芽細胞）、免疫担当細胞（細
胞障害性 T細胞、制御性 T細胞、NK 細胞、M2マクロファージなど）から成る免疫抑制性のネッ
トワークが形成されており、癌免疫治療の効果にも大きな影響を与えるとされる。近年、EZH2 あ
るいは EZH2 阻害剤が、腫瘍微小環境の再構築に寄与することが報告されているが、肝細胞癌ｂ
における検証は不十分なままであった。 
 
２．研究の目的 
 
申請者らはまず予備検討において、EZH2 阻害剤で処理した肝癌細胞株の膜型 PD-L1 の発現を検
証し、その発現レベルが in vitro (培養系)と in vivo (同種移植マウスモデル)では、大きく
異なることを確認した。こうした結果は、癌細胞を取り巻く癌微小環境における EZH2 の重要性
を示唆すると同時に、その正確な評価のためには、腫瘍細胞のみを扱う in vitro の解析ではな
く、in vivo の解析が必須であることが示唆された。そこで本研究では、マウスモデルを駆使し
て、分子腫瘍学、腫瘍免疫学などの研究手法を存分に活用することで、癌免疫微小環境の成立・
維持機構における EZH2 の役割について詳細に検証することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
（1）マウス肝癌培養細胞における EZH2 阻害剤（UNC1999）投与時の増殖能の抑制及びアポトー
シス誘導は、FITC 標識した Annexin V と PI を利用したフローサイトメトリー解析にて評価し
た。 
 
（2）C57BL/6 野生型マウスに同マウス由来の肝癌細胞株 Hepa1-6 細胞の（同種）皮下移植を行
い、同様に Balb/c 野生型マウスに同マウス由来の肝癌細胞株 H22 細胞の（同種）皮下移植を行
うことで、allogenic な mouse model の作成を行った。その後、前述の immunocompetent mouse 
model と、NOD/SCID マウスを用いた immunodeficient model の両者に EZH2 阻害剤（UNC1999）
の腹腔内投与を行い、腫瘍増大の抑制効果の異同について検討した。 
 
（3）BALB/c マウスの皮下腫瘍は gentleMACS dissociator (Miltenyi Biotec 社製)を用いて単
細胞懸濁液にし、密度勾配遠心分離法により腫瘍浸潤リンパ球（TIL）を分離した。その後、各
種抗体を用いたフローサイトメトリー解析を行い、各細胞画分の検出を行った。 
 
（4）骨髄由来抑制細胞（MDSC）の除去を目的として、allogenic な mouse model において、Gr-
1 抗体の腹腔内投与を行った。 
 
（5）BALB/c マウス由来皮下腫瘍はホモジナイズされた後に、ケモカインアレイ (R&D システム
ズ社製)を用いて、25種類のケモカインの相対的発現レベルを検討した。 
 
４．研究成果 
 
（1）H22 細胞および Hepa1-6 細胞の増殖活性は、UNC1999 の容量依存性、時間依存性に抑制され
た。また両細胞では、容量依存性にアポトーシスが誘導された。 
 
（2）合計 5×106 個の H22 細胞または Hepa1-6 細胞を NOD/SCID マウスに皮下移植し、
UNC1999(15mg/kg、週 3回)を投与した。UNC1999 を投与したマウスの皮下腫瘍（薬剤投与後 14日
目）の体積は、コントロールマウスの腫瘍と比較して有意に小さかった。一方で、BALB/c また



は C57BL/6 マウスを使用した allogenic mouse model では、コントロールマウスとの間に、腫瘍
体積の有意差がみとめられなかった。 
 
（3）UNC1999 は、CD45+細胞中の CD4+T 細胞の割合には影響しなかったが、CD8+T 細胞の割合を
有意に減少させた。CD8+T 細胞における PD-1+T 細胞および Tim3+細胞の顕著な増加が確認され、
T細胞の疲弊が確認された。これらの知見と一致するように、CD8+T 細胞における GZMB、IFN-γ、
TNF-αを含むサイトカイン産生は、UNC1999 処理によって有意に減少した。同時に、UNC1999 投
与後の腫瘍では、制御性 T細胞（Treg）の減少と MDSC の増加がみとめられた。 
 
（4）UNC1999 と Gr-1 抗体(10mg/kg、週 2回)の併用投与により、コントロールおよび Gr-1 抗体
単独投与に比して、腫瘍組織内の MDSC は顕著に減少し、腫瘍体積の有意な減少をみとめた。 
 
（5）ケモカインアレイの結果、C5a, CCL8, CCL9 などのケモカインが UNC1999 処理により発現
増加を来すことが確認された。UNC1999 投与後の腫瘍局所への MDSC 誘導に関与している可能性
が示唆された。 
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