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研究成果の概要（和文）：　複数の非小細胞肺癌（NSCLC)細胞で癌幹細胞の指標である無血清培地下のsphere形成能が
cJun阻害によって低下することを見出したが、sphere形成細胞はSCIDマウスでの腫瘍形成能の上昇を認めなかった。
　一方、エピジェネティック制御を介し幹細胞の維持に関係するヒストンメチル化酵素EZH2の阻害薬が、NSCLC細胞の
増殖を強く抑制した。共にエピジェネティック制御を担うヒストン脱アセチル化酵素（HDAC）阻害薬との併用により、
相乗的な増殖抑制効果を認めた。幹細胞シグナルの一つであるEZH2とHDACとの同時阻害によるエピジェネティック治療
が、肺癌の新しい治療戦略となる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）： Sphere forming capacity under serum-free culture, indicative of cancer stem cells
, were decreased by cJun inhibition in non-small lung cancer (NSCLC) cells, while sphere forming cells did
 not show enhanced tumorigenicity in SCID mice.
 Meanwhile, an inhibitor of histone methyltransferase EZH2 involved in stem cell maintenance via epigeneti
c regulation suppressed growth of NSCLC cells. An inhibitor of histone deacetylase (HDAC), another epigene
tic regulator, showed a synergistic growth suppressive effect with the EZH2 inhibitor. Combined epigenetic
 therapy with an EZH2 inhibitor and an HDAC inhibitor may represent an effective approach for NSCLCs.
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１．研究開始当初の背景 
 進行肺癌患者の５年生存率は 10％台と低
く、新しい分子標的治療に期待が寄せられて
いる。非小細胞肺癌では EGF受容体(EGFR)
遺伝子変異陽性患者における EGFR チロシ
ンキナーゼ阻害剤 gefitinib の高い抗腫瘍効
果が我々を含めた施設より報告された。しか
し、奏効症例も全例が後に抵抗性となる。更
に、変異陰性患者の治療効果は低く、新たな
治療戦略が必要である。 
 多くの増殖シグナルに関与する核内転写
因子 cJun が肺癌において高頻度に過剰発現
していることが報告された。申請者は、複数
の肺癌細胞株において、cJun の阻害が足場
依存性増殖、clonogenicな足場非依存性増殖、
および in vivo 造腫瘍能を抑制することを報
告し、その標的遺伝子を同定した。 
 一方、肺癌を含む多くの悪性腫瘍は、幹細
胞の性質をもつ少数の細胞集団から形成さ
れてくることが示され、癌幹細胞と名付けら
れた。癌幹細胞は、発癌の概念にパラダイム
シフトを引き起こすとともに、強い薬剤抵抗
性を持つことが明らかとなり、癌の根治のた
めには癌幹細胞を標的とした治療法の開発
が必須と考えられる。最近、c-jun コンディ
ショナルノックアウトマウスを用いた実験
で、cJun が乳癌幹細胞の自己複製に必須で
あることが報告された。 
 
２．研究の目的 
 本研究は cJun 阻害を利用した非小細胞肺
癌の癌幹細胞を標的にした治療法の開発を
最終目標とし、その基盤となる研究を行う。
研究期間内に以下のことを明らかにする。 
(1) 種々の非小細胞肺癌細胞から癌幹細胞が
濃縮していると考えられる sphere（球状細胞
集塊）形成細胞または ALDH 活性陽性細胞
を分離し、他の癌幹細胞マーカーを発現して
いるか、また、in vivoで高い造腫瘍能を持つ
かを検討し、癌幹細胞としての性質を明らか
にする。 
(2) 同定された癌幹細胞が cJun 阻害によっ
て増殖や生存が抑制されるか検討する。 
(3) 癌幹細胞に関わることが報告されている
他のシグナル（PI3K系, ポリコーム群蛋白質、
Wnt系、Notch系、HedgeHog系等）の阻害
による効果、および cJun 阻害との併用効果
を検討する。 
(4) EGFR 遺伝子変異陽性細胞においては、
gefitinibとの併用効果を検討する。 
(5) 優れた併用効果を認めた阻害剤を用いて、
in vivoでの治療効果を検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) 非小細胞肺癌細胞において癌幹細胞が
濃縮する考えられるsphere形成培養を行い、
cJun 阻害による効果を検討した。 
(2) spheroid形成細胞が癌幹細胞の特徴であ
る高い造腫瘍能を有しているか検討した。 
(3) 癌幹細胞に関わることが報告されてい

る他のシグナルとして、申請者が非小細胞肺
癌で高発現し予後不良因子であることを報
告したポリコーム遺伝子 EZH2 に着目し、そ
の阻害剤 DZNep の効果を検討した。 
(4) EZH2 阻害の抗腫瘍効果を高めるために、
エピジェネティクス制御の中心を担うヒス
トン脱アセチル化酵素（HDAC）の阻害剤 SAHA
との併用効果を検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 癌幹細胞が濃縮されると考えられてい
る low attachment plate 上での EGF・bFGF
添加／無血清培地によるsphere形成培養を、
種々の非小細胞肺癌細胞株（PC-3、NCI-H1975、
NCI-H1299、および A549）を用いて行った。
いずれの細胞株においても sphere が形成さ
れた（図１）。また、通常培養時と比べて癌
幹細胞マーカーの一つである ALDH 高活性細
胞の増加を認めた。NCI-H1299 細胞において
は、tet-on システムによる cJun dominant 
negative mutant の誘導によって、sphere 形
成能が低下した。 

 
(2) sphere形成細胞の造腫瘍能を検討するた
めに、sphere 形成培養した NCI-H1299 細胞と
A549 細胞を NOD/SKID マウスへ移植したとこ
ろ、コントロールの単層培養した細胞と比較
し有意な腫瘍形成能の上昇を認めなかった
（表１）。 

 
(3) 一方、申請者は幹細胞の維持に関係する
ポリコーム遺伝子 EZH2 が非小細胞肺癌で高
発現し予後不良因子であることを報告して
いたが、siRNA による EZH2 のノックダウンや
EZH2阻害効果を有する小分子化合物DZNepが
上記 4種類の非小細胞肺癌細胞の増殖を抑制
し（表２)、G1 期停止とアポトーシスを誘導
することを見出した（図２）。不死化正常気
管支細胞や線維芽細胞ではこれらの効果は
有意に小さかった（表２）。EGFR 遺伝子異常
を有する H1975 と PC-3 において DZNep の効

図１ 非小細胞肺癌細胞における sphere形成 

表１ sphere形成培養と単層培養した非小細胞肺
癌細胞の造腫瘍能 



果はより強くみられ、cyclin A の発現低下と
p27 の発現亢進を認めた。DZNep は EZH2 の発
現と EZH2 依存的なヒストン H3 リジン 27 の
トリメチル化を低下させることを確認した
（図３）。 
 

 

 
 

 
(4) EZH2 阻害の抗腫瘍効果を高めるために、
エピジェネティクス制御の中心を担うヒス
トン脱アセチル化酵素（HDAC）の阻害薬 SAHA
との併用効果を検討した。DZNep と SAHA の併
用は各細胞株の増殖を相乗的に抑制し、EZH2
の発現とヒストン H3K27 のトリメチル化を
DZNep 単独よりも低下させた（図４）。併用に
より p27 上昇と cyclin A 低下を強く認め、
相加・相乗的にアポトーシスを誘導した。 

 
 以上より、幹細胞シグナルの一つである
EZH2の抑制がNSCLC細胞の増殖に重要な役割
を果たし、共にエピジェネティクスを制御す
る HDAC との同時阻害によって、相乗的な抗
腫瘍効果が得られる可能性が示唆された。 
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図２ DZNep の非小細胞肺癌細胞に対するアポ
トーシス誘導 

図３ DZNep 処理後の非小細胞肺癌細胞の
Western blot解析 

図４  DZNep と HDAC 阻害薬 SAHA の非小細
胞肺癌に対する増殖抑制効果の Combination 
index (CI) 解析 
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