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研究成果の概要（和文）：膵癌の悪性度を制御する経路として新規にKDM6B-CEBPA経路を同定した。具体的な知見は以
下のとおり：(1)ヒストン脱メチル化酵素KDM6Bは膵癌の前癌病変であるPanINにおいて高発現しているが、膵癌におい
ては病理学的悪性度と比例してその発現が減弱する(2)KDM6Bの発現抑制により癌抑制遺伝子CEBPAの発現低下を介して
膵癌細胞株の悪性度は増強する(3) KDM6BはH3K27me3脱メチル化作用を介してCEBPAの転写を促進する(4)ヒト膵癌臨床
検体においてKDM6BとCEBPAの発現は正の相関を示し、これらの遺伝子は病理学的悪性度と負の相関を示す。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have identified a novel KDM6B-CEBPA axis and revealed its 
tumor-suppressive role in pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC). KDM6B is a histone demethylase for 
H3K27me3, a repressive chromatin mark. We found that KDM6B was highly expressed in pancreatic 
precancerous lesions PanINs, and that the expression of KDM6B decreased as the malignant grade 
progressed. Notably, knockdown of KDM6B in PDAC cells enhanced aggressiveness, as shown by increased 
peritoneal dissemination and liver metastasis in orthotopic transplantation model using nude mice. 
Microarray and chromatin immunoprecipitation analysis implicated CEBPA for aggressiveness induced by 
KDM6B knockdown. Indeed, CEBPA knockdown recapitulated the phenotypic change of PDAC cells after KDM6B 
knockdown. Moreover, similar expression patterns of KDM6B and CEBPA in PDAC emphasized their functional 
correlation. Together, our results propose a significant role for the KDM6B-CEBPA axis in the PDAC 
phenotype.
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１．研究開始当初の背景 
(1) 膵癌は再難治癌の一つである。種々の治
療法の登場にも関わらず、治療成績の改善は
いまだ十分ではない。そのため、この癌の性
質をより深く理解し、新たな治療標的となる
機序を探索することが急務である。 
 
(2) 膵癌においては癌遺伝子K-Rasの変異と
癌抑制遺伝子である SMAD4, p16, p53 の機
能喪失型変異がほぼ全症例でみとめられ、決
定的に重要な役割を果たしている。これは以
前から知られている事実だが、依然としてこ
れらの遺伝子変異を標的とした治療法の開
発には至っていない。 
 
(3) 近年、癌におけるエピジェネティック修
飾の異常が注目を集めている。エピジェネテ
ィクスとは、塩基配列の変化を伴わない遺伝
子情報と定義される。具体的には、遺伝子
DNA の塩基配列はそのままに、これを取り
巻くヒストンタンパクの種々の修飾状況や、
DNA 自体のメチル化修飾といった、DNA・
ヒストンタンパクの後天的な化学修飾が、遺
伝子発現を正・負に調節し、細胞としての個
性を規定・維持していることが明らかになっ
ている。すなわち、体を構成するすべての体
細胞が同一のゲノム／遺伝情報を有するに
も関わらず、肝臓の細胞が肝臓の細胞であり
皮膚の細胞と異なるのは、エピジェネティッ
ク修飾の違いによって、肝細胞に固有の遺伝
子発現パターンが規定されているからであ
る。 
 
(4) これまでに、エピジェネティックな修飾
を付加する酵素、これを除去する酵素、修飾
パターンを認識して遺伝子発現を調節する
因子が真核生物で相次いで同定されており、
真核細胞は、エピジェネティック修飾をダイ
ナミックに変化させることで細胞の状態を
維持・変化させていることが明らかとなって
いる。 
 
(5) ここで重要な点は、エピジェネティック
な修飾は、遺伝子変異とは異なり、可逆的で
あるという事実である。すなわち、癌細胞の
持つ遺伝子変異を修正することは困難だが、
癌の悪性形質に関わるエピジェネティック
修飾を修正することは、修飾酵素の阻害剤な
どの薬剤を用いて実現可能である。 
 
(6) こうした背景から、我々は膵癌における
エピジェネティック修飾の意義と、その制御
による膵癌治療の可能性について研究を行
ってきた。我々は先行研究において、ヒト膵
癌において 17 番染色体短腕が高頻度に欠失
した loss of heterozygosity (LOH)という状
態になっていることを報告している。この領
域には癌抑制遺伝子 p53 のほかに、今回着目
したヒストン脱メチル化酵素 KDM6B が存
在していることから、膵癌において KDM6B

の発現が減弱していることが予想された。 
 
(7) KDM6B は、転写抑制性のヒストン修飾
である H3K27me3（＝ヒストン３(H3)の 27
番目のアミノ酸であるリジン（K27）がトリ
メチル化された状態）を脱メチル化すること
で、標的遺伝子の発現を正に誘導する。正常
な細胞には、癌原遺伝子に遺伝子変異が生じ
ると、癌抑制遺伝子 p16 が発現し、この細胞
が増殖して癌化するのを防ぐ oncogene 
induced senescence (OIS)という機構が備わ
っている。KDM6B は、この OIS において
p16 の発現を誘導することが報告されており、
その観点から癌抑制遺伝子として考えられ
ている。 
 
(8) こうした背景から、KDM6B は膵癌にお
いて癌抑制遺伝子としての役割を担ってい
るのではないか、そして、（LOH その他の機
序により）KDM6B の発現が減弱すると、そ
の標的遺伝子の発現低下を介して膵癌の悪
性度が増加するのではないかという仮説を
たて、本研究を開始した。 
 
２．研究の目的 
膵癌およびその前癌病変における KDM6B
の役割を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト膵癌の切除検体を用いて、免疫染色
により KDM6B の発現を評価した。 
 
(2) 膵癌細胞株を用いて、KDM6B の発現を
安定的に減弱させた KDM6B のノックダウ
ン細胞株を作成し、KDM6B の発現減弱に伴
う膵癌細胞の悪性度の変化を評価した。具体
的には、ヌードマウスへの同所移植モデルを
用いて、肝転移形成率、腹膜播種形成率、生
存期間を評価した。また、in vitro 実験とし
ては、軟寒天コロニー形成アッセイ、スフィ
ア形成アッセイを行った。 
 
(3) KDM6B のノックダウンに伴う遺伝子発
現変動を網羅的に比較するために、cDNA マ
イクロアレイ解析を行った。また、これによ
り KDM6B の標的遺伝子の同定を図った。 
 
(4) (3)で同定した標的遺伝子が、KDM6B の
H3K27me3 脱メチル化酵素活性依存的な発
現調節を受けることを調べるために、クロマ
チン免疫沈降(ChIP)解析を行い、標的遺伝子
のプロモーター領域における H3K27me3, 
KDM6B 結合レベルを評価した。 
 
(5) (3)で同定した標的遺伝子が、(2)で認めた
悪性度の変化に関わることを調べるために、
この標的遺伝子のノックダウンならびに強
制発現実験を行った。 
 
(6) (3)で認めた標的遺伝子の発現を、ヒト膵



癌切除検体を用いて評価した。 
 
４．研究成果 
(1) ヒト膵癌臨床検体を用いた免疫染色によ
り、KDM6B は正常膵組織ではほとんど発現
していないが、前癌病変である PanIN にて
高発現しており、膵癌においてその発現が減
弱することを見出した。KDM6B の発現は
low grade PanIN で最も強く、PanIN grade
の進行、さらに癌での病理学的悪性度の増加
に伴い、段階的にその発現が減弱することが
明らかになった。KDM6B の発現と p16 の発
現は概ね一致したが、興味深いことに
KDM6B が発現しているにもかかわらず p16
の発現が消失している病変（癌）も少なから
ず認められた。このことから、膵癌において、
KDM6Bはp16以外の標的遺伝子の誘導に関
わっている可能性が示唆された。 
 
(2) (1)にて KDM6B の発現が膵癌の病理学的
悪性度と負の相関を示したことから、
KDM6Bには癌抑制遺伝子としての役割があ
るのではないかと考えた。そこで、KDM6B
の発現が比較的高く、生物学的な悪性度も低
めな膵癌細胞株２種類を用いて、KDM6B の
安定ノックダウン細胞株を作成した。すると、
これらの KDM6B ノックダウン細胞株は、親
株に比して悪性形質が増強することが明ら
かとなった。具体的には、ヌードマウスを用
いた同所移植モデルにおいて、KDM6B ノッ
クダウン細胞株では腹膜播種、肝転移が増加
し、さらに生存期間の短縮が確認された。対
応する in vitro の実験でも同様の傾向を認め、
軟寒天コロニー形成能やスフィア形成能の
増加を認めた。以上より、KDM6B は膵癌の
悪性形質に対して抑制的な機能を有してお
り、その減弱により膵癌の悪性度が増強する
ことが示唆された。 
 
(3) KDM6B は、転写抑制性のヒストン修飾
である H3K27me3 を脱メチル化することに
より、標的遺伝子の発現を促進する。したが
って、KDM6B は何らかの標的遺伝子の発現
を誘導することで、癌の悪性度に対して抑制
的な機能を発揮しているとかんがえられる。
そこで、まず KDM6B の安定ノックダウンに
よる遺伝子発現変化を、cDNA マイクロアレ
イを用いて網羅的に比較した。すると、転写
因子 CEBPA の標的遺伝子群の発現が有意に
変動しており、さらに転写因子 CEBPA の結
合配列を有する遺伝子群の発現も有意に変
動していることが明らかとなった。実際、
KDM6B のノックダウンにより CEBPA の発
現が低下することが、複数の細胞株を用いて、
mRNA レベル、タンパクレベルでそれぞれ確
認された。 
 
(4) (3)で KDM6B の標的遺伝子候補として 
CEBPA が浮上した。CEBPA は癌抑制遺伝
子としての働きが報告されており、血液腫瘍

を含む複数の悪性腫瘍において、その発現低
下が報告されている。CEBPA の発現低下の
機序としては、これまで DNA メチル化を介
した発現抑制が報告されているが、ヒストン
修飾を介した制御機構の報告はなされてい
ない。そこで、この CEBPA が KDM6B の
H3K27me3 脱メチル化作用を介して発現が
誘導されているのかどうかを調べるために、
ChIP 解析を行った。すると、CEBPA 転写開
始点の上流に、KDM6B の結合領域を認め、
KDM6B のノックダウンに伴い、同部への
KDM6B の結合の低下と H3K27me3 レベル
の増加を認めた。このことから、CEBPA の
発現は KDM6B による脱メチル化作用を介
して誘導されることが強く示唆された。さら
に、H3K27 のメチル化酵素である EZH2 の
阻害剤投与により、膵癌細胞株において広範
な H3K27me3 の喪失を認め、それとともに
CEBPA の発現も誘導されることが明らかと
なった。重要なことに、KDM6B ノックダウ
ン細胞では EZH2 阻害剤による受動的な
H3K27me3 レベルの減弱のみでは CEBPA
の発現は回復せず、CEBPA の誘導において
KDM6Bの存在が重要であることが示唆され
た。 
 
(5) さらに、KDM6B のノックダウンによる
膵癌悪性度増加に、CEBPA の発現低下が関
与することを調べるために、CEBPA の安定
ノックダウン膵癌細胞株を作成した。すると、
KDM6B のノックダウン細胞株と同様、
CEBPA のノックダウン細胞株でも悪性度が
増強することが明らかとなった。また、
KDM6B のノックダウン細胞に、CEBPA を
強制発現することで、KDM6B ノックダウン
による悪性度の増加が一部抑制できること
が確認された。以上の結果により、KDM6B
の発現低下に伴う膵癌の悪性度増加は、
KDM6B の新規標的遺伝子として同定した
CEBPA の発現減弱が関わっていることが明
らかとなった。 
 
(6) 最後に、KDM6B の発現と CEBPA の発
現の相関を、ヒト膵癌臨床検体を用いた免疫
染色により評価したところ、KDM6B と
CEBPA の発現は強い正の相関を認め、
CEBPA が KDM6B の標的遺伝子であること
が支持される結果となった。さらに、KDM6B
の発現パターンと同様、CEBPAの発現は low 
grade PanIN で高く、high grade PanIN へ
の進展に伴い減弱し、さらに膵癌では病理学
的悪性度の増加に伴い段階的に発現が減弱
することが明らかとなった。 
 
(7) 以上、膵癌の悪性度を制御する新規経路
として KDM6B-CEBPA 経路を同定した。こ
のことは、ヒストン修飾を介した遺伝子発現
制御が、癌の悪性形質の制御に関わっている
ことを示す一例として意義深い。今後、
KDM6B の発現低下機序を明らかにし、



CEBPA の発現回復を介した膵癌の悪性度制
御を目指したい。 
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