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研究成果の概要（和文）：多くの小細胞肺癌外科切除検体でEZH2の高発現と上皮間葉転換（EMT）誘導がみられ
たため、EZH2高発現小細胞肺癌細胞株のSBC3とSBC5へEZH2 siRNAを導入しEMTの抑制を確認した上、網羅的マイ
クロRNA（miRNA）発現解析を行った。EZH2 siRNAを導入した両細胞株で発現が変化した複数のmiRNAを検出し、
最も有意に発現が亢進したmiR-4448を候補miRNAとした。
miR-4448のmimicを両細胞株に導入することでEMT、細胞増殖・浸潤・転移能が抑制されることを確認した。EZH2
はmiR-4448発現抑制によるEMT誘導を介して癌遺伝子の機能を発揮すると考えられた。

研究成果の概要（英文）：High protein expressions of enhancer of zeste homolog 2 (EZH2) and the 
induction of epithelial-mesenchymal transition (EMT).were observed in most cases of small cell lung 
cancer (SCLC). EZH2 siRNA was transfected into SCLC cell lines, SBC3 and SBC5 cells with high EZH2 
expression, consequently leading to the repression of EMT. Comprehensive microRNA (miRNA) expression
 analysis detected increased or decreased expressions of multiple miRNAs in SBC3 and SBC5 cells 
transfected with EZH2 siRNA. Of these miRNAs, miR-4448 that showed the most significant increase of 
expression was defined as a candidate miRNA for the target of EZH2.
Functional analyses for miR-4448 showed that along with EMT, cellular proliferative, invasive, and 
metastatic potentials were significantly repressed in SBC3 and SBC5 cells transfected with mimics of
 miR-4448, compared to those transfected with negative controls. EZH2 may serve as an oncogene that 
induces EMT through repressing miR-4448 expression and its function.

研究分野：呼吸器腫瘍学

キーワード： 肺癌　EZH2　siRNA　マイクロRNA　網羅的発現解析　miR-4448

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
Enhancer of zeste homolog 2（以下 EZH2）
はポリコームタンパク質という遺伝子発現
調節タンパク複合体の構成因子として、主に
エピジェネティックな遺伝子発現調節に関
与している。EZH2 はヒストン H3 コアタンパ
ク質にある 27 番目のリジンをメチル化して
その領域にある遺伝子の転写を抑制し、結果
として細胞の分化・増殖などを制御している
と考えられている。EZH2 はまた、様々な分子
との相互作用により上皮間葉転換（以下 EMT）
にも深く関与していることが報告されてい
る。さらに EZH2 が複数の癌において増殖・
浸潤などと強く関連し、その発現が予後と相
関することがこれまでに報告されてきた。
我々は以前、EZH2 蛋白の発現が I期非小細胞
肺癌の予後と有意に相関し、in vitro の研究
においても EZH2 が肺癌の増殖、浸潤、転移
を促進していることを報告した。他の癌腫も
含めた過去の報告においても、EZH2 の高発現
が予後不良と関連していることが示されて
いる。以上から EZH2 は腫瘍の増殖、浸潤、
転移を促す癌遺伝子と考えられているが、こ
れまでの報告から、その機能発現には EMT の
制御を介している可能性が示唆されている。
一方、EMT が癌の増殖、浸潤、転移に関与し
ているのは広く知られており、その機構の少
なくとも一部はマイクロ RNA（以下 miRNA）
により制御されていることも報告されてい
る。これまでに肺癌の 10-20%を占め、特に著
しい増殖能・浸潤能・転移能を有し、EMT が
その機能に強く関与していることが示唆さ
れている小細胞肺癌（以下 SCLC）においては、
EZH2 の病態への関係を示唆する過去の報告
は散見されるものの、予後、臨床病理学的特
徴との関連に一定の見解はない。さらに SCLC
の発症、進展、転移等における分子病態に対
する EZH2 の関与も不明である。 
 
２．研究の目的 
SCLC において、その臨床病理学的特徴および
生物学的特徴と EZH2 との関連性を明らかに
するとともに、SCLC の病態における EZH2 の
意義を検証して、EZH2 の癌遺伝子としての機
能発現のメカニズムを解明する。特に SCLC
における EZH2 の EMT 制御をはじめとする機
能発現に際してのmiRNAの状態および機能に
注目してその関与を探索するとともに、EZH2
と EMT、miRNA との関係についても解析・調
査する。 
 
３．研究の方法 

本研究は、本学遺伝子倫理委員会承認後に開

始した。 

免疫組織化学：SCLC における EZH2 蛋白発現

を評価するために、当院で外科的生検・切除

により小細胞肺癌と病理診断された 34 例の

病理組織検体を用いた。また対照として、当

院で外科的生検・切除にて非小細胞肺癌（腺

癌、扁平上皮癌）と病理診断された症例で

SCLC と病期を一致させた病理組織検体も用

いた。パラフィン包埋された検体の薄切切片

（各 5–10 枚程度）に対して、抗ヒト EZH2 モ

ノクローナル抗体を用いて免疫染色を行っ

た。EZH2 蛋白発現の評価としては過去の報告

に従い、染色強度を 0（negative）、1（weak）、

2（moderate)、3（strong）に分類した。さ

らに染色陽性細胞の割合を 0（negative）、1

（< 10%）、2（11–50%）、3（51–80%）、4（> 80%）

に分類し、染色強度と染色陽性細胞の割合を

乗じた数値（The immunoreactive score; IRS）

から、最終的に 0（無発現群）、1–3（低発現

群）、4、6（中発現群）、 8、9、12（高発現

群）に EZH2 発現レベルを分類した。各症例

の臨床情報、病理学的特徴を EZH2 発現レベ

ルで分類した各群間で比較解析し、EZH2 発現

との関係を調査した。 

細胞株：小細胞肺癌細胞株（SBC1、SBC3、SBC5）
および非小細胞肺癌細胞株（RERF-LCAd2、
H1975、H1650、H2228、PC-3、RERF-LC-Sq1、
RERF-LC-A1、LC2/ad、NCI-H1299、A549）を
用いた。規定した条件下における対象細胞株
から Total RNA と蛋白を抽出した後、転写発
現解析として、 QuantStudioFM 12K Flex 
Real-Time PCR System を用いたリアルタイム
PCR により各遺伝子の発現レベルを解析した。
また後述のように網羅的miRNA解析も行った。
さらに蛋白発現解析として、目的とする蛋白
に対する抗体を用いてウエスタンブロット
を行った。 
標的 miRNA 同定：EZH2 の高発現がみられ、EMT
の誘導が著明な SCLC 細胞株である SBC3 と
SBC5 に対して、EZH2 siRNA または陰性コン
トロールとなる siRNA を導入した後、各細胞
株からTotal RNAを抽出してGeneChip® miRNA 
Array を用いた網羅的 miRNA 発現解析を行っ
た。EZH2 siRNA を導入した細胞株において、
共通して有意に発現の亢進または低下がみ
られた miRNA を候補 miRNA とした。 
EMT 評価：対象となる各細胞株から Total RNA
と蛋白を抽出し、リアルタイム PCR とウエス
タンブロットを用いて上皮系マーカーであ
る E-カドヘリンと間葉系マーカーであるビ
メンチンの発現変化を確認することにより、
EMT の誘導または抑制を評価した。 
Cell growth assay：対象となる細胞株の増
殖、生存状態を経時的に Cell Counting Kit-8



を用いて測定した。 
Matrigel invasion assay：Matrigel Invasion 
Chamber 上に対象となる細胞株を播き、浸潤
した細胞の割合を測定して、浸潤・転移能を
評価した。 
 
４．研究成果 

34 例の SCLC 全例で EZH2 発現が認められ、平

均 IRS 9.56 と、対照として解析した腺癌（IRS 

4.45）、扁平上皮癌（3.82）と比較して有意

に高発現を示した（p <0.0001）。また EMT に

おける上皮系マーカーである E-カドヘリン

発現は SCLC（IRS 6.32）で有意に低下してい

た（腺癌 IRS 10.91；扁平上皮癌 IRS 9.56）。

以上から多くの SCLC では、EZH2 高発現と EMT

誘導が高率にみられることが示された。また

細胞株においても同様の所見がみられるこ

とを、複数のSCLC細胞株を用いて確認した。 

多くの SCLC では EZH2 が高発現しているとと

もに EMT 誘導に伴う細胞増殖・浸潤・転移機

能が著明である一方、EZH2 は EMT を誘導する

ことが知られており、さらにその機構には

miRNA が関与していることがこれまでに報告

されている。そのため EZH2 の miRNA を介し

た EMT 誘導が SCLC の分子病態において重要

な役割を果たしている可能性が考えられる。

そこで EZH2 高発現 SCLC 細胞株である SBC3

と SBC5 を用いて、各細胞株に EZH2 siRNA と

陰性コントロール siRNA を導入した。リアル

タイムPCRおよびウエスタンブロットを用い、

EZH2 siRNA 導入細胞株において EZH2 発現が

抑制されていることを確認するとともに、E-

カドヘリン発現の亢進とEMTにおける間葉系

マーカーであるビメンチン発現の低下が認

められ、EMT が抑制されていることも示した。

その後 EZH2 siRNA と陰性コントロール 

siRNA を各々導入した SBC3、SBC5 の各細胞株

から抽出した Total RNA を用いて、網羅的

miRNA 発現解析を行った。網羅的 miRNA 発現

解析の結果から、EZH2 siRNA 導入細胞株にて

複数のmiRNAの発現が亢進または低下してい

ることが判明し、その中で最も有意に発現の

亢進がみられた miR-4448 を、EZH2 の新たな

標的 miRNA の候補とした。なお miR-4448 を

含め発現に有意な変化がみられたmiRNAにつ

いては、EZH2発現ベクターの導入によりEZH2

を過剰発現させた SBC3 と SBC5 において、

EZH2 siRNAを導入した細胞株とは逆の発現パ

ターンを示すことを確認した。 

miR-4448を本研究の目的とするmiRNAの候補

とし、miR-4448 に対する機能解析を行うため、

miR-4448 に対する mimic（標的の miRNA と同

様の機能を示す 2本鎖 RNA ヌクレオチド）を

作製し、SBC3、SBC5 の各小細胞肺癌細胞株に

導入した。リアルタイム PCR を用いて mimic

の導入により miR-4448 が過剰発現している

ことを確認する一方、陰性コントロールとな

る 2本鎖 RNAヌクレオチドを導入することに

より、miR-4448 の発現が変化しないことも確

認した。その後 mimic を導入した細胞株にお

いてリアルタイムPCRとウエスタンブロット

を用い、E-カドヘリンの発現亢進とビメンチ

ンの発現低下を確認し、miR-4448 が EMT を抑

制することを示した。さらに SBC3、SBC5 の

各細胞株に対して、①mimic 導入、②陰性コ

ントロール 2本鎖 RNA ヌクレオチド導入、③

無処理、の各条件下で Cell growth assay と

Matrigel invasion assay を行った。その結

果miR-4448に対するmimicを導入したSBC3、

SBC5 では、他の条件の SBC3、SBC5 と比較し

て増殖・浸潤・転移能が有意に低下している

ことを確認した。 

以上から SCLC における EZH2 の癌遺伝子とし

ての機能は、miR-4448 の発現を抑制すること

による EMT の制御を介した細胞増殖・浸潤・

転移であることが示唆された。 
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