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研究成果の概要（和文）：我々のこれまでの研究から、EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2)という蛋白質が癌の進展
に関わっている事が分かっており、今回このEZH2を制御するマイクロRNA (miR) を、肝細胞癌細胞株を用いたデータか
ら検索したところ、miR-32、miR-382という2つのマイクロRNAが同定された。続いてmiR-EZH2の経路がどのように肝細
胞癌に作用するかを調べたところ、p16INK4aという癌抑制遺伝子と、CDH1という上皮間葉転換（癌の転移に必要な変化
）を抑制する遺伝子の発現を抑制している事が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Previously we reported that the EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2) regulate 
cancer progression. Here, we retrieved microRNAs which regulate the EZH2 expression from the database of 
HCC (Hepatocellular carcinoma) cell lines, and we identified miR-32 and miR-382. We analyzed how miR-EZH2 
pathway worked in HCC progression, and we found that the pathway suppressed p16INK4a and CDH1. p16INK4a 
is known as tumor suppressor gene and regulate cell cycle and senescence, and CDH1 is known as a EMT 
(Epithelial-Mesenchymal Transition) marker and suppress EMT.

研究分野：消化器外科 （肝胆膵外科）
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１．研究開始当初の背景 
近年の種々の癌種における治療成績の改
善には化学療法・分子標的治療の進歩がその
一翼を担っている。しかし、肝細胞癌におい
ては依然として有効な化学療法は非常に限
られており、手術による根治治療後も再発を
繰り返す特徴を有するため、新しい癌標的治
療の開発が不可欠である。様々な癌種で発癌
および癌進展における後天的DNA修飾による
エピジェネティックな遺伝子発現制御の関
与が明らかにされつつあり、我々はこれまで
にポリコーム蛋白Enhancer of zeste homolog 
2 (EZH2)の発現が膵癌・胆管癌の発育進展や
予後と関連することを明らかにした。本研究
の目的は肝細胞癌進展におけるエピジェネ
ティックな遺伝子制御機構の解明と新たな
癌治療開発の基礎を築く事である。 
ポリコーム複合体を構成するポリコーム蛋
白の一つである EZH2 は、ヒストン 3 リジン
27 をメチル化することでクロマチン構造を
変化させ、癌抑制遺伝子や細胞周期関連遺伝
子の発現を抑制することにより、癌の発育・
進展に関与することが報告されている（図 1）。
EZH2 を含めたポリコーム蛋白の癌発育・進展
における役割を明らかにすることで、EZH2 の
H3K27 メチル化部位をターゲットとしたメチ
ル化阻害剤を用いた癌治療への臨床応用が
期待される。乳癌・前立腺癌・卵巣癌の領域
では、癌抑制遺伝子 p27KIP1やサイクリン依存
性キナーゼCDKとの関連が報告されている一
方、消化器癌領域での EZH2 の役割について
は不明な点が多い。我々は予後不良な癌種と
して知られる胆管癌・膵癌において EZH2 高
発現が予後不良因子である事（図 2）に加え
て、癌抑制遺伝子 p16INK4a、p27KIP1の転写を抑
制し癌進展を促進するメカニズム（図 3）や、
EZH2 の発現誘導に関与する因子として
microRNA (miR101）が上流に位置して EZH2
の発現を抑制することを明らかにした。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、EZH2 を介した癌進展を制
御する microRNA を同定し、HCC におけるその
機能を明らかにすることである。 
 
３．研究の方法 
肝細胞癌細胞株において miR-EZH2 の発現
抑制・過剰発現を行い、癌の増殖・浸潤・遊
走・アポトーシスに及ぼす影響を明らかにす
る。同時に FACS (fluorescence activated 
cell sorting)を用いた解析にてアポトーシ
ス・細胞周期に与える影響を検索する。さら
に、miR を介したエピジェネティックな制御
機構を明らかにする。本研究では microRNA
により EZH2 を介した p16INK4a/CDH1 の制御
が行われているという仮説に基づいて、ルシ
フェラーゼリポーターアッセイ、クロマチン
免疫沈降を用いてこれを証明する。続いて、
in vitroにおいて確認された制御機構をヒト
検体・in vivo における mRNA レベル・タンパ

クレベルでの解析を行い、生体内での動態を
確認し、in vivo での増殖能・浸潤/転移能を
評価し、生体内における microRNA-EZH2 経路
の役割を検証する。更にメチル化阻害剤を用
いた腫瘍増殖抑制、治療への応用へと進める。 
1．EZH2 を制御する microRNA の同定 
EZH2 高発現の HCC 細胞株である HLE、SKHep1
と低発現細胞株である PLC と HLF を用いて
micriRNA-PCR arrayにて400種類のmicroRNA
の発現レベルを測定し、このデータを用いて
EZH2 を制御する microRNA を同定する。 
 
2. 肝細胞癌における miR-EZH2 pathway 機能
的役割の解明 
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肝細胞癌進展における miR32/382 の役割 

当科にて所有している肝細胞癌細胞株8株を
用いてmiR32/382の過剰発現及び発現抑制の
実験を行う。miR32/382 をターゲットとした
pre-miR/anti-miR を肝細胞癌細胞株にトラ
ンフェクションし、control と比較すること
でその機能解析を行い、MTT assay にて増殖
能、invasion assay にて浸潤能、scratch 
assay にて遊走能に与える影響を明らかにす
る。また、FACS を用いた解析を行う。PI 染
色・AnnexinⅤ染色・FACS 解析を行うことで、
アポトーシス細胞を検出し、miR32/382 がア
ポトーシスに与える影響を分析する。細胞固
定後に PI染色細胞を行い FACS 解析を行うこ
とで細胞周期に与える影響を検討する。 
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miR32/382 と EZH2 、 p16INK4a/E-cadherin 

(CDH1)との関連 

我々の基礎実験結果から、siRNA を用いた
EZH2 発現抑制時に、p16INK4aと CDH1 の発現の
著明な上昇が誘導されることが分かってい
る。これは、EZH2 がヒストンのメチル化を介
してこの2つの遺伝子の発現を抑制している
ことを示唆する。また、EZH2 を制御する miR
の絞込みにより miR32/382 が EZH2 を抑制的
に制御していると考えられる。まず、pre-miR
を用いたmiR32/382過剰発現細胞株における、
EZH2 発現低下、および p16INK4a、CDH1 の発現
上昇を確認し、anti-miR を用いてその逆の変
化を確認する。 
 
４．研究成果 
1．EZH2 を制御する microRNA の同定 
PCR array を用いて EZH2発現誘導に関与する
microRNA (miR) の検索を行った。肝細胞癌
細胞株の中で EZH2 高発現株である SKHep1・
HLE と、EZH2 低発現株である PLC・HLF の 4
つの細胞株に対して 328種類の miRをターゲ
ットとした PCR array を行った。SKHep1・HLE
にて低発現、PLC・HLF において高発現である
miR のうち、3 倍以上の差があるものを pick 
up し、更に in silico において EZH2 の



3’-UTRとの結合能を有するmiRを選択した。
これにより EZH2 を制御する miR の候補とし
て miR-32、miR382 が抽出された。 
 
2. 肝細胞癌における miR-EZH2 pathway の機 

 
能的役割の解明 
肝細胞癌細胞株 HLE を用いて siRNA による
EZH2 の発現を抑制し、細胞周期、上皮間葉
転換、血管新生に関わる遺伝子群の発現変化
を比較し、肝細胞癌における EZH2 のターゲ
ット遺伝子の検索を行った。その結果、癌抑
制遺伝子である p16INK4a と上皮間葉転換に
関与する E-cadherin (CDH1)の著明な発現上
昇を認め、EZH2 が p16INK4a と CDH1 の発現を
抑制し、細胞周期及び EMT の制御に関わって
いると考えられた。 

 
続いて、臨床検体における miR-EZH2 経路と
細胞周期及び EMT の関係を調べるために、パ
ブリックデータベースを用いて解析を行っ
た。HCC の gene expression array のデータ
ベースである GSE1898 を用いて、GSEA（gene 
set enrichment analysis）を行った。検体
を EZH2 高発現群と低発現群に分けて
HALLMARK genesetの発現パターンを比較検討
した。EZH2 高発現群において、細胞周期
geneset (G2/M checkpoint)は強い発現増強
を認めたが、EMT(Epithelial mesenchymal 
transition)は相関を認めなかった。 
 miR-EZH2 経路は、細胞周期を制御し、腫瘍
の進展に関わると考えられたが、EMT への関
与は証明できなかった。 
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