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研究成果の概要（和文）：本研究では神経膠腫で高発現しているEZH2が腫瘍形成に寄与するメカニズムを解明す
ることを目的とした。当部ではこれまでに脳腫瘍自然発生マウスモデルを樹立している。このマウスモデルを用
いて、腫瘍形成前から腫瘍形成後までの細胞を回収して経時的に解析した。EZH2は腫瘍形成前の早期の段階から
発現増加しており、EZH2が誘導するヒストン修飾異常は徐々に蓄積していくことが明らかになった。EZH2は遺伝
子増幅異常により発現増加した他のエピゲノム修飾酵素と協調的に機能していることが明らかになった。以上よ
りEZH2はヒストン修飾異常を誘導することで神経膠腫の形成に重要な役割を果たしていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the mechanisms of upregulated EZH2 in 
gliomagenesis. We already established a unique mouse model, which spontaneously develops glioma. 
Using this mouse model, we analyze the significance of EZH2 in gliomagenesis, sequentially. EZH2 is 
upregulated from an early stage of gliomagenesis, inducing accumulation of dysregulation of histone 
modification. We found that EZH2 plays pivotal roles with other histone modifier whose copy number 
of gene is amplified, cooperatively. Our data suggests that EZH2 might play pivotal roles in 
gliomagenesis via dysregulation of epigenetic alteration.

研究分野： 脳腫瘍学

キーワード： 神経膠腫

  ３版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
脳腫瘍の中で最も悪性度の高い悪性神経

膠芽腫は悪性新生物の中でも最も予後不良
である。そのため米国 The Cancer Genome 
Atlas (TCGA)プロジェクトではすべての癌
腫の中から悪性神経膠芽腫の研究が最初に
着手された。臨床検体を用いた大規模な研究
から膠芽腫には DNA メチル化異常をはじめ
とした多彩なエピゲノム異常が混在してお
り、発生の母地やメカニズムが大きく異なる
様々な性質を持った腫瘍群が混在している
ことが示唆された。膠芽腫の治療成績を向上
させるためには、腫瘍発生のメカニズムを解
明し、治療対象と成り得る可塑性を持った新
規治療標的を同定することが極めて重要で
ある。エピゲノム異常は可塑性を持つため有
用な治療標的となる可能性があると考え、当
研究室ではこれまで脳腫瘍のエピゲノム研
究を展開してきた。極めて組織多様性の強い
膠芽腫には、その多様性の形成に寄与する脳
腫瘍幹細胞が存在すると考えられている。こ
の脳腫瘍幹細胞が自己複製と分化、脱分化を
繰り返すことにより膠芽腫の治療抵抗性に
強く寄与していると考えられている。当研究
室ではこれまでに脳腫瘍幹細胞の分化、脱分
化においてエピゲノム関連因子である EZH2
が重要な役割を果たしており、新規治療標的
と成り得ることを報告した。当研究室では、
膠芽腫マウスモデルを用いてこれまでに同
定したエピゲノム異常を経時的に解析し、個
体レベルで治療標的としての有用性を評価
する研究を行っている。 
 Mosaic Analysis with Double Markers 
system (MADM システム) を用いたマウス
モデルは胎生期に遺伝子異常を導入された
細胞が脳組織内に散発的に出現し、その細胞
を Green Fluorescent Protein（GFP）にて
追跡することができる極めて有用な遺伝子
改変システムである。この MADM システム
を用いて膠芽腫によく見られるp53遺伝子と
Nf1 遺伝子異常を導入した MADM マウスは
GFP 陽性の膠芽腫を形成する。従来の遺伝子
改変膠芽腫マウスモデルと比較して、このマ
ウスモデルではよりヒトの腫瘍に近い腫瘍
形成過程を示し、GFP 陽性細胞を回収するこ
とにより純度の高い腫瘍細胞を回収するこ
とができ、また前腫瘍細胞の段階から腫瘍形
成までの過程を追跡することができる。申請
者は MADM システムの発明者であるバージ
ニア大学 Dr. Hui Zong との共同研究にてこ
れまでに前腫瘍細胞と腫瘍細胞のヒストン
修飾異常と DNA メチル化異常を解析し、腫
瘍細胞には未分化性の獲得を示唆するエピ
ゲノム異常が蓄積していることを明らかに
した。腫瘍細胞では EZH2 が高発現しており、
高発現した EZH2 により誘導されるエピゲ
ノム異常が腫瘍形成において重要な役割を
果たしていることを同定している。また、
MADM 腫瘍細胞を用いた全エクソン解析に
て複数の個体で共通に見られる、過去に報告

のない極めて限局的な高度遺伝子増幅異常
領域を同定した。この遺伝子増幅異常領域に
はエピゲノム修飾酵素をコードする遺伝子
と細胞増殖に関わる転写因子をコードする
遺伝子が含まれていた。発現解析においても
高発現を示すこれらのエピゲノム修飾酵素
と転写因子は、EZH2 と相互作用することで
これまでに同定しているエピゲノム異常に
寄与している可能性がある。本研究では腫瘍
形成過程において EZH2 の発現異常と遺伝
子増幅異常が出現する時期を同定すること
と、EZH2 が高発現を示すメカニズム、高発
現した EZH2 が特定の遺伝子群に誘導され
るメカニズムの解明を目的とした。新規に同
定したこれらの遺伝子群が遺伝子増幅異常
により高発現をすることで EZH2 との相互
作用を介してエピゲノム異常に強く寄与し
ている可能性について解析した。 
 
２．研究の目的 
上述のように本研究では EZH2 と増幅異常

の見られる遺伝子群がどのように協調して
腫瘍形成に寄与するか、そのメカニズムを解
明することを目的とした。EZH2 は多くの分子
と結合しポリコーム複合体（Polycomb 
Repressive Complex 2; PRC2）を形成してい
る。遺伝子増幅異常領域から転写されるエピ
ゲノム修飾酵素が EZH2 と直接結合し PRC2 の
形成に関与する、もしくは別の複合体を形成
する可能性について解析した。抗 EZH2 抗体
もしくは遺伝子増幅異常領域のエピゲノム
修飾酵素に対する抗体を用いた免疫沈降法
にて腫瘍細胞内における EZH2 とエピゲノム
修飾酵素の結合を解析した。EZH2 とエピゲノ
ム修飾酵素をそれぞれノックダウンするこ
とにより、これまでに同定している EZH2 の
標的遺伝子群のエピゲノム異常の変化を解
析した。転写因子についてはその機能解析を
目的とした。転写因子のノックダウンを行い
まずは腫瘍細胞の増殖抑制効果を評価する
ことを目的とした。以上に加えて EZH2 の発
現異常と遺伝子増幅異常が腫瘍形成過程に
おいて出現する時期を同定することを目的
とした。 
近年膠芽腫において多くのゲノム異常と

エピゲノム異常が同定されているが、その
クロストークメカニズムの詳細については
その大部分が明らかになっていない。申請
者はこれまでに報告のないゲノム異常であ
る遺伝子増幅異常を示す遺伝子群を同定し
ており、当研究ではこれらの遺伝子群の中
から同定したエピゲノム修飾酵素と転写因
子の機能解析を行う計画とした。MADM マ
ウスモデルを用いることで、これまでヒト
腫瘍検体の研究では困難であった脳腫瘍の
発生における前腫瘍細胞の解析をすること
ができ、これらの異常が出現する時期を同



定することができる。当研究の進展により
ゲノム異常から誘導されるエピゲノム異常
が腫瘍形成に寄与するメカニズムを解明す
る手掛かりとなり、極めて予後不良である
膠芽腫の新規治療戦略の開発につながるこ
とを期待した。 
 
３．研究の方法 
本研究では腫瘍細胞を用いて、遺伝子増

幅異常領域のエピゲノム修飾酵素に対する
抗体と抗 EZH2 抗体を用いた免疫沈降法を
確立した。またエピゲノム修飾酵素と転写
因子、EZH2 のノックダウン実験のためそ
れぞれの shRNA ベクターを作成する。そ
の前段階の実験として siRNA の導入実験
を行い、効果を評価した。これらのノック
ダウンを腫瘍細胞で行い、in vitro 実験で腫
瘍抑制効果を解析した。 
また本研究中、これまでに樹立した脳腫

瘍自然発生マウスモデルである MADM マ
ウスの系統維持、適宜腫瘍マウスの作成を
継続した。これらのマウスを用いて、複数
の時期から前腫瘍細胞のみを回収して
DNA, RNA を回収した。これらを用いて、
EZH2 の発現異常と遺伝子増幅異常の出現
時期を経時的に解析した。また EZH2 の発
現異常に伴う、ヒストン修飾異常を経時的
かつ網羅的に解析し、その経時的な変化と、
腫瘍形成における役割について解析を進め
た。 
 

４．研究成果 
（１）遺伝子増幅異常領域のエピゲノム修
飾酵素に対する抗体を用いた免疫沈降実験  
エピゲノム修飾酵素に対する抗体を準備

し、正常細胞と腫瘍細胞を用いてウエスタ
ンブロッティング法を行い腫瘍細胞で強発
現していることを確認した。同領域のエピ
ゲノム修飾酵素に対する抗体はやや不安定
であったため、他社の抗体も確認したが同
様の結果であった。そのため、この酵素と
複合体を形成することが知られている分子
に対する抗体を代用として用いて免疫沈降
実験を進めた。腫瘍細胞でダイナビーズを
用いた免疫沈降法を行い、エピゲノム修飾
酵素と EZH2 が共に回収できることをウエ
スタンブロッティング法にて確認すること
ができた。腫瘍細胞をホルマリン固定にて
クロスリンクした後に、超音波断片機にて
断片化したクロマチンを回収して転写因子
に対する抗体による ChIP 法を行う。回収
した DNA を精製後に、EZH2 のプロモータ
ー領域を標的としたプライマーを用いて定
量PCR法にてインプットDNA と比較して
同領域がより多く回収されていることを確
認する。 
（２）エピゲノム修飾酵素と転写因子に対
する siRNA の導入実験 

エピゲノム修飾酵素と転写因子に対するノ
ックアウト実験を行うため、それぞれの
siRNA を準備した。まずはそれぞれの細胞
に対して、siRNA を導入してその発現変化
をウエスタンブロッティングにてかくにん
した。導入効率は問題ないにもかかわらず、
十分な発現抑制効果を得られなかった。
siRNA量や導入期間等を十分に検討したが、
著明な改善を認めなかった。原因としては、
遺伝子の増幅異常が極めて高度であったた
め、siRNA では発現を抑制しきれないこと
が 考 え ら れ た 。 そ の た め 現 在
CRISPR/Cas9 システムによるゲノム編集
技術の導入を検討している。 
（３）EZH2 の発現異常と遺伝子増幅異常
の出現時期の同定 

MADM マウスでは遺伝子改変細胞が、出
生後、前がん状態の段階から GFP 陽性と
なる。このシステムを活用して、腫瘍形成
前のマウス脳組織から GFP 陽性細胞を回
収する技術を確立した。出生後 20 日、60
日、90 日、120 日のマウスに対して適切な
安楽死を行った後に脳組織を回収し、パパ
イン溶液等を用いて、慎重に組織融解を行
った。これらの脳細胞から FACS セルソー
ティング法を用いて GFP 陽性細胞のみを
回収した。一匹のマウスから回収した GFP
陽性細胞はその後の解析に用いる DNA, 
RNA を回収するのに十分な量であった。こ
れらの DNA を用いて、リアルタイム PCR
法にて、遺伝子コピー数を解析することで
遺伝子増幅異常の出現時期の同定を試みた。
RNA は cDNA へ逆転写し、リアルタイム
PCR 法を用いて、EZH2 の発現異常を解析
し、経時的な発現の推移を解析した。興味
深いことに EZH2 は出生後早期より発現が
増加しており、遺伝子増幅異常は腫瘍形成
期の直前に出現していることが明らかにな
った。 
（４）EZH2 の発現異常に伴うヒストン修
飾異常の経時的な解析 
上記の結果より EZH2 は腫瘍形成早期か

ら発現が増加していることが明らかになっ
た。この結果をうけて、EZH2 が修飾する
発現抑制型ヒストン修飾であるヒストン
H3 リシン 27 トリメチル化(H3K27me3)修
飾を受ける遺伝子の同定を試みた。抗
H3K27me3 抗体を用いたクロマチン免疫
沈降法(ChIP 法)を行い、マイクロアレイに
て網羅的に解析を行った。H3K27me3 修飾
は EZH2 の発現増加と一致して腫瘍形成前
の早期の段階から修飾異常を認め、腫瘍形
成に伴い修飾異常が蓄積していくことが明
らかになった。また腫瘍形成後は、遺伝子
増幅異常を認めるエピゲノム修飾酵素も同
様にヒストン修飾異常を誘導していること



を示唆する結果が得られた。これらの結果
について、現在より詳細に解析を行ってい
る。 
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