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研究成果の概要（和文）：申請者らはKDM6B の発現低下が癌抑制遺伝子CEBPA の発現を直接抑制し膵癌の悪性度
増加に寄与することを明らかにした（Carcinogenesis 2014）。KDM6Bノックダウン膵癌細胞の発現解析により、
KDM6B ノックダウンによって誘導される表面マーカーを見出した。その高発現細胞の生物学的特性としてin 
vitro での高い腫瘍形成能を呈することを確認した。本研究によりエピジェネテイクス制御分子の発現異常に基
づく膵癌悪性化の分子機構の一端を明らかにしうると考えられる。

研究成果の概要（英文）：We reported a novel role of KDM6B in regulating PDAC progression 
(Carcinogenesis 2014;35(11):2404-14). KDM6B was downregulated in high grade PDACs and knockdown of 
KDM6B in PDAC cells increased the tumorigenicity and enhanced the aggressive phenotypes in vivo. 
Furthermore, CEBPA was identified as a direct target of KDM6B, and reduced KDM6B- C/EBP　axis was 
resulted in increased aggressiveness in PDAC cells. We tried to identify a surrogate molecular 
marker of the cells lacking KDM6B- function. We used a cDNA　microarray to compare the expression 
profiles of KDM6B- KD and control PDAC cells and identified the candidate molecule relating to the 
loss of KDM6B.  

研究分野： 消化器病学

キーワード： 膵癌
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１．研究開始当初の背景 
申請者は膵癌の化学療法を行い、その予後不

良因子の臨床的知見を集積してきた。なかで

も腹膜播種は化学療法などの抗腫瘍治療効

果を低下させる大きな悪性化因子である。現

在いまだ腹膜播種を標的としうる有効な化

学療法レジメンは殆どなく、新たな治療法が

望まれる。 

一方申請者らは SNP アレイを用いたゲノ

ムワイドのコピーナンバーバリエーション

の解析から、ヒストン脱メチル化酵素

KDM6B 遺伝子が p53 遺伝子近傍 17p13 に存

在し、膵癌において LOH を呈していること

を 見 出 し た （ Lin, et.al. Oncology 

2008;75:102）。その KDM6B の発現低下が膵癌

細胞において果たす役割を検討するため、各

種膵癌細胞株において KDM6B をノックダウ

ンしその表現型の解析を行った。 

KDM6B ノックダウン膵がん細胞では in 

vitroでの遊走能や浸潤能が増加した。また

in vivoの検討でも皮下移植されたノックダ

ウン細胞はコントロールでは見られない著

明な腹膜播種や血性腹水をきたし、膵への同

所移植では肝・肺転移を引き起こした。さら

にはコントロール細胞においては見られな

かった単一細胞からの sphere 形成能を獲得

していた。希釈系列の細胞群を用いた in 

vivo腫瘍形成能においても明らかな増加を

示した。これらの表現型は二つの異なるノッ

クダウン配列に共通してみられており、

KDM6B に特異的なものと考えられた。KDM6B

ノックダウン細胞とランダムコントロール

細胞で網羅的な遺伝子発現解析を行い、その

発現アレイデータを基にした GSEA 解析から、

ノックダウン細胞では転写因子 C/EBPa の下

流遺伝子が高い NES と有意差をもって誘導

されていた。C/EBPa を KDM6B ノックダウン

細胞にレトロウイルスで過剰発現したとこ

ろ、KDM6B ノックダウンでみられた表現型が

レスキューされ、逆に C/EBPa のノックダウ

ン細胞は KDM6B ノックダウン細胞の表現型

を再現した。またクロマチン免疫沈降にて

KDM6B が C/EBPa 遺伝子に直接結合し、ヒス

トンメチル化レベルを制御していることを

示した。さらにヒト膵癌検体において、病理

学的悪性度と KDM6B が逆相関し、KDM6B と

C/EBPa の発現に正の相関がみられることを

免疫組織学的に示した。これらから KDM6B

欠損が C/EBPa の機能低下を介して膵癌の悪

性度増加に寄与していることを報告した

（Carcinogenesis.2014;35(11):2404-14）。 

 

２．研究の目的 

上記の検討により、KDM6B- C/EBPa axis の破

綻が膵癌自然史における腹膜播種、癌性腹水

といった重度の悪性化に関与する可能性が

示唆された。本計画では KDM6B- C/EBPa axis

の破綻による膵癌細胞の悪性化と連動する

細胞表面マーカー、およびその陽性細胞集団

を同定し、分子メカニズムを明らかにする。 

 

３．研究の方法 

網羅的発現アレイによる表現型関連表面マ

ーカーの同定 

網羅的発現アレイデータを詳細に検討し、二

倍以上に発現上昇がみられる分子のうち、細

胞表面に発現される分子群をおよそ50遺伝子

同定した。さらにその中から複数の細胞クロ

ーンを用いた定量的RTPCRにより、その有意な

発現上昇に再現性がみられる遺伝子を約20分

子抽出しえた。 

 
４．研究成果 

RT-PCRによって抽出された表面マーカーのう

ち、フローサイトメトリーで実際に細胞表面

の発現がKDM6Bノックダウンで増加するマー

カー分子を探索し、表面マーカー候補を抽出

した。その高発現細胞群がKDM6Bノックダウン

によって誘導されることが示されたことから、

この新たに誘導されたマーカー高発現細胞分

画とそれ以外の分画をそれぞれsortingによ



って単離し、以下の実験検討に用いた。結果

としてスクラッチアッセイでの遊走能やマト

リゲルシステムを用いた浸潤能、またsphere 

形成アッセイによって腫瘍形成能の程度を比

較検討することによりマーカー高発現細胞群

がKDM6B ノックダウン細胞でみられる浸潤能

や腫瘍形成能亢進を再現できるかどうか検討

したところ、その 高発現細胞群がin vitro 

での高い腫瘍形成能を呈することを確認しえ

た。さらにはその細胞群の誘導機構を明らか

にするため上流の細胞内リン酸化シグナルに

ついても検討を行っている。本研究によりエ

ピジェネテイクス制御分子の発現異常に基づ

く膵癌悪性化の分子機構のひとつの分子メカ

ニズムについて明らかにしうると考えられる。 
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