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研究成果の概要（和文）：我々は、子宮体癌（体癌）細胞におけるmiRNA/EZH2フィードバックループによるEZH2
高発現の調節機構とIL-6/8産生誘導におけるEZH2の役割を明らかにすることを目的として本研究を行った。その
結果、EZH2と癌抑制的miRNA群が相互に負のフィードバックループを形成し、EZH2の発現亢進及び癌抑制的miRNA
の発現低下を招き、下流分子経路を介し、IL-6/8過剰産生及び体癌の悪性化を導くという重要な成果が得られ
た。本研究により得られた知見は、今後体癌の根絶を目指す基層研究の発展及び新しい治療法の開発に大きく貢
献していると考えられる。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to clarify whether the miRNA-EZH2 feedback loop 
contributes to EZH2 overexpression in endometrial cancer and whether EZH2 induces the expression of 
IL-6/8 through miRNAs-mediated signaling pathways. We found that EZH2 and tumor suppressor miRNAs 
mutually form a negative feedback loop, resulting in enhanced expression of EZH2 and decreased 
expression of tumor suppressor miRNAs and that EZH2 induces the overproduction of IL-6/8 via 
miRNAs-mediated pathways in endometrial cancer cells. These findings suggest that targeting and 
inhibition of EZH2 represents a potential therapeutic strategy for endometrial cancer. 

研究分野： 子宮体癌

キーワード： microRNA

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
EZH2と癌抑制miRNA群が相互に負のフィードバックループを形成して、EZH2の発現亢進及びlet-7bなどのmiRNAの
発現低下を招き、下流にあるTwist、Snail、STAT3経路、NF-κB経路及びWnt/β-catenin経路の活発化を介し
て、IL-6/8過剰産生及び体癌の悪性化を導くという重要な成果が得られている。本研究により得られた知見は、
今後体癌の根絶を目指す基層研究の発展及び新しい治療法の開発に大きく貢献していると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
子宮体癌（体癌）は最も頻度の高い婦人科悪性腫瘍の一つであり、患者数(特に若い世代)は年々
増加傾向にある。体癌の大半を占める類内膜腺癌は比較的に良好な予後を示すが、悪性度の高
い進行癌や漿液性腺癌転移の制御は未だ満足できる状況ではなく、患者の死亡の最大の原因と
なる。体癌の進展に関わる分子基盤は十分には理解されておらず、依然として有望な創薬標的
分子の同定は急務である。  
腫瘍細胞を取り巻く局所(微小)環境が癌の転移に密接な関係がある。腫瘍局所環境では、体

癌などの癌細胞は宿主側の調節を受けながら、代表的な炎症性サイトカイン IL-6/8 の産生と分
泌を行い、転移に有利な環境を整え、癌細胞自身の悪性形質(増殖•浸潤)を促進できる(J 
Endocrinol 2010)。IL-6/8 は正常内膜に比べ、体癌組織で高発現を示し、その異常産生に関わ
るメカニズムの解明は体癌進展の制御に向けた研究と治療法の開発の鍵である。  
IL-6/8 の発現は、癌遺伝子(Twist、Snail)、Wnt/β-catenin 経路、STAT3/NF-κB 経路によ

って正に制御される。一方、microRNA (miRNA)は、標的 mRNA の分解と翻訳抑制を介して組織特
異的に、複数の遺伝子発現を抑制することで、癌転移に深く影響している。let-7b は IL-6 を
抑制して、抗転移的に作用する(Cell 2009)。これまで、体癌における IL-6/8 の制御に関与す
る遺伝子及び miRNA の研究報告はまだ少ない。 
様々な癌腫において，ポリコーム遺伝子 EZH2 の高発現は腫瘍の形成や進展に関わっており、

乳癌細胞の IL-6/8 産生を促進する(Cancer Res 2013)。EZH2 はヒストン(H3K27)をメチル化す
ることで，膵癌細胞での miR-101/let-7b 発現を抑制する(Cancer Res 2012)。逆に前立腺癌で
EZH2 は let-7b の直接的な標的である(PLoS One 2012)。我々は、体癌細胞で、miR-101 が EZH2
の発現を抑制し、Wnt/β-catenin 経路の活性を抑えること明らかにした(Oncotarget 2014)。
miRNA と EZH2 の相互作用による EZH2 高発現の調節機構や IL-6/8 産生誘導対する EZH2 機能亢
進の役割と作用機構の検討は、体癌の高悪性化の機序解明に資するものと考える。 
我々の予備実験の結果から、癌抑制 miRNA と EZH2 が相互に負のフィードバックループを形成

して、miR-101/let-7b などの miRNA の発現低下を招き、EZH2 の活性を高めること、また EZH2
の発現亢進は、下流にある let-7b、Twist、Snail 及び Wnt/β-catenin 経路を介して IL-6/8
過剰産生を導く可能性が示唆された。 
 
２．研究の目的 
体癌でのmiRNA-EZH2フィードバックループによるEZH2高発現の調節機構とIL-6/8産生誘導に
おける EZH2 役割を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) 我々の研究室で体癌細胞 HEC-50 (類内膜腺癌由来)と SPAC1-L（漿液性腺癌由来）から樹

立された高浸潤性亜細胞株と親株の miRNA 発現を比較することで、高浸潤性亜細胞株で発
現量が低値を示す miRNA を、浸潤抑制に関わる miRNA 候補として同定する。 

(2) EZH2 を標的とする miRNA 群を in silico で予測する。更に、発見した候補 miRNA と照合し
て、EZH2 の制御に関わる癌抑制 miRNA 候補を絞り込む。 

(3) 同定された miRNA 候補を強制過剰発現またノックダウンするため、 Pre-miRNA Precursor
また Anti-miRNA inhibitor (Ambion)をそれぞれ体癌細胞に導入して、候補 miRNA の機能
解析を行う。癌細胞の浸潤能を invasion assay で、増殖能を clone formation assay で、
スフェア形成能を sphere formation assay で、抗癌剤に対する耐性を MTT assay で、EMT、
増殖関連遺伝子及び癌幹細胞マーカー遺伝子発現の変化を Realtime PCR と Western blot
法により検討することで、体癌細胞の悪性形質を抑制する miRNA の同定を行う。 

(4) miRNA の導入による EZH2遺伝子の mRNA とタンパク発現の低下を Realtime PCR と Western 
blot 法により検討し、EZH2 発現を負に調節する miRNA を確定する。 

(5) 見出した miRNA 群が EZH2 遺伝子の非翻訳領域と直接に結合するかについて、 体癌細胞に
候補 miRNA と EZH2 の非翻訳領域を含むレポータープラスミド(Origene)を同時に導入し、
luciferase assay で EZH2 の直接標的 miRNA を確証する。 

(6) miRNA マイクロアレイを実施し、EZH2 遺伝子のノックアウトによって、発現が亢進する
miRNA を、EZH2 によって負に調節される miRNA として洗い出し、Realtime PCR により確
認する。その機能は体癌細胞を用いて、解明する。 

(7) 更に miRNA のプロモーター配列を含むルシフェラーゼベクターを作製して、EZH2 発現ベク
ターと同時に体癌細胞に導入して、ルシフェラーゼアッセイによって EZH2 により直接的
に発現抑制される miRNA を同定する。 

(8) EZH2 cDNAの過剰発現とノックアウトによるIL-6/8など炎症性サイトカインの発現量の変
化を定量的に測定し、上清に分泌された IL-6/8 の量を調べる。 

(9) L-6/8 など炎症性サイトカインの存在下での体癌細胞悪性形質の評価を行う。 
(10) let-7b などの発現を変化させ、体癌細胞での IL-6 の発現を Western blot 法により検討す

る。TargetScan などのデータベースを用いて、IL-6/8 を標的とする miRNA 群を同定して、
miRNA を介する EZH2 による IL-6/8 の産生亢進のメカニズムを明らかにする。 

(11) EZH2 の発現を変化させ、また EZH2 特異的阻害剤 GSK343 の処理で EZH2 の不活性化を誘導
することで、潜在的な下流シグナル分子(Twist、Snail、p-STAT3、NF-κB、β-catenin) の



蛋白質発現を Western blot 法により解析する。 
(12) 更に Twist と Snail 遺伝子の特異的ノックダウン、また STAT3 阻害剤 BP-1-102、NF-κB

阻害剤 BAY11-708、Wnt/β-catenin 経路抑制剤 ICG-00I の投与が、体癌細胞の IL-6/8 産
生及び分泌量、また癌細胞悪性形質に与える影響検討することで、IL-6/8 異常産生に関与
する EZH2 の下流シグナル伝達経路の特定を試みる。 

 
４．研究成果 
(1) まず、マイクロアレイを用いて、我々の研究室で体癌細胞 HEC-50 から樹立された高浸潤

性亜細胞株と親株の miRNA 発現を比較することで、高浸潤性亜細胞株で発現量が低値を示
す miR-124 と let-7b などを、浸潤抑制に関わる miRNA 候補として同定した。TargetScan
と miRDB などのデータベースを用いて、EZH2 を標的とする miRNA 群を同定した。miR-124
と let-7b を強制過剰発現またノックダウンすることで、体癌細胞の悪性形質を抑制する
miRNA の同定を行った。その結果、miR-124 と let-7b は EZH2 遺伝子の非翻訳領域と直接
に結合し、EZH2 遺伝子の mRNA とタンパク発現の発現を負に調節し、癌細胞の浸潤能、増
殖能、スフェア形成能、抗癌剤に対する耐性またEMT形質を抑制することを明らかにした。 

(2) そして、EZH2 遺伝子のノックアウトによって、発現が亢進する miRNA を、EZH2 によって
負に調節される miRNA（let-7b、miR-101 及び miR-361）として洗い出し、更に定量 PCR
法 により確認した。これらの miRNA の機能を検討することで、体癌細胞の悪性形質を抑
制する miR-361 などを同定した。また、EZH2 蛋白質は、miR-361 のプロモーター領域配列
に結合して、直接的にその発現を抑えることで、体癌細胞の浸潤能、増殖能、スフェア形
成能、抗癌剤に対する耐性また EMT 形質を促進することを明らかにした。    

(3) 更に、EZH2 遺伝子のノックアウトと let-7b の過剰発現による IL-6/8 の発現低下を確認し
た。IL-6/8 の添加による体癌細胞悪性形質の増強を確認した。また、EZH2 による let-7b
など複数の miRNA 発現の抑制が、IL-6/8 産生量の増加を導いたことを明らかにした。EZH2
特異的阻害剤 GSK343 の処理で、EZH2 の不活性化を誘導すると、Twist、Snail、p-STAT3、
NF-κB 及びβ-catenin の蛋白質発現及び IL-6/8 の産生量の低下を認めた。また、STAT3
阻害剤 BP-1-102、NF-κB 阻害剤 BAY11-708、Wnt/β-catenin 経路抑制剤 ICG-00I の投与
により、EZH2 は下流に位置する STAT3 経路、NF-κB経路及び Wnt/β-catenin 経路の活発
化を介して、体癌細胞における IL-6/8 の異常産生また体癌細胞悪性形質の増強を促進す
ることを明らかにした。EZH2 特異的抑制剤 GSK343 の添加により、体癌細胞の増殖能と浸
潤能は、濃度依存性に抑制されたことも明らかになった。また、GSK343 と 5-AZA の組み合
わせによる相乗的な癌抑制効果を認めた。両者の併用で相乗的な抗腫瘍効果を発揮するこ
とで、新たな体癌治療法として十分に期待できると考えられる。 

 
以上の研究によって、EZH2 と癌抑制 miRNA 群が相互に負のフィードバックループを形成して、
EZH2 の発現亢進及び let-7b などの miRNA の発現低下を招き、下流にある Twist、Snail、STAT3
経路、NF-κB経路及び Wnt/β-catenin 経路の活発化を介して、IL-6/8 過剰産生及び体癌の悪
性化を導くという重要な成果が得られている。本研究により得られた知見は、今後体癌の根絶
を目指す基層研究の発展及び新しい治療法の開発に大きく貢献していると考えられる。 
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