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研究成果の概要（和文）：膵がん細胞の悪性度に関わるエピジェネテイクス関連分子を探索する目的で、膵がん細胞で
様々なクロマチン修飾因子に対するshRNAの安定発現株を樹立し表現型の変化をスクリーニングした。結果としてヒス
トン修飾分子KDM6Bのノックダウンにより膵がん細胞の浸潤能および腫瘍形成能が増強することを見出した。さらには
発現アレイの解析からKDM6Bの標的遺伝子としてCEBPAを同定した。CEBPAのノックダウンはKDM6Bとほぼ同じ表現型を呈
し、その遺伝子発現調節領域へのKDM6Bの結合も確認された。以上からヒストン修飾経路の異常が膵がん細胞の悪性度
に影響する分子機構の一端を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is a deadly disease where virtually all tu
mors harbor mutations in KRAS and other tumor suppressor genes. Though recent studies provide evidence tha
t epigenetic changes, as well as genetic mutations, are involved in the initiation and progression of canc
er, the impact of epigenetic alteration in PDAC is yet to be determined.Here we focused on the histone H3 
Lys 27 (H3K27) demethylase KDM6B. KDM6B is a putative tumor suppressor and previous reports have shown tha
t KDM6B is upregulated under oncogenic KRAS mutations and activates tumor suppressor p16/CDKN2A, thus indu
cing oncogene-induced senescence (OIS) in premalignant lesions. In this work, we identified a novel tumor 
suppressive mechanism by KDM6B, distinct from the KRAS-KDM6B-p16 mediated induction of OIS. We provide evi
dence that loss of KDM6B-C/EBP axis enhances tumorigenesis in PDAC cells. 
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１．研究開始当初の背景 
膵発がんは、K-ras 遺伝子の活性型変異に

様々な腫瘍抑制遺伝子の異常が加わる多段
階発がんの寄与が考えられ、それは様々な遺
伝子改変マウスモデルの交配でヒト膵がん
類似の腫瘍発生を再現できることでも裏付
けられている（Hingorani et al., Cancer Cell 
2003 & 2005; Aguirre et al., Genes Dev 2003; 
Bardeesy et al., PNAS 2006; Ijichi et al., Genes 
Dev 2006）。一方、膵がんの悪性度については、
影響を与える様々な候補遺伝子が報告され
ているが、それらの発現変化の原因としては
ジェネテイックな異常よりむしろエピジェ
ネテイックな異常であることが多い。そのエ
ピジェネテイックな転写制御については
2006 年にヒストン脱メチル化酵素の発見と
いう大きなブレークスルーがあり、メチル化、
アセチル化、リン酸化、ユビキチン化からな
るヒストンの主たる翻訳後修飾のすべてが
可逆性であることが示された。いわゆるエピ
ジェネテイックな遺伝子発現制御は DNA メ
チル化のみならずこの可逆的なヒストン修
飾パターンが重要であることが明らかにな
ってきた。 
申請者は過去の論文で、ヒストン H3 の 27

番目リジンのメチル化に結合するポリコム
複合体の構成因子 Bmi1 が、消化器前がん病
変の悪性度に比例してその発現量を増すこ
とを報告した(Tateishi et al. Clin.Cancer.Res. 
2006;12(23):6960-6.)。また JARID1b が H3 の 4
番目リジンの脱メチル化酵素であると明ら
かにするとともに、その分子と乳がん細胞の
増殖との関連を報告した（Yamane, et al. Mol 
Cell 2007;25(6):801-12.）。またがんに限らず肥
満及びエネルギー代謝において H3 の 9 番目
リジンの脱メチル化酵素が重要であること
を 報 告 し (Tateishi et al. Nature 
2009;458(7239):757-61）、様々な細胞系譜にお
けるヒストン可逆性の意義についても発表
してきた。 
本来、がんは不均一で多様な細胞集団である
といわれている。昨今、がん組織中の“がん幹
細胞”の可能性が提唱されているが、これもが
ん細胞の heterogeneity から発した概念と想像
される。例えば治療抵抗性を引き起こす細胞
群に“がん幹細胞性”が関与する、という考え
もそのひとつであろう。面白いことに、がん
細胞集団中の抗がん剤抵抗性クローンの維
持にヒストン脱メチル化酵素 RBP2 が重要な
役割を持つと報告され、またヒストン脱メチ
ル化酵素 JARID1b の発現の不均一性がメラ
ノーマの腫瘍形成能に関与する報告もなさ
れた。同時にこの数年間にヒストン修飾因子
群のがんにおける変異が次々に報告された。
さらには転座や増幅、LOH なども様々な癌で
報告され、食道がんでは JMJD2C の遺伝子増

幅が認められる。これらの知見はいずれも、
ヒストン修飾調節の破綻ががん細胞の特性
に関わる可能性を強く示唆するものである。
しかしながらヒストン修飾が、がんの特性に
重要な役割を持つという、その具体的な分子
メカニズムは、いまだ明らかになっていない。
今回のプロジェクトにおいて申請者は、数十
にもおよぶヒストンメチル化、脱メチル化酵
素群などから順次その shRNA 搭載レンチウ
イルスを作成し、それらを用いて膵がん細胞
株で安定ノックダウン株を樹立してきた。そ
の上で、がん細胞の形質変化をもたらすヒス
トン修飾酵素をスクリーニングしたところ、
いくつかの分子のノックダウンによる表現
型の変化を同定した。なかでも本研究では
KDM6B ノックダウン膵がん細胞の表現型に
焦点を当てる。 
２．研究の目的 
膵がん細胞の悪性度に関わるエピジェネテ
イックな遺伝子制御異常を探索する目的で
ヒストン修飾酵素群の shRNA パネルを作成、
膵がん細胞株でその安定発現株を樹立して
表現型の変化をスクリーニングしてきた。そ
の結果、ノックダウンにて膵がん細胞の浸潤
能、腫瘍形成能を明らかに増加させるヒスト
ン修飾分子を同定した。本研究ではその分子
の下流の標的遺伝子を含めたメカニズムを
明らかにし、新たな治療標的としての可能性
を追求する。さらには、臨床検体におけるそ
の分子の発現状態と病態との関係について
も解析する。 
３． 研究の方法 
(1) KDM6B ノックダウン細胞の表現型解析 
KDM6B ノックダウン膵がん細胞の表現型を
二つの異なるノックダウン配列から樹立し、
複数の消化器がん細胞株において表現型が
再現されるかどうかを検討する。 
(2) 網羅的発現アレイによる表現型関連転写

因子の同定 
① KDM6B ノックダウン細胞の表現型

に関与する転写因子の決定 
KDM6B ノックダウンによって獲得された形
質に関与する分子群を抽出するため、これま
でに KDM6B ノックダウン細胞とランダムコ
ントロール細胞との間で、網羅的な遺伝子発
現プロファイルを行う。 

② KDM6B と転写因子との相関関係の
検討 

抽出された標的遺伝子のプロモーター領域
のヒストン修飾プロファイルおよび KDM6B
の結合について ChIP assay によって検討する。 
(3) 臨床検体を用いた KDM6B 発現の検討と

標的遺伝子発現および組織所見との相関
の検討 

実際の臨床膵がん腫瘍検体において KDM6B
発現を RTPCR、ウエスタンブロット、免疫染



色によって検討する。浸潤能や転移能との関
連が実験から示唆されることを踏まえ、原発
巣内での発現パターンを比較するのみなら
ず腹膜播種や転移巣での発現とも比較する。 
４． 研究成果 
(1) KDM6B ノックダウン細胞の表現型解析 

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
いても明らかなその増加を示していた。
これらの表現型は二つの異なるノックダ
ウン配列から樹立された細胞株に共通し
てみられており、KDM6B に特異的なも
のと考えられる。さらに複数の膵がん細
胞株においても同様の表現型が再現され
た 。

 
(2) 網羅的発現アレイによる表現型関連転写

因子の同定 
① KDM6B ノックダウン細胞の表現型

に関与する転写因子の決定 
発現アレイデータを基にした GSEA 解
析によると、ノックダウン細胞では転写
因子 C/EBP の下流遺伝子セットが高い
NES と有意差をもって誘導されていた。 

C/EBP を KDM6B ノックダウン細胞
（Puromycin 選別）に、レトロウイルス
で過剰発現（Hygromycin 選別）した株を
樹立したところ、KDM6B ノックダウン
でみられた表現型がその過剰発現によ
りレスキューされた。次に C/EBP のノッ
クダウン細胞を樹立し、KDM6B ノック
ダウン細胞の表現型が再現されるかど
うかを検討したところ、複数の種類の細
胞株において再現された。 
② KDM6B と転写因子との相関関係の

検討 
C/EBP のプロモーター領域に対してヒ

ストン修飾抗体およびKDM6Bなどの抗
体を用いてChIPアッセイを行った結果、
プロモーターへのKDM6Bの結合および
ヒストン修飾が確認され、またノックダ
ウンで影響を受けることが確認された。
これによりC/EBPがKDM6Bによる発現
制御を受けることが示唆された。 

(4) 臨床検体を用いた KDM6B 発現の検討と
標的遺伝子発現および組織所見との相関
の検討 
ヒト臨床検体の検討ではKDM6Bの発現

は前がん病変で高い一方、膵がんでは低分
化ながん組織ほど発現が低下することが
わかった。このことはノックダウンにより
浸潤能や転移能が増加することと矛盾し
ないと考えられた。さらに重要なことに、
KDM6B と C/EBP の発現が性の相関を示
していた。このことから、ヒト膵がんにお
いても両者の発現の相関が膵がん細胞の
生物学的表現型に関わっている可能性が
示唆された。 
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