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研究成果の概要（和文）：ヒト肝内、肝外胆管癌症例において、EZH2髙発現群はKi67高発現と有意に相関し、低発現群
と比較すると有意に累積生存率が不良であった。ヒト胆管癌細胞株を用いた実験において、EZH2の発現抑制により、細
胞増殖能は低下したが浸潤能には変化を認めなかった。EZH2 の発現抑制によりG1 arrestおよびアポトーシス細胞の増
加を認め、p16INK4A、p27KIP1の有意な発現上昇を認めた。また、抗EZH2薬であるDZNepを用いたEZH2作用阻害によりEZ
H2発現抑制と同様の結果が得られ、細胞増殖の抑制が認められた。EZH2高発現が胆管癌の予後不良に関り、治療標的と
なり得る可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In Intra- and extra-hepatic cholangiocarcinoma patients, EZH2 high expression was 
significantly correlated with the poor prognosis by using immunohistochemical analysis. In vitro 
analysis, knockdown of EZH2 reduced cell growth and induced G1 arrest, and induced apoptosis. Moreover, a 
knockdown of EZH2 increased the expression of p16INK4A and p27KIP1 in real time PCR. An EZH2 inhibitor, 
DZNep reduce the expression of EZH2 and demethylase H3K27, and result to reduce cell proliferation. 
Inhibition of EZH2 by DZNep also induced G1 arrest and induced apoptosis, and increased the expression of 
p16INK4A and p27KIP1 which revealed by western blotting. As conclusion, this study demonstrates that the 
high expression of EZH2 accelerate tumor malignancy and is related to poor prognosis in patients with 
cholangiocarcinoma. Pharmacological inhibition of EZH2 by DZNep can also inhibit cell proliferation. 
These results suggest that EZH2 is a potential therapeutic target for cholangiocarcinoma.

研究分野： 消化器外科学

キーワード： Enhancer 　cholangiocarcinoma　epigenetics　cell cycle　apoptosis　p16INK4A　p27KIP1　3-deaza
neplanocin A
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１． 研究開始当初の背景 
肝内・肝外・肝門部を含む胆管癌は悪性度
が高く予後不良な疾患であり、これに対す
る治療法としては、現在外科的治療以外に
根治が期待できる治療法はなく、進行した
場合は予後不良であることから、新たな薬
物療法・抗癌化学療法・分子標的治療の確
立が期待されている。 

近年、エピジェネティクスに関する分野
の研究が進み、遺伝形質発現において後天
的 DNA 修飾による遺伝子発現制御が行わ
れていることが明らかになってきた。ポリ
コーム蛋白の一つである Enhancer of 
zeste homolog2（EZH2）は、ポリコーム複
合体（PCR2）を形成し、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、遺伝子の発現を抑制している。
癌抑制遺伝子や細胞周期レギュレーターの
発現を抑制することにより、癌の発育・進
展に関与するとの報告されている。更に
EZH2 を含めたエピジェネティックな領域
をターゲットとした治療への応用が期待さ
れている。 

 
２．研究の目的 

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。様々な癌種において、後
天的 DNA 修飾によるエピジェネティックな
遺伝子発現制御が明らかにされつつあり、
我々は膵癌と miR101、EZH2 の関連を明ら
かにした。胆管癌（肝内胆管癌・肝外胆管癌）
において、現在有効な化学療法は非常に限ら
れており、手術による根治が不可能な場合ま
たは再発癌に対する治療は困難である。本研
究の目的は胆管癌におけるポリコーム蛋白
を中心としたエピジェネティックな遺伝子
制御機構を解明し、治療への応用を目指すこ
とである。 

 
３．研究の方法 
(1)胆管癌切除標本におけるポリコーム蛋白
発現と、臨床病理学的因子との関連性の検討 
 熊本大学医学部付属病院及び関連病院に
おける肝内胆管癌・肝外胆管癌の切除標本及
びその予後・臨床病理学的因子の情報を収集
する。1990-200 年に行われた肝内胆管癌・
肝外胆管癌の R0 切除標本それぞれ 45 例・47
例のパラフィン包埋切片を用いてポリコー
ム蛋白、腫瘍増殖因子（MIB1）、血管増殖因
子（CD34）、標的となる癌抑制遺伝子の免疫
染色を行い、各因子間の関連性及び臨床病理
学的因子との関連性を検討した。 

 
(2)胆管癌細胞株を用いた、ポリコーム蛋白
（特に EZH2）の機能解析 
 当科にて継代培養・保存を行っている胆管
癌細胞株8株に関してEZH2の発現が確認さ
れている。これらの細胞株に対して siRNA

導入を用いて EZH2 の発現抑制及びプラス
ミドベクター・ウイルスベクターを用いた過
剰発現を行い、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した。ま
た、FACS を用いた解析を行う。PI 染色・
AnnexinⅤ染色を行いFACS解析を行うこと
で、アポトーシス細胞を検出し、EZH2 に遺
伝子干渉を行った場合の変化を分析した。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の解析を行い。EZH2
の細胞周期に与える影響について解析を行
った。これまでの文献を元にした予想として
は、EZH2 の過剰発現により G1 arrest が阻
害されることで、腫瘍の増殖が進むと考えら
れる。 
 
(3)EZH2 阻 害 剤 、 3-deazaneplanocinA 
(DZNep)を用いた薬剤的EZH2阻害の効果検
証 
 EZH2 高発現胆管癌細胞株である RBE、
TFK-1 を用いて DZNep 単独投与及び
Gemcitabineとの併用におけるEZH2発現抑
制効果及び H3K27 メチル化の変化、細胞株
の増殖能に与える変化、細胞周期及びアポト
ーシスに与える影響、p16INK4a、p29KIP1の発
現変化を検討した。 
４．研究成果 
(1)肝内胆管癌(ICC)、肝外胆管癌(ECC)に対
して根治的手術を行ったそれぞれ 45 症例、
41症例に対してEZH2及びKi67の免疫染色
を行った。EZH2 は癌周囲の正常組織には発
現を認めず、癌部、特に癌細胞の核に高発現
であった。EZH2 発現と臨床病理学的因子、
Ki67 発現との比較を行ったところ、ICC、
ECC 共に EZH2 高発現群において有意に
Ki67 高発現であり(P=0.010、P=0.029)、
EZH2 高発現群において有意に生存予後が不
良であった(図 1、P=0.045、P=0.028)。 

 
(2)EZH2 高発現株である RBE 及び TFK-1
を用いて EZH2 発現抑制による機能解析を
行った。EZH2 を標的とした siRNA を用い
て EZH2 の発現抑制を行い、細胞増殖アッセ
イを用いて増殖能に与える影響を評価した
ところ、両細胞株において 36 時間から 60 時
間後に有意に細胞増殖能の低下を認めた
(P<0.05)。同様に EZH2 発現抑制が細胞周期
及びアポトーシスに与える影響を検証した。



FACS を用いた細胞周期解析において EZH2
発現抑制により subG0-phase、G0/G1-phase
の有意な増加及びS-phaseの有意な減少を認
め た 。 更 に Propidium Iodide (PI) 、
AnnexinV2 重染色によるアポトーシスアッ
セイでは PI(+)AnnexinV(+)細胞の有意な増
加を認めた。この結果により EZH2 発現抑制
による G1-arrest の誘導及びアポトーシスの
増加が確認された。続いて EZH2 発現を抑制
した際の下流の標的遺伝子の発現変化を
real-time PCR を用いて確認した。EZH2 発
現抑制を行った細胞株より RNA を抽出し、
細胞周期に関連する遺伝子の発現変化を測
定したところ、Control群と比してp16INK4a、
p29KIP1 の有意な発現上昇を認めた(図 2、
P<0.001)。従って、EZH2 は p16INK4a、p29KIP1

の発現を制御する事で細胞周期、アポトーシ
スに影響を与えていると考えられた。 

 
 

 

 
(3)結果(2)と同様に EZH2 高発現細胞株であ
る RBE、TFK-1 を用いて DZNep を用いた
EZH2 発現抑制の効果を検証した。両細胞株
において DZNep 投与により EZH2 発現の抑
制、H3K27m3 の発現低下をウエスタンブロ
ットにて確認した。更に⑵と同様の方法を用
いて細胞周期、アポトーシスに与える影響を
検討したところ、DZNep 投与によって有意
な G1-arrest の誘導、アポトーシスの増加を
認めた。更にDZNepを投与におけるp16INK4a、
p29KIP1 の蛋白発現量の変化を確認したとこ
ろ、DZNep 投与により発現量の増加が認め
られた(図 3)。続いて胆管癌に対する抗癌剤
治 療 に お け る キ ー ド ラ ッ グ で あ る
Gemcitabine と DZNep を併用した際の効果
を検証した。Gemcitabine 単独投与と比べて、
DZNep との併用において細胞増殖の減少、
G1-arrest、アポトーシスの増加を認め、両
者の相加的な効果が認められた。この結果か
ら EZH2 は胆管癌に対する薬剤的な治療の
標的になり得る可能性が示唆された。 
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