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緒言 

 

1) 肺癌治療の現状 

全世界的に肺癌は悪性新生物に関連した死亡率の第 1 位を占めており、現

在もその罹患率は増加傾向にある。日本においても、検診受診の必要性の啓

発や近年の治療法の改善にもかかわらず、全癌死亡に対し肺癌が 2010 年の

死亡数に関して男性 24%、女性 14%ともっとも頻度の高い癌の一つとなって

いる。組織型としては、非小細胞肺癌が全肺癌の約 85％を占めており 1、非

小細胞肺癌に対する治療法の改善が肺癌全体の予後の改善につながると考

えられる。 

進行非小細胞肺癌の治療としては、1990 年代に複数のメタアナリシスが

報告され、化学療法を施行することにより有意に生存期間を改善することが

示された。なかでも、Non-small Cell Lung Cancer Collaborative Group

のメタアナリシスでは、シスプラチンを含む抗癌剤治療が支持療法と比べて、

生存期間中央値を 6～8 週、1 年生存率を 15～25％に改善することが示され

た 2。その後、殺細胞効果を持つ白金製剤（シスプラチンまたはカルボプラ

チン）に、90 年代に登場した新規抗癌剤（ゲムシタビン、ビノレルビン、

イリノテカン、パクリタキセル、ドセタキセル）のうちいずれか 1 種類を併

用し、3～4 週ごとに 4～6 回治療することが標準的となった。その後の複数

の第Ⅲ相試験によって、これらの新規抗癌剤のいずれの併用レジメンが優れ

ているかが検証され、その結果 TAX326 ではシスプラチン+ドセタキセルがシ

スプラチン+ビノレルビンの併用療法に比べて奏功率が高く、生存が延長し

ていた 3 が、その他の試験 4-6 では白金製剤と併用する新規抗癌剤としては

どれを選択しても大きな差はないと考えられるようになった。ただいずれの

併用療法においても、その延命効果は、生存期間中央値で約 10～12 ヶ月程

度 6,7 と限界がある。 

1990 年代前半頃から癌遺伝子/癌抑制遺伝子の異常によって、癌の悪性形

質を説明し臨床応用していこうとする研究が広まり、多くの遺伝子異常が予

後因子として報告されてきた。近年、分子生物学的因子によって薬剤の感受

性を予測し、合理的な薬剤選択を行おうとする研究も多くなされるようにな

っている。その結果、分子標的薬の開発や臨床応用が活発化した。現在、非

小細胞肺癌においては上皮成長因子受容体チロシンキナーゼ阻害薬

（EGFR-TKI）や抗血管内皮増殖因子（VEGF） 抗体、ALK 阻害薬などを含め

た幾つかの分子標的治療薬の有効性が報告されている。EGFR 遺伝子変異は

アジア地域に多く、その変異はチロシンキナーゼ領域に限局し、特に exon18
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～21 に 40 種類以上の変異が報告されている。そのうち exon19 のアミノ酸

欠失変異と exon21 の L858R 点突然変異が約 90％を占めている。これらの変

異は活性型変異であり、変異例ではリン酸化が持続し、EGFR-TKI に対する

親和性が増強する。変異陽性例で約 80%の症例にゲフィチニブ（EGFR-TKI）

が奏功する 8 と報告されている。日本人の EGFR 遺伝子変異陽性患者を対象

として初回治療においてゲフィチニブを投与した場合、従来の第一選択薬で

あったカルボプラチン＋パクリタキセルの併用治療と比し無増悪生存期間

が明らかに長いことも証明された 9。抗 VEGF 抗体であるベバシズマブはす

でに大腸癌に対して FOLFOX4 との併用で使用されていたが、進行期非小細胞

肺癌患者に対する第Ⅱ相試験でカルボプラチン＋パクリタキセルの標準療

法に併用することで、特に非扁平上皮癌患者において有意な生存期間の延長

を示した 10。また Echinoderm microtubule-associated protein like protein 

4 （EML4）と anaplastic lymphoma kinase（ALK）の融合遺伝子 EML4-ALK

を有する進行非小細胞肺癌患者に対する ALK 阻害薬 crizotinib の投与は奏

効率 57%、病勢制御率 87%と優れた治療効果を示した 11。現在、この様に様々

な標的に作用する分子標的治療薬が数多く開発され、肺癌を対象とした臨床

試験も行われている。しかしながら、肺癌の分子標的治療は他疾患と比べ混

沌としているのが現状で、また副作用の問題や耐性獲得などによる再増悪な

どいまだその効果は不十分である。そのため、非小細胞肺癌患者に対して新

たな治療標的の発見や治療効果予測因子や有害事象の危険因子に基づいた

症例選択、耐性の予測や克服などを介した、より適格な治療戦略の確立が重

要である。  

 

2) エピジェネティックス（epigenetics）について 

分子生物学の進歩に伴い、癌細胞にはジェネティックな遺伝子異常に加え

て、様々なエピジェネティック異常が関与していることが判明した。エピジ

ェネティック（epigenetic）な遺伝子制御とは「DNA 塩基配列の変化を伴わ

ない、細胞分裂後も継承される遺伝子発現あるいは細胞表現型の変化」と定

義される。エピジェネティックな遺伝子制御は、「DNA 塩基の修飾」と「ヒ

ストンの修飾」を介して活性化され、エピジェネティックな遺伝子サイレン

シングは癌抑制遺伝子の発現を抑制し、遺伝子変異と同様に癌の起始や進行

を調節する重要なメカニズムである 12。最近、DNA メチル化やヒストン修飾

異常を標的とした治療の臨床試験が行われ始めており、非小細胞肺癌に対し

てはRosalynらがDNAメチル化阻害剤であるアザシチジンとヒストン脱アセ

チル化阻害剤であるエンチノスタットを併用した治療効果を報告し、エピジ

http://ja.wikipedia.org/wiki/%E3%83%87%E3%82%AA%E3%82%AD%E3%82%B7%E3%83%AA%E3%83%9C%E6%A0%B8%E9%85%B8
http://ja.wikipedia.org/wiki/%E3%83%87%E3%82%AA%E3%82%AD%E3%82%B7%E3%83%AA%E3%83%9C%E6%A0%B8%E9%85%B8
http://ja.wikipedia.org/wiki/%E7%B4%B0%E8%83%9E%E5%88%86%E8%A3%82
http://ja.wikipedia.org/wiki/%E9%81%BA%E4%BC%9D%E5%AD%90%E7%99%BA%E7%8F%BE
http://ja.wikipedia.org/wiki/%E7%B4%B0%E8%83%9E
http://ja.wikipedia.org/wiki/%E7%B4%B0%E8%83%9E
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ェネティック療法の有望性の可能性が初めて認められた 13。現在、非小細胞

肺癌を含む様々な癌腫においてエピジェネティック療法の有用性について

検証されている。 

 

3) ポリコーム蛋白（Polycomb group proteins）について 

ポリコーム（PcG）遺伝子群はショウジョウバエの発生に必要な homeobox 

(Hox) gene の抑制因子として発見され、ヒトにおいても保たれている 14。

PcG蛋白は Hox蛋白に加えて染色体上の様々な部分に結合していることも報

告されており 15,16、哺乳類においては、PcG 遺伝子は空間的、時間的発現様

式を呈している 15。PcG 蛋白はエピジェネティックな遺伝子サイレンシング

を調節して、胚幹細胞、成体幹細胞の維持やいくつかの腫瘍抑制経路の抑制

にも関与している 17。PcG 蛋白と様々な癌との関連に関わる報告も散見され

ており（図 1）、PcG 蛋白が癌抑制遺伝子座である cyclin dependent kinase 

2a(cdkn2a) locus を抑制することで、この locus がコードしている p16INK4a

や p19ARF を抑制し、細胞周期の進行やアポトーシスの抑制をもたらすという

報告もある 17。 

PcG 蛋白は複合体を形成することでその効果を発現すると考えられてお

り、BMI-1、RING1、HPH1/2/3、HPC1/2/3 から構成される Polycomb Repressive 

Complexe 1（PRC1）と EZH2（enhancer of zeste 2）、EED（embryonic ectoderm 

development）、SUZ12（suppressor of zeste 12 homolog）、RbAp46/48、AEBP2

から構成される Polycomb Repressive Complexe 2（PRC2）に大別される（図

2）。PRC2 はまず細胞シグナル伝達経路からシグナルを受けて、DNA 中の

Polycomb Response Element(PRE)に結合する。次に PRC2 と結合したヒスト

ン脱アセチル化酵素（HDAC）が PRE のヒストンテイルの脱アセチル化を促進

し、PRC2 がヒストンテイルをメチル化しやすい状態に誘導する。この結果、

クロマチン構造がゆるみ、PRC2 や HDAC が標的とする遺伝子のプロモーター

に結合することが容易となる。その後、遺伝子のプロモーター領域のヒスト

ンテイルが脱アセチル化され、その後メチル化される。このメチル化によっ

て PcG 蛋白のクロマチンの N 末端の結合領域が形成され、PRC1 が標的遺伝

子のプロモーターに誘導されて転写の開始を抑制することで、その標的遺伝

子の発現を抑制し続ける。従って、PRC2 が転写の開始を抑制し、PRC1 はそ

の抑制状態を維持するように働くため、PRC2 は PRCi（initiation）、PRC1

は PRCm（maintenance）とも呼ばれる。 
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参考文献 17：Sparmann, A. et al. Nat.Rev.cancer.(2006)より引用。 

 

図 1 PcG 蛋白と種々の癌腫との関連に関する報告 
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参考文献 17：Sparmann, A. et al. Nat.Rev.cancer.(2006)より引用。 

 

図２ Polycomb 蛋白群の種類および機能 

 

4) EZH2（enhancer of zeste 2）について 

EZH2（enhancer of zeste homologue 2）は PcG 蛋白複合体 PRC2 を構成す

る蛋白質の一つであり、ヒストンメチルトランスフェラーゼ活性を有してい

る。EZH2 はヒストンコア蛋白 H3 の 27 番目のリジンのトリメチル化を介し

たエピジェネティックスの制御によって、RNA ポリメラーゼⅡの阻害やヒス

トンコア蛋白 H2A の 119 番目のリジンのユビキチン化、DNA メチルトランス

フェラーゼの誘導等の様々な機序を通して、PRC2 が標的とする、分化に関

わる一連の遺伝子の発現を抑制し、様々な癌種の形成に関わっている 17（図

３）。 

EZH2 は EED とともに複合体を形成し、HDAC 活性のもとでその効果を発現
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する 18。EED は EZH2 の他に、同じ PRC2 蛋白群に属する SUZ12 や AEBP2 と相

互に作用し、RbAp48 に関しては SUZ12 と強く結合する。EZH2 のメチルトラ

ンスフェラーゼ活性には EED と SUZ12 との複合体形成が必要であり、RbAp48

は SUZ12 が EZH2-EED 複合体に作用するのを助け、AEBP2 は EZH2-EED-SUZ12

のヒストンメチルトランスフェラーゼ活性を強く増強させるように機能す

る 19。 

EZH2 は様々な癌種との関わりも報告されている。最初に EZH2 との関係を

報告されたのは前立腺癌であった。EZH2 は前立腺癌、特に転移巣において

過剰発現しており、高発現しているほど予後不良であった。逆に EZH2 をノ

ックダウンすると G2 細胞周期停止を介して細胞増殖を抑制した 14。続いて

乳癌において EZH2 の高発現が予後不良と相関しており、EZH2 の過剰発現が

足場非依存性細胞増殖を促進し、浸潤能を高めたとの報告がなされた 20。そ

の他、悪性黒色腫 21、子宮癌 21、胃癌 22、腎細胞癌 23 で EZH2 が過剰発現し

ており、その高発現と腫瘍の悪性度、転移能、予後不良と相関していること

が報告されている。さらに、最近 B 細胞性リンパ腫のサブセットにおいて

EZH2 の活性型遺伝子変異も同定された 24。また、EZH2 のノックダウンは細

胞増殖の抑制やアポトーシスの誘導、腫瘍形成の抑制と関連することが、前

立腺癌 14、膵臓癌 25、腎細胞癌 26 等で報告されている。 

非小細胞肺癌においても EZH2 に関わる報告は散見されている。扁平上皮

癌で EZH2 は高発現しており、EZH2 は過形成/扁平上皮化生/軽度、中等度、

高度異形性/扁平上皮癌で発現頻度が高くなったという報告 27、また、肺癌

細胞株において煙草煙抽出物を暴露するとPcG蛋白がWntシグナルを活性化

することで癌幹細胞を維持するシグナルを活性化したという報告 28 もなさ

れた。我々は以前、157 の非小細胞肺癌手術検体における免疫組織学的検討

で、正常組織でほとんど発現していない EZH2 が非小細胞肺癌でしばしば過

剰発現しており、EZH2 の高発現は非腺癌、低分化度、Ki-67、cyclin E の高

発現と相関しており、全ての病期で予後不良因子であり、StageⅠでは EZH2

の高発現が独立した予後不良因子であることを報告した 29（図４）。Takawa

らは肺を含めた他臓器（心臓、肝臓、腎臓、結腸、膀胱）の正常組織におい

ても EZH2 はほとんど発現していないことを報告しており 30、これらの知見

も勘案すると EZH2 は非小細胞肺癌を含む種々の癌種において治療標的とな

る可能性が考えられた。 
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参考文献 17：Sparmann, A. et al. Nat.Rev.cancer.(2006)より引用。 

 

図３ Polycomb 蛋白のエピジェネティックな遺伝子発現抑制の機序 
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参考文献 29：Kikuchi,J.et al. Cancer.(2012)より引用。 

 

図４ 非小細胞肺癌における EZH2 発現の免疫組織学的検討、および完全切

除後の pStageⅠ 非小細胞肺癌患者の EZH2 発現別の全生存期間 

 

5) the cyclopentenyl analog of 3-deazaadenosine, 3-Deazaneplanocin A 

(DZNep)について 

the cyclopentenyl analog of 3-deazaadenosine （ DZNep ） は

S-adenosylhomocysteine hydrolase 阻害剤として発見され、1986 年 Glazer
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らによって報告された 31。DZNep は adenosylhomocysteine hydrolase を阻

害 す る こ と で 、 S-adenosyl-L-methionine–depependent lysine 

methyltransferase に拮抗作用を示す adenosylhomocysteine を細胞内に蓄

積させて、メチルトランスフェラーゼ活性を阻害する（図５）。 

2007 年に DZNep が EZH2 を含む PRC2 構成蛋白質を減少させ，ヒストンメチ

ル化の抑制を介して乳癌細胞のアポトーシスを誘導する事が示された 32。そ

の後、前立腺癌、直腸癌、急性骨髄性白血病、膠芽腫等の癌種において細胞

増殖の抑制やアポトーシスの誘導を示すことが報告された 33-39。しかしなが

ら現在、非小細胞肺癌に対する DZNep の作用は明らかとはなってはおらず、

非小細胞肺癌に対する抗腫瘍効果の検討が必要である。 

参考文献 31：Glazer.et al. Biochem Biophys Res Commun(1986)を改編。 

 

 参考文献 32：Tan J.et al. Genes Dev （2007） 

 

図５ DZNep のヒストンメチルトランスフェラーゼ活性抑制の機序、および

DZNep の化学構造式 
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5) histone deacetylase (HDAC)阻害剤 : suberoylanilide hydroxamic acid 

(SAHA)について 

 DNA はヒストンに巻き付いてヌクレオソーム構造を構成して保管されて

いるが、ヒストン蛋白がアセチル化されると、このヌクレオソーム構造が緩

み転写が促進される。ヒストン脱アセチル化酵素（HDAC）は癌で過剰に発現

しており、ヒストンを脱アセチル化することでヌクレオソーム構造がより凝

集し DNA の転写が抑制される方向に働く。その結果、細胞の分化やアポトー

シスが抑制されると考えられている。HDAC 阻害剤は、この HDAC の過剰発現

を阻害することで、アセチル化ヒストンを蓄積させる。その結果、細胞増殖

が阻害されている間に抑制されていた遺伝子の発現が活性化され、分化、ア

ポトーシスを促進することで抗腫瘍効果を発揮すると考えられている。HDAC

阻害剤にも多数の化合物があり、それぞれに対して様々な臨床試験が行われ

ているが、この中で最も臨床試験が進んでいるのが SAHA（vorinostat）で

ある（図 6）。 

SAHA は現在急性白血病や膀胱癌、乳癌、悪性胸膜中皮腫、非小細胞肺癌

で単剤で治療効果が得られるという報告があり 40-43、現在、再発性皮膚 T 細

胞リンパ腫に対する治療薬として FDA より認可を受けている。 

前述したように、PRC2 蛋白がその効果を発現するためには HDAC 活性を必

要としていることも報告されている 18。前立腺癌においてはβ-2 アドレナ

リン受容体である ADRB2 が EZH2 によってその発現が抑制されることで、細

胞増殖や遊走、浸潤が促進され、その転移能が増強するが、SAHA が PRC2 蛋

白の ADRB2 のプロモーターへの結合を阻害することで、PRC2 が標的とする

遺伝子の転写を誘導したことが報告されている 44。また、乳癌細胞株におい

て SAHA が EZH2 に誘導される細胞浸潤を抑制した 20こと、前立腺癌細胞株に

おいてEZH2がE-cadherinのプロモーターに結合してその発現を抑制してい

たが、SAHA の投与によって PRC2 蛋白の E-cadherin への結合を抑制し、

E-cadherin の発現が亢進したこと 45 も報告されている。 

 今回、我々は未だ報告がない非小細胞肺癌細胞株に対する DZNep の細胞増

殖への効果、及びその機序を明らかにするとともに、最近、種々の血液腫瘍

において、エピジェネティックスを制御する EZH2 と HDAC の同時阻害が細胞

のアポトーシスを相乗的に誘導したことが示されていることから、抗腫瘍効

果を高める可能性がある DZNepと HDAC阻害剤である SAHAの併用療法の非小

細胞肺癌細胞株に対する影響について引き続いて検討を行う。 
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図 6 PRC2 蛋白と HDACs の遺伝子サイレンシングにおける関係、および

Vorinostat の化学構造式 
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略語表 

 

本文中および図中で使用した略語は以下のとおりである。 

 

DZNep 3-Deazaneplanocin A 

EED embryonic ectoderm development 

EGFR epidermal growth factor receptor 

EGFR-TKI epidermal growth factor receptor-tyrosine kinase inhibitor 

EZH2 enhancer of zeste 2 

H3K27me3 histone H3 tri methyl K27 

HDAC histone deacetylase 

IC50 half maximal (50%) inhibitory concentration 

PcG polycomb group 

PRC2 polycomb repressive complexe 2 

SAHA suberoylanilide hydroxamic acid 

siRNA small interfering RNA 

SUZ12 suppressor of zeste 12 homolog 
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実験方法 

                  

細胞株と薬剤 

細胞株は以下の4種類の非小細胞肺癌細胞株と3種類の不死化気管支上皮

細胞、線維芽細胞株を用いた。 

NCI-H1299：非小細胞肺癌細胞株、p53、p16 が失活している。 

NCI-H1975：肺腺癌細胞株、exon20(T790M)+exon21(L858R)の EGFR 遺伝子

変異を有している。EGFR-TKI に抵抗性を示す。 

A549：肺腺癌細胞株。 

PC-3：肺腺癌細胞株。本研究で使用した PC-3 は前立腺癌細胞株ではなく、

exon19 が欠失した EGFR 遺伝子変異を有する非小細胞肺癌株 46 である。 

上記の細胞株は 5% CO2下の 37℃湿潤環境にて 10%の牛胎仔血清と 0.03％

のグルタミンを添加した RPMI で培養した。A549 は American Type Culture 

Collection（Manassas, VA, USA）、PC-3 は Japan Cancer Research Resources 

Bank（Tokyo, Japan）からそれぞれ購入した。 

HBEC3 KT：ヒト気管支上皮細胞を CDK4 と hTERT で不死化した細胞株 47。

Dr. John D Minna (University of Texas Southwestern Medical Center, 

Dallas, TX, USA)より供与を受けた。5% CO2下の 37℃湿潤環境にて 5ng/ml

の上皮成長因子と 50μg/ml の脳下垂体抽出物 (Invitrogen Life 

Technologies)を添加した Keratinocyte-SFM media (Invitrogen, Carlsbad, 

CA, USA)で培養した。 

16HBE14o-：ヒト気管支上皮細胞を SV40 large T antigen で不死化した細

胞株 48。Dr.Dieter C. Gruenert (University of California, San Francisco, 

CA, USA)より供与を受けた。5% CO2 下の 37℃湿潤環境にて 10%の牛胎仔血清

を添加した EMEM (Invitrogen Life Technologies)を用いてコラーゲンコー

トディッシュで培養した。 

WI-38 VA-13 2RA：ヒト肺線維芽細胞である WI38 を SV40 ウイルスで不死

化した細胞株。American Type Culture Collection より購入した。 5% CO2

下の37℃湿潤環境にて10%の牛胎仔血清を添加したEMEMを用いて培養した。 

In vitro の検討には NCI-H1299、NCI-H1975、A549、PC-3、HBEC3 KT、

16HBE14o-、WI-38 VA-13 2RA を使用し、in vivo の検討においては NCI-H1975

を用いた。DZNep は単剤の検討の際は Dr. Marquez, V.E (National Cancer 

Institute)より供与を受けた物を使用し、併用療法の検討の際は Funakoshi 

Co., Ltd（Tokyo, Japan）より購入した物を使用した。HDAC 阻害剤である

SAHA は Cayman Chemical Company (Michigan, USA)より購入した。 
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Small interfering RNA（siRNA） 

 6well プレートに H1299（1×105 cells/well）、H1975（1×105 cells/well）、

A549（1×105 cells/well）、PC-3（3×105 cells/well）を培養液にて一晩

培養を行った。培養後 3-5 割程度のコンフルエントの状態を確認後、11nM

の 21bp の EZH2 siRNA duplexes（2-deoxynucleotide overhang を含む）

(s4916, Ambion Inc. Austin, TX, USA)と Lipofectamin 2000（invitrogen）

を混合し、72 時間細胞へ添加し蛋白回収及び測定を行った。siRNA の導入確

認はウエスタンブロット法を使用した。Scrambled siRNA には ON-TARGET 

plus Non-targeting pool（Thermo Fisher Scientific）を用いてコントロ

ールとした。 

 

抗体、ウエスタンブロット法 

各種蛋白の発現はウエスタンブロット法を用いて検討した。ウエスタンブ

ロット法は NuPAGE プロトコールに従い施行した。 

注入タンパク量を決定し蛋白濃度より loading sample 量を計算後、メル

カプトエタノール、LDS sample buffer と混合し GEL にそれぞれ注入し、泳

動した。この際 Running Buffer は目的蛋白の分子量に応じて MOPS もしくは

MES を使用した。泳動後 Trans-buffer を用いてメンブレンへ Transfer（60

分）を行い、Transfer 後にポンソ S で染色し蛋白のローディングが均一で

あることを確認した。確認後 TBST で 5 分×3 回の洗浄施行後、5%スキムミ

ルクを用いて blocking を行った後、再度 TBST で 5 分×3 回洗浄し、1 次抗

体を添加して 4℃下で一晩振とうした。 

翌日に TBST で 5 分×6 回の洗浄施行後、2 次抗体を 60 分添加。再度 TBST

で 5分×6回洗浄して撮影を行った。感光液はECL TM Prime Western Blotting 

Detection Reagent（GE Healthcare）を用いた。1 次抗体に関しては抗 EZH2

抗体（500 倍；11/EZH2; BD Transduction Laboratories, San Jose, CA, USA）・

抗 SUZ12 抗体（500 倍；clone 3C1.2, Millipore, Billerica, MA, USA）・

抗 p27 Kip1 抗体（200 倍；clone 57, BD Transduction Laboratories）・抗β

-catenin 抗体 （500 倍；14/β-catenin, BD Transduction Laboratories）・

抗 Actin 抗体（1000 倍；A-2066, Sigma-Aldrich Co.）はマウスポリクロー

ナル抗体を、抗 EED 抗体（500 倍；09-774, Millipore）・抗 cyclin A 抗体

（500 倍；H-432, Santa Cruz Biotechnology, Inc. Santa Cruz, CA, USA）・

抗 cleaved PARP 抗体（500 倍；Asp214, Cell Signaling Technology, Danvers, 

MA USA）・抗 cleaved caspase-3 抗体（1000 倍；Asp175, Cell Signaling 

Technology）・抗 Bim 抗体（500 倍；Asp175, Cell Signaling Technology）・
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抗 EGFR 抗体（1000 倍；(D38B1, Cell Signaling Technology）・抗 phospho-EGFR

抗体 (Tyr1068)（1000 倍；D38B1, Cell Signaling Technology）・抗 AKT 抗

体（1000 倍；C67E7, Cell Signaling Technology）・抗 phospho-AKT 抗体 

(Ser473)（1000 倍；D9E, Cell Signaling Technology）・抗 ERK1/2 抗体 （1000

倍 ； 137F5, Cell Signaling Technology ）・ 抗 phospho-ERK1/2 抗 体 

(Thr202/Thr204)（1000 倍；D13.14.4E, Cell Signaling Technology）・抗

NKD-1 抗体 （200倍；A-21, Santa Cruz Biotechnology）・抗 PPP2R2B 抗体 （200

倍；Aviva Systems Biology Corp. San Diego, CA, USA）・抗 cyclin D1 抗

体 （200 倍；C-20, Santa Cruz Biotechnology）・acetyl-lysine histone H3 

antibody sampler kit (1000 倍；Histone H3, Lys 9, 14, 18, 27 and 56; 

Cell Signaling Technology)はラビットモノクローナル抗体をそれぞれ使用

した。 

 

Soft-agar coloney formation assay 

 6well プレートの底に 0.4%の soft agarose (Seaplaque, FMC Corp., 

Rockland, ME, USA)を注ぎ、その後 H1299（control 群：500 cells/well、

DZNep 群：1000 cells/well）、H1975（control 群：100 cells/well、DZNep

群：500 cells/well）、A549（control 群：500 cells/well、DZNep 群：1000 

cells/well）、PC-3（control 群：500 cells/well、DZNep 群：1000 cells/well）

をコントロール群と DZNep 投与群と分けて培養した。２週間後にコロニーを

p-ヨードニトロテトラゾリウムバイオレット(Sigma-Aldrich Co., St. 

Louis, MO, USA)で染色し、NIH Image version 1.62 software (NIH, Bethesda, 

MD, USA)で測定をした。 

 

MTT proliferation assay and determination of combination index 

96well プレートに H1299（1000 cells/well）、H1975（2000 cells/well）、

A549（1000 cells/well）、PC-3（2000 cells/well）を各々一晩培養後、DZNep

および SAHA を添加し、72 時間後に測定を実施した。細胞増殖活性の検討の

ために Dye solution を各 well に 10μl 注入し、その 4 時間後に stop 

solution 90μl を注入しさらにその 1 時間後に MTT proliferation assay

を施行した。MTT proliferation assay においては Thermo Fisher Scientific

社のマイクロプレートリーダー（Varioskan Flash）を使用して解析した。 

DZNep と SAHA の併用効果に関しては、2 剤併用時の薬剤濃度を各々の IC50

の濃度に従って、濃度比率を 1:10 として濃度勾配をつけて同時に投与を行

い、72 時間後に測定を実施した。薬剤の相互作用は Chou と Talalay による
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median-effect plot49を用いて combination index (CI)を算出した（CI＜

0.90：相乗作用、0.90＜CI＜1.10：相加作用、CI＞1.10：拮抗作用）。解析

には software Compusyn（Biosoft, Cambridge, UK）を用いた 50。 

 

細胞周期測定法 

 H1299（1×105 cells/well）、H1975（1×105 cells/well）、A549（1×105 

cells/well）、PC-3（3×105 cells/well）を 100-mm ディッシュで培養し、

一晩培養を行った。培養後 3-5 割程度のコンフルエントの状態を確認後、

11nM の EZH2 siRNA duplexes を導入した。72 時間後に細胞をトリプシンで

処理し、PBS で２回洗浄後に 70％エタノールで-20℃下で固定した。固定し

た細胞を遠心し、250μg/mlのRNaseと50μg/mlのpropidium iodide（Sigma）

で再懸濁し、DNAを標識した。DNAの測定は FACScan flow cytometer  (Becton 

Dickinson, San Jose, CA, USA)と２種類のソフトウェア CellQuest 3.1 (BD 

Pharmingen, San Diego, CA, USA)と ModFit LT 2.0 (Verity Software House, 

Topsham, ME, USA)を用いて施行した。 

 

アポトーシスの解析 

 本実験の解析には Annexin V-FITC Apoptosis Detection kit（Calbiochem, 

Darmstadt, Germany)を用いた。6well プレートで H1299、H1975、A549、PC-3

を各々一晩培養後、DZNep（0.2μM）および SAHA（0.2μM）を添加し、72

時間後に測定を実施した。トリプシンで細胞を処理し、1000xg で 5 分間遠

心し、PBS で一度洗浄して、500μl の binding buffer で調整した。その後、

その細胞液に 1.1μl の FITC で標識した annexin V と 10μl の Propidium 

Iodide (PI)を添加し、15 分間暗所で静置した後に測定した。アポトーシス

細胞の測定には FACScan flow cytometer (Becton Dickinson)を使用した。

またデータの解析には CellQuest 3.1 (BD Pharmingen)を用いた。 

 

ゼノグラフトマウスモデル 

 動物実験は北海道大学動物実験に関する規定に基づき施行した。6 週齢の

雌のヌードマウス（BALB/cAJcl-nu/nu）を異種移植モデルに使用した。H1975 

（5×106 cells）を 100μl の PBS で希釈し、ヌードマウスの右後ろ脚に皮

下注射で移植した。腫瘍体積が50～100mm3に達した時点で治療を開始した。

対照群（5％DMSO）、DZNep 投与群（DZNep:4mg/kg）、SAHA 投与群（SAHA:40mg/kg）、

DZNep+SAHA 併用群（DZNep:4mg/kg+ SAHA:40mg/kg）の 4 群に分けて、各群 5

匹ずつ用いて検討した。薬剤は 200μl で調整し、週 2 回、6 週間にかけて
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腹腔内投与した。治療日に腫瘍径と体重を測定した。腫瘍体積（Tumor 

Volume: TV）の計算式は TV=（Length）×（Width）2/2 を用いた 51。体重が

20%以上減少、または腫瘍の潰瘍化、壊死、マウスの歩行障害などを認めた

場合は安楽死とした。６週間投与後にマウスを安楽死させ、その後すぐに腫

瘍組織から蛋白を抽出してウエスタンブロット法にて解析をした。 

 

統計解析 

統計解析は２群間の解析には Student T test を用いた。３群以上の検討

には one-way analysis of variance (ANOVA) with Tukey's multiple 

comparison test を用いた。統計学的有意差は P value < 0.05 とした。ソ

フトウェアは Microsoft Excell と SPSS software (version 18.0; IBM SPSS, 

Chicago, IL, USA)を使用した。  
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実験結果 

 

1) 非小細胞肺癌細胞株における siRNA による EZH2 ノックダウンの影響の検討 

はじめに siRNA を用いて EZH2 をノックダウンした場合の 4種類の非小細胞肺

癌細胞株（H1299、H1975、A549、PC-3）への影響を検討した。各細胞株を一晩

培養後に EZH2 siRNA および negative control siRNA を導入して 72 時間後に測

定を実施した。EZH2 siRNA を導入した結果、全ての細胞株で EZH2 の発現が低下

していることをウエスタンブロット法で確認をした（Fig.1）。EZH2 siRNA を導

入した細胞株では対照群と比し、いずれの細胞株でも細胞増殖が有意に抑制さ

れた(P < 0.05)。特に H1975 では細胞増殖の抑制効果が強かった。実験結果は

独立した 3回の実験の平均値と標準偏差を用いて提示した。 

 

＊P < 0.05 

NC: negative control 

 

Figure 1  EZH2 ノックダウンの非小細胞肺癌細胞株に対する増殖抑制効果 
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２）非小細胞肺癌細胞株における DZNep の細胞増殖に対する影響の検討 

  続いて DZNep の非小細胞細胞肺癌細胞株に対する影響を検討した。各細胞

株を一晩培養後に DZNep を投与して 72 時間後に測定を実施した。DZNep は４

種類の非小細胞肺癌細胞株全てにおいて濃度依存性に細胞増殖を抑制した

（Fig.2）。各細胞株の IC50は 0.08～0.24μM の範囲にあり、H1975 において

最小であった（Table１）。同様に３種類の不死化気管支上皮細胞株、線維芽

細胞株に対しても同様の検討を行った（HBEC3 KT と 16HBE14o-は気管支上皮細

胞株、WI-38 VA-13 2RA は線維芽細胞株である）。これらの細胞株でも DZNep

によって用量依存的に細胞増殖は抑制されたが、各々の IC50は 0.54～1.03μM

であり、非小細胞肺癌細胞株と比し、有意にその値は高かった。 

  続いて、Soft-agar coloney formation assay を用いて、足場非依存性の細

胞増殖に対する DZNep の影響について検討をした。PC-3 に関しては４週間を

経過してもコロニーが形成されなかったため検討が出来なかったが、他の検

討可能な３種類の非小細胞肺癌細胞株においては全て濃度依存性に細胞増殖

を抑制した（Fig.3）。 

  これらの結果から DZNep は癌細胞に対して濃度依存的に足場依存性、非依

存性の細胞増殖を抑制し、非癌細胞より有意に感受性の亢進を認めた。 

 
 

Figure ２ DZNep の非小細胞肺癌細胞株に対する増殖抑制効果 
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Table １ 非小細胞肺癌細胞株および非癌細胞における DZNep の IC50 

 

 

 

Figure ３ DZNep の足場非依存性の細胞増殖に対する効果 
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３）DZNep の非小細胞肺癌細胞株に対する細胞周期とアポトーシスの検討 

次に我々はフローサイトメトリーを用いて、細胞増殖の抑制の機序について

検討をした。まず細胞周期に対する影響について検討をした。４種類の非小細

胞肺癌細胞株を 100-mm ディッシュで一晩培養し、対照群と 0.2μM、1.0μM の

DZNep を投与した計 3 群で検証した。測定は DZNep 投与 72 時間後に施行した。

その結果、G1 期にある細胞が蓄積し、同時に S期にある細胞が減少した。また、

DZNep の投与により sub-G1 fraction がやや上昇した（Fig.4）。この実験結果は

独立した 3 回の実験のうち 1 回分を提示しており、その 3 回の実験からはほぼ

同一の結果が得られた。 

続いて、非小細胞肺癌細胞株のアポトーシスに対する DZNep の影響の検討を

した。6well プレートで H1299、H1975、A549、PC-3 を各々一晩培養後、DZNep

を添加し、72 時間後に Annexin Ⅴと PI で染色しフローサイトメトリーを用い

て測定を実施した。その結果、DZNep は４株全てにおいて濃度依存性にアポトー

シスを誘導した。EGFR 野生株である H1299 では有意差はなかったが、EGFR 遺伝

子変異陽性株である H1975 と PC-3 では、その効果は顕著であり、有意にアポト

ーシスを誘導した（Fig.5）。 

これらの結果から DZNep により４株ともに G1 期細胞周期停止と sub G1 

fraction の増加を認めた。また４株ともに濃度依存性にアポトーシスを誘導し、

特に EGFR 遺伝子変異陽性株である H1975 と PC-3 においてその効果は顕著であ

った。 

 
 

Figure ４ DZNep の非小細胞肺癌細胞株の細胞周期に対する効果 
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Figure ５ DZNep の非小細胞肺癌細胞株のアポトーシスに対する効果 

 

４）DZNep の非小細胞肺癌細胞株の蛋白発現に対する影響の検討 

次に DZNep が非小細胞肺癌細胞株の蛋白発現にどのような影響を与えるかウ

エスタンブロット法を用いて検討をした。6wellプレートでH1299、H1975、A549、

PC-3 を各々一晩培養後、DZNep を添加（0.1μM、1μM、10μM）し、72 時間後に

回収した蛋白を用いた。以前、乳癌細胞株や大腸癌細胞株において、DZNep の投

与により PRC2 蛋白群（EZH2、SUZ12、EED）の発現が低下したと報告がなされて

いた 32が、その結果と一致して、今回検討した 4 種類の非小細胞肺癌細胞株に

おいても DZNep によって PRC2 構成蛋白質である EZH2、SUZ12、EED の発現が低

下した（Fig.6）。また、ヒストンコアタンパク H3 の 27 番目のリジンのトリメ

チル化（H3K27me3）の発現も低下していた。また、特に H1975 と PC-3 において、

p27 Kip1の発現の亢進とcyclin Aの発現の低下を認めた。その効果はH1299とA549

においては軽微であった。 
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Figure ６ DZNep の非小細胞肺癌細胞株の各蛋白への効果 
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小括 

DZNep の非小細胞肺癌細胞株に対する抗腫瘍効果 

 

 EZH2 の過剰発現は腫瘍の進展や予後不良であることと関連していることは、

前立腺癌、乳癌、子宮癌、胃癌等の種々な癌腫で報告されている 14,20-22。最近、

我々を含めて、EZH2 は非小細胞肺癌においてもしばしば過剰発現しており、EZH2

の高発現は腫瘍の進展や予後不良と関連していたと報告されている 29,52。過去の

報告でも使用されていた H1299 や A549 を含む非小細胞肺癌細胞株において、本

実験でも、siRNA による EZH2 のノックダウンで細胞の増殖が抑制されたことが

示された。さらにヒストンメチルトランスフェラーゼ活性を阻害する DZNep を

用いて EZH2 を薬物動態的に阻害したところ、非癌細胞より癌細胞に対して有意

に高い感受性で、非小細胞肺癌細胞株の増殖が抑制された。これらの結果は他

の癌腫における過去の報告と一致するものである 35-39。また、DZNepによってPRC2

蛋白群（EZH2、SUZ12、EED）や H3K27me3 の発現が低下することも過去の報告と

一致している 32,34。 

一方、DZNep は元々adenosylhomocysteine hydrolase 阻害薬として報告され
31、S-adenosyl-L-methionine 依存性の様々なメチル化反応を間接的に阻害して

いる。最近の報告では DZNep は H3K27me3 や H3K4me3、H4K20me3 等のヒストンメ

チル化も広く阻害しており、EZH2 以外のヒストンメチルトランスフェラーゼも

DZNep によって抑制されている可能性が考えられている 35。しかしながら、本実

験ではEZH2のノックダウンのみで非小細胞肺癌細胞の増殖を有意に抑制してお

り、少なくとも部分的には DZNep が EZH2 を含む PRC2 構成蛋白質や H3K27me3 の

発現の抑制を介して、腫瘍細胞の増殖を抑制していると考えられる。 

 DZNep に関しては、肺癌細胞中のデオキシアザシチジン調節性のがん精巣抗原

の発現を高め、癌細胞に対して T細胞特異的な癌細胞の認識や溶解を増強する

という報告はある 53が、我々の知る限り、DZNep が肺癌細胞の増殖に抑制的に働

くという報告は初めてである。本実験の細胞周期に関する検討の結果により、

非小細胞肺癌細胞株における DZNep の細胞増殖抑制効果は G1細胞周期停止と関

連すると考えられる。この結果は、DZNep を投与した急性骨髄性白血病細胞株に

おいても同様の結果が報告されている 34。また、siRNA で EZH2 をノックダウン

すると、同様に G1 細胞周期停止を誘導することは Ras 形質転換気管支上皮細胞
54や A54930、大腸癌細胞株 55でも報告されている。DZNep は H1975 と PC-3 におい

て cyclin A の発現を低下させ、p27 Kip1の発現を誘導したが、他の 2つの細胞株

ではこれらの蛋白に対する影響は少なかった。EZH2 は cyclin A の

pRB2/p130-HDAC1 調節性の転写抑制を解除することが示されており 56、また、膵

癌でEZH2をノックダウンするとp27 Kip1の遺伝子が再活性化することも報告され
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ている 25。cyclin A の減少もしくは p27 Kip1の上昇と G1 細胞周期停止との関係

は様々な癌腫でも示されている 57,58。また一方、Fiskus らは DZNep は AML 細胞

株において p16、p21、p27 Kip1、FBXO32 の発現を誘導し、cyclin E や HOXA9 の発

現を低下させたと報告している 34。これらの知見を勘案すると、DZNep の細胞増

殖抑制効果は G1 細胞周期停止と関連しており、部分的に cyclin A の減少と p27 

Kip1の上昇を介していることが示唆されるが、細胞株によっては異なる細胞プロ

グラムが発動している可能性があると考えられる。 

 DZNep によって誘導されるアポトーシスは乳癌や肝細胞癌、急性骨髄性白血病

細胞等の様々な癌種で報告されている 32,34,38。最近、Wu らは非小細胞肺癌細胞株

の H1299 と A549 において、EZH2 はエピジェネティックに Bim の発現を抑制する

ことで E2F1 依存性のアポトーシスを抑制することを報告した 59。この知見は今

回の結果と一致するものである。特に EGFR 遺伝子変異陽性で、EGFR-TKI 感受性

の PC-3（exon19 deletion）と EGFR-TKI 抵抗性の H1975（L858R+T790M）におい

て、その効果は顕著であった。この結果から、DZNep は EGFR-TKI 抵抗性の変異

を含むEGFR遺伝子変異陽性の非小細胞肺癌の治療に有用である可能性が考えら

れる。最近の知見で、発癌性の RAS が MEK/ERK 系シグナルを介して EZH2 の発現

を誘導することが示された 60。このことも勘案すると、本実験の結果は非小細胞

肺癌でしばしば認める活性型 EGFR 遺伝子変異が RAS/MEK/ERK 系シグナルを介し

て EZH2 を活性化し、DZNep によるアポトーシスの誘導を調整していることを示

していると考えられる。また、PC-3 と H1975 では DZNep 誘導性のアポトーシス

が顕著で、DZNep による EZH2 の発現の低下が強かったが、その顕著なアポトー

シスは DZNep が細胞内に強く止まったり、分解が抑制されたりすることで引き

起こされているのかもしれない。しかしながら、非小細胞肺癌細胞における

DZNep によって誘導されるアポトーシスの正確な機序は依然はっきりしていな

い。 

 ここまでの小括として、メチルトランスフェラーゼ活性を有する EZH2 阻害剤

である DZNep は、非小細胞肺癌細胞株の増殖を G1 細胞周期停止やアポトーシス

を介して抑制することが示された。EZH2 を標的とした DZNep による治療は非小

細胞肺癌の治療法の一つとなる可能性があると考えられた。 
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５）非小細胞肺癌細胞株における DZNep と SAHA の細胞増殖に対する影響の検討 

前述したように DZNep は G1細胞周期停止やアポトーシスを介して非小細胞肺

癌細胞株の増殖を抑制したが、最近、AML やマントル細胞リンパ腫において、エ

ピジェネティックスを制御する EZH2 と HDAC の同時阻害が、細胞のアポトーシ

スを相乗的に誘導したことが示された 34,61。また EZH2 がその効果を発現するた

めには HDAC 活性が必要であるという報告もある 18。そのため、抗腫瘍効果を高

める可能性がある DZNep と HDAC 阻害剤の併用療法の非小細胞肺癌細胞株に対す

る影響について引き続いて検討を行った。本研究において、HDAC 阻害剤は過去

の論文で DZNep との併用療法で相乗効果を示した SAHA（vorinostat）を選択し

た。 

まず SAHA 単剤の非小細胞肺癌細胞株に対する効果を検討した。各細胞株を一

晩培養後に SAHA を投与して 72 時間後に測定を実施した。結果、SAHA は４種類

の非小細胞肺癌細胞株全てにおいて濃度依存性に細胞増殖を抑制した（Fig.７）。

各細胞株の IC50は 1.36～2.43μMの範囲であり、H1975 において最小であった。

値としては DZNep の IC50と比し、約 10 倍程度であった。 

次に DZNep と SAHA の併用療法による非小細胞肺癌細胞株に対する細胞増殖抑

制の効果を comination index plot によって解析をした。2剤併用時の DZNep と

SAHA の薬剤濃度は各々の IC50の濃度に従い、濃度比率を 1:10 とし、濃度勾配を

つけて投与を行った。DZNep と SAHA の併用療法はいずれの細胞株においても、

Fa-CI plotでCIが概ね0.9以下を示し、両薬剤の相乗効果が認められた（Fig.8）。

特に H1975 においてその効果は顕著であった。 

 
 

Figure ７ SAHA の非小細胞肺癌細胞株に対する増殖抑制効果 
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Figure ８ DZNep と SAHA の非小細胞肺癌細胞株に対する相乗効果 

 

６）DZNep と SAHA の併用療法の蛋白発現に対する影響の検討 

  次に DZNep と SAHA の併用療法が非小細胞肺癌細胞株の蛋白発現にどのよう

な影響を与えるかウエスタンブロット法を用いて検討をした。6well プレート

で H1299、H1975、A549、PC-3 を各々一晩培養後、DZNep（0.2μM）および SAHA

（2μM）を添加し、72時間後に回収した蛋白を用いた。PRC2 蛋白群に対する

DZNep の効果は 4)で前述したが、HDAC 阻害剤に関しても、急性骨髄性白血病

細胞株において、HDAC 阻害剤の投与により PRC2 蛋白群（EZH2、SUZ12、EED）

の発現が低下したとの報告がなされた 62。その結果と一致して、今回検討した

４種類の非小細胞肺癌細胞株においても DZNep および SAHA によって PRC2 構

成蛋白質である EZH2、SUZ12、EED の発現が低下した（Fig.9A）。また、ヒス

トンコアタンパク H3 の 27 番目のリジンのトリメチル化（H3K27me3）の発現

も低下した。cyclin A の発現の低下と p27 Kip1の発現の亢進も認めた。蛋白の

種類や細胞株により程度の差はあるものの併用療法は各々単剤と比し、より

強い効果を認めた。 

  続いて、ヒストンのアセチル化が細胞増殖の抑制に関与しているかについ

て、同じくウエスタンブロット法で解析をした。HDAC はヒストンを脱アセチ

ル化することでヌクレオソーム構造をより凝集して DNA の転写を抑制し、そ

の結果、細胞の分化やアポトーシスを抑制すると考えられている。上記と同

様に 6well プレートで H1299、H1975、A549、PC-3 を各々一晩培養後、DZNep
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（0.2μM）および SAHA（2μM）を添加し、72 時間後に回収した蛋白を用いた。

結果、細胞株やヒストンの部位により程度に差はあるものの併用療法により

ヒストン H3K9、K14、K18、K27、K56 のアセチル化の亢進を認めた（Fig.9B）。

そのため、併用療法によって誘導されたヒストンのアセチル化は、非小細胞

肺癌細胞の増殖を抑制する機序の一つである可能性が考えられた。 

 

 

Figure ９ A：DZNep と SAHA の非小細胞肺癌細胞株の各蛋白に対する効果 

B：DZNep と SAHA のヒストンアセチル化に対する効果 

 

７）非小細胞肺癌細胞株における DZNep と SAHA の併用療法のアポトーシスに対

する影響の検討 

次に我々はフローサイトメトリーを用いて、DZNep と SAHA の併用療法が非

小細胞肺癌細胞株のアポトーシスにどのような影響を与えるかを検討した。

6well プレートで H1299、H1975、A549、PC-3 を各々一晩培養後、DZNep（0.2

μM）および SAHA（2μM）を添加し、72 時間後に Annexin Ⅴと PI で染色しフ

ローサイトメトリーを用いて測定を実施した。その結果、DZNep および SAHA

は４株全てにおいて対照群と比し有意にアポトーシスを誘導した。さらに、併

用療法は各々単剤群と比し、有意にアポトーシスを誘導した。EGFR 遺伝子野
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生型であるH1299、A549と比し、EGFR遺伝子変異を有するH1975と PC-3では、

その効果はより顕著であった（Fig.10）。 

  さらに併用療法によって、各細胞株でアポトーシスの指標となる cleaved 

PARPと cleaved caspase-3の発現も亢進していた（Fig.11）。以前の報告から、

DZNep や HDAC 阻害剤のアポトーシスを誘導する機序として Bim の発現に注目

した。Bim は Bcl-2 family に属しており、アポトーシス促進性の蛋白である。

特に、BH3 ドメインを含む isoform（BIMEL、BIML、BIMs）は Bim によるアポトー

シスに不可欠であり、抗アポトーシス蛋白（Bcl-2、Bcl-XL、Mcl-1 等）に拮

抗作用を示し、アポトーシス促進性の蛋白（BAX、BAK 等）を活性化すること

でアポトーシスを誘導する 63,64。Wu らは非小細胞肺癌細胞株の H1299 と A549

において、EZH2 はエピジェネティックに Bim の発現を抑制すること、EZH2 の

ノックダウンが Bim の発現を誘導し、E2F1 のアポトーシス活性を増強するこ

とを報告した（Fig.12A）。また一方、Nakagawa らは EGFR 遺伝子変異陽性であ

るものの Bim の BH3 ドメインのヘテロ欠失型多型を有し、EGFR-TKI の感受性

が比較的低い PC-3 において、SAHA が Bim の BH3 ドメインを含む isoform、特

に BIMELを誘導することで、ゲフィチニブの感受性を回復させることを報告し

た（Fig.12B）。本実験においても Bim の発現についてウエスタンブロット法

で検討をした結果、H1299 と H1975 において対照群と比し DZNep、SAHA、及び

併用群で BH3 ドメインを含む isoform の発現が亢進していた（Fig.11）。以上

の結果から、併用療法において Bim の発現が DZNep と SAHA による非小細胞肺

癌細胞株のアポトーシスを誘導する機序の一つである可能性が考えられた。 
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Figure  10 DZNep と SAHA の非小細胞肺癌細胞株のアポトーシスに対する効果 

 

 
＊ Cleaved caspase-3 に関しては分子量の低い方のバンドがアポトーシスを

反映するバンドである。 

＊＊ Bim に関しては分子量の高い順から BIMEL、BIML、BIMsを示しており、それ

ぞれアポトーシス促進性である BH3 ドメインを含むアイソフォームである。 

Figure 11 DZNep と SAHA のアポトーシス関連蛋白に対する効果 
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Figure 12 A:EZH2 ノックダウンの Bim の発現およびアポトーシスへの影響 

B:SAHA と gefitinib の EGFR 遺伝子変異陽性株の各蛋白に対する効果 

 

８）非小細胞肺癌細胞株における DZNep と SAHA の併用療法の EGFR 経路および

Wnt/βカテニン経路に対する影響の検討 

 今までの結果から併用療法は EGFR 野生株である H1299 と A549 より遺伝子変

異陽性株である H1975 と PC-3 においてより強くアポトーシスを誘導することが

示された。そのため、次に併用療法が EGFR 経路に対してどのような影響を与え

るかについてウエスタンブロット法を用いて検討をした。6well プレートで

H1299、H1975、A549、PC-3 を各々一晩培養後、DZNep（0.2μM）および SAHA（2

μM）を添加し、72 時間後に回収した蛋白を用いた。EGFR 遺伝子変異陽性株で

ある H1975 と PC-3 では、ベースラインの EGFR リン酸化を強く認め、DZNep と

SAHA は EGFR の発現を軽度、及びリン酸化、その下流の AKT と ERK1/2 のリン酸

化を著明に低下させた（Fig.13）。特に併用療法では強い効果を認めた。EGFR 野

生株である H1299 と A549 に関してはベースラインのリン酸化 EGFR は軽度であ

り、DZNep と SAHA は EGFR の発現及び EGFR、AKT、ERK1/2 のリン酸化を軽度低下

させた。いずれも併用療法で、その効果は高かった。 

 続いて併用療法が EGFR の発現を低下させる機序について検討をした。Cheng

らは肝細胞癌細胞において siRNA を用いて EZH2 をノックダウンし、さらに HDAC
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阻害剤である TSA を併用することでより強力にβカテニンの発現を抑制するこ

とを示した 65。Wnt/βカテニン経路は Wnt が Frizzled/LDL 関連蛋白の共受容体

複合体に結合することで細胞内のβカテニンが核内に移行し、EGFR や cyclin D1

等の転写を誘導する。Cheng らは、EZH2 が Wnt/βカテニン経路に拮抗作用を示

す AXIN2、NKD1、PPP2R2B、PBICKLE1、SFRP5 の発現を抑制することで Wnt/βカ

テニン経路を促進させることを報告した（Fig.14）。ChIP arrayによる検討では、

EZH2 は特に NKD1、PPP2R2B のプロモーター領域への結合が強かった。そのため、

本実験では併用療法が Wnt/βカテニン経路にどのような影響を与えるかについ

てウエスタンブロット法を用いて検討した。その結果、いずれの細胞株におい

ても併用療法によって NKD1 の発現が亢進していた。また、H1975 においては

PPP2R2B の発現も亢進していた（Fig.15A）。一方、β-カテニンの低下は H1975、

cyclin D1 の低下は H1975、A549 と PC-3 において認められた。（Fig.15B）。 

 

 

 

 

Figure 13 DZNep と SAHA の EGFR シグナル経路への効果 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



36 

 

 

 

Figure 14 EZH2 と Wnt/βカテニン経路との関係 

 

 

 

Figure 15 DZNep と SAHA の Wnt/βカテニン経路に関連する蛋白群への効果 
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９）H1975 ゼノグラフトマウスモデルを用いた DZNep と SAHA の併用療法の抗腫

瘍効果の検討 

6 週齢の雌のヌードマウス（BALB/cAJcl-nu/nu）で H1975 ゼノグラフトマウ

スモデルを作成した。対照群（5％DMSO）、DZNep 投与群（DZNep:4mg/kg）、SAHA

投与群（SAHA:40mg/kg）、DZNep+SAHA 併用群（DZNep:4mg/kg+ SAHA:40mg/kg）

の 4 群に分けて、各群 5 匹ずつ用いて検討した。薬剤は週 2 回、6 週間にかけ

て投与した。 

結果、DZNep、SAHA 単剤のみでも対照群と比し有意に腫瘍の形成を抑制した。

さらに、併用療法群は各々単剤群と比べて有意に腫瘍の形成を抑制した

（Fig.16A）。本実験の治療で各群間において有意な体重減少やその他明らかな

副作用は認めなかった（Fig.16B）。 

次に上記治療において Day39 にマウスを安楽死させてすぐに腫瘍を切除し、

腫瘍組織から蛋白を抽出してウエスタンブロット法で併用療法の EZH2 や

H3K27me3 の発現及び EGFR シグナルへの影響を検討した。in vitro の結果と同

様に、対照群と比し併用療法により EZH2 と H3K27me3 の発現が低下していた

（Fig.16C）。また、EGFR のリン酸化とその下流の AKT、ERK1/2 のリン酸化も抑

制されていた。 

A 

 
 

Figure 16 A:DZNep と SAHA の H1975 ゼノグラフトモデルにおける抗腫瘍効果 
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B:DZNep と SAHA の投与中におけるマウスの体重変化 

C:DZNep と SAHA のゼノグラフトマウスにおける各蛋白への効果 
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考察 

 

前述したように、DZNep は乳癌 32、膠芽細胞腫 36、急性骨髄性白血病 34、神経

芽細胞腫 66 等の癌腫において抗腫瘍効果が報告されており、我々の検討では

DZNep は非小細胞肺癌細胞株においても G1 細胞周期停止やアポトーシスを介し

て細胞増殖を抑制することが示された。EZH2 を標的とした DZNep による治療は

非小細胞肺癌の治療法の一つとなる可能性があると考えられた。 

一方、HDAC 阻害剤である SAHA はすでに再発性の皮膚 T細胞性リンパ腫の治療

に対する適応が FDA より認可されており 67、進行期非小細胞肺癌細胞の患者に対

する幾つかの臨床試験も実施されている 68-71。 

上記の結果を受けて、今回我々は非小細胞肺癌に対するより強力なエピジェ

ネティック治療を探索するために、AML やマントル細胞リンパ腫において有効性

が示された DZNep と SAHA の併用療法の非小細胞肺癌細胞に対する抗腫瘍効果に

ついて検討を行った。 

その結果、EZH2 と HDAC の同時阻害による非小細胞肺癌に対する相乗効果が初

めて示された。この相乗効果は H3K27me3 の発現の抑制、複数の部位のヒストン

のアセチル化の誘導、EZH2 を含む PRC2 構成蛋白質の発現の抑制、p27 の発現の

誘導、cyclin A の発現の抑制、そしてアポトーシスの誘導等と関連していた。

興味深いことに併用療法は EGFR 野生型細胞だけでなく、EGFR 遺伝子変異陽性細

胞においても EGFR シグナル経路を抑制した。さらに、併用療法は、EGFR-TKI 抵

抗性の H1975 マウスゼノグラフトモデルにおいても単剤と比し有意に腫瘍の形

成を抑制した。 

ヒストンメチル化とアセチル化の抑制に加えて、EZH2 を含む PRC2 構成蛋白質

の発現の低下は、EZH2 と HDAC による併用療法の抗腫瘍効果の重要な機序である

と推察される。DZNep と HDAC 阻害剤の併用療法による PRC2 構成蛋白質の発現抑

制は他の癌腫においても報告されている 34,38,61,72。さらに、胆嚢癌における検討

では SAHA の抗腫瘍効果は HDAC の発現には依存せず EZH2 の発現に依存すること

が報告された 72。DZNep による PRC2 構成蛋白質の発現の低下は、蛋白分解亢進

によることが示されている 32。各々の PRC2 の構成成分の蛋白量は、PRC2 複合体

中の他の構成蛋白質の存在に依存しており、活性型 PRC2 複合体の外では不安定

な状態となることが示されている 73,74。PRC2 の活性には HDAC との結合が必要で

あり 18、SAHA による PRC2 構成蛋白質の発現の低下も蛋白不安定性が関与してい

る可能性がある。 

DZNep と SAHA によるアポトーシスの誘導は、他の癌腫においても報告されて

いる 34,61。両剤の併用による Bim の BH3 ドメインを含むアポトーシス促進性の

isoform（BIMEL, BIML and BIMS）の発現上昇は、両剤によるアポトーシス亢進と
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関係している可能性がある。前述したように、Wu らは非小細胞肺癌細胞株の

H1299と A549を含むいくつかの癌種において、EZH2がエピジェネティックにBim

の発現を抑制することで E2F1 依存性のアポトーシスを抑制すること、EZH2 のノ

ックダウンが Bim の発現を誘導し、E2F1 のアポトーシス活性を増強することを

報告した 59。さらに、Nakagawa らは EGFR 遺伝子変異陽性であるものの Bim のア

ポトーシス促進性である BH3 ドメインのヘテロ欠失型多型を有し、EGFR-TKI の

感受性が比較的低いPC-3において、SAHAがBimのBH3ドメインを含むisoform、

特に BIMELを誘導することで、ゲフィチニブの感受性を回復させることを報告し

た 75。これらの知見を勘案すると、本研究の結果から BIM が非小細胞肺癌細胞に

おいて DZNep と SAHA によるアポトーシスのエフェクターとして働いている可能

性があると考えられた。 

本研究で示された EGFR シグナル経路の抑制は、EZH2 と HDAC の同時阻害によ

る非小細胞肺癌細胞の in vitro 及び in vivo の増殖抑制効果に関与していると

考えられる。EGFR 野生型細胞だけでなく、EGFR 遺伝子変異陽性細胞でも、併用

療法による EGFR リン酸化の抑制が強く認められたことは興味深い知見である。

機序は明らかではないが、非小細胞肺癌細胞株の EGFR 野生株と遺伝子変異陽性

株の両方において、HDAC の阻害が EGFR の発現とそのリン酸化を抑制したことが

報告されている 76。しかし、これまで EZH2 阻害による EGFR リン酸化抑制の報告

はない。一方前述したように、EZH2 や HDAC1 が Wnt に拮抗作用を示す因子であ

る NKD1、PPP2R2B 等のプロモーター領域に結合し、ヒストンメチル化や脱アセ

チル化を介して、それらの因子の転写を抑制して、βカテニンの発現とその下

流の EGFR の発現を低下させることが報告されている 65。Wnt/βカテニン経路は

肺癌においても活性化されており 77,78、肺癌細胞の増殖や転移、生存を促進して

いることが報告されている 79,80。本研究においても、併用療法によって NKD1 や

PPP2R2B の発現が増強し、βカテニンの発現が低下したが、その変化は軽微であ

り、全ての細胞株や条件で認められたものではなかった。 

以上の結果より、併用療法は EGFR 遺伝子変異陰性細胞だけでなく、EGFR 遺伝

子変異陽性細胞においても、主に EGFR のリン酸化を抑制することで EGFR シグ

ナル経路を抑制することが示唆され、その機序を明らかにするために更なる検

討が必要である。EGFR-TKI T790M 耐性変異を含む EGFR 変異陽性非小細胞肺癌で

は、恒常的にベースラインの EGFR リン酸化が亢進しているため、DZNep と SAHA

の併用療法によるエピジェネティック治療の良い適応になる可能性がある。 

最近の報告によると、膵癌細胞株に対して DZNep を膵臓癌に対する治療薬で

あるゲムシタビンに併用することで、細胞増殖をより強く抑制しアポトーシス

を有意に誘導したことが示された 81。また、非小細胞肺癌を含む固形癌に対して

ドセタキセルに SAHAを併用した第一相試験 82や非小細胞肺癌や頭頸部癌に対し
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て、HDAC 阻害剤である panobinostat を erlotinib に併用する第一相試験 83や切

除不能非小細胞肺癌に対して、erlotinib に加えて HDAC 阻害剤である

entinostat を併用する第二相試験も施行されている 84。このように既存の治療

薬に加えてエピジェネティック治療薬を併用する治療戦略についても現在数多

く検証されており、DZNep や SAHA についても併用療法の更なる検討も必要であ

る。 

今回の研究結果による結論として、DZNep と SAHA の併用は EGFR-TKI 抵抗性の

細胞株を含む非小細胞肺癌細胞株に対し、in vitro 及び in vivo において EGFR

シグナル経路を抑制し、相乗的に細胞増殖の抑制とアポトーシスを誘導するこ

とが示唆された。EZH2 と HDAC を標的とした併用療法は非小細胞肺癌に対するよ

り有効なエピジェネティック治療となる可能性があると考えられる。 
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総括及び結論 

 

今回、本研究の後半で得られた新知見として 

 DZNep と SAHA の併用療法は、非小細胞肺癌細胞株の増殖を相乗的に抑制し、

EZH2 を含めた PRC2 構成蛋白質とヒストン H3リジン 27のトリメチル化の発

現を各々単剤より低下させた。 

 併用療法により p27 の上昇と cyclin A の低下を強く認めた。 

 併用療法は単剤より強くアポトーシスを誘導し、その機序には Bim の発現が

一部関与していた。 

 併用療法によるアポトーシスの誘導は EGFR 遺伝子変異陽性細胞により強く

認められ、EGFR リン酸化と EGFR 下流シグナルの抑制が認められた。 

 併用療法は Wnt/β-カテニン経路に拮抗作用を示す NKD1 の発現を誘導し、

EGFR の転写誘導因子である b-catenin やその下流の cyclinD1 の発現を一部

の細胞株で抑制した。 

 EGFR-TKI 抵抗性の H1975 ゼノグラフトマウスモデルにおいて、併用療法に

よる高い抗腫瘍効果を認めた。 

が得られた。 

今回の新知見の意義は、EZH2 阻害剤である DZNep と HDAC 阻害剤である SAHA

の併用療法が、in vitro 及び in vivo で非小細胞肺癌細胞に対して相乗的な抗

腫瘍効果を発揮し、非小細胞肺癌に対するより有効なエピジェネティック治療

となる可能性を示したことである。 

現在、DZNep を用いた臨床試験は実施されていないが、SAHA を用いた固形癌

の臨床試験は肺癌を含め、悪性黒色腫、膵臓癌、血液系の悪性腫瘍を中心に進

行している。ただこれらの併用という観点では臨床試験は行われていない。ま

た DZNep や SAHA 単独では肺癌に対する治療効果には限界があると考えられ、今

回の我々の結果からこれら二者を併用することが可能なこと、また既存の治療

に併用することで更なる抗腫瘍効果が得られる可能性があることが示唆された。

また、SAHA の臨床試験における制限毒性に水様性下痢や皮疹があるが、今回の

併用治療ではマウスに重篤な副作用発現は認められず、今後更なる実験データ

や臨床試験が必要ではあるが、DZNep との併用は実現可能なものと考えられる。

それに加えて、EZH2 に対するより選択的な阻害剤が開発された 85,86。これらの

薬剤の非小細胞肺癌細胞に対する効果についても興味深いため、今後当研究室

でも検討を重ねていく予定である。今回の結果から非小細胞肺癌に対する治療

選択として EZH2 と HDAC を標的とした治療法は今後重要な戦略となる可能性を

秘めていると考えられる。 
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