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論文内容の要旨 

〔目 的(Purpose)〕 

本研究の目的はヒストンメチル化酵素G9aとインターロイキン（IL）-8の関係性を明らかにすることと、G9aと臨床病理学的な特徴、予後を検討

し、大腸癌の新たな予後因子のマーカーとなり得るかを調べることである。IL-8は、C-X-Cモチーフケモカインリガンド8（CXCL8）とも呼ばれ、

炎症反応や癌の進展において多面的な機能を担うケモカインであることが知られている。IL-8の誘導はIL-8のプロモーター遺伝子のH3K9ジメチル

化の低下と関連するとされている。臨床検体における、IL-8のタンパクレベルでの検出は困難であることから、我々はヒストンメチル化酵素G9a

に着目した。G9aは、大腸癌を含む、様々な癌で高発現している。様々な癌腫において、G9aの高発現が予後が悪くなるという報告が多数あるが、

逆に高発現が予後が良くなるという報告もある。しかし、G9aの大腸癌における標的遺伝子や機能は明らかとなっていない。 

〔方法ならびに成績(Methods/Results)〕 

The Cancer Genome Atlas (TCGA) によるオンラインプラットフォームで大腸癌患者のEHMT2(G9a)の発現と臨床病理学的因子や予後を検討した。

EHMT2(G9a)の発現と大腸癌の進達度やステージとは相関は認めなかったが、EHMT2(G9a)の高発現群は低発現群と比較して有意に予後が良好であっ

たことが示された。 

当院で行った2010年9月から2012年12月までの大腸癌手術の検体235例に対してG9aに対する免疫組織染色を行った。その結果、大腸癌患者の年齢

や性別、右側や左側、ステージなどの臨床病理学的な因子とG9aの発現には関連は認めなかった。G9aの高発現の群と低発現の群でカプランマイヤ

ー曲線で予後を比較したところ、G9aの高発現群は低発現群よりも有意にoverall survival (OS), relapse free survival (RFS) が良好であっ

た。また、単変量解析、多変量解析で予後因子を検討したところ、OS, RFSの両者においてG9aの高発現が独立した予後良好因子であることが示さ

れた。同様に大腸癌切除症例のステージII,IIIのみに絞った123例での免疫組織染色でも同様にG9aの高発現はOS, RFSの両者において独立した予

後良好因子であることが示された。in vitroでは大腸癌細胞株をshRNA, siRNAを用いてG9aをノックダウンし、大腸癌細胞株におけるG9aの働きを

調べた。Western blotとPolymerase chain reactionにより、G9aの発現が抑制された大腸癌細胞株（HCT116, HT29）において、IL-8の発現が有意

に上昇したことが示された。また、G9a選択的阻害剤(BIX01294)を曝露させた細胞株において、同様にIL-8の発現が有意に上昇したことが示され

た。大腸癌細胞株にオキサリプラチンを曝露することで、最初の48時間はG9aの発現が上昇し、それに伴ってIL-8の発現が低下した。さらに、オ

キサリプラチンを１２０時間まで曝露するとG9aは減少し、それに伴ってIL-8の発現が上昇した。 

Chemosensitivity assayではG9a発現抑制を行なった大腸癌細胞株（HCT116, HT29）において大腸癌化学療法のキードラッグであるオキサリプラ

チンの感受性が有意に低下したことが示された。Sphere formation assayでsphere形性能を調べたところ、siRNAを用いてIL-8の発現を抑制した

大腸癌細胞株(HCT116)ではsphere形性能は低下した。また、G9aの発現を抑制した大腸癌細胞株(HCT116)では有意にsphere形性能が上昇した。 

〔総 括(Conclusion)〕 

The Cancer Genome Atlas (TCGA) によるオンラインプラットフォームで大腸癌患者のEHMT2(G9a)の発現と臨床病理学的因子や予後を検討した。

EHMT2(G9a)の発現と大腸癌の進達度やステージとは相関は認めなかったが、EHMT2(G9a)の高発現群は低発現群と比較して有意に予後が良好であっ

たことが示された。 

当院で行った2010年9月から2012年12月までの大腸癌手術の検体235例に対してG9aに対する免疫組織染色を行った。その結果、大腸癌患者の年齢

や性別、右側や左側、ステージなどの臨床病理学的な因子とG9aの発現には関連は認めなかった。G9aの高発現の群と低発現の群でカプランマイヤ

ー曲線で予後を比較したところ、G9aの高発現群は低発現群よりも有意にoverall survival (OS), relapse free survival (RFS) が良好であっ

た。また、単変量解析、多変量解析で予後因子を検討したところ、OS, RFSの両者においてG9aの高発現が独立した予後良好因子であることが示さ

れた。同様に大腸癌切除症例のステージII,IIIのみに絞った123例での免疫組織染色でも同様にG9aの高発現はOS, RFSの両者において独立した予

後良好因子であることが示された。In vitroでは大腸癌細胞株をshRNA, siRNAを用いてG9aをノックダウンし、大腸癌細胞株におけるG9aの働きを

調べた。Western blotとPolymerase chain reactionにより、G9aの発現が抑制された大腸癌細胞株（HCT116, HT29）において、IL-8の発現が有意

に上昇したことが示された。また、G9a選択的阻害剤(BIX01294)を曝露させた細胞株において、同様にIL-8の発現が有意に上昇したことが示され

た。大腸癌細胞株にオキサリプラチンを曝露することで、最初の48時間はG9aの発現が上昇し、それに伴ってIL-8の発現が低下した。さらに、オ

キサリプラチンを１２０時間まで曝露するとG9aは減少し、それに伴ってIL-8の発現が上昇した。 

Chemosensitivity assayではG9a発現抑制を行なった大腸癌細胞株（HCT116, HT29）において大腸癌化学療法のキードラッグであるオキサリプラ

チンの感受性が有意に低下したことが示された。Sphere formation assayでsphere形性能を調べたところ、siRNAを用いてIL-8の発現を抑制した

大腸癌細胞株(HCT116)ではsphere形性能は低下した。また、G9aの発現を抑制した大腸癌細胞株(HCT116)では有意にsphere形性能が上昇した。 

 




