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研究成果の概要（和文）：胎生期の肝幹細胞と成熟肝細胞で、核内局在と総量が大きく変化
するヒストン修飾を明らかにした。これらが集積する遺伝子を全ゲノム上で調べたところ、
H3K27me3が集積する遺伝子は分化に伴って大部分が入れ替わり、特に代謝等の成体の機
能性遺伝子は、胎生期特異的に抑制制御されていた。さらに初期発生や発癌に関与する遺
伝子を含む肝幹細胞に特異的な転写活性化遺伝子リストを抽出した。 
 
研究成果の概要（英文）：We found some histone modifications that change its localization 
and amount between embryonic hepatic stem cells and adult hepatocytes. We identified 
their target genes at genomic level, demonstrating vast majority of the targets of a 
repressive histone mark, H3K27me3, are mutually exclusive. An integrated analysis 
revealed that some functional genes involved in metabolisms were repressed by 
H3K27me3 and that some early development-related and cell cycle-promoting genes were 
associated with distinct transcription activating pattern of the histone marks in the hepatic 
stem cells. 
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１．研究開始当初の背景 
ヒストン修飾を含むエピジェネティック制
御は幹細胞の未分化性や体細胞分化による
多様性獲得に重要であると考えられている
ものの、肝臓の発生過程における肝幹細胞の
分化/成熟を制御するヒストン修飾の変遷に関
する報告は見当たらない。肝癌においても
Ezh2 や BMI1 といった分子の重要性は指摘さ
れているものの、個々のヒストン修飾が実際に
集積する遺伝子についての知見は極めて乏
しい。 
 

２．研究の目的 
肝幹細胞と終末分化した肝細胞の間で、ヒス
トン修飾の状態がどのように変化するのか
を明らかにし、肝細胞癌の発症に鍵となるヒ
ストン修飾異常の探索に向けた分子基盤を構
築する。 
 
３．研究の方法 
(1)マウス胎仔肝臓から、c-Kit-	 CD29+	 

CD49f+/low	 CD45-	 TER119-	 画分をセルソーター
で分離した肝幹/前駆細胞を用い、成体マウ
スより分離した終末分化した成熟肝細胞と
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対比することで、多数のヒストン修飾に対す
る特異的抗体を用いて核内局在の解析及び
定量解析を行った。	 
	 
(2)H3K27me3およびAcH3K9のヒストン修飾標
的遺伝子の網羅的解析は ChIP-seq 解析を行
った。	 
	 
(3)遺伝子発現解析は発現アレイ解析を行っ
た。特に、H3K27me3 の修飾酵素である Ezh2
のコンディショナルノックアウトマウスを
用い、H3K27me3 の発現制御に対する寄与を明
らかにした。	 
	 
(4)以上の網羅的解析の結果の統合解析から
抽出された、肝幹細胞特異的に転写活性化さ
れた遺伝子に関して特異的抗体を用いて肝
臓癌臨床検体を用いて発現解析を行った。	 
	 
４．研究成果	 
(1)H3K27me3,	 H3K9me2,	 H3K9me3,	 AcH3K9,	 
H3K4me1,	 H3k4me2,	 H3K4me3 に対する特異
的抗体を用いて核内局在の解析を行った。
その結果、成体肝細胞では抑制性修飾
H3K27me3	 (図 1)	 や H3K9me2	 (図 2)	 は
Nucleolin 蛋白に標識される核小体領域に、
H3K9me3 は Heterochromatin	 protein	 1	 
(HP1)にマークされる構成的ヘテロクロマ
チンに優位な局在を示した	 (図 3,4)。一方、
対照的に、肝幹/前駆細胞ではこれらは全て
核辺縁に優位な局在を示した	 (図 1,2,4)。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
以上より、核辺縁部は肝幹細胞特異的な遺伝
子発現の抑制の場である可能性が考えられ、
肝細胞分化に伴う抑制性ヒストン修飾の核
内局在の変化が細胞分化の制御に関わって
いる可能性が示唆された。	 
	 
	 
(2)ウェスタンブロットによる定量解析によ
り、H3K27me3 と AcH3K9 が肝分化に伴い顕
著に増加することを見いだした（図５）。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
以上を合わせ、H3K27me3 と AcH3K9 の２種類
のヒストン修飾が、肝臓の分化に伴い大き
く変化することが分かったため、これらに
関して、以下のさらに詳細な検討を行う方
針とした。	 

図１	 

図２	 

図３	 

図４	 
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(3)H3K27me3と AcH3K9が実際に集積する遺
伝子を、ChIP-seq 解析で明らかにした。そ
の結果、H3K27me3 が集積する遺伝子は全体
の約 25%前後であったが、AcH3K9 が集積す
る遺伝子は約 60%を超える広範囲の遺伝子
に集積がみられた。それぞれのヒストン修
飾について、肝幹細胞と成体肝細胞との間
で比較すると、集積の分布からも両者の間
でバランスがとれた分布を示した（図６）。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

(4)各ヒストン修飾の標的遺伝子の数的にも、
または集積シグナルの強度的にも、両者の間
に大きな差がみられなかった。従って、両者
の遺伝子リストの中身が大きく入れ替わっ
ている可能性が考えられた。図７に各フラク
ションの遺伝子リストの相互の重なりの解
析結果を示す。特に H3K27me3 が集積する遺
伝子は分化成熟に伴い 70%以上が相互に入
れ替わっていた。また、H3K27me3 と AcH3K9
の双方が集積しない遺伝子群に至ってはほ
ぼ全ての遺伝子が相互排他的であった。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
(5)上記結果より、抑制性ヒストンの集積す
る遺伝子セットの入れ替わり、すなわち分
化度特異的な標的遺伝子群の選択が、細胞
の identity の確立に大きな役割を果たし
ている可能性が考えられた。それを検証す
るために、遺伝子発現アレイで成体肝細胞
に高い発現を示した遺伝子群を抽出したと
ころ、多数の代謝関連遺伝子群が見いださ
れた。これらの機能性遺伝子群についてヒ
ストン修飾の状態を解析したところ、複数
の機能性遺伝子群で、幹細胞において抑制
性 H3K27me3 が集積するが、成体では外れて
いることがわかった。この結果から、細胞
機能に照らして未だ不要な遺伝子群が選択
的に抑制される合目的的な制御を受けてい
ることが示唆された。代表的な有機酸代謝
関連遺伝子群を赤色のドットでプロットし
た次頁図８に示す。	 

図６	 

図７	 



 

 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
(6)上記で明らかとなった、成体の肝細胞に
特異的な機能性遺伝子群への H3K27me3 の集
積が、実際に肝臓の分化制御の過程に寄与し
ているかを検証するために、H3K27me3 の修飾
酵素である Ezh2 のコンディショナルノック
アウトマウスから同様の肝幹/前駆細胞を分
離して網羅的遺伝子発現解析を行った。その
結果、確かにこれらの遺伝子群に特異的な脱
抑制がみられた（図 9）。これらの結果より、
ただ単に結果的に結合しているのではなく、
Ezh2 を介した H3K27me3 ヒストン修飾の誘導
によって、未分化な肝幹/前駆細胞では機能
性遺伝子群が抑制性の制御を受けているこ
とが明らかとなった。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

(7)さらに、胎生期未分化肝細胞において特
異的に重要な遺伝子の同定する目的で、
H3K27me3 と AcH3K9 の双方が異なる集積パ
ターンを示した遺伝子セットを抽出した。
すなわち、成体肝臓において H3K27me3 のみ
が集積し、かつ胎生期で抑制性ヒストン
H3K27me3 が集積せず、AcH3K9 集積のみを伴
う、すなわちエピジェネティック制御とし
て特異的に転写活性化された遺伝子を抽出
し、網羅的発現アレイ解析と統合した。確
かにこれらの遺伝子の過半数は胎生期の肝
幹細胞において高発現を示した。最も強い
発現変化を示す、より絞り込んだ遺伝子リ
スト中に、サイクリン遺伝子,	 Myb 癌原遺
伝子,	 Sox 遺伝子,	 トランスポーター遺伝
子などを含む、発癌に深い関連がある遺伝
子、および ES 細胞や iPS 細胞に発現し初期
発生に深く関与する遺伝子が複数見いださ
れた。これらは、肝臓の発癌において腫瘍
細胞の未分化性獲得の過程で寄与している
可能性が考えられる。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

図８	 

図９	 

図１０	 



 

 

(8)肝細胞癌の臨床検体における肝幹/前駆
細胞に特異的な転写活性化遺伝子の発現解
析を行った。すなわち、マウス胎生期の未
分化な肝幹細胞にのみ特異的に、抑制性
H3K27me3が集積しておらず、活性化ヒス
トン修飾AcH3K9のみを集積している遺伝
子群の発現解析を行った。その結果、肝細
胞癌症例において発現が回復し、かつ、肝
臓における組織幹細胞ニッチと考えている
脈管周囲領域に特異的な局在を示す新規標
的候補遺伝子を見いだした（図１１）。現在、
これらの陽性細胞の幹細胞特性と薬剤耐性
獲得の両面から解析中である。 
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