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研究成果の概要（和文）： 
ポリコーム(PcG)群遺伝子はPRC1とPRC2の2つの複合体を形成し、Ink4a-Arfなどの標的分子

の発現を負に制御する。PRC1の主要な構成分子であるBmi1は、多くの幹細胞システムに共通

な自己複製制御分子であるが、申請者らはBmi1欠損肝幹細胞およびInk4a-Arf欠損肝幹細胞を

詳細に解析し、Bmi1がInk4a-Arf依存的あるいは非依存的に自己複製能維持や腫瘍形成能の獲

得に関与することを明らかにした（Chiba et al, Hepatology 52:1111, 2010）。さらに、Bmi1
の新規標的分子として、マイクロアレイ解析によりSRY (sex determining region Y)-box 17 
(SoX17)を含む5個の候補遺伝子を同定した。 
また、PRC2の主要な構成分子であるEzh2の機能解析を行った結果、正常肝幹細胞および肝癌

幹細胞の自己複製能維持においても、重要であることを見出だした (Chiba et al, J Hepatol 
52:854, 2010)。さらに低分子化合物3-deazaneplanocin A (DZNep)によるPRC2の機能阻害が

、肝癌幹細胞を標的とした新たなアプローチとなりえる可能性を示した（論文投稿中）。 
 
研究成果の概要（英文）： 
PcG proteins form chromatin-associated multiprotein complexes, polycomb repressive 

complex 1 (PRC1) and PRC2 and repress the expression of targets such as Ink4a/Arf genes. 

Bmi1, a component of PRC1, has been implicated in the regulation of self-renewal in a range 

of different stem cells including hepatic stem cells. Analyses of Bmi1-deficient and/or 

Ink4a/Arf-deficient hepatic stem cells revealed that Bmi1 regulates self-renewal and 

tumorigenicity in both Ink4a/Arf-dependent and –independent manners. Microarray 

analyses successfully identified 5 down-regulated genes as candidate downstream targets 

for Bmi1 such as sex determining region Y-box 17 (Sox17).  

Loss-of-function assays of Ezh2, a major component of PRC2, also revealed that Ezh2 tightly 

regulates self-renewal in both normal and cancer stem cells in liver. Moreover, we showed 

that pharmacological inhibition of EZH2 by an S-adenosylhomocysteine hydrolase inhibitor, 

3-deazaneplanocin A (DZNep) is a promising approach for the eradication of liver cancer 

stem cells. 
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１．研究開始当初の背景 

ポリコーム遺伝子群  (PcG)は、polycomb 

repressive complex (PRC)1 および PRC2 の

2 つの複合体を形成し、エピジェネティック

な転写制御を担う。PcG は幹細胞の自己複製

制御分子として機能するが、肝幹細胞を含め

た組織肝細胞の機能解析はPRC1の構成分子

である Bmi1 などを中心に行なわれており、

PRC2 の機能は未だ十分に解析されていない。

申請者らも、PcG タンパク Bmi1 が正常肝幹

細胞（Chiba et al, Gastroenterology 133:937, 

2007）および肝癌幹細胞（Chiba et al, 

Cancer Res 68:7742, 2008）の維持に必須で

あることを明らかにしたが、肝癌における標

的分子の同定や詳細な分子メカニズムは明

らかにされていない。 

 

２．研究の目的 

本研究では、肝癌における Bmi1 による転写

制御機構の解明に向けて、Ink4a/Arf 以外の

新規標的分子を見出す試みを行った。同時に、

正常肝幹細胞および肝癌幹細胞を用いて

PRC2 の主要な構成分子である Ezh2 の機能

解析を行い、PcG による肝幹細胞制御機構の

さらなる理解を目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1) マイクロアレイ解析による Bmi1 の新規

標的分子の探索 

Bmi1 を強制発現した Ink4a/Arf 欠損肝幹細

胞のマイクロアレイ解析により Ink4a/Arf 以

外の標的分子の同定を試みた。 

 

(2) 肝癌の培養細胞および臨床検体における

SOX17 遺伝子の発現解析 

肝癌培養細胞および肝癌手術検体において、

MSP法によりSOX17遺伝子プロモーターの

DNA メチル化を検討するとともに、リアル

タイムPCR法にてmRNAの発現レベルを評

価した。 

 

(3) 正常肝幹細胞における Ezh2 の機能解析 

胎児肝臓由来のDlk陽性細胞を分離・回収し、

レンチウイルスベクターを用いて Ezh2 のノ

ックダウンを行い、培養系において検討した。 

 

(4) 肝癌幹細胞における EZH2 の機能解析 

肝癌培養細胞から EpCAM 陽性細胞を分離・

回収し、レンチウイルスベクターおよび低分

子化合物（DZNep）を用いて EZH2 のノッ

クダウンを行い、培養系および in vivo にお

いて検討した。 

 

４．研究成果 

(1) 本研究のマイクロアレイ解析と既知の

（ES 細胞の）ChIP-on Chip のデータとの比

較により、Bmi1 の新規標的分子として、

Sox17, Irx5, Gjb2, Shox2, Bhmt2の5遺伝子

をピックアップした。Sox17 を強制発現した

肝幹細胞は増殖能が有意に低下し、分化傾向



をみとめた。 

 

(2) SOX17 は、大腸癌において DNA メチル

化により silencing を受ける癌抑制遺伝子と

して報告されていることから、肝癌細胞を用

いた検討を行った。HepG2 細胞では、プロ

モーター領域の異常メチル化と gene 

silencing がみとめられたが、肝癌臨床検体で

は、癌部・非癌部ともに極めて低い発現レベ

ルを示し、癌部の DNA メチル化は低頻度で

あった。よって、SOX17 遺伝子が肝癌にお

ける癌抑制遺伝子として機能するか否かは

不明であった。 

 

(3) Ezh2 をノックダウンした肝幹細胞のコ

ロニーアッセイでは、自己複製能が抑制され

るとともに、肝細胞系譜への分化・成熟化の

促進が観察された。 

 

(4) 肝癌細胞を用いた検討では、ウイルスベ

クターあるいは低分子化合物 DZNep による

EZH2 の機能阻害によって、EpCAM 陽性細

胞分画の減少および sphere 形成能の低下を

みとめた。免疫不全マウスの xenograft mdel

では、DZNep 投与により腫瘍形成および腫

瘍増大の抑制がみとめられた。 
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