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研究成果の概要（和文）： 

 肝細胞特異的β-catenin ノックアウトマウスの遺伝子発現解析を行い、肝細胞においてβ

-catenin によって制御されている遺伝子を網羅的に同定した。さらに、ヒト肝細胞がん検体を

用いて、これらの遺伝子の発現と、β-catenin 遺伝子変異との関連を検索したところ、マウス

で同定された下流遺伝子のうち一部のものが、遺伝子変異の存在と高い相関を示した。現在、

ヒト肝細胞がん細胞株を用いて、これらの下流遺伝子の機能解析を行っている。 

 肝細胞特異的 Dicer ノックアウトマウスが門脈周囲領域に特異的な遺伝子の局在のみが失わ

れるという、部分的にβ-catenin ノックアウトマウスに一致する表現形を示す事を見いだした。

これらのマウスモデルの解析の結果から、Dicer はβ-catenin の下流で門脈周囲領域特異的な

遺伝子の発現抑制に必須の役割を果たしている事を明らかにした。 

 

 
研究成果の概要（英文）： 
 To systematically identify β-catenin-regulated genes in the liver, a microarray 
analysis was performed on hepatocyte-specific β-catenin knockout mice. The expression 
of the identified β -catenin downstream genes were further examined in human 
hepatocellular carcinoma samples. The result showed that overexpression of a subset of 
the β-catenin-regulated genes identified in the mouse models correlated closely with 
the presence of β-catenin gene mutations in human hepatocellular carcinomas. 
 Hepatocyte-specific Dicer knockout mice was found to exhibit impaired localization of 
periportal genes within the liver lobule. This phenotype partially simulates that of β
-catenin knockout mice. Analysis of these two mouse models revealed an essential role 
of Dicer in the regulation of periportal area-specific gene expression by β-catenin.   
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１．研究開始当初の背景 
 
 β-Catenin は、細胞間接着に関わるカドヘ
リン複合体の細胞質内構成成分であると同
時に、Wnt シグナル伝達系の成分としても働
いている。Wnt/β-catenin シグナル伝達系は
発生や生体機能の調節に種々の臓器におい
て重要な役割を果たしている。さらに、ヒト
およびマウスの種々の腫瘍において
β-catenin が遺伝子異常により異常集積し
ていることが分かってきた。異常集積した
β-catenin は、核内において TCF/LEF 転写因
子と結合しその転写を恒常的に活性化させ
る事で発がんに寄与すると考えられている。 
 肝がんの腫瘍発生における β-catenin の
役割については、1998 年 Miyoshi らによって
肝がんにおける β-catenin 遺伝子変異の存
在が報告されて以来、多くの報告があり、肝
がんの約30%がβ-catenin遺伝子変異を有し
ている事が知られている(Miyoshi Y et al. 
Cancer Res, 1998; deLa Coste A et al. PNAS, 
1998)。 
 申請者は肝細胞特異的 β-catenin ノック
アウトマウスを作成し、これを用いて肝にお
ける β-catenin の機能解析を行ってきた。
肝細胞特異的 β-catenin ノックアウトマウ
スは肝重量の減少を示すものの、通常飼育環
境下においては正常に成長し、肝機能に異常
を来さない。ただし、グルタミン合成経路に
必要な分子の発現を欠損しており高タンパ
ク食により血中アンモニアの上昇が認めら
れる事、いくつかのチトクローム P450 の発
現を欠いており、アセトアミノフェンによる
肝傷害に対して耐性である事を明らかにし
た(Sekine et al. Hepatology, 2006)。また、
部分肝切除後の肝再生において肝細胞の分
裂が遅れる事を見いだした(Sekine et al. 
Hepatology, 2007)。しかしながら、肝の生
理的機能における β-catenin の役割の解析
は未だ端緒についたばかりで、その多くは明
らかにされていない。 
 近年、複数のグループから Wnt/β-catenin
シグナル伝達系が肝小葉内での領域特異的
な遺伝子発現の制御に関わっている、との報
告がなされた。Benhamouche らは肝での DKK1
の過剰発現により Wnt/β-catenin シグナル
が抑制されることで、肝小葉の中心静脈周囲
特異的な遺伝子(pericentral gene)発現が抑

制され、門脈周囲特異的に発現している遺伝
子(periportal gene)が肝小葉全体に発現す
る事を示した。さらに、APC の肝特異的ノッ
クアウトマウスでは β-catenin の安定化を
通して pericentral gene が肝小葉全体に発
現するとともに periportal gene の発現は抑
制される（Benhamouche S et al. Dev Cell, 
2006）。Stahl らは肝細胞癌の解析から
β-catenin 遺伝子変異を有する腫瘍では主
に pericentral gene が、β-catenin 遺伝子
変異のない腫瘍では主に periportal gene が
過剰発現している事を示した(Stahl S et al. 
Hepatology, 2006)。これらの報告は肝小葉
に お い て Wnt/β-catenin シ グ ナ ル は
pericentral gene の発現を誘導するとともに
periportal gene の発現を抑制する事で、肝
小葉内の領域特異的遺伝子発現に重要な働
きを有している事を示唆する。しかしながら、
β-catenin/TCF 複合体がすべての領域特異
的に発現する遺伝子を直接的に調節してい
るとは考え難く、その遺伝子発現の調節機構
については未だ不明である。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究においてはβ-catenin の肝における
生理的役割を解析にするとともに、ヒト肝が
ん発生における変異β-catenin の機能的役
割を明らかにする事を目的とした。特に（１）
肝および肝がんにおけるβ-catenin 下流遺
伝子の網羅的同定、（２）肝における
β-catenin による遺伝子発現制御における
microRNA の役割の解析、の２点を中心として
研究を行った。 
 
 
３．研究の方法 
 
 本研究では肝細胞特異的 ß‒catein ノック
アウトマウスの遺伝子発現解析をマイクロ
アレイを用いて行い、肝におけるβ-catenin
の下流遺伝子を網羅的に同定した。さらに、
同定されたβ-catenin 下流遺伝子のタンパ
ク産物の発現を解析した。また、ヒト肝がん
の臨床検体を用いて、マウス肝で同定された
β-catenin 下流遺伝子発現とβ-catenin 遺
伝子変異との関連およびその臨床的意義を



 

 

検索した。 
 さらに、β-catenin による肝機能制御にお
ける microRNA の関与の可能性について検索
するため、β-catenin ノックアウトマウスに
おける microRNA の発現解析を行った。さら
に、microRNA がβ-catenin による肝小葉内
領域特異的遺伝子発現に与える影響を検索
する目的で、領域特異的に発現するタンパク
に対する免疫組織学的解析をDicer ノックア
ウトマウスとの比較とともに行った。 
 
 
４．研究成果 
 

（１）肝および肝がんにおけるβ-catenin 下

流遺伝子の網羅的同定 

 肝細胞におけるβ-catenin 下流遺伝子を

同定する目的で、マイクロアレイを用いた遺

伝子発現解析を行い、肝細胞特異的β

-catenin ノックアウトマウスにおいて発現

が低下している遺伝子群を同定した。これら

の同定された β-catenin 下流遺伝子の肝小

葉内における発現の局在を確認したところ、

いずれも中心静脈周囲領域に局在して発現

が認められ、これまでの実験から示唆されて

いるように β-catenin の肝小葉内の領域特

異的遺伝子発現制御における機能を示唆す

る所見と考えられた。 

 さらにマウスの解析から同定されたβ

-catenin 下流遺伝子の発現をヒト肝細胞が

んで検索したところ、β-catenin 変異を有す

る肝細胞がんで有意に高発現している遺伝

子を複数同定した。 

 今回同定した、ヒト肝がんにおいてβ

-catenin 変異の存在と強い相関を示す分子

の１つに AMACR がある。AMACR の発現は mRNA

およびタンパクレベルでβ-catenin 変異の

存在と極めて高い相関を示した。この分子は

分枝鎖脂肪酸のβ酸化に関わり、前立腺がん

で高発現しており、その悪性度に関わるとの

報告があることから、腫瘍関連分子として注

目されている。さらに、β-catenin 変異を有

する肝細胞癌は胆汁産生を示す事が報告さ

れているが(Audard et al. J Pathol, 2007)、

AMACR は肝臓においては胆汁産生にも重要な

働きを果たしている事が知られており、β

-catenin が胆汁産生に重要な働きを果たし

ている可能性をさらに示唆する所見と考え

られた（投稿中）。 

 現在、遺伝子変異の存在と相関の高かった

その他のβ-catenin 下流遺伝子について、さ

らに免疫染色をもちいたタンパク質レベル

での発現解析や培養細胞を用いて機能解析

を進めている。 

 

（２）肝における β-catenin による遺伝子

発現制御における microRNA の役割 

 上述した通り、β-catenin 依存性シグナル

は肝細胞において中心静脈周囲型の遺伝子

発現を誘導するとともに、門脈周囲型の遺伝

子発現を抑制する事で、肝小葉内の領域特異

的遺伝子発現の確立に必須の役割を果たし

ている。このため肝細胞特異的β-catenin ノ

ックアウトマウスは肝小葉内での領域特異

的遺伝子発現が完全に失われている。一方、

肝細胞特異的Dicer ノックアウトマウスは中

心静脈周囲型の遺伝子発現が保たれたまま、

門脈周囲領域に特異的な遺伝子の局在のみ

が失われるという、β-catenin ノックアウト

マウスと部分的に一致する表現形を示す事

を見いだした。これらの所見から、Dicer も

しくは microRNA の発現がβ-catenin によっ

て制御されている可能性を考慮して、β

-catenin ノックアウトマウスにおけるDicer

や microRNA の発現を定量 PCR やマイクロア

レイによって検索したが、これらの発現に明

らかな変化は認められなかった。 

 これらの所見から、β-catenin による遺伝

子発現の肝小葉内の局在性制御にDicer もし

くは Dicer によって生成される microRNA が

重要な役割を果たしていると考えられた。こ

れらのマウスモデルで Dicer, microRNA など 

 

 

 図: Dicer およびβ-catenin ノックア

ウトマウスにおける小葉内の領域性タン

パク発現の変化 

 対照群(control)では肝小葉内で門脈周囲
領域に局在するタンパクが肝細胞特異的
Dicer ノックアウトマウス(Dicer1 knockout)
およびβ-catenin ノックアウトマウス
(Ctnnb1 knockout)ではともにびまん性に発
現している。(C:中心静脈, P:門脈) 
 



 

 

の発現解析を行った結果、Dicer はβ

-catenin の下流で門脈周囲領域特異的な遺

伝子の発現抑制に必須の役割を果たしてい

るが、β-catenin の直接の制御下にはなく、

間接的にβ-catenin 下流遺伝子の発現制御

に関わっている事が示唆された。 
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