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研究成果の概要（和文）：ポリコーム群(PcG)タンパクEZH2は、肝癌幹細胞の自己複製能維持に必須であり、sh-RNAや
低分子化合物3-deazaneplanocin A (DZNep)を用いてEZH2のヒストンH3K27メチル化酵素活性を阻害することで、肝癌幹
細胞が分化傾向を示し、造腫瘍活性が低下することを確認した。また、マウス胎児肝臓由来の正常肝幹細胞における全
ゲノムクロマチン免疫沈降シーケンス（ChIP-Seq）により562個のbivalent geneを同定した。次に、肝幹細胞の分化誘
導時のマイクロアレイデータを比較・検討し、bivalent geneの中でより密接に分化制御に関与するものを抽出し得た
。

研究成果の概要（英文）：Polycomb group protein EZH2 is essential for the self-renewal of liver cancer stem
 cells. Short hairpin-RNA against EZH2 and 3-Deazaneplanocin A (DZNep) promotes the conversion toward diff
erentiated progeny cells and reduced tumorigenic ability thorough the inhibition of H3K27 trimethylation (
H3K27me3). We also conducted chromatin immunoprecipitation sequencing (ChIP-seq) analysis of normal hepati
c stem cells using anti-H3K27me3 and anti-H3K4me3 antibodies, and successfully identified 562 bivalent gen
es. In combination with microarray data in the differentiation induction, candidate genes closely associat
ed with hepatocytes and/or cholangiocytes were selected from bivalent genes. Since cancer-related genes we
re included among these genes, further analyses would be necessary to examine the role of these molecules 
in normal hepatic stem cells and liver cancer stem cells.
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１．研究開始当初の背景 
 
申請者らはこれまでに、ポリコーム群(PcG)
タンパクの臨床病理学的な検討を行い、PcG
タンパク BMI1 や EZH2 が、約 60％以上の
肝癌において異常な発現亢進をみとめるこ
とを見いだした。また、正常肝幹細胞および
肝癌幹細胞の双方の自己複製制御において、
これらの PcG タンパクが、極めて重要な役割
を果たし、その機能阻害により自己複製能が
著しく抑制されことを明らかにしてきた
(Gastroeterology, 133;937, 2007, J Hepatol, 
52;854, 2010, Cancer Res, 68;7742, 2008)。 
 
２．研究の目的 
 
癌幹細胞とは、癌を構成する多くの細胞の中
で、とりわけ高い造腫瘍活性を有する極めて
少数の細胞集団であり、正常幹細胞のように、
自己複製能と分化能を持ち併せている。した
がって、癌の根治のためには、癌幹細胞の排
除が必要不可欠であり、癌幹細胞は癌治療に
おける本質的なターゲットとして認識され
つつある。癌幹細胞研究は、多くの癌種みお
いて、その分離・同定が進み、現在では癌幹
細胞の維持機構に関わるシグナル伝達系や
分子群の解明が盛んに試みられている。 
PcG タンパクは主に標的遺伝子座のヒスト
ン修飾を介して、その遺伝子発現を負に制御
することが知られている。そこで本研究では、
PcG タンパクあるいはヒストンメチル化の
阻害による癌幹細胞の機能抑制の可能性を
追求した。 
また、造血幹細胞や ES 細胞においては、PcG
タンパクやトライソラックス(Trx)タンパク
によるヒストン修飾が、その分化制御におい
て重要であることが知られている。しかし、
正常肝幹細胞におけるヒストン修飾による
分化制御機構はほとんど明らかにされてい
ない。 
そこで、マウス胎児肝臓由来の正常肝幹細胞
を分離・回収し、特にトリメチル化ヒストン
H3 リジン 4(H3K4me3）とトリメチル化ヒス
トン H3 リジン 27 (H3K27me3）による転写
制御について、詳細に調べることとした。 
 
３．研究の方法 
 
これまでの研究により、CD24, CD90, CD133, 
Epithelial cell adhesion molecule  
(EpCAM)などが肝癌幹細胞の表面マーカー
として機能することが報告されている。また、
多くの癌種の癌幹細胞において、ALDH1 が
高い活性を示すことが示されている。そこで、
複数の肝癌培養細胞から、幹細胞分画
（EpCAM 陽性細胞）をフローサイトメトリ
ーを用いて分離・回収し、レンチウイルスベ
クターや低分子化合物 3-deazaneplanocin A 
(DZNep)による EZH2 の機能阻害を行った。 
ところで、正常幹細胞と癌幹細胞は、表面マ

ーカーだけでなく、増殖や分化制御機構など
において、多くの共通項を有することが知ら
れている。そこで、正常肝幹細胞における
bivalent gene (転写活性化に働く H3K4me3
と転写抑制に働く H3K27me3 の両者の修飾
を受けるもの)の網羅的解析 (全ゲノムクロ
マチン免疫沈降シーケンス、ChIP-seq)を行
った。次に分離直後の肝幹細胞と分化誘導を
行ったサンプルを用いて、マイクロアレイを
用いた発現解析を行い、ChIP-seq の結果と
照合することで、肝幹細胞の分化制御に直接
的に関与する遺伝子群の抽出を行った。 
 
４．研究成果 
 
EZH2 に対する ShRNA や低分子化合物
3-deazaneplanocin A (DZNep)処理により、
肝癌培養細胞由来の EpCAM 陽性細胞の
sphere 形成能や免疫不全マウスにおける
xenograft の造腫瘍活性が有意に低下した。
フローサイトメトリーを用いた免疫不全マ
ウスの皮下腫瘍の解析の結果、5-FU を投与
した際とは異なり、DZNep 処理により、
EpCAM 陽性細胞の実質的な減少が確認され
た。 
また、正常肝幹細胞における全ゲノムクロマ
チン免疫沈降シーケンス（ChIP-Seq）により、
562 個の bivalent gene を同定した。また、
肝幹細胞を分化誘導した際のマイクロアレ
イ解析の結果と比較検討することで、これら
の bivalent gene のうち、肝細胞分化、胆管
細胞分化、肝細胞/胆管細胞分化に関与する遺
伝子を同定した。 
これらの研究の過程で、アルデヒド脱水素酵
素 1(ALDH1)が肝癌においては幹細胞マーカ
ーではなく、分化マーカーとして機能するこ
とや、糖尿病治療薬メトホルミン、嫌酒薬ジ
スルフィラムが、肝癌幹細胞に対して直接的
な機能抑制作用を呈することを見いだした。 
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