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研究成果の概要（和文）：肝癌細胞及び正常肝幹細胞を用いて、H3K9のトリメチル化酵素であるESET, SUV39H1の機能
解析を行った。肝癌培養細胞を用いたSUV39H1の機能喪失では、H3K9me3の発現レベルは低下しており、増殖能および腫
瘍形成能が抑制され、肝癌手術検体におけるSUV39H1とH3K9me3の発現は有意に相関していた。一方で、ESETに関しては
これらの所見は認められなかった。また、ESETノックアウトマウスの胎児肝由来のDlk細胞のコロニーアッセイでは、
培養系において幹/前駆細胞の減少と分化障害が認められた。したがって、正常肝臓及び肝癌におけるESETの役割は大
きく異なる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Histone lysine methyltransferases, such as ESET and SUV39H1, regulate 
transcriptional repression through the formation of Histone H3 lysine 9 trimethylation (H3K9me3). In the 
loss-of-function assays for HCC cells, SUV39H1 knockdown but not ESET knockdown reduced H3K9me3 levels 
and impaired HCC cell growth and sphere formation. The expression levels of SUV39H1 but not those of ESET 
were significantly correlated with H3K9me3 levels in primary HCC samples. In addition, loss of ESET 
function in embryonic murine hepatic stem/progenitor cells derived from tamoxifen-inducible conditional 
knockout mice for ESET, severely impaired proliferation and self-renewal capability.
Our findings indicate that ESET plays an essential role in the maintenance of both the proliferative and 
self-renewal capacity of hepatic stem/progenitor cells but not in the tumorigenicity of HCC cells.

研究分野： 肝臓病学

キーワード： 幹細胞
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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)タンパクのポリコーム抑制複合体
(PRC)2 の中心的分子であり、ヒストン
H3K27 のトリメチル化酵素活性を有する
EZH2 が、正常肝幹細胞および肝癌幹細胞
双方における自己複製能の維持に必須で
あることを報告してきた(Chiba et al, J 
Hepatol, 52;854, 2010; Chiba et al, 
Hepatology, 52;1111, 2010; Chiba et al, 
Int J cancer, 130;2557, 2012)。現在では
EZH2 のみならず、様々なヒストンメチル
化酵素およびヒストン脱メチル化酵素の
遺伝子異常や発現異常が報告されており、
その機能解析が進められつつある。 

 
２．研究の目的 
 
エピジェネティクスとは、DNA 塩基配列
の変化を伴わずに、細胞分裂を経ても忠実
に継承される遺伝子発現制御機構である。
ES 細胞や組織幹細胞では、ヒストン修飾
や DNA メチル化などが協調して、その未
分化性の維持に関与することが知られて
いる。一方で、エピジェネティックな制御
機構による厳密な遺伝子発現制御の破綻
は、癌化とも密接に関与していることが知
られている。実際に、様々な癌において、
DNA メチル化やヒストン修飾などのエピ
ジェネティックな異常がみとめられ、発癌
および癌の進展におけるエピジェネティ
クスの重要性は疑う余地がない。 
トリメチル化ヒストン H3K9 (H3K9me3)
は、トリメチル化ヒストン H3K27 
(H3K27me3)と同様に、重要な転写抑制性
ヒストン修飾であり、神経幹細胞や造血幹
細胞などの分化制御において極めて重要
であることが報告されている(Tan et al, 
Development, 139;3806, 2012)。また、大
腸癌や前立腺癌などで癌抑制遺伝子のサ
イレンシングに関与することも示唆され
ているが(Ohm et al, Nat Genet, 37;391, 
2005)、詳細は不明のままである。 
そこで本研究では、主にユークロマチン領
域においてヒストン H3K9 のトリメチル
化酵素として機能するESET (SETDB1)お
よび SUV39H1 に注目し、正常肝幹細胞お
よび肝癌幹細胞におけるそれらのヒスト
ンメチル化酵素の機能解析を行う。 

 
３．研究の方法 
 

H3K9 のトリメチル化酵素として機能す
る ESET (SETDB1)および SUV39H1 に
対する Sh-RNA を作成し、肝癌培養細胞
における loss-of-function assay を行った。
また、肝癌手術検体を用いた臨床病理学
的を行い、バイオマーカーとしての有用
性を検討した。 

さらに、タモキシフェンコンディショナ
ルノックアウトマウスを用いて、胎児肝
臓より肝幹細胞(Dlk陽性細胞)を分離回収
し、コロニーアッセイを行い、自己複製
能および分化能を評価する。これらの解
析を通して、肝臓における（正常）幹細
胞システムと癌幹細胞システムの異同を
評価・検討した。 

 
４．研究成果 
 
肝癌培養細胞を用いて ESET に対する
ShRNA の安定発現株を作成したが、
H3K9me3 の変化は無く、増殖能や腫瘍形成
能に明らかな変化は見られなかった。一方で、
SUV39H1 に対する ShRNA や低分子化合物
Chaetocin 処理による H3K9me3 阻害により、
肝癌培養細胞の sphere 形成能や免疫不全マ
ウスにおける xenograft の造腫瘍活性は有
意に低下した。 
また、肝癌手術検体を用いた臨床病理学的検
討では、SUV39H1 と H3K9me3 の発現は有
意に相関しており、これらが高発現している
症例では、低発現の症例に比して再発率が有
意に高い傾向をみとめた。 
また、Alb-cre マウスとの交配により得られ
た肝臓特異的 ESET ノックアウトマウスを
生後 6 ヶ月、12 ヶ月の時点で病理学的に評価
したが、異常所見はみとめられなかった。 
その一方で、タモキシフェンコンディショナ
ルノックアウトマウスの胎児肝臓由来の幹/
前駆細胞（Dlk 陽性細胞）のコロニーアッセ
イでは、培養系において、幹/前駆細胞分画の
減少と、肝細胞への強い分化障害がみとめら
れた。 
以上の結果から、正常な幹細胞機能維持にお
ける ESET の重要性が示唆された。一方で、
肝癌培養細胞を用いたアッセイ系では、
ESETよりもむしろSUV39H1の機能喪失時
に有意な変化が認められたことから、肝癌細
胞の増殖能や腫瘍形成能における ESET の
役割は不明瞭であった。 
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