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研究成果の概要（和文）：ポリコーム群(PcG)タンパク質は、ヒストン修飾を介して様々な発生

関連遺伝子群の転写抑制に寄与する。我々はこれまでに、PcG タンパク質 Bmi1 が肝幹細胞の自

己複製を正に制御していることを明らかにしているが、その作用機序は未解明である。本研究

では PcG タンパク質複合体構成因子のうち、標的遺伝子の転写抑制で重要な役割を持つ Ring1B

を対象として肝幹細胞における標的遺伝子の探索を試みた。その結果、肝幹細胞の Ring1B 下流

候補遺伝子約 900遺伝子を同定した。これらの遺伝子には、細胞周期やアポトーシス制御に関

わるものが複数含まれていた。肝幹細胞の自己複製において Ring1B は細胞周期やアポトーシス

制御を担っているものと考えられた。 

 
研究成果の概要（英文）： The polycomb-group (PcG) proteins are critical determinant for 
the self-renewal capacity of the stem cells by transcriptional repression of 
developmental regulatory genes. In this study, to investigate the role of PcG protein 
in maintaining the self-renewal capability function in the hepatic stem cells, we examined 
the Ring1B target gens in hepatic stem cells by using the Ring1B conditional KO mice and 
DNA microarrays. We demonstrated that Ring1B repressed approximately 900 genes in hepatic 
stem cell. Ring1B target gene sets contained multiple genes related to cell cycle and 
apoptosis. Ring1B may regulate the self-renewal capacity of hepatic stem cells by 
suppressing cell cycle genes and apoptosis regulatory genes. 
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１．研究開始当初の背景 

 組織幹細胞は組織の発生や恒常性維持、組
織修復において重要な機能を担う。組織幹細

胞が個体の生涯に渡って娘細胞を供給し続
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けるためには、幹細胞の最も重要な特性であ

る「自己複製能」が適切に制御される必要が

ある。幹細胞の自己複製は細胞分化を抑制し

ながら細胞増殖が亢進している状態と捉え

ることができ、これまでに ES 細胞や造血幹

細胞等の研究から細胞増殖や細胞分化に関

わる複数の遺伝子の関与が見いだされてい

る。しかしながらこれら複数の遺伝子群がど

のような機構で統合的に発現制御され、幹細

胞の自己複製の成立基盤となっているかに

ついては未解明である。我々の研究グループ

は複数の細胞増殖や細胞分化関連遺伝子群

の発現制御を介して「細胞記憶」に関わると

されるポリコーム群 (Polycomb group: PcG) 

タンパク質複合体に着目し、肝幹細胞の自己

複製における役割を検討している。これまで

に、我々は PcGタンパク質の一つである Bmi1

を肝幹細胞で過剰発現させるとこの細胞の

自己複製が異常に亢進するとともに、肝発癌

に至ることを見いだしている。肝幹細胞にお

ける PcGタンパク質の役割を明らかにするこ

とは、正常組織における肝幹細胞の維持機構

の解明に繋がるだけでなく、発癌プロセスの

理解にも繋がると考えられ解明が待たれる。 

 

 

２．研究の目的 

 本研究では、PcG タンパク質複合体を介し

た肝幹/前駆細胞の自己複製制御機構を解明

するため、PcG タンパク質複合体の中でも標

的遺伝子の転写を直接制御していると考え

られる PRC1(Polycomb repressive complex 1)

の構成因子の役割、機能発現様式を明らかに

することを試みる。 

 

 

３．研究の方法 

(1) 肝臓の器官形成における Ring1B の機能

解析 

 タモキシフェン存在下において Ring1B を

コンディショナルに欠損させることが可能

な ROSA26::CreER(T2)+/-;Ring1B flox/flox

マウス (理化学研究所 免疫・アレルギー科

学 総合研究センターの古関博士らにより作

製された Ring1B コンディショナル KO マウ

ス) を交配し、妊娠マウスを得た後、母体の

腹腔内にタモキシフェンを投与し Ring1B の

欠損を誘導した。その後、胎仔マウスの組織

学的変化を観察した。 

 

(2) 肝幹/前駆細胞のクローン性コロニー形

成における Ring1B の機能解析 

 Ring1B コンディショナル KO マウスの交配

により得た胎仔マウスより肝臓を分離し、フ

ローサイトメトリーを用いて肝幹/前駆細胞

を選択的に分離し、クローナルな培養系でク

ローン性コロニー形成過程を評価した。単一

細胞の肝幹/前駆細胞を播種した後、培養 5

日目に形成されるコロニーの構成細胞数、お

よび分化マーカーの発現について検討した。 

 

(3) Ring1B 下流遺伝子の抽出 

 タモキシフェン存在下で Ring1を欠損する

ことが可能な ROSA26::CreER(T2)+/+;Ring1B 

flox/flox 妊娠マウスあるいはタモキシフェ

ン存在下においても Ring1が欠損されない

ROSA26::CreER(T2)-/-;Ring1B flox/flox 妊

娠マウスの腹腔内にタモキシフェンを各々

投与し、胎生 13.5 日目の胎仔を回収した。

これらのマウスから肝幹細胞を分離し、マイ

クロアレイ解析および定量的 RT-PCR解析を

行うことで、Ring1B 欠損時に脱抑制が生じる

遺伝子を抽出した。また、クロマチン免疫沈

降(ChIP)法を用いて各遺伝子のプロモータ

ー領域における Ring1B タンパク質集積を検

討した。 

 

 

４．研究成果 

(1) 肝臓の器官形成における Ring1B の機能

解析 

 肝臓形成プロセスの様々な時期で Ring1B

の欠損を誘導し組織学的に比較したところ、

肝臓発生の初期ステップ(E8.5-10.5)で

Ring1B 欠損を誘導した際に、最も顕著な肝臓

器官形成阻害が確認された。この時期は肝幹

細胞が活発に自己複製を行っているものと

考えられている。一方で、成体肝臓において

Ring1B を欠損させても、有意な組織学的な変

化は認められなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

(2) 肝幹/前駆細胞のクローン性コロニー形

成における Ring1B の機能解析 

 肝幹/前駆細胞のクローン性コロニー形成

過程における Ring1B の機能を検討したとこ

ろ、Ring1B を欠損させた肝幹/前駆細胞はク

ローン性コロニー形成が顕著に阻害された。

培養 5日目においてアルブミン陽性細胞およ

びサイトケラチン 7陽性細胞の存在を検討し

たところ、Ring1B 非欠損群ではアルブミンと

サイトケラチン 7を共に発現する未分化な細

胞が確認されるが、Ring1B 欠損群では未分化

な細胞の存在頻度が顕著に低下していた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(3) Ring1B 下流遺伝子の抽出 

 Ring1B は様々な下流遺伝子の発現を抑制

することが知られている。肝幹細胞における

Ring1B 下流遺伝子を抽出するため、Ring1B

を欠損した肝幹細胞で脱抑制を受ける遺伝

子群をマイクロアレイ解析により抽出した。

その結果、脱抑制を受ける約 900遺伝子を同

定した。Ring1B 下流候補遺伝子について

ChIP-PCR 解析を行ったところ、PcGタンパク

質の代表的な下流遺伝子であるサイクリン

依存性キナーゼ阻害因子 Cdkn2a 以外に複数

の下流標的遺伝子が抽出された。これらの中

には、Cdkn2a とは異なる細胞周期関連遺伝子、

また、アポトーシスに関わる遺伝子群が含ま

れていた。これらの遺伝子群は Ring1B を介

した肝幹細胞の自己複製制御に深く関わる

と考えられる。 
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