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研究成果の概要： 
 肝幹細胞の自己複製制御機構の破綻によって生じる発癌過程の理解を目的とし、マウス肝幹

細胞におけるポリコーム群遺伝子 Ring1B の機能解析を行った。Ring1B コンディショナルノッ

クアウトマウスを用い、胎生 8.5 日目から胎生 13.5 日目にかけて Ring1B 遺伝子の欠損を誘導

したところ、肝発生の初期ステップが著しく阻害されることが明らかとなった。このとき、

Ring1B を欠損した肝幹細胞では自己複製能が著しく低下するとともに、負の細胞増殖制御因子

である Cdkn2a の脱抑制が観察された。本研究より、肝幹細胞の自己複製において Ring1B が必

須であることが明らかとなった。 
 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2007 年度 2,000,000 0 2,000,000 
2008 年度 1,300,000 390,000 1,690,000 

年度  

年度  

 年度  

総 計 3,300,000 390,000 3,690,000 
 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：外科系臨床医学・消化器外科学 
キーワード：発癌 
 
１．研究開始当初の背景 
  幹細胞は生体の恒常性維持や組織修復
において必須であるが、これら幹細胞の制御
が破綻した場合、癌をはじめとする様々な疾
患に至ることが明らかにされはじめている。
幹細胞の自己複製は細胞分化や細胞増殖に
関わる複数の遺伝子の発現が協調して制御
されることで成立すると考えられるが、これ
ら複数の遺伝子の発現制御に関わる分子と

してポリコーム群(PcG)タンパク質複合体が
同定されている。 
  ポリコーム群(PcG)タンパク質はショウ
ジョウバエの遺伝学より、「細胞記憶」に関
与する分子として同定され、その後、PcG タ
ンパク質は細胞核内で複合体を形成し発
生・増殖に重要な複数の遺伝子の制御領域と
結合することで、i) RNA ポリメラーゼ II のリ
クルートを妨げて転写を抑制する、ii) DNMTs



の活性を亢進させ DNA のメチル化を誘導す
ることが明らかにされている。 
  我々はこれまでに肝幹細胞において PcG
タンパク質の一つである Bmi1 の機能解析を
行い、① Bmi1 を過剰発現させた肝幹細胞で
は自己複製が過剰に亢進し腫瘍形成に至る
こと、② Bmi1 を過剰発現させた肝幹細胞で
は細胞増殖を負に制御するサイクリン依存
性キナーゼ 2A(Cdkn2a)の発現が有意に増加
することを見いだし、Bmi1 が肝幹細胞にお
いて自己複製制御因子として機能している
ことを見いだしている (Chiba T, Taniguchi H 
et al., Cancer Res. 1;68(19), 7742-9, 2008.)。ま
た最近、PcG タンパク質複合体を介した遺伝
子発現抑制においては、他の PcG タンパク質
Ring1B の重要性が報告されつつあり、Bmi1
と Ring1B との機能的関係に関心が寄せられ
ている。PcG タンパク質複合体を介した幹細
胞の自己複製制御機構を理解する上では
個々の構成因子の機能を明確にするととも
に、PcG タンパク質の下流標的や上流制御因
子群を明らかにすることが重要と考えられ
ている。 
 
 
２．研究の目的 
  ポリコーム群(PcG)タンパク質複合体を
介した肝幹細胞の自己複製制御機構を明ら
かにするため、PcG タンパク質複合体の構成
因子として Bmi1 と直接結合し遺伝子発現制
御に深く関わるとされる Ring1B に着目し、
肝幹細胞における機能、およびその発現様式
を明らかにする。また、Ring1B の標的遺伝子
群や上流制御機構解析を試みることで、肝幹
細胞の自己複製制御機構の理解を試みる。こ
れにより、幹細胞形質の再獲得に基づくとさ
れる肝発癌過程の分子基盤の本態理解を試
みる。 
 
 
３．研究の方法 
  当初、ヒト肝癌組織における包括的なポ
リコーム群タンパク質の発現解析を計画し
たが、実験開始直前に海外の他グループから
報告がなされたため、本研究では Ring1B の
コンディショナルノックアウトマウスを用
いて、肝幹細胞における Ring1B の詳細な機
能解析を実施した。 
 
(1) Ring1Bコンディショナルノックアウトマ
ウスの作製 
  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って作製
された Rosa26::CreER(T2)+/-マウス、および 
Ring1Bflox/floxマウスを交配し、Ring1B コンデ
ィショナルノックアウトマウス (Rosa26:: 
CreER(T2)+/-;Ring1Bflox/floxマウス)を得た。また、

成熟肝細胞における Ring1B の機能を検討す
るため、Albumin::Cre+/+マウスと Rosa26:: 
CreER(T2)-/-;Ring1Bflox/flox マウスと交配し、
Albumin::Cre+/-:Ring1Bflox/floxマウスを得た。こ
れらマウスにおける Cre リコンビナーゼによ
る Lox-P 配列の特異的切り出し効率を確認す
るため、 Albumin::Cre+/- マウスと Rosa26- 
LoxP-LacZ+/-レポーターマウスを交配し、
Albumin::Cre+/-:Rosa26- LacZ+/-マウスを得た。
得られたマウスの遺伝型は特異的プライマ
ーを用いたゲノム PCR 法により確認した。 
 
(2) Ring1Bコンディショナルノックアウトマ
ウスにおける遺伝子欠損誘導 
  Rosa26::CreER(T2)+/-;Ring1Bflox/flox の雄マ
ウス、および Rosa26::CreER(T2)-/-; Ring- 
1Bflox/flox の雌マウスを交配した後、プラグが
確認された雌マウスの腹腔内に妊娠 8.5 日目、
妊娠 10.5 日目、あるいは妊娠 12.5 日目より 5
日間連続してタモキシフェン (TAM) を
1mg/body/day で投与し、胎仔マウスの Ring1B
遺伝子を欠損させた。欠損誘導後、胎生 13.5、
胎生 15.5、胎生 17.5 日目において胎仔を回収
し、ゲノム PCR 法および Western blot 法で遺
伝型を確認した後、肝重量の測定および組織
解 析 を 行 っ た 。 ま た 、 5 週 齢 の
Albumin::Cre+/-:Ring1Bflox/flox マウスより肝臓
を回収し遺伝型を確認した後、肝重量の測定
および組織解析を行った。 
 
(3) フローサイトメトリーによるRing1Bコン
ディショナルノックアウトマウスからの肝
幹細胞の選択的単離と培養 
  妊娠 13.5 日目の Rosa26::CreER(T2)-/-; 
Ring1Bflox/flox マウスから胎仔肝臓を回収し、
0.1%トリプシン溶液中で 4℃・30 分間インキ
ュベートした。その後、37℃・10 分間の浸透
混和処理を行い、さらに、ピペッティング操
作により細胞を分散した。得られた細胞を遠
心操作により洗浄し、さらに径 40um のナイ
ロンメッシュに通過させることで、単一細胞
に分散された細胞浮遊液を調製した。その後、
抗マウス CD16/32 抗体(PharMingen)を添加し、
氷上で 5 分間反応させた。次に、fluorescein 
isothiocyanate(FITC)標識抗マウス CD29 抗体
(PharMingen)、phycoerythrin(PE)標識抗マウス
CD49f 抗 体 (PharMingen) 、 allophycocyanin 
(APC)標識抗マウス c-Kit 抗体(PharMingen)、
biotin 標 識 抗 マ ウ ス TER119 抗 体 
(PharMingen)、biotin 標識抗マウス CD45 抗体
(PharMingen)を順に添加し、氷上・遮光下で
30 分間反応させた。反応後、遠心操作
（1800rpm、55 秒、4℃）を行い、3%FCS を
含む PBS 溶液で 3 回洗浄した。さらに、
Streptavidin-APC-Cy7 を添加し、氷上・遮光下
で 20 分間反応させた。反応後、遠心操作に
より細胞を 2 回洗浄した。最後に、0.3ug/ml 



propidium iodido (PI)溶液で染色し、MoFlo 
(Dako cytomation) を用いて画分化を行った。
各分化における解析では Summit V4.0 
(DakoCytomation)を用いた。細胞画分化にあ
たり、各ゲートの設定には、蛍光標識抗体と
反応させていない細胞をネガティブコント
ロールとして用いた。 
  得られた各細胞画分はマウス type IV 
collagen 細胞培養ディッシュ (BD)上で 250 
cells/cm2 の密度で培養した。培地は 50ng/ml 
Human recombinant HGF, 20ng/ml recombinant 
Epidermal growth factor(EGF), 1ug/mL Insulin, 
1×10-7 M Dexamethone, 10mM nicotinamide, 2 
mM L-glutamin, 50mM β -mercaptoethanol, 
5mM HEPES, 10% fetal bovine serum を含む
DMEM/F12 を用いた。培養 5 日後、Dish 上
で形成されたコロニーをカウントするとと
もに、肝細胞および胆管上皮細胞の分化マー
カーの発現を検討した。 
 
(4) 遺伝子発現解析 
  AGPC 法により細胞から Total RNA を調
製 し た 後 、 SuperScript™III 逆 転 写 酵 素
(invitrogen)と Oligo dT primer を用いて cDNA
溶液を調製した。cDNA 溶液をテンプレート
として、目的遺伝子を特異的に認識するプラ
イマーを用いて半定量 PCR を行った。他方、
定 量 PCR で は TaqMan 試 薬 (Applied 
Biosystems)と ABI PRISM 7700 を用いた。定
量解析は、比較 CT 法を用いた。それぞれの
サンプルの GAPDH 遺伝子の測定値によって、
反応に用いた cDNA量の補正を行うことで相
対定量を行った。 
 
 
４．研究成果 
肝発生過程におけるRing1B の機能解析 
  胎生 8.5 日から TAM を 5 日間暴露させ
た胎生 13.5 日目の Rosa26::CreER (T2)+/-; 
Ring1Bflox/flox 胎仔マウス(Ring1B コンディシ
ョナル KO マウス)および、Rosa26::CreER 
(T2)-/-;Ring1Bflox/flox 胎仔マウス(Control マウ
ス)から脳・心臓・肺・胃・肝臓・腸・腎臓を
回収し顕微鏡下で観察したところ、Ring1B 
KO マウスでは脳、肝臓、腎臓のサイズが有
意に減少していた(図 1a)。これら臓器のなか
でも肝臓サイズの減少が顕著であった。 
  次に、Ring1B KO マウスの肝臓における
細胞増殖について検討を行うため、胎生 8.5
日目から TAM を投与し、Ring1B 遺伝子を欠
損させた胎生 13.5 日目のマウスについて、
BrdU を 1 時間パルスラベルし組織解析を行
ったところ、Ring1B を欠損した胎仔肝臓では
サイトケラチン 8/18 陽性を示す上皮細胞に
おいて BrdU 陽性細胞数が有意に減少してい
ることが確認された。このことから、Ring1B
は肝発生初期において細胞増殖に強く関与

していることが明らかとなった。一方で、胎
生 10.5 日目から 5 日間 TAM 投与を行った胎
仔マウス、あるいは、胎生 12.5 日目から 5 日
間 TAM を投与した胎仔マウスについて、肝
臓サイズ、肝臓重量、およびサイトケラチン
8/18 陽性細胞中における BrdU 陽性細胞数を
計測したところ、いずれにおいても Ring1B 
コンディショナル KO マウスと Control マウ
スの間で差異は認められなかった(図 1b)。ま
た、5 週齢の Albumin::Cre+/-:Ring1Bflox/flox成体
マウスよび Albumin::Cre-/-:Ring1Bflox/flox 成体
マウスの肝臓を観察しても、両者の間に違い
は認められなかった。このことから、Ring1B
は肝発生の初期ステップにおいて特に重要
な機能を担っていることが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
肝幹細胞におけるRing1B の機能解析 
  肝発生の初期ステップにおいては肝幹
細胞の自己複製が大きく関与していると考
えられている。そこでフローサイトメトリー
を用いて Ring1B コンディショナル KO マウ
スの肝臓から肝幹細胞を選択的に回収し、ク
ローナルな培養系におけるコロニー形成過
程を in vitro コロニーアッセイ法により解析
した。胎生 13.5 日目の Ring1B コンディショ
ナル KO マウスおよび Control マウスの肝臓
よりフローサイトメトリーと蛍光モノクロ
ーナル抗体を用いて c-kit- CD49f+/low CD29+ 

CD45- Ter119-細胞を選択的に分離し、タモキ
シフェン存在下で培養したところ、Ring1B コ
ンディショナル KO マウスでは 100 以上の細
胞から構成され、かつ、Albumin 陽性の肝細
胞とサイトケラチン 7(CK7)陽性の胆管上皮
細胞を含むコロニー数が顕著に減少するこ
とが確認された(図 2 上段)。すなわち、Ring1B
欠損により、高い増殖能と多分化能を兼ね備
えた肝幹細胞の存在頻度が著しく減少する
ことが明らかとなった。また、Ring1B 欠損肝



 幹細胞では SA-βガラクトシターゼ陽性染色
像が確認され、細胞老化に関連した遺伝子発
現が増加していることが確認された(図 2 下
段)。このことから、ポリコーム群タンパク質
Ring1B は肝幹細胞の自己複製に必須である
と考えられた。 

 
 
 
 
 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ring1B標的遺伝子の解析 
  過去の知見から、PcG タンパク質は幹細
胞で細胞周期の負の因子であるサイクリン
依存性キナーゼ阻害因子(CDKNs)の発現を抑
制し続けることで、幹細胞の増殖活性に寄与
していることが考えられている。造血幹細胞
における Bmi1 を対象とした解析より、Bmi1
は発癌と関連する Cdkn2a の発現抑制に深く
寄与しており、Bmi1 の過剰発現は造血幹細
胞の自己複製を過剰に亢進させ白血病幹細
胞を誘導することが示されている。そこで、
本研究では、肝幹細胞において Ring1B が
Cdkn2a の発現抑制に寄与しているか否かを
検証した。定量 PCR 法により、Ring1B 欠損
群および非欠損群における Cdkn2a の発現解
析を行ったところ、Ring1B 欠損群では有意に
Cdkn2aの発現増加(脱抑制)が確認された(図 4
左)。さらに、野生型肝幹細胞において Cdkn2a
のプロモーター領域で Ring1B の集積が認め
られるか否かをクロマチン免疫沈降法と
PCR 法を組み合わせた(ChIP-PCR)により検
証したところ、Ring1B の集積が Cdkn2a のプ
ロモーター領域で観察された(図 4 右)。この
ことから、Ring1B は肝幹細胞において
Cdkn2a の発現抑制に寄与していることが明
らかとなった。 

 
Ring1BとBmi1 の相互作用解析 
  過去の生化学的解析より、Ring1B は
Bmi1 と直接的に相互作用し、タンパク質の
安定化などに寄与する可能性が報告されて
いるが、幹細胞における Ring1B と Bmi1 の機
能的接点の実際については未解明である。そ
こで、TAM 添加により Ring1B を欠損させた
肝幹細胞と TAM を含まない培地で培養した
肝幹細胞における Bmi1 タンパク質の発現量
を検討した。その結果、Ring1B を欠損させた
肝幹細胞では、Bmi1 タンパク質の発現量が
低下していることが明らかとなった(図3左)。 

 
 
 
 
 
   さらに、Ring1B と Bmi1 の機能的接点を

検討するため、Ring1B を欠損させた肝幹細胞
において Bmi1 遺伝子をレトロウイルス遺伝
子導入系を用いて強制発現させ、肝幹細胞の
表現型に及ぼす影響を検討したところ、
Ring1B 欠損による細胞増殖能の低下は Bmi1
によって解除されないことが明らかとなっ
た(図 3 右)。 
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