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研究成果の概要（和文）： 本研究では、幹細胞の自己複製制御と深い関係にあると考えられる

肝発癌過程の分子機構の解明を目的とし、肝幹細胞の自己複製に必須であるポリコーム群タン

パク質 Ring1B の下流制御遺伝子群の同定を試みた。Ring1B 欠損マウスを用いた遺伝子発現解

析およびクロマチン免疫沈降解析より、Ring1B 下流標的として Cdkn2a を含む複数の遺伝子群

を抽出した。肝幹細胞の増殖･分化において Cdkn2a の機能を検討したが、Ring1Bによる肝幹細

胞の増殖･分化においては、Cdkn2a 以外の分子が重要な役割を持つものと考えられた。 

 

研究成果の概要（英文）：  To elucidate the molecular mechanism of hepatic 

tumorigenesis, which is considered to related to the self-renewal of hepatic 

stem/progenitor cell, we attempted to identify the downstream target genes of 

Polycomb group protein Ring1 that is essential for self-renewal of hepatic stem cells. 

By microarray and ChIP-PCR analysis, we extracted Cdkn2a as a Ring1B target gene. 

We investigated the expansion of hepatic stem/progenitor cell during hepatogenesis in 

cdkn2a and ring1B deficient mice, the result showed that the rescue is limited. We 

concluded that Ring1B should have other important downstream targets in addition to 

Cdkn2a in stem/progenitor cells. 
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１．研究開始当初の背景 

 組織幹細胞は、自己複製を行い自身のプー

ルを維持しながら、発生・再生などの様々な

局面で重要な役割を担っている。幹細胞の自

己複製では、細胞分裂を介して高い増殖性や

分化多能性が維持されることが重要である

が、分子機構について不明な点が多い。我々

はこれまでに、ヒストン修飾因子の一つであ

るポリコーム群(PcG)タンパク質複合体が肝

幹細胞の自己複製に必須であるとともに、

PcGタンパク質 Bmi1の過剰発現が肝幹細胞の

異常な活性化を惹起し、腫瘍形成を誘導する
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ことを明らかにしている。ポリコーム群タン

パク質 Bmi1は Ring1Bと相互作用を行うこと

により、Ring1B依存的に様々な標的遺伝子の

転写を抑制すると考えられているが、肝幹細

胞における PcGタンパク質複合体の下流標的

の理解は乏しい。 

 

 

２．研究の目的 

 本研究では、肝幹細胞の自己複製制御機構

および肝発癌プロセスの解明を目的として、

肝幹細胞の自己複製および肝発癌過程の双

方に関わるポリコーム群 (PcG) タンパク質

複合体について下流標的遺伝子群の同定を

試みる。PcG タンパク質複合体の中でも、特

に、標的遺伝子の転写抑制に重要な役割を持

つとされる Ring1B について、肝幹細胞にお

ける下流標的遺伝子の抽出を試みる。また、

抽出された遺伝子と Ring1B との機能的な関

係について検討を行い、肝幹細胞の自己複製

を担う遺伝子の抽出を試みる。 

 
 

３．研究の方法 

(1) Ring1Bを欠損した肝幹/前駆細胞の表現

型解析 

 理化学研究所 古関明彦博士らにより作製

された、Ring1Bコンディショナルノックアウ

ト (cKO) マウスを用い、肝幹細胞が顕著に

自己複製を行う肝発生初期において Ring1B

の欠損を誘導し、肝臓の器官形成に及ぼす影

響を検討した。また、Ring1B を欠損した肝幹

/前駆細胞をクローナルな培養系で培養し、

細胞増殖および細胞分化に及ぼす影響を検

討した。 

 

 (2) 肝幹細胞における Ring1B下流遺伝子の

抽出 

 Ring1B cKOマウスおよび、野生型マウスか

ら肝幹/前駆細胞を分離した後、マイクロア

レイ解析を行い、Ring1B を欠損した肝幹/前

駆細胞において脱抑制を受ける遺伝子群を

抽出した。また、Ring1B 抗体によるクロマチ

ン免疫沈降を行い、抽出された遺伝子群のプ

ロモーター領域において Ring1Bの集積があ

るか否かを検討した。 

 

(3) Ring1B 下流候補遺伝子の機能解析 

 Ring1B の下流標的として抽出された遺伝

子群について、Ring1B との二重欠損を誘導し、

機能的関係性を検討した。Ring1B cKOマウス

と Cdkn2a欠損マウスを交配し、得られたマ

ウス、および、Ring1B単独欠損マウスについ

て肝幹細胞の表現型を解析した。 

 

４．研究成果 

(1) Ring1Bを欠損した肝幹/前駆細胞の表現

型解析 

 肝臓の器官形成過程の初期過程では、肝幹

細胞が自身のプールを増加させることが知

られている。肝発生初期に Ring1B の欠損を

誘導し、肝臓の器官形成における変化を検討

したところ、肝臓の形成が顕著に抑制された。

このとき、Ring1Bを欠損したマウス肝臓では

αフェトプロテインを発現しながら細胞増

殖に富む、肝幹/前駆細胞が減少しているこ

とが明らかになった(図 1a,b)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

肝幹細胞を選択的に分離し、クローナルな培

養系で培養したところ、Ring1Bを欠損した肝

幹/前駆細胞はコロニー形成が顕著に阻害さ

れることが明らかとなった。Ring1Bは肝幹細

胞の自己複製プロセスにおいて重要な役割

も持つものと考えられた。 

 

 (2) 肝幹細胞における Ring1B下流遺伝子の

抽出 

 Ring1Bの欠損を誘導した胎生 13.5日目のマ

ウス肝臓、および Ring1B 欠損を誘導してい

ない胎生 13.5 日目のマウス肝臓より CD45- 

Ter119-細胞を分離し、マイクロアレイ解析

を実施した。Ring1B 欠損時に脱抑制を受ける

遺伝子を抽出した後、抽出された遺伝子を対

象とした ChIP 解析を行い、プロモーター領

域で Ring1B が集積している 342 遺伝子を抽

出した。抽出された遺伝子の中には、サイク

リン依存性キナーゼインヒビターCdkn2a な

ど、細胞増殖制御遺伝子が含まれていた。 

 
 

図 1. Ring1B を欠損した肝幹細胞の表現型 



 
 
 
 
 
 
 

 

 

 (3) Ring1B 下流候補遺伝子の機能解析 

 造血幹細胞などにおいては、PcG 下流遺伝

子の一つがサイクリン依存性キナーゼイン

ヒビターcdkn2a であることが明らかとなっ

ている。肝幹細胞システムにおいても重要な

役割を担っている可能性があるため、Ring1B

と Cdkn2a の二重欠損マウスを作出し、表現

型解析を行った。Ring1B, Cdkn2a の二重欠損

マウスおよび Ring1B 単独欠損マウスの表現

型解析より、肝幹/前駆細胞の増殖および分

化においては、Ring1B の下流に Cdkn2a 以外

の標的があるものと考えられた。 

 従来、組織幹細胞の自己複製に関わるポリ

コーム群タンパク質の主な下流標的は、

Cdkn2a とされていたが、本研究より、肝幹/

前 駆細胞においては Cdkn2a以外の分子が重

要な役割を持つものと考えられた。今後、

Cdkn2a 以外の Ring1B 下流標的分子を特定す

ることにより、ポリコーム群タンパク質を介

した肝幹細胞の自己複製制御の全貌解明が

期待される。 
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