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研究成果の概要（和文）： 
 ポリコーム複合体１（Ring1B-Bmi1-Rae28-Scmh1 野生型）および RDCOXB4 複合体
（Roc1-Ddb1-Cul4a-HOXB4 野生型）が共に Geminin に対する E3 ユビキチンリガーゼ活性
を持ち、そのタンパク質発現を低下させることで造血幹細胞活性を支持していることを明らか
にした。次いで Geminin の造血過程における発現動態をトレースするために Geminin-EYFP
融合遺伝子ノックインマウスを確立することに成功した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We revealed that each of Polycomb complex 1 (Ring1B-Bmi1-Rae28-Scmh1 wild type) and 
RDCOXB4 complex (Roc1-Ddb1-Cul4a-HOXB4 wild type) acts as an E3 ubiquitin ligase for 
Geminin to regulate expression level of the protein, which sustains hematopoietic stem 
cell activity.  Next, we succeeded in generating Geminin-EYFP knock-in mice to trace the 
expression level of Geminin in vivo hematopoiesis. 
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１．研究開始当初の背景 
 HOX タンパク質は、発生過程における前後

軸に沿った位置情報を担っており、その発現

パターンにより組織構造の特性化が起こる。

HOX タンパク質のうち HOXB4 は造血系細胞に

よく発現されており、そのレトロウイルスを

用いた過剰発現は ex vivo での造血幹細胞の

著しい増幅を可能にすることが知られてい

る(Kyba et al. Cell 2002; 109: 29-37, 

Antonchuk et al. Cell 2002; 109: 39-45)。

一方でポリコーム複合体は、核内に巨大な二

種類の複合体（複合体１及び複合体２）を形

成し、ヒストンコードを介して HOX 遺伝子群

の発現抑制状態を維持伝達することにより

細胞のメモリー機構を構成している。 

 ポリコーム複合体１の構成メンバーのう
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ち Rae28 や Bmi1 のノックアウトマウスを用

いた解析にて、ポリコーム複合体が造血幹細

胞の活性の維持に必要不可欠であることが

明らかになった（Ohta et al. J Exp Med; 

2002; 195:759-70, Park et al. Nature 2003; 

423:302-5、前者は申請者らの研究グループ

によりなされた業績である）。これらのノッ

クアウトマウスでは、造血系細胞における

HOX タンパク質の発現自体には異常が認めら

れなかった。Bmi1 が、p16INK4a や p19ARF を

コードする ink4a遺伝子座の転写活性を抑制

することで造血幹細胞の活性を維持してい

ることが示されたが、その貢献は部分的なも

のにとどまる。また、申請者らの樹立した

Rae28 ノックアウトマウスにおける造血幹細

胞活性の低下においては ink4a遺伝子座の関

与は認められなかった。従ってポリコーム複

合体１を介した造血幹細胞活性の維持には

新たな分子機序が存在することが予想され

た。 申請者らの研究グループは、yeast two 

hybrid 法を用いた解析にて造血幹細胞制御

の二大細胞内因子とも位置づけられる HOXタ

ンパク質とポリコーム複合体１が共に

Geminin と直接分子結合をすることを明らか

にした(Luo et al. Nature 2003; 423:302-5)。

Geminin は、一細胞周期に一度だけの DNA 複

製を規定するDNA複製ライセンス化因子Cdt1

の直接的阻害分子であり、細胞の S期への突

入を抑制することにより細胞の増殖活性を

抑制するとともに S期の細胞においては過剰

な DNA複製を抑制することによりゲノムの安

定性を維持する役割を担っている。また、

Geminin は神経幹細胞の未分化性を維持する

因子としても知られており、その分子機序の

一つとして Gemininがクロマチンリモデリン

グ複合体 SWI/SNF の Brg1 サブユニットに直

接結合することでクロマチンリモデリング

を抑制するモデルが提唱されている(Seo et 

al. Genes Dev 2005; 19:1723-34)。 

 申請者らは、Rae28 欠損造血細胞において

Geminin タンパク質が蓄積していることを見

出し、この過剰な Geminin が Rae28 欠損造血

幹細胞の活性低下の分子基盤を担っている

可能性を示すとともに、ポリコーム複合体１

が Geminin の E3 ユビキチンリガーゼの一つ

として機能しその安定性を制御しているこ

とを明らかにした（Ohtsubo et al. Proc. 

Natl. Acad. Sci 2008; 105:10396-10401）。

次いで、申請者らは過剰発現させた HOXB4が、

Rae28 欠損造血細胞における Geminin タンパ

ク質の蓄積を消失させるとともに造血幹細

胞活性の低下を回復させることを明らかに

した。申請者らはさらに、HOXB4 が Cul4-ROC1 

E3 ユビキチンリガーゼのアダプター分子と

して機能し Gemininのユビキチン化を誘導し

ていることを見出した（平成 19 年日本血液

学会にて発表）。以上の知見により、Geminin

タンパク質のユビキチン化制御が、造血幹細

胞の未分化性の維持や増殖活性の付与を含

めた活性の制御に極めて重要な役割を果た

しているのではないかと考え本研究を着想

した。 
 
２．研究の目的 
 造血幹細胞の活性を正に制御する二大細

胞内因子として HOXタンパク質とポリコーム

複合体１が知られている。これらは、従来転

写制御因子として理解されてきたが、造血幹

細胞の活性制御における分子基盤はほとん

ど解明されていない。申請者らの研究グルー

プは、これらの二大細胞内因子が、共に DNA

複製ライセンス化制御因子でありかつ幹細

胞の未分化性維持因子である Geminin(双子

の機能を持つタンパク質として命名された)

と結合することを見出した(Luo et al. 

Nature 2003; 423:302-5)。さらに申請者ら

は、これらの二大細胞内因子が共に Geminin

の E3 ユビキチンリガーゼとしてそれぞれ独

立して機能することが、造血幹細胞の活性制

御の根幹的な分子基盤をなす可能性を示し

た。これらの知見に基づき、Geminin のユビ

キチン化を制御する分子基盤の詳細を明ら

かにするとともに、Geminin のユビキチン化

制御を介した造血幹細胞活性の制御システ

ムを分子レベルで解明することが本研究の

目的である。 

 
３．研究の方法 
(1)  ポリコーム複合体１を介した Geminin
のユビキチン化 
 申請者らは、すでにバキュロウイルス−昆
虫細胞系を用いてポリコーム複合体１
(Ring1B-Bmi1-Rae28-Scmh1)を再構成し、リ
コンビナント Geminin タンパク質の in vitro
ユビキチン化活性を検出する実験系を確立
した。ポリコーム複合体１のメンバーのうち
Ring1B は E2 ユビキチン結合酵素の結合ドメ
インを提供するのでその E3 ユビキチン活性
には必須であると考えられる。そこで、残り
の構成因子をそれぞれ組み合わせ、例えば



Bmi1, Rae28, Scmh1 をそれぞれ欠いた複合体
を再構成し in vitro Geminin ユビキチン化
を行い、Geminin の E3 ユビキチンリガーゼ
活性におけるポリコーム複合体１の各構成
因子の役割を調べる。また、Scmh１は Geminin
との結合部位を提供しているので、Scmh1 の
Geminin 結合部位を破壊した変異体を作製し、
ポリコーム複合体１の Geminin の E3 ユビキ
チンリガーゼ活性に与える影響を調べる。 
(2)  RDCOXB4(Roc1-Ddb1-Cul4a-HOXB4) 複 合
体を介した Geminin のユビキチン化 
 申請者らは、すでに予備実験において昆虫
細胞を用いた RDCOXB4複合体の再構成に成功
した。そこで、上と同様に Geminin タンパク
質の in vitro ユビキチン化活性を検出する
実験系を確立する。この実験系が確立すれば、
既に作製した HOXB4 の Geminin 結合能が阻害
された変異体(HOXB4-mut)の Geminin E3 ユビ
キチンリガーゼ活性に与える影響を調べる。 
(3)  Geminin-GFP 融合遺伝子ノックインマ
ウスの樹立 
 Geminin 遺伝子は７個のエクソンからなり
第７エクソンに終止コドンが存在する。その
終止コドンの直前に GFP を in-frame に挿入
したノックインベクターを作製する。これを
ES 細胞に導入し相同組み替え体をスクリー
ニングする。選択された ES 細胞クローンを
胚盤胞に導入しキメラマウスを作製し、
C57BL/6 マウスに交配しヘテロ接合体を得る。
これをさらに C57BL/6マウスにもどし交配し
目的のノックインマウスを確立する。 
 
４．研究成果 
(1)  ポリコーム複合体１を介した Geminin
のユビキチン化 
 バキュロウイルス−昆虫細胞系を用いてポ
リコーム複合体１を再構成し、in vitro での
Gemininに対するE3ユビキチンリガーゼ活性
を調べたところ、Ring1B、Bmi1、Rae28、Scmh1
のどの因子を欠いても充分な酵素活性を発
揮できないことが分かった。また Scmh1 の
Geminin 結合部位を破壊した変異体を野生型
Scmh1 の代わりに使用すると、酵素活性は著
しく低下した。 
(2)  RDCOXB4(Roc1-Ddb1-Cul4a-HOXB4)複合
体を介した Geminin のユビキチン化 

 バキュロウイルス−昆虫細胞系を用いて
RDCOXB4 複合体を再構成し、in vitro での
Gemininに対するE3ユビキチンリガーゼ活性
を調べたところ、Roc1、Ddb1、Cul4a、HOXB4
のどの因子を欠いても充分な酵素活性を発
揮できないことが分かった。また HOXB4 の
Geminin 結合部位を破壊した変異体を野生型
HOXB4 の代わりに使用すると、酵素活性はほ
ぼ消失した。 
(3)  Geminin-GFP 融合遺伝子ノックインマ
ウスの樹立 

 Geminin 遺伝子の第７エクソンにある終止
コドンの直前に GFP を in-frame に挿入した
ノックインベクターを作製し、これを ES 細
胞に導入して相同組み替え体をスクリーニ
ングした。選択された ES 細胞クローンを胚
盤胞に導入しキメラマウスを作製し、
C57BL/6 マウスに交配しヘテロ接合体を得た。
これをさらに C57BL/6マウスにもどし交配し
目的のノックインマウスを確立した。次いで
ヘテロ接合体同士を交配し、ホモ接合体を得
た。骨髄細胞における Geminin-EFYP 融合タ
ンパク質の発現をウェスタンブロットとフ
ローサイトメーターで調べ、想定通りの発現
が認められることを確認した。 
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