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研究成果の概要（和文）：DNA複製制御因子でありクロマチンリモデリング制御因子でもあるGemininは、造血幹細胞の
活性を支持するポリコーム複合体１やHoxタンパク質（Hoxb4/Hoxa9）によりタンパク質発現の制御を受けている。本研
究では、レトロウイルスベクターを用いたGeminin発現制御系と造血幹細胞におけるGemininの発現動態を可視化するこ
とのできるGeminin-EYFPノックインマウスを作製し、造血幹細胞制御におけるGemininの分子生物学的役割を明らかに
した。

研究成果の概要（英文）：Geminin is known as a regulator of DNA replication as well as chromatin remodeling
.  Geminin protein expression is regulated by Polycomb group complex 1 and Hox protein (Hoxb4/Hoxa9), whic
h sustain hematopoietic stem cell activity.  The representative of this study generated retroviral vector 
system modifying Geminin expression level and Geminin-EYFP knockin mice enabling visualization of Geminin.
 By using these systems, the representative revealed a molecular role for Geminin in regulating hematopoie
tic stem cell activity. 
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通）	 

１．	 研究開始当初の背景 
	 ポリコーム複合体１のメンバーである

Bmi1やRae28の遺伝子欠損マウスの解析によ

り、ポリコーム複合体１は、自己複製能を含

めた造血幹細胞の活性維持に必要不可欠で

あることが知られている。ポリコーム複合体

１は、ヒストン H2A をユビキチン化すること

により転写の抑制状態を維持することが知

られており、Bmi1 欠損マウスでは、細胞老化

や細胞死の制御に関わるp16INK4Aや p19ARFの転

写抑制状態が解除されるため造血幹細胞の

活性が廃絶するという説明が従来、為されて

いる。しかしながら、Bmi1 欠損マウスにさら

にp16INK4Aと p19ARFを欠損させても充分な造血

幹細胞機能の回復は認められない。また、申

請者が解析を進めている Rae28 欠損マウスの

造血細胞では、p16INK4Aや p19ARFの転写抑制の

解除は認められない。従って、ポリコーム複

合体１による造血幹細胞の支持機構には、こ

れとは異なる分子機序が介在しているもの

と推定される。	 

	 一方、Hoxb4 や Hoxa9 といった Hox 遺伝子

を、レトロウイルスベクターを用いて造血細

胞に過剰発現させると造血幹細胞の飛躍的

な増幅を誘導することができる。また、ES 細

胞や iPS 細胞から ex	 vivoで造血幹細胞を発

生誘導することもできる。発生学的には、Hox

遺伝子群はポリコーム複合体１の転写制御

下にあることが知られているが、Bmi1 や

Rae28 の遺伝子欠損マウスの造血細胞におい

て Hox 遺伝子群の発現変化は認められない。

また、Hox タンパク質はホメオドメインを介

して DNA に結合し転写制御因子として働くと

考えられているが、造血細胞における下流の

ターゲット遺伝子の同定は未だに成功して

いない。	 

	 代表者の研究グループは、yeast	 two	 

hybrid 法を用いて、DNA 複製ライセンス化因

子である Cdt1 の特異的阻害分子でありクロ

マチン制御を介した幹細胞の未分化性因子

でもある Geminin が、ポリコーム複合体１や

Hox タンパク質と直接分子結合をすることを

見出した（Nature	 2004）。さらに解析を進め、

バキュロウイルスベクターを用いて昆虫細

胞に再構成させたポリコーム複合体１

（Ring1B-Bmi1-Rae28-Scmh1）や RDCOX 複合

体（Roc1-Ddb1-Cul4a-Hoxb4	 or	 Hoxa9）が、

Gemininタンパク質に対するE3ユビキチンリ

ガーゼ活性を持ち、Geminin タンパク質をポ

リユビキチン化することを生化学的に証明

した（PNAS	 2008,	 PNAS	 2010）。	 

	 代表者は、さらにポリコーム複合体１や

Hox タンパク質が Geminin をユビキチン化す

ることの血液学的意義について解析を進め

た。Rae28 欠損胎仔肝細胞においては、

Geminin のユビキチン化が障害されており、

Geminin タンパク質のプロテアソームでの分

解が遅延し細胞内に蓄積することが、Rae28

欠損造血幹細胞の活性の著しい低下を導く

ことをまず明らかにした（PNAS	 2008）。つい

で、Rae28 欠損胎仔肝細胞にレトロウイルス

ベクターを用いて Hoxb4 を導入すると、

Geminin のタンパク質発現が低下するととも

に造血幹細胞の活性が目覚ましく回復する

ことを見出した（PNAS	 2010）。これらの解析

結果は、Geminin タンパク質のユビキチン化

を介した分解による発現量の低下が、造血幹

細胞活性の上昇をもたらしていることを示

している。	 

	 代表者は、造血幹細胞分画（CD34-KSL	 

<c-Kit+Sca1+Lin->）分画）において、ほとん

どの細胞が G０/G1 期にあるにも関わらず

Gemininの発現がmRNAレベルでもタンパク質

レベルでも高く維持されており、一方で多分

化能性造血前駆細胞（CD34+KSL）や造血前駆

細胞（c-Kit+Sca1-Lin-）に至ると Geminin の

発現は急速に低下することを見出した（PNAS	 

2008）。造血幹細胞における Geminin の高発

現は、DNA 複製制御やクロマチンリモデリン

グ制御を介して造血幹細胞の未分化性を維

持しており、造血前駆細胞での Geminin の発

現の急降下は,細胞に増殖活性を賦与してい

るものと考えられる。しかしながら、このモ

デルでは造血幹細胞の自己複製を制御する

分子機構における Geminin の役割については

充分に説明することができない。そこで申請

者は、自己複製能を含めた造血幹細胞活性制

御における Geminin の役割を解明するために

本研究を企画した。	 

 
２．	 研究の目的 
	 造血幹細胞の活性を支持する細胞内プロ

グラムを構成する因子としてポリコーム複

合体１や Hox タンパク質（Hoxb4 や Hoxa9）

が知られている。これらの因子は従来、転写

制御因子として理解されてきたが、造血幹細

胞の活性を支持する分子基盤の充分な解明

は未だ為されていない。申請者の研究グルー

プは、ポリコーム複合体１や Hox タンパク質

が、それぞれ独立して DNA 複製ライセンス化

阻害因子 Geminin の E3 ユビキチンリガーゼ

として機能し、Geminin タンパク質量を精妙

に制御することにより造血幹細胞の活性を

制御していることを明らかにした（PNAS	 2008,	 



PNAS	 2010）。本研究の目的は、レトロウイル

スベクターを用いた Geminin 発現制御系と造

血幹細胞における Geminin の発現動態を可視

化するために作製した Geminin-EYFP（黄色蛍

光タンパク質）ノックインマウスとを組み合

わせて、特に自己複製能に着目して造血幹細

胞の活性制御機構における Geminin の役割を

明らかにし、最終的には、これを ex	 vivoで

の造血幹細胞の増幅や発生誘導に応用する

ことである。	 

 
３．研究の方法 
(1)	 shRNA を用いたレトロウイルスベクタ
ーシステムの作製	 
	 代表者は、Accell	 siRNA 導入システム
（Thermo）を用いて、マウス骨髄細胞におい
て Geminin の一過性ノックダウンを行なうと、
コロニー形成能すなわち造血前駆細胞の増
殖活性が著しく上昇することを見出した。し
かも、このコロニー形成能の上昇は、３回ま
き直しても維持された（PNAS	 2010）。そこで
申請者は、レトロウイルスベクターを用いた
shRNA 導入による恒久的 Geminin ノックダウ
ンシステムにより、造血幹細胞や造血前駆細
胞の Geminin の発現を低下させることで造血
幹細胞や造血前駆細胞の活性の上昇を導こ
うと考えた。上記の Geminin ノックダウンに
成功した４種類の siRNA の配列を参考にオリ
ゴヌクレオチドをデザインし、これらを
shRNA 導入用のレトロウイルスベクター
（pSIREN-RetroQ-ZsGreen,	 Clontech）に挿
入した。このベクターを、レトロウイルスパ
ッケージング細胞である PlatE にリン酸カル
シウム法にて遺伝子導入し、培養上清中のレ
トロウイルス粒子を回収し遠心濃縮の上、後
の実験に使用した。さらに、Geminin の恒久
的な shRNA ノックダウンシステム系のみなら
ず Geminin の過剰発現系や Geminin 変異体導
入系を確立した。	 
	 
(2)	 Hoxa9 の Geminin に対する E3 ユビキチ
ンリガーゼ活性の証明	 
	 Hoxa9 および Roc1、Cul4a、Ddb1 を発現す
るバキュロウイルスベクターを昆虫細胞に
導入し、Hoxa9—Roc1-Cul4a-Ddb1 複合体を in	 
vitro で再構成した。これとリコンビナント
Geminin タンパク質を用いて in	 vitroユビキ
チン化アッセイを行った。そして Hoxa9 を過
剰発現したときの Geminin の発現動態と造血
活性の相関について調べた。	 
	 
(3)	 Scmh1のHoxa9/Hoxb4遺伝子転写調節に
対する役割の証明	 
	 ポリコーム複合体１のサブストイキオメ
トリック構成要素であり、ポリコーム複合体
１に対して Geminin 結合部位を提供する
Scmh1 の Hoxa9/Hoxb4 遺伝子転写調節領域へ
の結合や、そのローカスでのヒストン H2A 第
119 番リジン残基のモノユビキチン化を ChIP	 

Assay を用いて調べた。そして各種 Scmh1 変
異体が、Hoxa9/Hoxb4 遺伝子の転写に与える
影響を調べた。	 
	 
(4)	 Geminin-EYFP融合タンパク質を発現する
ノックインマウスの作製	 

	 Geminin	 の発現と造血細胞の活性との相関

について詳しい解析を進めるため、Geminin	 

遺伝子座にEYFP	 をin	 frame	 にノックインし、

Geminin-EYFP	 融合タンパク質が発現するマ

ウスを作製し、Geminin	 の発現動態を可視化

した。	 
	 
４．研究成果	 

(1)	 野生型骨髄細胞に上記 Geminin-shRNA 導

入 用レトロウイルスを感染させて、

FACSAriaII によるソーティングにより感染

細胞を集め、これをメチルセルロース培地で

のコロニー形成能を調べるアッセイに供し

た。コロニー形成能が上昇する配列をもつ

shRNA を導入するレトロウイルスベクターに

着 目 し て 、 LTC-IC	 (long-term	 culture-	 

initiating	 cell)コロニー形成能や競合的骨

髄再構築能を調べたところ、Geminin ノック

ダウンにより造血前駆細胞のみならず造血

幹細胞活性も上昇することが明らかになっ

た。	 

	 

(2)	 Hoxa9 が、従来知られてきた転写制御因

子としての機能だけではなく、Roc1-Cul4a-	 

Ddb1 コア E3 ユビキチンリガーゼ複合体と結

合し、DNA 複製ライセンス化制御因子であり

幹細胞の未分化性維持因子でもある Geminin

に対する E3 ユビキチンリガーゼを構成し、

Geminin タンパク質を分解に導くことを生化

学的に証明した。さらに Hoxa9 の過剰発現に

よる造血幹細胞や造血前駆細胞の活性化に

おいて Hoxa9 による Geminin のユビキチン化

を介したタンパク質発現減少が、重要な役割

を果たしていることを明らかにした。	 

	 

(3)	 ポリコーム複合体１のサブストイキオ

メトリック構成要素であり、ポリコーム複合

体１に対して Geminin 結合部位を提供する

Scmh1 を含むポリコーム複合体１が、

Hoxa9/Hoxb4 遺伝子の転写をヒストン H2A 第

119 番リジン残基のモノユビキチン化を介し

て抑制することで直接的・間接的に Geminin

のタンパク質レベルを維持し造血ホメオス

タシスを保っていることを明らかにした。	 

	 

	 (4)	 Geminin-EYFP 融合タンパク質を発現す

るノックインマウスのホモ接合体を作成し、



Geminin タンパク質発現を蛍光タンパク質に

て可視化することに成功し、EYFP の輝度が

Geminin の発現量とよく相関していることを

確認した。Geminin-EYFP ノックインマウスホ

モ接合体は、正常の寿命を持ち、ホモ接合体

同士での交配が可能であり、発生学上の異常

を認めなかった。そして、このノックインマ

ウスの骨髄細胞を用いた様々な血液学的解

析方法を確立した。特に、造血幹細胞分画で

ある CD34-KSL	 （c-Kit+Sca1+Lin-）細胞の中

に Geminin-high 細胞群を見つけ、それを、

FACSAriaII セルソーターを用いて分画し、致

死的放射線照射を施したマウスに移植する

と長期骨髄再構築能を示す細胞が存在する

ことを示し、このノックインマウスを使うこ

とで自己複製中の造血幹細胞を同定するこ

とができるということを明らかにした。これ

らの自己複製中の造血幹細胞は、5-FU の投与

により、その存在比率が著明に増加すること

も明らかにした。また、Hoxb4 や Hoxa9 遺伝

子を、各種赤色蛍光（RFP;	 DsRed	 Express2、

tandem	 Tomato	 	 (tdTomato) 、 humanized	 

Kusabira	 Orange	 (hKO)など）をマーカーに

持ったレトロウイルスベクターにつなぎ、従

来使用していた GFP マーカーと異なりノック

インマウスのEYFPと容易に区別が可能なRFP

をマーカーとして持った造血幹細胞を移植

することを可能にし、造血幹細胞における

Hoxb4 や Hoxa9 の発現と Geminin の発現動態

との相関を解析する実験系を作製した。 
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