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研究成果の概要（和文）：造血幹細胞活性制御における中核因子であるGemininが、白血病の病態制御に関与するHOXA9
やポリコーム複合体１による分解制御され、その制御を介して造血幹細胞の活性を制御していることを明らかにした。
さらに、Gemininが白血病の病態制御に関与するBrg1と結合しその活性を抑制していることを明らかにした。この成果
によりGemininの白血病病態制御に関わる分子機序の解明における大きな手がかりを得た

研究成果の概要（英文）：We demonstrated that Hoxa9 regulate the activity of hematopoietic stem cells (HSCs
) through the ubiquitin-proteasom-mediated direct regulation of Geminin, indicating that Geminin acts as a
 central factor for regulating cellular proliferation and differentiation in HSCs. Recently, we have shown
 that Geminin egulates the transcriptional activity of E2F, a regulator of cell cycle, through the chromat
in remodeling. These findings suggest that Geminin plays an important role in hematopoiesis and leukemogen
esis
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１．研究開始当初の背景 
 造血幹細胞の活性を支持する細胞内因子
としてポリコーム遺伝子群（PcG）複合体１
と Hoxb4 が上げられる。申請者の研究グル
ープは PcG 複合体１のメンバーである
Rae28の欠損したマウスの解析により、PcG
複合体１が正常造血幹細胞の活性を維持す
るために必須であることを世界で初めて明
らかにした（JEM 2002）。PcG 複合体 1 は、
Ink4a遺伝子の転写を抑制することによって
造血幹細胞の活性を制御していると考えら
れてきた。しかし、最近研究グループは、PcG 
複合体 1 が DNA 複製の制御因子 Geminin 
と結合し、ユビキチン化を介してタンパク質
の安定性を制御することで造血幹細胞制の
活性を支持するという新たな分子基盤を見
いだすことに成功した（PNAS 2008）。
Geminin は、DNA 複製ライセンス化制御因
子Cdt1 と結合しその機能を抑制することで
細胞増殖を調節するとともに、一細胞周期に
一度の DNA複製を保証し、DNAの再複製を
防ぎゲノムの安定性維持にも寄与している。
さらに、Gemininはクロマチンリモデリング
の制御により神経幹細胞の未分化性維持に
働いていることも知られており、造血幹細胞
においても重要な機能を果たしていること
が推測される。 
 もう一方の内的因子である Hoxb4 は Hox
遺伝子群に属し、造血幹細胞の自己複製を誘
導するという観点から、現在知られている最
も強力な造血幹細胞増幅因子であり、ex vivo
において胚性幹（ES）細胞や人工多能性幹
(iPS)細胞から造血幹細胞を誘導することが
できる唯一の因子である。そのため、Hoxb4
の転写制御因子としての分子機能に着目し
た解析が世界的に進められているが、確定的
な知見は得られておらず、Hoxb4がどのよう
な分子基盤で造血幹細胞の制御に関わって
いるかについて分子レベルでの解明が切望
されていた。最近申請者の研究グループは、
Hoxb4 が E3 ユビキチンリガーゼのコア複
合体である Roc1-Cul4a-Ddb1 と複合体を形
成し、Gemininタンパク質をユビキチン化し
分解制御することで、造血幹細胞活性を支持
していることを証明した（PNAS 2010）。さ
らに、Hox 遺伝子群の一員であり Hoxa9 に
ついても同様に Geminin のユビキチン化を
介して分解制御し、造血幹細胞の活性を支持
していることを明らかにした(論文投稿中)。
造血幹細胞の分画でGemininの発現が高く、
増殖活性の高い前駆細胞で Geminin の発現
が低下していることを我々は明らかにして
おり（図１、PNAS 2008）、これらの結果は、
PcG複合体１とHoxがともにGemininの分
解制御を介して造血幹細胞の活性を支持し
ていることを示している。つまり、未分化性
や静止期の維持や自己複製を制御などの造
血幹細胞の活性を支持する分子機構におい
て Geminin は中核的因子を担っているので
はないかと考えられた。 

 白血病の発症・進行は、白血病幹細胞と呼
ばれるごく少数の細胞集団によって支持さ
れていることが近年明らかにされつつある。
白血病幹細胞は自己複製能とともにすべて
の白血病細胞を生み出す能力を持ち、静止期
を維持することによって薬剤抵抗性を持つ
ことが知られている。骨髄異形成症候群や慢
性骨髄性白血病、急性骨髄性白血病において
PcG複合体１のBmi1の発現が病期や予後と
の相関が報告されている。さらに、Bmi1 欠
損マウスによる白血病モデルの解析によっ
て、Bmi1 は白血病幹細胞の活性制御に必須
であることが報告されている。さらに、Mixed 
lineage leukemia(Mll) 遺 伝 子 の 転 座
（Mll-AF9、Mll-AF6、Mll-ENL など）を有
する難治性白血病では Hoxa9と Hoxのコフ
ァクターである Meis1 の過剰な発現が認め
られ、白血病モデルマウスを用いた解析から、
白血病発症において Hoxa9 が重要な働きを
持っていることが報告されている。造血幹細
胞において PcG 複合体１と Hoxa9 が
Geminin の分解制御を介して幹細胞活性を
支持していることから、白血病幹細胞の活性
を制御においてもこれらの因子が Geminin
を分解制御していることが推測され、自己複
製や静止期維持を制御する中核因子として
Geminin が働いているとが考えられた(図 1)。
つまり、Gemininの分子機能を解明すること
で、薬剤耐性である白血病幹細胞の自己複製
や静止期を制御することが可能となり、化学
療法への感受性を亢進させることができる
と推測される。そこで申請者は、白血病幹細
胞に注目し、白血病の病態制御における
Geminin の分子機能を解明することを試み
る本研究を着想した。 
 
２．研究の目的 
 申請者の研究グループはすでに、レトロウ
ィルスベクターを用いた Geminin の過剰発
現システムと Geminin に対する short 
hairpin RNA（shRNA）を用いたノックダウ
ンシステムの開発に成功し、Gemininの発現
を制御することに成功している。さらに、
Geminin の発現動態を可視化するために
Geminin-YFP ノックインマウスの作製も完
了している。そこで、この Geminin-YFPマ
ウス由来の造血細胞を用いて白血病発症モ
デルマウスを作製し、白血病幹細胞の成立に
おける Geminin の発現動態を詳細に解析す
る。そして、このモデルマウスで得られた知
見をもとに、Gemininの発現を制御すること
で白血病幹細胞の活性（移植効率）を制御す
ることを試みるとともに、Gemininの標的遺
伝子の探索も行う。さらに、患者由来の白血
病細胞の Geminin 発現量を上記の制御方法
で制御することで、モデルマウスで得られた
知見とヒト白血病発症の分子機序ににおけ
る Geminin の役割を検討する。そして、本
研究の知見をもとに新たな白血病治療法の
開発に向けた分子基盤の確立を目指す。 



３．研究の方法 
 Geminin-YFP ノックインマウスを用い
た白血病発症マウスの作製と解析。 

１）Hoxa9 と Meis1 の導入による白血病モデ
ルにおける Geminin の発現動態 
 Hoxa9 と Meis1 発現レトロウィルスベクタ
ーをマウスの上位の造血細胞であるKSL細胞
（c-Kit+Sca1+Lin-）に共感染させることに
より急性骨髄性白血病を発症させることが
可能であることが知られており、申請者もす
でに実験系を確立している。さらに、申請者
の研究グループはすでにGeminin遺伝子座に
EYFP(黄色蛍光タンパク質)を in frame にノ
ックインした Geminin-YFP マウスを作製し、
Geminin の発現を可視化することに成功した。
また、Gemininの発現レトウィルスとGeminin
の shRNAを発現するレトロウィルスを用いて
造血細胞においてGemininの発現を正と負に
制御することも成功している。そこで、この
Geminin-YFP ノックインマウスの KSL 細胞に
Hoxa9+Meis1 を導入し、白血病を発症させ、
セルソーターを使用してGemininの発現強度
により細胞を分けて回収しマウスに移植す
る。そして、Geminin の発現強度と白血病発
症の相関を解析し、Hoxa9+Meis1 導入による
白血病においての白血病幹細胞とGemininの
発現量を解明する。さらに、Geminin 発現レ
トロウィルスや Geminin に対する shRNA 発現
レトロウィルスを用いてGemininの発現を制
御し、移植を行い Geminin 発現動態が移植効
率に影響を与えることを検証する。 
２）Mll-AF9 による自己複製能獲得における
Geminin の発現動態 
 Mll 融合遺伝子である Mll-AF9 は本来自己
複製能を持たない骨髄球系前駆細胞である
common myeloid progenitors（CMP）および
granulocyte/macrophage progenitors（GMP）
にも自己複製能や静止期維持などの幹細胞
性を付与して白血病幹細胞を成立させるこ
とが証明されている。申請者はすでに
Mll-AF9 を発現するレトロウィルスベクター
を用いた実権系を確立している。そこで、
Geminin-YFP ノックインマウスの GMP に
Mll-AF9 発現レトロウィルスを感染させ、in 
vitro で Geminin の発現動態を多次元タイム
ラプス蛍光顕微鏡で解析し、高精細 3D 画像
解析ソフトを用いて細胞分裂過程における
Geminin-EYFP の分配状態を３次元的に追跡
する。さらに、その解析データーをもとに
Mll-AF9 導入 GMP における Geminin の発現強
度により白血病細胞をセルソーターで分取
して、マウスに移植を行い白血病幹細胞の移
植効率を解析する。そして、Geminin の発現
制御システムを用いてGemininの発現を制御
することで、Mll-AF9 によって白血病の幹細
胞性が付与される分子イベントにおける
Geminin の発現動態について明らかにする。 
 白血病幹細胞の活性制御における
Geminin の標的遺伝子の探索 

1）モデルマウスを用いた解析 

 白血病幹細胞の活性制御における Geminin
の分子機能を同定するために、Geminin の直
接、或は間接的に制御している遺伝子を探索
する。Geminin-YFP マウスの GMP 細胞に
Mll-AF9 を導入し白血病を発症させ、Geminin
の発現強度を解析して前年度に同定した白
血病幹細胞の分画を回収する。そして、この
細胞を次世代シークエンサーである
Illumina社のGenome Analyzer IIxにかけて、
Geminin の発現動態と相関し特異的な発現動
態を示す遺伝子を同定する。さらに、前年度
にて確立したGemininの発現制御を行う実験
系を用いて、白血病幹細胞の Geminin の発現
制御し標的遺伝子の発現を解析し、この遺伝
子がGemininの制御下にあることを検証する。
そしてMll-AF9によって自己複製能や静止期
維持など白血病幹細胞の活性を付与する分
子イベントにおいての Geminin の直接的、あ
るいは間接的な標的遺伝子を同定する。さら
に、Hoxa9+Meis1 による白血病モデルにおい
てもこの標的遺伝子の発現がGemininによっ
て制御されていることを検証し、白血病幹細
胞制御におけるGemininの分子機能を解明す
る。 
2）ヒト白血病細胞を用いた解析 
 NOG マウスは、少量の細胞にて正常造血幹
細胞または白血病幹細胞由来の造血ヒエラ
ルキーをマウスで再構築できる実験系であ
る。モデルマウスを用いて明らかにした
Geminin の役割をヒト白血病細胞で検証する
ために、患者由来の白血病細胞を NOG マウス
に移植し発症させることで白血病幹細胞の
活性を評価する。まず、患者由来の白血病細
胞にレンチウィルスを用いてGemininの過剰
発現ベクターやshRNA発現ノックダウンベク
ターのGeminin発現制御系のベクターを導入
し、NOG マウスに移植するとともに、モデル
マウスで明らかにしたGemininの標的遺伝子
発現動態を Genome Analyzer IIx によって解
析する。そして、ヒト白血病における Geminin
の発現制御と白血病幹細胞活性の相関につ
いて調べ、ヒトの白血病発症における
Geminin の役割について検討する。 
 
４．研究成果 
造血幹細胞活性制御における中核因子であ
る Geminin が、HOXA9 やポリコーム複合体１
によってユビキチン化されタンパク質が分
解制御されていることを明らかにした。さら
にこの分解制御を介して造血幹細胞の活性
を制御していることも明らかにした(図１)。
HOXA9 もポリコーム複合体 1 もともに白血病
の発症に関与することから、Geminin の分解
制御が造血幹細胞の活性制御だけでなく白
血病の発症にも関与する可能性が考えられ
た。さらに、Geminin がクロマチンリモデリ
ング因子である Brahman/Brg1 と結合しする
こと、クロマチンリモデリングを制御してい
ることも明らかにした(図 2)。Brahman/Brg1
も白血病発症と病態に関与していることが



知られて
血病と病態制御において中核因子として機
能していることが考えられた。これらの
にから
子機序の解明おける大きな手がかり
これにより白血病の新たな分指標的治療へ
の応用も考えられる。
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