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研究成果の概要（和文）：本研究では、Gemininタンパクのユビキチン分解制御異常による過剰発現と癌化との関与を
検討した。Thr25のリン酸化によって安定化したGemininは、Cdt1のクロマチンへのローディングを阻害することにより
、G1期における複製前複合体形成を阻害した。癌細胞株において、Gemininのリン酸化異常による過剰発現は認められ
なかったが、いくつかの癌細胞株が恒常的にリン酸化を示すことが明らかになった。以上のように、GemininのThr25の
リン酸化によるユビキチン分解阻害が及ぼすGemininタンパクの過剰発現が、DNA複製異常を介して、どのように癌化に
寄与するかを検討した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined the relationship between overexpression of Geminin 
protein due to abnormal regulation of ubiquitin-mediated proteolysis and tumorigenesis. Stabilized 
Geminin by phosphorylation on Thr25 inhibited pre-replication complex formation via inhibition of Cdt1 
loading to chromosome at G1 phase. Overexpression of Gemini protein by abnormal regulation of Thr25 
phosphorylation was not observed in cancer cells, but constitutive phosphorylation on Thr25 was observed 
in some cancer cells. Thus, we investigated how overexpression of geminin protein via prevention from 
ubiquitin-mediated proteolysis caused by constitutive Thr25 phosphorylation contribute to tumorigenesis.

研究分野：口腔病理学

キーワード： geminin　ユビキチン分解　癌化
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１．研究開始当初の背景 
我々は、細胞周期調節因子のユビキチン分解
に関わるユビキチンリガーゼ複合体である
SCFや APC/Cに着目し、基質タンパクの探
索とそのユビキチン分解機構の解明、さらに
その異常による癌化への影響について検討
してきた（Cancer 83: 2447-66, 1998; Clin 
Cancer Res 6: 916-23, 2000; Cancer Res 61: 
7044-77, 2001；Oncology 63: 398-404, 2002; 
Dev Cell 4: 799-812, 2003; Mol Cell Biol 24: 
8184-94, 2004; Am J Pathol 165: 2147-55, 
2004; Mol Cancer Ther 4: 471-6, 2005; 
PLoS ONE 2:e944, 2007; J Cell Sci 124: 
2816-25, 2011; Cell 149: 1023-1034, 2012）。
最近、我々は、M 期特異的に Aurora-A が
Geminin の Thr25 をリン酸化し、そのリン
酸化が APC/C ユビキチンリガーゼ複合体に
よるユビキチン分解を抑制することを明ら
かにした（図参照）。さらに、M 期特異的に
Gemininを knockdownした解析から、M期
にリン酸化され安定化したGemininがDNA
複製の準
備に必要
な複製前
複 合 体
（ pre-R
C）の形
成に重要
であるこ
とを明ら
かにした
（本研究
中に Tsunematsu et al., Nat. Commun. 4, 
1885, 2013 として掲載された）。我々は、
Gemininの分解異常がDNA複製異常を介し
て癌化に関与すると考えているが（図参照）、
Gemininの pre-RC形成への関与の詳細やそ
の破綻による癌化への影響に関しては明ら
かにされておらず、本研究でその詳細なメカ
ニズムについて検討する。 
 
２．研究の目的 
ヒト細胞では、DNA を正確に複製するため
に、極めて種々の精巧なメカニズムを持って
おり、その破綻が発がんの原因となる。
Gemininは、S〜G2期において Cdt1に直接
結合し、そのゲノムへの結合を阻害すること
で DNA複製を一度に規定する分子で、G1期
にユビキチン分解される。S〜G2期における
Geminin の機能はよく知られているものの、
M 期での機能は未だ明らかにされていない。
我々は、最近、Gemininが細胞分裂期におい
て Aurora-A により Thr25 がリン酸化され、
ユビキチン分解から免れ、複製前複合体の形
成に関与することを見いだした。そこで、本
研究では、Gemininタンパクのユビキチン分
解制御の異常による過剰発現と癌化との関
与を明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 

本研究では、１）リン酸化によって安定化し
た Geminin がどのようにして pre-RC の形成
に必須であるか、２）Geminin の過剰発現に
よる癌化への関与を明らかにするために、下
記のような研究計画を遂行した。	
 
平成２５年度	
 
( １ ） リ ン 酸 化 に よ っ て 安 定 化 し た
Geminin の pre-RC 形成や DNA 複製に及ぼ
す影響	
 
①	
 分裂期特異的 Geminin	
 knockdown に
よる pre-RC 形成への影響	
 

Thymidine を用いて、下図のように細胞周期
を G1/S 期に同調し、その過程で、control あ
るいは Geminin	
 siRNA を導入後、nocodazole
を用いて、細胞分裂期に同調させることによ
り、細胞分裂特異的に knockdown させた。次
に、細胞分裂期からリリースさせた細胞を経
時的に S期まで回収し、クロマチン分画とそ
れ以外の分画のライセートを抽出し、Cdt1 や

Cdc6 を含めた pre-RC に関わる因子の発現動
態とクロマチンへのローディングを調べる
ことにより、pre-RC の準備から形成過程の詳
細を経時的に検討した。	
 
	
 
②	
 Geminin の分裂期特異的リン酸化の
pre-RC 形成への影響	
 

上記のように分裂期特異的に Geminin を
knockdown した細胞に、分裂期特異的なリン
酸化部位である Thr25 のリン酸化欠失変異体
（Thr25 を Ala に変えた変異体）あるいはリ
ン酸化模倣型変異体（Thr25 を Asp に変えた
変異体）を導入し、細胞を分裂期から経時的
に回収し、クロマチン分画とそれ以外の分画
のライセートを抽出し、Cdt1 や Cdc6 を含め
た pre-RC に関わる因子の発現動態とクロマ
チンへのローディングを調べることにより、
pre-RC の準備から形成過程の詳細を調べた。
また、次の S 期での BrdU の取り込みを調べ
ることにより、Geminin のリン酸化による安
定性が及ぼす DNA 複製へ影響を検討した。	
 
	
 
③	
 Geminin の分裂期特異的リン酸化制
御とユビキチン分解との関連	
 

G1期初期にGemininがAPC/CCdh1によりユビキ
チン分解されることが知られていることか
ら、Thr25 の脱リン酸化と分解開始のタイミ
ングを詳細に検討した。また、G1期に活性化
する脱リン酸化酵素の阻害剤を用いて、網羅
的に Geminin の Thr25 を脱リン酸化するフォ
スファターゼを調べることにより、Geminin	
 
Thr25 の脱リン酸化酵素を同定することを試
みた。	
 
	
 
平成２６年度	
 
(２）Geminin 過剰発現細胞の癌化への影
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①	
 Geminin 過剰発現モデルの作製	
 
Geminin を siRNA を用いて knockdown させる
と、DNA 複製を終えることができずに、染色
体数が増加し、核の腫大と S/G2 期での細胞
増殖停止がおこることが知られていること
から、Geminin の遺伝子導入後に、内在性の
Geminin の発現をなくすために、コンディシ
ョナルノックアウトマウスから採取された
胎児線維芽細胞を用いる。まず、Geminin の
非分解型（分解ドメインである D-box の変異
体）あるいはリン酸化模倣型変異体（Thr25
を Asp に変えた変異体）を Geminin のコンデ
ィショナルノックアウトマウスから採取さ
れた胎児線維芽細胞に導入し、安定性に発現
する細胞を作製した。その後、レトロウイル
スを用いて Cre リコンビナーゼを発現させる
ことで、内在性の Geminin を欠損させる。こ
の細胞を用いて、細胞分裂動態異常をタイム
ラプス蛍光顕微鏡を用いて経時的に観察し
た。また、細胞周期調節への影響をフローサ
イトメトリーや細胞周期マーカーの発現を
調べることにより詳細に検討した。また、こ
れら細胞のコロニー形成能を検討し、癌化へ
の影響を検討した。	
 
	
 
②癌組織における Geminin のリン酸化と
過剰発現との関連	
 
Geminin の過剰発現とリン酸化異常による過
剰発現との関連を明らかにするため、種々の
癌から採取された組織から、タンパクを抽出
し、Geminin の発現と Thr25 のリン酸化動態
を Western	
 blot 法により検討した。また、
癌組織アレイを用いて、免疫組織化学的染色
法により Geminin および Thr25 リン酸化
Geminin の発現を検討した。Thr25 リン酸化
Geminin 抗体が免疫組織化学的染色に用いる
ことができるかどうかは充分に検討した。さ
らに、Gemininの発現とThr25のリン酸化が、
癌組織の臨床病理学的データと関連するか
どうかを検討し、Geminin の癌化や癌の進展
への関与を明らかにした。	
 
	
 
４．研究成果	
 
我々は、Geminin が細胞分裂期において
Aurora-A により Thr25 がリン酸化され、ユビ
キチン分解から免れ、複製前複合体の形成に
関与することを見いだし、報告した。本研究
では、Geminin タンパクのユビキチン分解制
御の異常による過剰発現と癌化との関与を
明らかにすることを目的とする。	
 
まず、リン酸化によって安定化した Geminin
の pre-RC 形成や DNA 複製に及ぼす影響を検
討した。まず、分裂期特異的に Geminin を	
 
siRNA を用いてノックダウンし、pre-RC 形成
への影響を検討したところ、G1 期でクロマチ
ン分画にみられるCdt1タンパクの蓄積やMCM
タンパクの蓄積もみられず、pre-RC 形成が阻
害されていた。分裂期特異的に Geminin を	
 
siRNA を用いてノックダウンした細胞では、

細胞分裂期でのクロマチン分画以外の分画
における Cdt1 の発現が低下していた（図１

参照）。また、Geminin の分裂期特異的リン酸
化である Thr25 のリン酸化模倣型変異体であ
る T25D を U2OS 細胞に導入し、内在性の
Geminin をノックダウンさせ、pre-RC 形成へ
の影響を検討したところ、細胞分裂期でのク
ロマチン分画以外の分画における Cdt1 の発
現が低下はみられなかったが、G1 期で
Gemininが分解されないことによるCdt1のク
ロマチンへのローディングが阻害されてい
た（図２参照）。いずれも次の S 期での BrdU
の取り込みが阻害されていた（図２参照）。	
 

次に、G1期に活性化する脱リン酸化酵素の阻
害剤を用いて、網羅的に Geminin の Thr25 を
脱リン酸化するフォスファターゼを調べる
ために、種々の脱リン酸化酵素の阻害剤を処
理し、G1期における Geminin の発現誘導を指
標にスクリーニングした。しかしながら、
Geminin の Thr25 を脱リン酸化するフォスフ
ァターゼを同定するに至らなかった。将来的
に、siRNA ライブラリーやもっと多種の阻害
剤を用いた解析を行うべきであると考えら
れた。	
 
さらに、Geminin	
 T25D（Thr25 を Asp に変え
たリン酸化模倣型変異体）を安定性に発現す
る癌細胞株を作成した。Geminin を siRNA を
用いて knockdown させると、DNA 複製を終え
ることができずに、染色体数が増加し、核の

Cdt1%

Geminin%

MCM6%

Histone%H2A%

GAPDH%

pHH3�

Soluble� Chroma=n%enriched�
+%
@%
@�

+%
@%
@�

@%
+%
@%

@%
+%
@%

@%
+%
+%

@%
+%
+%

Control%siRNA%
Geminin%siRNA%
FLAG@GemininT25D�

+%
@%
@�

+%
@%
@�

@%
+%
@%

@%
+%
@%

@%
+%
+%

@%
+%
+%

@%
+%
+%

@%
+%
@%

+%
@%
@�

+%
@%
@�

@%
+%
@%

@%
+%
+%

0%%%%1%%%2%%%0%%%1%%%2%%%0%%%%1%%%2%%%%%%%%0%%%%1%%%2%%%0%%%1%%%2%%%%0%%%1%%%2%%%%(h)%aJer%Noc%release%�(MW)�

45@�

17@�

94@�

32@�

45@�

17@�

70@�

	

."Geminin	������knockdown�

��."Geminin���
��
knockdown���
�����		
���S
��DNA�����

Control"siRNA"
Geminin"siRNA"

FLAG9GemininT25D"

+"
9"
9"

9"
+"
9"

9"
+"
+"

Br
dU

""p
os
iA
ve
"c
el
ls"
(%

)�

0"

10"

20"

30"

40"

50"

60"

70"

80"

Control"siRNA�

BrdU� DAPI�

Geminin"siRNA�

Geminin"siRNA""
+"FLAG9GemininT25D�



腫大と S/G2 期での細胞増殖停止がおこるた
め、内在性の Geminin の発現をなくすために、
コンディショナルノックアウト(CKO)マウス
から採取された胎児線維芽細胞を用い、Cre
リコンビナーゼを発現させることで、内在性
の Geminin を欠損させることを試みた。
Geminin	
 CKO マウスから採取した胎児線維芽
細胞に Geminin	
 T25D を安定性に発現させ、
Cre リコンビナーゼを発現させることにより、
内在性の Geminin を欠損させた Geminin 過剰
発現モデルを作成した。しかしながら、時間
的な制約で、その後の解析には至らなかった。
今後、その細胞を用いて、細胞分裂動態異常
をタイムラプス蛍光顕微鏡を用いて経時的
に観察するとともに、細胞周期調節への影響
をフローサイトメトリーや細胞周期マーカ
ーの発現を調べることにより詳細に検討す
る予定である。さらに、これら細胞のコロニ
ー形成能を検討し、癌化への影響を検討する
予定である。	
 
また、Geminin の過剰発現とリン酸化異常に
よる過剰発現との関連を明らかにするため、
種々のがん細胞株および採取されたがん組
織から、タンパクを抽出し、Geminin の発現
と Thr25 のリン酸化動態を Western	
 blot 法
により検討した。いくつかのがん細胞で高い
Geminin	
 Thr25 のリン酸化を示していたが、
Geminin の発現量との相関はみられなかった
（図３参照）。今後は、がん細胞における
Thr25 のリン酸化の意義の詳細を検討したい。	
 

本研究では、Geminin タンパクのユビキチン
分解制御異常による過剰発現と癌化との関
与を検討した。Thr25 のリン酸化によって安
定化した Geminin は、Cdt1 のクロマチンへの
ローディングを阻害することにより、G1 期に
おける複製前複合体形成を阻害した。さらに、
次の S期における DNA 複製も阻害した。実際
に、癌細胞株において、Geminin のリン酸化
異常による過剰発現は認められなかったが、
いくつかの癌細胞株が恒常的にリン酸化を
示すことが明らかになった。Geminin の Thr25
による過剰発現がもたらす癌化機序の詳細
は、本研究で作成した内在性の Geminin を欠
損させた Geminin 過剰発現モデルを用いて、
今後、検討したいと考えている。	
 
以上のように、Geminin の Thr25 のリン酸化
によるユビキチン分解阻害が及ぼす Geminin
タンパクの過剰発現が、DNA 複製異常を介し
て、どのように癌化に寄与するかを検討した。	
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