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研究成果の概要（和文）：Gemininは、造血幹細胞の自己複製と静止期維持を同時に制御する造血幹細胞制御の
鍵分子の候補であり、Gemininの発現や機能の精妙な操作により造血幹細胞活性を支配することができると考え
られる。本研究では、Geminin-EYFPノックインマウス由来の骨髄細胞から、静止期の造血幹細胞と自己複製中の
造血幹細胞を分画し、その遺伝子発現の違いをシングルセルレベルで解析した。また、Gemininを自在に発現導
入できるシステムとして、膜透過型リコンビナントGemininタンパク質を作成した。

研究成果の概要（英文）：Geminin regulates both of self-renewal and quiescence maintenance of 
hematopoietic stem cells (HSCs), and is a candidate key molecule for HSC regulation.  Therefore, 
sophisticated manipulation of Geminin expression and function may be able to control HSC activity.  
In this study, we sorted out quiescent HSCs and self-renewing HSCs from bone marrow cells derived 
from Geminin-EYFP knock-in mice and examined difference in their gene expression at single cell 
level.  In addition, we generated recombinant Geminin protein with membrane-translocating motif for 
easy induction and withdraw of Geminin expression in hematopoietic cells.

研究分野：幹細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 

 ES/iPS 細胞を用いた再生医療を現実的か

つ実用的な臨床治療法として確立するため

には、目的の成熟細胞を生体内で安定的に供

給する幹細胞システムの確立が重要である

と考えられる。造血系においては、ES/iPS 細

胞から ex vivo においてほぼすべての成熟血

球細胞を誘導できるが造血幹細胞だけは誘

導することができない。また、Hoxb4 を導入

すると ES/iPS 細胞から造血幹細胞様の細胞

を ex vivo で誘導することができるが、この

細胞とて長期的には造血幹細胞として機能

しない。造血幹細胞が長期的に誘導できない

理由は、造血幹細胞が自己複製能を維持でき

ず、やがて分化の方向へ誘導されるために、

造血幹細胞として長期的に持続することが

ないと解釈されている。 

 研究代表者は、造血幹細胞活性制御におけ

る重要な細胞内因子として知られ、従来転写

制御因子としてのみ働くと考えられてきた

ポリコーム複合体１や Hoxb4/Hoxa9 が、DNA

複製ライセンス化制御因子でありかつクロ

マチンリモデリングを介した幹細胞未分化

性維持因子でもあるGemininタンパク質に対

する E3 ユビキチンリガーゼとして機能し、

そのタンパク質代謝を介して造血幹細胞活

性を支持していることを明らかにした（PNAS 

2008, PNAS 2010, PLoS ONE 2013, MCB 2013）。 

 Geminin は、細胞周期において APC/C を介

したユビキチン−プロテアソーム系で分解制

御されており、DNA 複製ライセンス化因子

Cdt1を阻害してDNA複製を制御することによ

って細胞増殖活性を調節する一方で、クロマ

チンリモデリング複合体SWI/SNFの機能的サ

ブユニットであるBrahma/Brg1を抑制し幹細

胞の未分化性を維持する機能をも担ってい

る。代表者は上記の Geminin の分子機能とそ

の造血各分化段階における発現パターンか

ら Geminin が造血幹細胞の増殖（自己複製）

と分化を統括する中枢因子として機能して

いる可能性を提唱した。それは、すなわち造

血幹細胞では高いGemininの発現によって未

分化性が保たれつつ静止期に維持され、

Geminin の発現が低下すると多分化能性前駆

細胞や前駆細胞へと分化するとともに活発

な増殖活性によって大量の成熟血球細胞が

産生されるというものである。実際、代表者

は Geminin を、shRNA を用いてノックダウン

した造血幹細胞を移植するとドナー由来の

末梢血の成熟血球細胞の産生は増加するが、

造血幹細胞の数自体は減少することを確認

し、Geminin のダウンレギュレーションが、

造血幹細胞からの分化増殖を誘導し活発な

成熟血球細胞の産生を促す一方で造血幹細

胞の自己複製には必ずしも有利に働くわけ

ではないことを明らかにしている。 

 そこで代表者は、自己複製中の造血幹細胞

におけるGemininの発現動態を詳細に解析し、

造血幹細胞の分化を抑制しつつ自己複製を

促すために至適なGemininの発現動態を同定

することが極めて重要であると考え本研究

を着想した。 
 
２．研究の目的 

 本研究の目的は、Geminin-EYFP ノックイン

マウスを用いてGemininを可視化することで

自己複製中の造血幹細胞を同定する方法を

確立し、造血幹細胞の分化を抑制しつつ自己

複製を亢進させるに至適なGeminin発現動態

や各種遺伝子発現パターンを明らかにし、

Geminin の発現レベルを操作することによっ

て造血幹細胞の分化を抑制しつつ自己複製

能を賦与する方法を確立することである。将

来的には、それらの知見をもとにしてex vivo 

で造血幹細胞を増幅したり ES/iPS 細胞から

造血幹細胞を誘導したりする基盤技術の確

立につなげることを目的とする。 



３．研究の方法 

(1)細胞ソーティング法により、Geminin- 

EYFP ノックインマウスの骨髄細胞から造血

幹細胞(CD34-KSL 細胞)を分画し、Geminin の

発現レベルによりさらに亜分画に分ける。

Geminin の基礎的な発現量は、細胞周期によ

り変動し、CD34-KSL Gemininhigh細胞は、自己

複製中の造血幹細胞分画であることが期待

される。そこで、マウスに BrdU を投与し細

胞周期解析を行いCD34-KSL Gemininhigh細胞が

S/G2/M 期の細胞であることを確認する。次に

単離したCD34-KSL Gemininhigh細胞を致死的放

射線照射したマウスに移植し、移植細胞から

細胞周期の各期にある造血幹細胞が出現す

ること、そしてさらに各細胞系譜の前駆細胞

や成熟血球細胞が長期にわたって生み出さ

れることを確認し、CD34-KSL Gemininhigh細胞

が機能的にも自己複製中の造血幹細胞であ

ることを確認する。 

(2)そして、それらの分画における造血幹細

胞や前駆細胞のマーカー遺伝子群や自己複

製や分化の制御に重要とされる遺伝子群、そ

の他の遺伝子群の発現をFludigm社のシング

ルセル RT-PCR システムを用いて解析し、

Geminin が造血幹細胞の自己複製と分化を掛

け分ける分子機構の詳細に迫る。 

(3)また Geminin の発現操作法として、赤色

蛍光をマーカーにしたレトロウイルスベク

ターや膜透過型リコンビナントGemininタン

パク質による Geminin 導入系を確立する。 
 
４．研究成果 

(1) 細 胞 ソ ー テ ィ ン グ 法 に よ り 、

Geminin-EYFP ノックインマウスの骨髄細胞

から造血幹細胞を分画し、Geminin の発現レ

ベルによりさらに亜分画に分けた。このマウ

スに BrdU を投与し細胞周期解析を行い

CD34-KSL Geminin-high 細胞が S/G2/M 期の細

胞であることを確認した。次に単離した

CD34-KSL Geminin-high 細胞を致死的放射線

照射したマウスに移植し、移植細胞から細胞

周期の各期にある造血幹細胞が出現するこ

と、そしてさらに各細胞系譜の前駆細胞や成

熟血球細胞が長期にわたって生み出される

ことを確認し、CD34-KSL Gemininhigh細胞が機

能的にも自己複製中の造血幹細胞であるこ

とを確認した。 

(2)そして、それらの分画における造血幹細

胞や前駆細胞のマーカー遺伝子群や自己複

製と分化の制御に重要とされる遺伝子群の

発現を Fludigm 社のシングルセル RT-PCR シ

ステムを用いて解析を行った。続けて幹細胞

マーカーのみならず、アポトーシス、細胞生

存シグナル、相同組換え修復、非相同組換え

修復、p53 関連、DNA 複製ライセンス化、細

胞周期などのマーカーを加え、幅広くシング

ルセルの遺伝子発現情報を収集した（論文準

備中）。 

(3)一方、Geminin-EYFP ノックイン細胞に導

入することを目的に、赤色蛍光をマーカーに

したレトロウイルスベクターを用いた

Geminin 発現操作系の作成を試みた。しかし、

赤色蛍光マーカーは細胞毒性が問題となり、

高発現を維持する赤色マーカーを持ったレ

トロウイルスシステムの作成は難航した。そ

こで別のGeminin発現操作法として膜透過型

リコンビナントGemininタンパク質の有用性

に着目し、Geminin タンパク質の細胞内への

迅速な誘導と迅速な消退が可能であること

を証明し、論文を作成した（PLoS One 2016） 

(4)本研究の遂行により、今まさに自己複製

を行っている造血幹細胞を含む分画を世界

に先駆け同定することができ、その性状につ

いてシングルセルレベルで解析することが

できた。また、Geminin タンパク質を直接導

入することで、精妙な Geminin 発現操作を実

現できるかもしれないシステムを作製した。

本研究の成果は、将来的には ex vivo で造血

幹細胞を増幅したり ES/iPS 細胞から造血幹

細胞を誘導したりする基盤技術の確立に貢

献するものである。 
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