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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、造血幹細胞と白血病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 negatively regulates DNA replication and chromatin remodeling through the 
direct interaction with Cdt1 and Brahma/Brg1, respectively. We previously demonstrated that 
Polycomb-group complex 1 and Hoxb4/Hoxa9 regulate the activity of hematopoietic stem cells (HSCs) through 
the ubiquitin proteasome system-mediated direct regulation of Geminin protein, and that Geminin 
suppresses the E2F-mediated transcriptional activity through the regulation of chromatin remodeling. 
Geminin is known as a regulator of DNA replication as well as chromatin remodeling. In this study, 
shRNA-mediated knockdown of Geminin and visualization of Geminin in Geminin-EYFP knockin mice further 
supported our hypothesis that Geminin acts as a key regulator for determining cell fate of HSCs, i.e., 
cellular quiescence, self-renewal and differentiation.

研究分野： 幹細胞機能学
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１．研究開始当初の背景 
 
造血幹細胞は、全血球系列に分化する多分
化能と自己複製能とを併せ持ち、生涯にわ
たって造血を維持している。この造血幹細
胞の活性を支持する細胞内因子として
PcG 複合体１と Hoxb4 が上げられる。
我々の研究グループは PcG 複合体１のメ
ンバーである Rae28 遺伝子の欠損マウス
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
（J.Exp.Med.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、細胞
周期において DNA 複製ライセンス化を
制御することで細胞増殖を調節するとと
もに、S 期への再突入を防ぎゲノムの安定
性維持に寄与している。さらに、胚性幹
（ES）細胞や人工多能性幹(iPS)、神経幹
細胞においてクロマチンリモデリング制
御を介して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(図 1)。 
 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(Plos One 2013)。また、
自己複製を行う造血幹細胞（CD34-KSL 
<c-Kit+Sca1+Lin->）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
かにしている（図 2、PNAS2008）。これ
らの結果は、PcG 複合体１と HOX 遺伝子
群がともに Geminin 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を
示し、Geminin が造血幹細胞の活性を支
持する中核因子であると考えられた。 
 造血器腫瘍である白血病の発症・進行は、
白血病幹細胞と呼ばれるごく少数の細胞
集団によって行われていることが報告さ
れている。この白血病幹細胞は自己複製能
とともにすべての白血病細を作り出す多
分化能を持ち、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。近年、PcG 複合体１のメンバーである
Bmi1遺伝子の欠損マウスを用いた解析か
ら、PcG 複合体１が正常造血幹細胞の活性
だけでなく白血病幹細胞の活性維持にも
必須であることが明らかとなった。さらに、
難治性白血病（ Mll-AF9 、 Mll-AF6 、
Mll-ENL など）では Hoxa9 を中心とした
Hox 遺伝子群とコファクターの Meis1 の
過剰な発現が認めら白血病発症に重要な
働きを持っていることが示されている。造
血幹細胞において PcG 複合体１と Hoxb4、
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
が推測される。そして、白血病幹細胞にお
いても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、2)。 
 そこで申請者は、造血幹細胞と白血病幹
細胞における Geminin の発現動態と役割
を解明し、その知見から新たな白血病に対
する治療法を探索す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Gemininiの過剰
発現システムと Geminin の shRNA によ
る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
可視化することのできるGeminin-YFPノ
ッ ク イ ン マ ウ ス の 作 製 し 、 こ の
Geminin-YFP マウスの造血幹細胞の自己



複製と分化における Geminin の発現動態
を解析することに成功している。そこで、
この実験系を用いて造血幹細胞における
Gemininの発現強度により細胞を分取し、
Geminin による未分化性維持機構と自己
複製の誘導について解析する。そして、こ
の知見をもとに、Geminin の発現を制御
することで造血幹細胞の活性を制御する
ことを試みる。さらに、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
に解析し、その分子基盤を解析する。また、
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、造血幹細胞と白血病
幹細胞における Geminin の分子基盤を比
較考察し、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 による造血幹細胞の活性

を制御する分子基盤の解明 
１）造血幹細胞の自己複製と分化におけ
る Geminin の発現動態 

 申請者のグループはすでに 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。さらに、このマウス
の骨髄細胞を用いて造血幹細胞分画
(CD34- c-Kit+Sca1+Lin-) に お け る
Geminin の発現動態を FACSariaⅡで解
析に成功している。そこで、FACSariaⅡ
を用いて造血幹細胞における Geminin の
発現強度により細胞を分取しマウスに移
植して、Geminin 発現強度と造血幹細胞
活性を検証する。さらに、造血幹細胞にお
ける細胞周期を FACS で解析し、造血幹
細胞の G1/SG2/M 期の各細胞周期におけ
る Geminin の発現動態を解析する。そし
て、この細胞周期における Geminin 発現
動態と Geminin 発現動態による造血幹細
胞活性の比較を行い、静止期と自己複製中
の造血幹細胞を同定する。 
 
２）Geminin の発現動態と未分化性維持
の検証 
 申請者の研究グループはこれまでの研

究で、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、Geminin 発現

制御レトロウィルスベクターを用いて造
血幹細胞中での Geminin の発現を制御し、
移植実験を行い多分化能を検証する。そし
て、Geminin の発現変化による分化能へ
の影響を解析することで Geminin が未分
化性維持機構に関わっていることを証明
する。 

 
３）造血幹細胞の自己複製と分化を掛け
分ける分子基盤の同定 

 Geminin-YFP マウスを用いた解析によ
り同定できた、静止期、自己複製中の造血
幹細胞を分取し、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、レトロウィルスベク
ターを用いて Geminin の発現を制御する
ことで、同定した遺伝子が Geminin の制
御下にあることを検証する。また、
Geminin がクロマチンリモデリングを制
御して遺伝子の発現を制御していること
を証明している(論文投稿中)。そこで、
Geminin による遺伝子の発現制御がクロ
マチンの構造変化であるかどうかを解析
する。そしてこれらの知見から、造血幹細
胞の活性制御における Geminin の分子基
盤について明らかにする。 
 Geminin による白血病幹細胞の活

性を制御する分子基盤の解明 
１）白血病発症と幹細胞性獲得における
Geminin の発現動態 
MLL 融合遺伝子 MLL-AF9 は本来自己

複製能を持たない骨髄球系前駆細胞に自
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(図２)。MLL-AF9 の制
御下に Hoxa9 と Meis1 があり、MLL-AF9
による白血病の発症にはこれらの遺伝子の
発現が重要であることが報告されている。
しかし、Hoxa9+Meis1 は KSL 細胞におい
ては白血病を発症させることができるが、
自己複製能を持たない骨髄球系前駆細胞
に対して自己複製能を付加することはでき
ない。そこで、Geminin-EYFP マウスの骨
髄細胞に MLL-AF9 と Hoxa9+Meis1 を導
入して白血病を発症させ、そのときの
Geminin の発現動態を解析・比較すること
で、白血病発症と幹細胞性獲得の分子イベ
ントにおける Geminin の発現動態につい
て明らかにする。 

 
２）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 

 白血病発症と幹細胞性獲得における



Geminin の発現強度に分けて細胞を回収
し、次世代シークエンサーにかけ、
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、
Geminin の発現制御の実験系を用いて
Geminin の発現を制御して、標的遺伝子が
Geminin の制御下にあることを検証し、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
遺伝子を同定するとともに、その制御がク
ロマチン制御を介しているかどうかを検証
する。そして、マウスモデル系における白
血病幹細胞制御の Geminin の分子機能を
解明する。 

 
3）ヒト白血病を用いた解析 

 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 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 
造血幹細胞と白血病幹細胞の活性制御を解
析するために、造血幹細胞に Geminin 発現ベ
クターを導入するために、これまでに樹立し
たレトロウィルスの系を改良しさらに効率
よくGemininを導入することが可能になった。
さらに、Geminin タンパク質を直接細胞に導
入することのでき膜透過型Gemininの開発に
成功した(論文投稿中) 。現在はこの発現系
と直接導入系、shRNA による発現抑制系を駆
使し、造血幹細胞での Geminin の発現制御に
試みている。また、Geminin-EYFP トランスジ
ェニックマウスを用いた解析から、Geminin
の発現が無いとされたG1/G0期の造血幹細胞
の 集 団 に Geminin の 発 現 が 少 量 あ る
Geminin-Low の分画を見出すことに成功し、
この細胞群の造血システムにおける役割に
着いて解析を進めている。白血病幹細胞にお

けるGemininの分子機能について解析を進め
るため、Geminin-EYFP マウスに白血病誘導遺
伝子をレトロウィルスで導入する系を樹立
し、現在解析を進めている。さらに、ヒトの
白血病細胞を移植するための BRGS マウスを
繁殖しており、充分なマウス数を確保次第移
植実験を開始する予定である。 
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