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研究成果の概要（和文）：ポリコーム遺伝子群が、心臓発生だけでなく心筋維持にも重要な役割を果たしている
ことを見つけるとともに、分子レベルではポリコーム遺伝子群がエピジェネティックに転写を維持するだけでな
く、細胞増殖分化を制御するGemininに対するE3ユビキチンリガーゼとして機能することを見つけた。そこで、
本研究ではGeminin-EYFPノックインマウスとタンパク質を直接細胞内に導入できるCell-penetrating Gemininを
開発し、心筋内のGemininの発現を追跡することによって分裂心筋細胞あるいは心臓幹細胞の候補細胞を同定す
るとともに、Gemininの発現量を操作できる新しい方法の開発を行った。

研究成果の概要（英文）：Polycomb-group (PcG) genes play an important role in cardiac development as 
well as in maintenance of cardiac muscle. Molecularly PcG genes regulate gene transcription through 
an epigenetic mechanism and also act as an E3 ubiquitin ligase for Geminin, which regulates cellular
 proliferation and differentiation.  In this study we generated Geminin-EYFP knock-in mice to 
directly trace Geminin expression in vivo and detected a candidate for cell-cycling cardiac muscle 
or cardiac stem cells.  We also generated cell-penetrating Geminin, which is transduced directly 
into cells, to manipulate expression levels of Geminin protein in cells.  We anticipate that these 
technologies are helpful for analyzing cell cycling of cardiac muscle and also function of cardiac 
stem cells.
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１．研究開始当初の背景 
研究申請者らはポリコーム複合体の欠損マ

ウス（Rae28/Phc1 及び Pcgf5 欠損マウス）を

作製し、ポリコーム複合体がヒストンの修飾

を介したクロマチン制御やユビキチン-プロ

テアソーム系を介したGemininタンパク質の

安定性制御を介して高等哺乳動物の発生制

御だけでなく幹細胞制御にも重要な役割を

果たしていることを明らかにしてきた。心臓

においてはRae28が心臓発生のセレクター遺

伝子 Nkx2.5 の転写制御を介して心臓発生に

おいて重要な役割を果たしていることを明

らかにするだけでなく、Rae28 の心筋におけ

る役割を調べるためβミオシン重鎖のプロ

モーターを用いて心筋特異的にRae28を高発

現するトランスジェニックマウス（β

MHC-Rae28 tg）を作製した。βMHC-Rae28 tg

は出生後に心筋細胞でアポトーシスが誘導

され、心筋が脱落するために拡張型心筋症を

発症する。つまり、Rae28 の高発現は心筋維

持を損なうことが解った。一方で、ポリコー

ム複合体の一つ Pcgf5 が欠損すると、心臓は

正常に発生するが、心筋の維持が損なわれる 

ために成体において拡張型心筋症を発症す

ることを見つけた。これらのことから、心筋

を維持するための分子機構があることが示

唆される。しかし、成体における心筋の分裂

や心臓幹細胞の心筋維持における役割につ

いては現在のところほとんど解っていない。 

 Geminin は DNA 複製と Brahma/Brg1 を介し

たクロマチンリモデリングを抑制すること

により細胞増殖と分化の両方を調節してい

る。Geminin タンパク質は APC/C を介したユ

ビキチン-プロテアソーム系によって安定性

制御がなされており、細胞周期においてサイ

クリン同様の発現動態を示す。一方で、造血

幹細胞において Geminin の発現は高く、幹細

胞制御において重要な役割を果たしている

ことを独自に見つけている。 

 

２．研究の目的 

成体で心筋細胞は分裂することはなく、高度

の心筋傷害による重症心不全の患者に対し

ては心臓移植しか救命の手立てがないと信

じられて来た。そこで本研究では Geminin を

個体レベルで可視化することによって心筋

における細胞周期制御と心臓幹細胞の動態

制御について解析を進めるための新たな手

立てを確立することを目指すとともに、直接

細胞内にGemininタンパク質を導入すること

の出来る新しい方法の開発を行った。 

 
3. 研究の方法 
独自に作製したポリコーム複合体１の新た

な構成因子の一つ Pcg5 のノックアウトマウ

スについて解析を進めるとともに、Geminin

遺伝子の終止コドンの直前に黄色蛍光色素

タンパク質 enhanced yellow fluorescence 

protein (EYFP)遺伝子を in flame に挿入し

たGeminin-EYFPノックインマウスを作製し、

個体レベルでGemininを可視化することによ

って心筋におけるGemininの発現動態を追跡

した。さらに、FGF４の膜透過性モチーフを

組込んだ遺伝子組換え型Gemininタンパク質

CP-Geminin を独自に開発し、Geminin を直接

細胞内に導入可能な実験系の構築を目指し

た。 

 
４．研究成果 

本研究では Geminin 遺伝子に EYFP の遺伝子

をGeminin遺伝子のコーディング領域に融合

したノックインマウス（Geminin-EYFP KI）

を作製しGeminin分子を可視化した。そして、

心筋における Geminin の発現動態を in vivo

で追跡し、Geminin の発現動態を明らかにし、

心筋維持における心筋の細胞周期制御と心

臓幹細胞の役割について解析を進めた。その

結果、多くの心筋細胞では Geminin の発現は

認められなかった。Geminin の発現は G0/G1

期において低く、S/G2/M 期において高いとい

う細胞周期の各相におけるGemininの発現動



態を考えると、恐らく成体においてはほとん

どの心筋細胞が細胞周期の G0/G1期にあるこ

とを反映しているものと考えられた。一方で、

心臓の流出路周辺領域においてはGemininが

高発現している心筋細胞が散見された（図 

1）。これらの細胞は心筋細胞が細胞周期に入

っている可能性、あるいはほとんどの細胞が

G0/G1期にある造血幹細胞においてはGeminin

は発現が高く保たれていることから心臓幹

細胞である可能性も推測される。今回の研究

ではこれらのGeminin陽性細胞の心筋維持に

おける機能的な役割についてまで、充分な解

析を進めるまでには至らなかったが、本研究

によって得られた知見は心筋維持を担うこ

とが予想される心筋細胞周期と心臓幹細胞

制御について解析を進めるために重要な切

っ掛けを提供することが期待される。 

 
図 1. Geminin 陽性細胞 

 

 一方で、Geminin タンパク質を直接細胞内

に導入してその発現量を操作することを目

指して Geminin に FGF４の膜透過性モチーフ

を組込んだ遺伝子組換え型Gemininタンパク

質 CP-Geminin を独自に開発した。大腸菌で

発現させ精製した CP-Geminin を用いて培養

細胞レベルでGemininを細胞内に直接導入し

て Geminin 発現量を変化させ、細胞周期とク

ロマチン構造を操作することに成功した。従

って、CP-Geminin は心筋細胞をはじめとして

生体細胞の細胞周期を人工的に操作するた

めの新しい方法の開発に寄与することが期

待される。 

 本研究成果は、今後、生体心筋の細胞周

期制御や心筋幹細胞の心機能維持における

役割を明らかにすることに役立つことが期

待される。 
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