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1. 略語表 

 

5-azacytidine (5-aza-dC) 

Brachyury (T) 

Cardiac crescent (CC)：心臓原基 

Cardiac Troponin (cTnI) 

CtBP-interacting BTB zinc finger protein (CIBZ) 

Definitive endoderm (DE)：原始内胚葉 

Embryonic stem cells (ES 細胞) 

Embryoid body (EB)：胚葉体 

First heart field (FHF)：第一心臓予定領域 

Goosecoid (Gsc) 

Leukemia inhibitory factor (LIF) 

Myosin heavy chain (MHC) 

Primitive streak (PS)：原始線条 

Second heart field (SHF)：第二心臓予定領域 

Transcript start site (TSS)：転写開始点 

Visceral endoderm (VE)：蔵側内胚葉 
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2. 序論 

 

マウス ES 細胞の未分化性維持における転写因子の機能 

 マウス胚性幹細胞（Embryonic stem cell, 以下は ES 細胞と記す）は初期胚の内部

細胞塊から樹立された多能性の幹細胞であり、その未分化性の維持には白血病阻害因

子である LIF（leukemia inhibitory factor）シグナルによる Stat3 の活性化が必要である

（Niwa et al, 1998）。主に 3 つの転写因子 Oct3/4、Sox2、Nanog が協調的に働くことで

ES 細胞の多能性を維持している（Loh et al., 2011）（図 1）。 

 1) POU ドメインを有する Oct3/4 は ES 細胞や始原生殖細胞などの未分化な細胞に

特異的に発現している。Oct3/4 を欠損させた ES 細胞では未分化性を維持できず、栄

養外胚葉へと分化し、逆に過剰発現させると原始内胚葉や中胚葉へと分化する(Niwa 

et al., 2000)。従って、未分化な状態を維持するためには、Oct3/4 の厳密な発現調節が

必須である。 

 2) Sry ボックスドメイン有する Sox2 は ES 細胞以外に、発生段階のエピブラストや

胚体外胚葉において発現している。Sox2 変異マウスはエピブラストの形成不全が見

られることから、エピブラストの形成・維持に Oct3/4 と協調して機能していること

が知られている(Avilion et al., 2003)。 

 3) ホメオボックスを有する Nanog は内部細胞塊で特異的に発現しており、Nanog

を欠損させた ES 細胞では原始内胚葉へと分化する。逆に ES 細胞で Nanog を過剰発

現させると LIF 非存在下でも多能性を維持できることが報告されている（Chambers 

and Smith., 2004）。 

 

マウス ES 細胞の分化誘導研究 

 ES 細胞は外胚葉、中胚葉、内胚葉由来のすべての細胞系列へ分化することが可能

である。1998 年に James A. Thomson らにより、ヒト ES 細胞が樹立されて以来、再生

医療や新薬開発の応用に向けて、ヒトやマウス ES 細胞を用いた分化誘導研究が盛ん

に行われてきた。マウス ES 細胞はヒト ES 細胞と比べ使用面での障壁（倫理面の問

題や継代維持、入手が容易であることなど）が少ないため分化誘導研究が進んでおり、

ヒト ES 細胞での分化誘導研究はマウスで開発された分化誘導法を参考にすることが

多くある。これまでに ES 細胞から心筋細胞、神経細胞、色素や血球系細胞などへ分

化誘導した研究が多数報告されている（Fischbach et al., 2004）。また、ES 細胞からの

様々な細胞への分化誘導過程において、マウス胚発生過程と同様の遺伝子シグナル伝

達系を用いていることが明らかとなっている（Cyganek et al., 2013）。そのため、細胞

運命決定に関わる遺伝子の発現制御機構を解析する上でも非常に強力なツールの一

つである。今後、ES 細胞の分化誘導における遺伝子発現ネットワークを研究するこ

とは、将来的な再生医療での応用という観点のみならず、胚発生機構の解明という学
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術的な観点からも重要と考えられる。 

 

心臓の初期発生 

 心筋は一度傷害をうけると新たに再生しにくい細胞であるため、心筋梗塞や心筋症

などによる心機能の低下に対する根本的な治療法は心臓移植に頼るのが現状である。

近年、iPS 細胞の作製により再生医療実現に向けた心筋再生研究が脚光を浴び始めて

きた。 

 心臓は胚発生過程で特定のシグナルを受けて中胚葉から分化誘導される、最初に形

成される臓器である。これまでにマウス胚やマウス ES 細胞を用いた細胞運命決定の

研究から、徐々にその複雑な発生過程の様子が明らかにされてきた。心臓構成細胞は、

原腸陥入の過程で形成される原始線条（primitive streak; PS）の領域で、その存在が最

初に確認されている。エピブラストの一部の細胞集団が PS 領域を胚の内側から外側

方向へと移動し、最終的に中胚葉へと分化しながら臓側内胚葉（visceral endoderm; 

VE）と原始内胚葉（definitive endoderm; DE）の間を伸展していく。このとき、最も

腹側の中胚葉細胞集団である側板中胚葉（lateral mesoderm）が将来、心臓・血管・血

液細胞へと分化する心臓構成細胞である（Vliet et al., 2012）。側板中胚葉の集団は、

胚性 7 日目に頭側心臓中胚葉（cranial cardiac mesoderm）と前側方中胚葉（anterior 

mesoderm）へと派生し、胚性 8 日目には心臓構成細胞の集団である馬蹄形の心臓原

基（cardiac crescent）を形成する（図 2）。この移動の際に Nodal、BMP2/4 と Wnt の 3

つのシグナルがそれぞれ時空間特異的にシグナル伝達を行うことが正常な心臓発生

に重要である。心臓原基は 2 種類の細胞集団：Tbx5 陽性の細胞集団である第一心臓

予定領域（First heart field; FHF）と、Islet1 陽性の細胞集団である第二心臓予定領域

（Second heart field; SHF）から構成される。FHF は将来的に左心室と心房を形成し、

SHF は右心室や流出路を形成することが明らかとなっている（Srivastava et al., 2006）。 

 

ES 細胞からの心筋細胞分化の過程で機能する転写因子 

 ES 細胞から心筋細胞への分化誘導方法として、最も一般的な方法は LIF 非存在下

での浮遊培養による胚葉体の形成である。胚葉体は外胚葉、中胚葉、内胚葉の分化し

た細胞集団からなる球状の細胞塊である。心筋細胞の分化には外胚葉・内胚葉から分

泌される BMP2/4 や Nodal、Wnt などのシグナル因子が必須であるため、胚葉体の形

成は心筋細胞分化において必要なステップとされる。Wnt シグナルにより中胚葉遺伝

子の Brachyury（T）や Eomes の発現が誘導され、次にこれらの転写因子が初期心臓

中胚葉遺伝子である Mesp1 や Flk1 を直接誘導する（Costello, et al.,2011, and Lindsley et 

al., 2006）。これまでにマウス遺伝学を用いた細胞系譜追跡や ES 細胞の分化誘導系よ

り、Mesp1 陽性細胞は心筋、心内膜、心外膜、内皮などほぼ全ての心臓を構成する細

胞へと分化することが明らかとなっている（Saga et al., 1999）（図 3A）。また、Mesp1

を過剰発現させた ES 細胞の実験では、Wnt シグナルがなくても心筋への誘導が引き

起こされるため、Mesp1 は心血管細胞系譜のマスター遺伝子と考えられている
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（Blanpain et al., 2010）。Mesp1 により直接的に制御される遺伝子群は Nkx2-5、Gata4、

Mef2c などがあり、いずれも心筋分化に必須とされる転写因子である（図 3B）。 

 

心臓再生とリプログラミング因子の同定 

 近年、マウス新生仔では高い心筋再生能力があることが放射性同位体 N15 で標識

されたチミジンの核内取り込みにより証明された（Senyo et al., 2013）。さらに、ヒト

においても冷戦時の核実験試験から放射性同位体 C14 を指標にして、標準的なヒト

の生涯において平均 50%程度の心筋細胞が新陳代謝により新たに生み出されること

が報告されている（Bergmann et al., 2009）。このことから、限定的ではあるが哺乳類

の心臓においても再生能力があることが示された。一方で、心筋梗塞などによる急激

な心筋細胞の減少は、本来の心筋再生能で十分な心筋細胞が補えず、結果として心機

能の低下が引き起こされる。この際、心筋細胞は壊死し線維芽細胞の増殖により場所

を取って替わられる。このため、線維芽細胞を心筋細胞へリプログラミングさせる研

究が近年盛んに行われている。2009 年には竹内らにより 2 つの心臓転写因子 Gata4

と Tbx5、さらに SWI/SNF クロマチンリモデリング複合体の一因子 Baf60c を心臓形

成予定領域外であるマウス胚外中胚葉細胞へ強制発現させることで、自発的に拍動す

る心筋細胞への分化転換が成功している（Takeuchi et al., 2009）。また、in vitro の研究

より 3 つの心臓転写因子 Gata4、Mef2c、Tbx5 を線維芽細胞中に発現させることで、

線維芽細胞を心筋細胞へリプログラムできることが報告されている（Ieda et al., 2010）。

これらの報告は、心臓・心筋再生には心臓形成過程で働く転写因子群やエピジェネテ

ィックな制御因子であるクロマチンリモデリング複合体が非常に重要な役割を担っ

ていることを示している。そのため今後、心臓・心筋が誘導される際に機能する心臓

転写因子のさらなる詳細な解析が必要とされる。 

 

発生・分化における BTB zinc finger 型転写因子の機能 

 個体の発生や分化、増殖など生物機能を維持する上で、転写因子による遺伝子発現

の制御は重要な機能の一つである。転写抑制の機能を有する BTB zinc finger 型転写

因子（Bcl-6、PLZF、Kaiso など）は現在までに 200 以上ものファミリータンパク質

が知られている。この転写因子に特徴的な BTB ドメインは酵母からヒトまで進化的

に高く保存されており、二量体形成やコリプレッサーとの結合などタンパク質間相互

作用を調節する機能を有する（Collins et al., 2001）。BTB zinc finger 型転写因子の

機能としては、細胞周期調節や DNA ダメージ応答、細胞運命決定などが報告されて

いる（Yeyati et al., 1999, and Cho et al., 2011）。その中で、個体の発生や分化では Bcl-6

と PLZF の研究が進んでいる。 

 Bcl-6 はメモリーB 細胞が形成される胚中心において、ヒト B リンパ腫の染色体転

座部位から単離されたがん遺伝子であり、標的遺伝子の転写抑制活性を有している

（Shaffer et al., 2000）。メモリーB 細胞の分化において、胚中心の B 細胞が Bcl-6 を発

現することにより、形質細胞分化に必須である Blimp-1 の発現を負に制御し、メモリ
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ー細胞への分化を促進する。PLZF は急性前骨髄球性白血病患者の染色体転座 t(11;17)

より同定された転写抑制因子である（Chen S.J. et al., 1993）。HL60 細胞を用いた血球

分化過程において、PLZF の発現レベルが下方制御を受けることから、PLZF の発現

が造血幹細胞の維持や生存に重要であると考えられている（Chen Z. et al., 1993）。こ

れらの知見は、BTB zinc finger 型転写因子が個体発生・細胞分化過程において重要な

機能を果たしていることを示唆するものである。 

 

転写因子 CIBZ (CtBP-interacting BTB zinc finger protein) の機能 

 当研究グループはマウス ES 細胞を用いた改良型 polyA トラップ法より、新規の

BTB zinc finger タンパク質をコードする遺伝子 CIBZ を同定した（Matsuda et al., 2004）。

CIBZ はマウス ES 細胞や成体マウス組織においてユビキタスに発現することが確認

された。先行研究から、CIBZ は N 末端側に 2 つの転写抑制ドメイン（BTB ドメイン

と Repression Domain2; RD2）を持つこと、RD2 は PLDLR というモチーフを介してヒ

ストン修飾酵素のリクルータータンパク質であるコリプレッサーの CtBP と相互作用

することが分かっている（Sasai et al., 2005）。CIBZ の中央部と C 末端側には 2 つのジ

ンクフィンガークラスター（ZF1-5 と ZF6-10）があり、そのうち中央部の ZF3-5 では

メチル化 CpG と結合できることが明らかにされた（Oikawa et al., 2011）（図 4）。これ

までに CIBZ は、①アポトーシスを負に制御する機能（Oikawa et al., 2008）、②骨格筋

分化決定因子である myogenin のプロモーターをメチル化依存的に抑制することで、

骨格筋分化を負に制御する機能が明らかにされた（Oikawa et al., 2011）。興味深いこ

とに、ES 細胞で高発現している CIBZ は、ES 細胞の自己複製能を‘正’に制御する

Nanog タンパク質を介して細胞増殖を促進することが明らかとなった（Nishii et al., 

2012）（図 5）。以上ことから、CIBZ は細胞のアポトーシス、分化と増殖という生命

現象の中で重要な役割を担っていることが分かってきた。一方で、ES 細胞分化にお

ける CIBZ の機能は不明である。 

 

本研究の目的 

 先行の研究より、CIBZ の発現変化（欠損、発現低下、過剰発現）は ES 細胞の未

分化性維持に必須ではないが、CIBZ が欠損した ES 細胞は細胞の増殖が低下してい

ることが分かった（Nishii et al., 2012）。ES 細胞の増殖低下が ES 細胞の未分化性を不

安定な状態へと遷移させることで分化しやすいということが知られている（Chambers 

et al., 2007）。本研究の目的は、CIBZ が ES 細胞の分化にどのような影響を与えるか

を明らかにした上で、その制御のメカニズムの解明を目指す。 
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3. 材料と方法 

 

プラスミド 

 pcDNA3-2xFlag-CIBZ と pBSKS-2xFlag は前任者によりすでに作製されたベクター

を用いた。 EF1α-2xFlag-CIBZ-IRES-AcGFP1 を作製するため、プライマー F 

（CIBZ-F1-SalI）5’-ACGCGTCGACATGACAGTCATGTCCCTCTCCAG-3’とプライマー

R（CIBZ-R3594-BamHI）5’-CGCGGATCCTCAAAGGACGTTTTCAGCAAAGGC-3’を用

いて pcDNA3-2xFlag-CIBZ を鋳型として増幅した。この PCR 断片を SalI と BamHI で

消化し、同じく SalI/BamHI で消化した EF1α-IRES-AcGFP1（Clontech）ベクターに組

み込んだ。コントロールとなる EF1α-2xFlag -IRES-AcGFP1 は pBSKS-2xFlag を SalI

とBamHIで消化し、上記と同様にEF1α-IRES-AcGFP1ベクターに組み込み作製した。

レポーターベクターとして用いた pGL3-Brachyury(T) promoter と pGL3-Mesp1 

promoter 挿 入 ベ ク タ ー は 、 プ ラ イ マ ー F （ T ）

5’-AGACGACGCGTCAAAGTCGCAGGCGCCGGTGTG-3’ と プ ラ イ マ ー R （ T ） 

5’-GTCCCAAGCTTCCACCCTCTCCACCTTCCAG-3’、とプライマー F（Mesp1） 

5’-AGACGACGCGTCAAGGCTCTGGTATGTGAAGTAAGG-3’、プライマーR（Mesp1） 

5’-GTCCCAAGCTTGGCAGCGGAGGCCTGACCATTG-3’を用いて、マウス ES 細胞の

ゲノム DNA から各遺伝子のプロモーター領域を増幅した。この PCR 断片を

pGEM-basic に組み込み、MluI/HindⅢで消化し、切り出した各遺伝子プロモーターを

pGL3-basic ベクターに組み込み作製した。CIBZ 各種欠失変異体はすでに前任者によ

り作製されたベクターを用いた（Sasai, Matsuda et al. 2005）。 

全てのプラスミドシーケンス配列は BigDye terminator v3.1 と ABI PRISM3100 によっ

て確認した。 

 

ES 細胞の培養 

 ES 細胞は RF8（129SV/ Jae マウスに由来する）細胞を用いた。ES 細胞の継代維持

にはサイトカイン LIF を産生する SNL 細胞をフィーダー細胞として使用した。SNL

細胞はマウス胎児繊維芽細胞由来の株化細胞である STO 細胞に、ネオマイシン耐性

遺伝子と LIF 遺伝子発現ベクターを組み込んだ細胞である。SNL 細胞の培養には、

あらかじめディッシュを 0.1% ゼラチン（porcine skin 由来：Sigma）溶液でコーティ

ングしたものを用いた。また、フィーダー細胞として用いる際は、SNL 細胞を 11 g/ml

のマイトマイシンＣ（協和発酵キリン）を含む培地で 2 時間 30 分処理することで、

細胞増殖を不活性化した。このフィーダー細胞上で ES 細胞は 5% CO2存在下、37℃

の条件の下、培養を行った。 
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 [ES 細胞の培地組成] 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (Nacalai tesque)  最終濃度 

Fetal Bovine Serum (Thermo scientific)   15% 

Penicillin-Streptomycin (Nacalai tesque)    50 units/ml 

100x MEM Nonessential amino acids solution (Nacalai tesque) 1x 

L-Glutamine stock solution (Nacalai tesque)   2 mM 

2-mercaptoethanol (Nacalai tesque)    100 M 

 

 [SNL 細胞の培地組成] 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (Nacalai tesque) 

Fetal Bovine Serum (Thermo scientific)    10% 

Penicillin-Streptomycin (Nacalai tesque)    50 units/ml 

L-Glutamine stock solution (Nacalai tesque)   2mM 

 

胚葉体（EB）形成アッセイと心筋細胞への分化 

 胚葉体（EB: Embryoid Body）形成アッセイでは、まず 0.1% ゼラチンコーティング

ディッシュでフィーダー細胞を取り除いた後、2 x106 cells/ ml の ES 細胞懸濁液を調

整した。この懸濁液 10ml を低吸着性のペトリディッシュに添加し、5% CO2存在下、

37℃の条件の下にて、40 rpm 回転速度のロータリーシェーカー（NS-LR, AS ONE）上

で培養した（Rotary 細胞培養法）。5 日間浮遊培養を行った後、0.1% ゼラチンでコー

ティングした 24 ウェルプレートへ EB を接着させることで、自発的に拍動する心筋

細胞が得られた。ES 細胞から EB を形成させて、心筋細胞へ分化誘導する各分化段

階の EB を回収し、遺伝子発現・タンパク質発現解析用のサンプルとした。EB 形成

アッセイで用いた培地は ES 細胞培地と同じものを用いた。EB を接着培養に切り替

えた後は、2-mercaptoethanol を除いた ES 細胞培地を用いた。 

 

CIBZ が安定的に過剰発現した ES 細胞株の作製 

 EF1α-2xFlag-IRES-AcGFP1（コントロール）と EF1α-2xFlag-CIBZ-IRES-AcGFP1 を

AseI で切断し、線状化したプラスミドを作製した。ES 細胞を 2.5x107 cells/ ml になる

ように ES 細胞培地を加えて懸濁し、0.8 ml をエレクトロポレーション用キュベット

に移し、250 V、500 mF で線状化した上記の各々のプラスミド（15 g）を ES 細胞に

導入した。ベクター導入後、室温で 15 分間 ES 細胞を静置し、10 cm dish のフィーダ

ー細胞上で 5% CO2、37℃の条件下で培養した。24 時間後、0.4 mg/ml G418（InvivoGen）

で薬剤選択を 9 日間行い、GFP の蛍光が観察された G418 耐性コロニーを単離、継代

して細胞数を増やし、CIBZ 過剰発現細胞株を樹立した。 
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siRNA により CIBZ をノックダウンした ES 細胞の作製 

 CIBZ に特異的な Dicer substrate siRNA（Integrated DNA Technologies）を野生型 ES

細胞に INTERFERinTM（Polyplus Transfection TM）を用いて添付のマニュアルに従って

トランスフェクションし、一過性に CIBZ の発現をノックダウンした。トランスフェ

クションの 72 時間後に ES 細胞を回収して EB 形成アッセイに用いた。siRNA の配列

を以下に示す。 

CIBZ siRNA  

sense sequence  5'-phospho-GCGGACCACAUGGUGAAAUUUGUdGdA-3' 

antisense sequence 5'-UCACAAAUUUCACCAUGUGGUCCGCGU-3' 

 

半定量 RT-PCR とリアルタイム PCR（qPCR）による mRNA の発現解析 

 

1) サンプルの回収 

 ES細胞の分化誘導過程で回収したEBサンプルをコラゲナーゼTypeⅡ（Worthington

社）溶液で 37℃、20 分間反応し、細胞を分散させて回収した。 

 

[Low Ca2+ Solutionの組成]  最終濃度  [コラゲナーゼ TypeⅡ溶液の組成] 最終濃度 

5M NaCl       120 mM   Low Ca2+ Solution   

1M KCl        5.4 mM    25000U/ml collagenase typeⅡ   500 U/ml 

1M MgSO4       5 mM  1 mM CaCl2     30 M 

100 mM Sodium pyruvate     5 mM 

1M Glucose       20 mM 

200 mM Taurine       20 mM 

1M HEPES (pH 6.9)      10 mM 

 

2) RNA 回収、cDNA 合成、PCR 反応 

 Total RNA の抽出は ReliaPrepTM RNA Cell Miniprep System（Promega）を使用した。

cDNA の合成は ReverTra Ace○R  qPCR RT Kit（Toyobo）を使用した。qRT-PCR のサン

プル調整は Thunderbird qPCR Mix（Toyobo）を用いて行った。これらすべての手順は

付属のプロトコールに従った。qRT-PCR は LightCycler 96 System（Roche）を使用し、

反応条件は（ⅰ）95℃, 60 sec、（ⅱ）40×（95℃, 15 sec; 55℃, 30 sec; 72℃, 30 sec）で

行った。内在性コントロールとして GAPDH を用い、標的遺伝子の転写レベルの補正

を行った。 
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[使用したプライマー] 

 

Semi-quantitative RT-PCR 用プライマー 

 

CIBZ 

5’ - GCACAGACAGTTCTATCCCA-3’  (Forward) 

5’ - GCTCTGACATAGCATCATCC-3’  (Reverse) 

GAPDH 

5’ - CCATCACCATCTTCCAGGAG-3’  (Forward) 

5’ - CCTGCTTCACCACCTTCTTG-3’  (Reverse) 

Oct3/4 

5’ - TCACTCACATCGCCAATCAG-3’  (Forward) 

5’ - CCTGTAGCCTCATACTCTTCTC-3’  (Reverse) 

Sox2 

5’ - CTACAGCATGTCCTACTCGC-3’  (Forward) 

5’ - CCTCCCAATTCCCTTGTATCTC-3’  (Reverse) 

Nanog 

5’- TTCAGAAATCCCTTCCCTCG-3’  (Forward) 

5’- AGTAGCAGACCCTTGTAAGC-3’  (Reverse) 

Sox1 

5’ - ATACCGCAATCCCCTCTCAG-3’  (Forward) 

5’ - ACAACATCCGACTCCTCTTCC-3’  (Reverse) 

Nestin 

5’- CTGGAAGTGGCTACATACAGGAC-3’  (Forward) 

5’- AGTCTCAAGGGTATTAGGCAAGG-3’  (Reverse) 

T  

5’- GAAGTGAAGGTGGCTGTTGG-3’   (Forward) 

5’- ATTTACCTTCAGCACCGGGA-3’   (Reverse) 

Tbx2 

5’- GACATCTTGAAGCTCCCATACAG-3’ (Forward) 

5’- GCTCCTCATACAAACGGAGAGT-3’  (Reverse) 

Mesp1 

5’- GTCTGCAGCGGGGTGTCGTG-3’   (Forward) 

5’- CGGCGGCGTCCAGGTTTCTA-3’   (Reverse) 

Gata6 

5’- GGGAGAAACTGTGACAATGAC-3’  (Forward) 

5’- ACGAACGCTTGTGAAATGTG-3’   (Reverse) 
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Sox17 

5’- CGAGCCAAAGCGGAGTCTC-3’   (Forward) 

5’- TGCCAAGGTCAACGCCTTC-3’  (Reverse) 

Flk1 

5’- TCGAGCCCTCATGTCTGAAC-3’   (Forward) 

5’ - CACTGAGCGATTTCTCCTCAAC-3’  (Reverse) 

Gata4 

5’- GTGAGCCTGTATGTAATGCC-3’     (Forward) 

5’- CTGTGCCCATAGTGAGATGAC-3’    (Reverse) 

cTnI 

5’- TGCCAACTACCGAGCCTATG-3’  (Forward) 

5’- TGGCAACGAGTCCTCAGAAC-3’  (Reverse) 

 

 

Quantitative PCR 用プライマー 

 

GAPDH 

5’- CAATGTGTCCGTCGTGGATCT-3’   (Forward) 

5’- GTCCTCAGTGTAGCCCAAGATG-3’  (Reverse) 

T 

5’- GCTTCAAGGAGCTAACTAACGAG-3’  (Forward) 

5’- CCAGCAAGAAAGAGTACATGGC-3’ (Reverse) 

Flk1 

5’ - CTGGAGCCTACAAGTGCTCG-3’  (Forward) 

5’ - GAGGTTTGAAATCGACCCTCG-3’  (Reverse) 

 

Mesp1 

5’ - GTCTGCAGCGGGGTGTCGTG-3’  (Forward) 

5’ - CGGCGGCGTCCAGGTTTCTA-3’  (Reverse) 

Nkx2.5 

5’ - GGTCTCAATGCCTATGGCTAC-3’  (Forward) 

5’ - GCCAAAGTTCACGAAGTTGCT-3’  (Reverse) 

Gata4 

5’ - AACGGAAGCCCAAGAACCTG-3’  (Forward) 

5’ - AGTGGCATTGCTGGAGTTACC-3’  (Reverse) 

Tbx5 

5’ - AATGGTCCGTAACTGGCAAAG-3’  (Forward) 

5’ - GGATAATGTGTCCAAACGGGTC-3’ (Reverse) 
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Isl1 

5’ - ATGATGGTGGTTTACAGGCTAAC-3’ (Forward) 

5’ - TCGATGCTACTTCACTGCCAG-3’  (Reverse) 

Mef2C 

5’ - AGGATAATGGATGAGCGTAACAG-3’ (Forward) 

5’ - GTTCAATGCCTCCACAATGTC-3’  (Reverse) 

cTnI 

5’ - TGCCAACTACCGAGCCTATG-3’  (Forward) 

5’ - TGGCAACGAGTCCTCAGAAC-3’  (Reverse) 

MHC 

5’ - CAGAGGAGAAGGCTGGTGTC-3’  (Forward) 

5’ - TTGTCAGCATCTTCTGTGCC-3’  (Reverse) 

 

ウェスタンブロッティング 

 回収した細胞に RIPA buffer（50 mM Tris-HCl pH7.4、150 mM NaCl、1% NP-40、0.1% 

Sodium dodecyl sulphate、0.5% Sodium deoxycholate, protease inhibitor cocktail（Roche））

を加え、超音波処理により溶解させた。氷上で 20 分間インキュベーションさせてか

ら、4℃、15000 回転、20 分間の遠心分離により不溶性画分を取り除いた。得られた

可溶性画分に 5×SDS sample buffer を加え、95℃、5 分間のインキュベーションによ

りタンパク質を変性させて、SDS-PAGE のサンプル溶液とした。SDS-PAGE 後に、ゲ

ルと 6 枚のろ紙（No.590、Advantec）を 1×Transfer buffer（25 mM Tris、192 mM Glycine）

に浸した。PVDF メンブレン（Millipore）は 100% メタノールに浸したのち、1×Transfer 

buffer に浸した。セミドライタイプの転写装置（日本エイドー）に、下からろ紙 3 枚、

PVDF メンブレン、ゲル、ろ紙 3 枚の順に重ね、12 V、1 時間ブロッティングを行っ

た。5% skim milk でメンブレンをブロッキングした後、0.05% Tween20 を含む 1×PBS

（PBST）で洗浄し、一次抗体で室温の下、1 時間インキュベーションした。PBST で

洗浄後、二次抗体で同じく 1 時間インキュベーションした後、ECLTM prime western 

blotting detection reagent（GE Healthcare）を用いてタンパク質の検出を行った。 

 

抗体 

 抗CIBZラビットポリクローナル抗体（C2）はマウスCIBZのアミノ酸配列1184-1197

（EQKDDIKAFAENVL）に対応する KLH が付加されたペプチドを抗原として作製さ

れた（JBios）。ウェスタンブロッティングと免疫染色には一次抗体として、抗 CIBZ

抗体（C2）、抗 FLAG 抗体 M2（Sigma-Aldrich）、抗α-Tubulin 抗体（Sigma）、抗 Oct3/4

抗体（R&D Systems）、抗 Sox2 抗体（Sigma-Aldrich）、抗 Nanog 抗体（Millipore）、抗

Brachyury 抗体（Santa Cruz Biotechnology）、抗 Nkx-2.5（Santa Cruz Biotechnology）、

抗 Islet1 抗体（Abcam）、抗 MHC 抗体（Development Studies Hybridoma Bank）、抗 Cardiac 

Troponin I 抗体（Abcam）を用いた。二次抗体として、HRP を付加した抗マウス IgG
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抗体（GE Healthcare）、抗ラビット IgG 抗体（GE Healthcare）、Alexa488 抗マウス IgG

抗体（Invitrogen）を用いた。 

 

免疫蛍光染色 

 0.1 % ゼラチンでコーティングしたカバーグラス上に EB を接着させ、心筋細胞へ

の分化誘導を行った。自発的な拍動が観察された EB のカバーグラスを 24 ウェルプ

レートに移し、4% PFA/PBS で 15 分間固定した。0.2% TritonX-100/PBS を用いて透過

処理をした後、一次抗体および二次抗体、及び DAPI（Sigma-Aldrich）による核染色

を行った。封入剤で封入した後、共焦点レーザー顕微鏡（Zeiss LSM510）で観察した。 

 

クロマチン免疫沈降法 

 フィーダー細胞を取り除いた ES 細胞にホルムアルデヒドを 1 %になるように加え

て、30 分間室温でインキュベーションし、DNA とタンパク質の架橋を行った。その

後、グリシンを最終濃度 125 mM になるように加えて架橋反応を止め、PBS で 2 回洗

浄して細胞を回収した。核画分を抽出するため、Swelling buffer（25 mM HEPES、1.5 

mM MgCl2、10 mM KCl、0.1 % NP-40、1 mM dithiothreitol、1 mM PMSF、pH 7.8、protease 

inhibitor cocktail（Roche））で溶解し、遠心分離により核画分を沈殿させ、Nuclei lysis 

buffer（50 mM Tris-HCl、10 mM EDTA、1 % SDS、1 mM PMSF、pH8.0、protease inhibitor 

cocktail）に溶解し、氷上で 10 分間インキュベーションした。ソニケーション処理後、

4℃、15000 回転、15 分間、遠心分離を行い、回収した上清を再度 38 m のナイロン

フィルターネットで濾過することで不溶性画分を取り除いた。ChIP Dilution buffer（10 

mM Tris-HCl、300 mM NaCl、0.5 % SDS、5 mM EDTA、1 mM PMSF、pH 8.0、protease 

inhibitor cocktail）で 10 倍希釈し、Protein G Sepharose 4（GE Healthcare）と 10 mg/ml 

salmon sperm DNA（終濃度 100 g/ml）、2% BSA（終濃度 100 g/ml）を加えて 4℃で

1 時間ローテーンションした。上清を新しいチューブに移し、一部を Input として保

存し、残りの上清を各々分配し、抗体を分配した上清サンプルへ 2 g 加えて、4℃で

一晩ローテーションした。再び Protein G Sepharose 4 を加えて 4℃で一時間ローテー

ションした後、Low salt buffer（20 mM Tris-HCl、150 mM NaCl、0.1 % SDS、1 % 

TritonX-100、2 mM EDTA、pH 8.0）、High salt buffer（20 mM Tris-HCl、500 mM NaCl、

0.1 % SDS、1 % TritonX-100、2 mM EDTA、pH 8.0）、LiCl buffer（20 mM Tris-HCl、250 

mM LiCl、1 % NP-40、1 % Sodium deoxycholic acid、1 mM EDTA、pH 8.0）、TE buffer

（1 mM EDTA、10 mM Tris-HCl、pH 8.0）でそれぞれ 2 回ずつ合計 8 回洗浄した。回

収サンプルを Direct elution buffer（10 mM Tris-HCl、300 mM NaCl、0.5 % SDS、5 mM 

EDTA、pH 8.0）で希釈し、Input と免疫沈降サンプルを 65℃で一晩インキュベーショ

ンし、脱架橋とビーズからの溶出を行った。RNase 及び Proteinase K 処理後、Wizard SV 

Gel and PCR clean-up System kit（Promega）を用いて DNA の精製・回収を行った。得

られた DNA 断片を鋳型として、KOD FX neo polymerase（TOYOBO）による PCR を

行った。プライマーの配列は以下に示す（F: forward primer, R: reverse primer）。 
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Promoter region (T)  F 5’-GCTGCTCGGTACTTCAAAGGG-3’ 

(-203/-81)   R 5’-GCGCGACAAGAGTAAGTCTCTG-3’ 

Distal region (T)  F 5’-TCCTGCTCTTTGTCACCTTC-3’ 

(-972/-844)   R 5’-GATTGTTGGAACGCATGCTG-3’ 

Promoter region (Mesp1) F 5’-GTGGAGCAGACTGGACTAAG-3’ 

(-114/35)  R 5’-TTATCCTGAGCCCTAGGTGTG-3’ 

Distal region (Mesp1) F 5’-ACTCTAGCTGCCTGTCTTGG-3’ 

(-4714/-4582)  R 5’-CCTTACTTCACATACCAGAGCCTT-3’ 

 

レポーターアッセイ 

 293T 細胞を 1 x 105 cells/ well の密度で 24 well プレートに撒き、ポリエチレンイミ

ン(PEI)を用いてトランスフェクションを行った。レポーターアッセイには、0-200 ng

の Flag 融合タンパク質発現プラスミド（Flag と Flag-CIBZ）と 100 ng のレポーター

プラスミド（pGL3-T または pGL3-Mesp1）、5 ng のコントロールベクター（pRL-TK）

を用いた。トランスフェクションの 48 時間後に細胞を PBS で洗浄し、Passive lysis 

buffer で溶解した。実験手法は Dual-Luciferase○R  Reporter Assay System（Promega）の

マニュアルに従い、ルミノメーターを用いてルシフェラーゼ活性の値を測定した。得

られたの値はコントロールプラスミドのルシフェラーゼ活性の値で補正した。それぞ

れの実験は最低 3 回以上行い、平均値と標準偏差で表した。 

 

 

 

 

 

 



16 

 

 

4. 結果 

 

4.1 マウス ES 細胞の分化誘導に伴って CIBZ タンパク質の発現が減少する 

CIBZ の発現がマウス ES 細胞の分化に関与するかどうかを調べるため、ES

細胞の分化過程における CIBZ の発現を調べることにした。マウス ES 細胞を

LIF 非存在下で浮遊培養を行うと胚葉体（EB）が形成されて、三胚葉（外胚葉、

中胚葉、内胚葉）へと分化することが知られている。EB 形成実験において、

EB が比較的に均一な球状の細胞塊（スフェア）を形成できる hanging drop 法が

広く用いられている。しかしこの手法は、培養中に培養液の交換ができないた

め制限された培養日数によりスフェアのサイズが小さく、また煩雑な作業のた

めスケールアップが難しいことから、タンパク質の解析に必要となる大量の EB

を作製することは困難である。Rotary 細胞培養法（Lei, X et al., 2014）は、ES

細胞を低速水平旋回振動させることで均一なスフェアが形成でき、培養中に培

養液の交換ができるため 5 日間の継続培養による大きいサイズの EB 作製が可

能である。さらに、簡単な作業によるスケールアップも容易である（図 7B）。 

ES 細胞の分化過程での CIBZ の発現変動を調べるため、Rotary 法による分化

した EB を経時的に回収してウェスタンブロッティングを行った。ES 細胞の分

化に伴ってタンパク質の発現が低下することが知られている ES 細胞の未分化

マーカー（Nanog、Oct3/4 と Sox2）をコントロールとして用いた。分化誘導２

日目において、CIBZ の発現は未分化マーカーの発現と同様に顕著に低下し、

４～５日ではそれらの発現が更に低下していた（図 7C）。一方で半定量 RT-PCR

の結果より、CIBZ と未分化マーカーの発現は分化誘導 5 日目までに顕著な変化

がなかった（図 7D）。これらの結果から、CIBZ タンパク質の減少は、Nanog

などのタンパク質と同様に転写後の翻訳により調節されていると考えられる。

従って、ES 細胞の分化誘導における CIBZ タンパク質の発現減少は ES 細胞の

分化に何らかの影響を与えることが示唆された。 

 

4.2 CIBZ が欠損した ES 細胞の分化では中胚葉と前心臓中胚葉マーカーの発

現が上昇する 

 CIBZ の発現低下が ES 細胞の三胚葉（外胚葉、中胚葉、内胚葉）分化の中で

どの細胞系譜に寄与するかを調べるため、WT と CIBZ-/- ES 細胞を用いて EB 形

成実験を行った。今回使用した CIBZ-/- ES 細胞は WT ES 細胞と比較しても、未

分化性状態（細胞形態、アルカリフォスファターゼ活性、Oct3/4 と Sox2 の発

現）に大きな変化がないことが確かめられている(Nishii et al., 2012)。分化誘導

2～５日まで、WT EB と CIBZ-/- EB より三胚葉マーカーの発現を半定量 RT-PCR

を用いて調べた。その結果、CIBZ の欠損は外胚葉マーカー（Sox1、Nestin）の
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発現に大きな変化が見られず、内胚葉マーカー（Gata6、Sox17）と中胚葉・前

心臓中胚葉マーカー（T と Mesp1）の発現が上昇していることが分かった（図

8A）。Sox17 は内胚葉以外に心臓原基（cardiac crescent）の一部の細胞において

も、その発現が確認されている（Kanai et al., 2002）。qPCR を行った結果、CIBZ

の欠損による T（分化誘導 2～5 日目）と Mesp1（分化誘導 4～5 日目）の有意

な発現上昇が確認された（図 8B）。 

CIBZ の発現を一過性に抑制することで T や Mesp1 の発現が誘導されるかど

うかを調べるため、siRNA を用いて ES 細胞内の CIBZ を特異的にノックダウン

して、72 時間後に EB 形成実験を行った。Scrambled negative control（Control）

と比較して、siRNA により CIBZ の mRNA の発現が抑制されていることが分か

った。分化誘導 3～5 日目の Control EB と比較して、CIBZ をノックダウンした

EB では T と Mesp1 共に 3 日目から発現が上昇していることが明らかとなった

（図 9）。以上の結果より、CIBZ の発現低下は中胚葉と前心臓中胚葉への分化

を促進することが示唆された。 

 

4.3 CIBZ の欠損は ES 細胞から心筋細胞への分化を促進する 

 CIBZの欠損が ES細胞から心筋細胞への分化を促進するかどうかを調べるた

め、ES 細胞から心筋細胞への分化誘導実験を行った。この誘導手法は、Rotary

法により 5日間培養した個々の EBを 24ウェルプレートへ接着培養させること

で、自発的に拍動する心筋細胞が顕微鏡で観察できる（図 10A）。分化誘導 7～

20 日目まで 25 ウェル分の EB を顕微鏡下で観察して、心筋細胞の拍動が確認

できるウェルの数をカウントした。その結果、WT EB では分化誘導 7 日目にお

いて約 10 %の割合で自発的に拍動する心筋細胞が確認され、7 日目以降はその

割合が徐々に増加し、14 日目までに 60-80%程度まで上昇した（図 10B）。一方

で、CIBZ-/- EB では分化誘導 7 日目において既に 90%の割合で自発的に拍動す

る心筋細胞が確認され、14 日目までにその割合が WT EB より有意に増加して

いることが分かった（図 10B）。顕微鏡下での写真やビデオ撮影より比較した結

果、CIBZ-/- EB の拍動領域が WT EB より約２倍以上拡大していることが確認さ

れた。 

 ES 細胞から分化誘導した成熟心筋細胞は、心筋収縮タンパク質である cTnI

の発現がみられる（Minami et al., 2012）。分化誘導 10 日目において、WT EB と

CIBZ-/- EB を抗 cTnI 抗体による免疫蛍光染色法を行った。その結果、WT EB と

比較して、CIBZ-/- EB では cTnI 陽性の細胞数が顕著に増加していることが確認

された（図 10C）。 

以上の結果より、CIBZ の欠損は ES 細胞の心筋細胞への分化を促進すること

が明らかとなった。 

 

4.4 CIBZ の欠損により ES 細胞の心筋細胞分化を促進する転写因子群の発現
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が上昇する 

これまでの結果より、CIBZ の欠損は ES 細胞の心筋細胞への分化を促進する

転写因子群の発現が上昇することが予想される。その可能性を検証するため、

WT EB と CIBZ-/- EB を用いた分化誘導の過程において、関連遺伝子の発現を

qPCR により調べた。その結果、WT EB より CIBZ を欠損した EB では、心筋

前駆細胞マーカー（Flk1、Gata4、Mef2c と Nkx2.5）、第一心臓予定領域と第二

心臓予定領域のマーカー(Tbx5 と Islet1)、成熟心筋細胞マーカー（cTnI と myosin 

heavy chain:MHC）の発現が上昇していることが分かった（図 11A）。ウェスタ

ンブロッティングの結果より、WT EB より CIBZ を欠損した EB では、T、

Nkx2.5、Islet1、MHC と cTnI の発現上昇も確認された（図 11B）。 

Mesp1 は下流の標的遺伝子群（Nkx2-5、Gata4、Mef2c、Tbx5 と Islet1 など）

のプロモーターを直接活性化することで中胚葉から心血管系への分化を制御す

るマスター遺伝子であることが知られている(Bondue et al., 2008)。ES 細胞での

CIBZ の欠損による、分化誘導過程での Mesp1 及びその標的遺伝子群の発現上

昇は CIBZ-/- ES 細胞の心筋への分化亢進という現象と一致している。 

 

4.5  CIBZの過剰発現によりES細胞の心筋細胞分化を促進する転写因子群の

発現が低下する 

 CIBZの過剰発現が ES細胞の心筋細胞系譜への分化に影響を与えるかどうか

を検証するため、CIBZ が安定的に過剰発現する ES 細胞株の樹立を試みた。最

初に、EF1α プロモーターでドライブする Flag タグと Flag タグ付きの CIBZ 全

長（Flag-CIBZ）のコンストラクトを作成した。これらのコンストラクトを WT

の ES 細胞に導入し、G418 の選択より G418 耐性のコロニーを複数ピックアッ

プした。これらのコロニーに対して抗 CIBZ 抗体を用いてウェスタンブロッテ

ィングを行った。その結果、Flag 由来のクローン（#1 と#2）と比較して、CIBZ

タンパク質の発現が高い 3 つのクローン（#1～#3）が得られた（図 12）。半定

量 RT-PCR の結果より、この 3 つのクローン由来の CIBZ の mRNA の発現も上

昇していることが分かった（図 12）。WT ES 細胞と比較して、Flag 由来のクロ

ーンと Flag-CIBZ 由来のクローンが未分化性状態（顕微鏡下による未分化のコ

ロニーの特徴、Nanog と Oct3/4 等の発現）を維持していることが分かった。 

次に、CIBZの過剰発現が ES細胞の心筋への分化に与える影響を調べるため、

Flag 由来のクローン#1（Control）と Flag-CIBZ 由来のクローン#3（CIBZ OE）

を用いて心筋細胞への分化誘導実験を行った（図 13）。分化誘導の過程におけ

る半定量 RT-PCR と qPCR を行った結果、CIBZ OE は Control より中胚葉と心

筋分化マーカー（T、Mesp1、Flk1、Gata4、MHC、cTnI）の発現が低下してい

ることが分かった（図 13A、13B）。ウェスタンブロッティングを行った結果、

CIBZ OE は Control より、T、Islet1 と MHC の発現が低下していることが確認

された（図 13C）。これらの結果より、CIBZ の過剰発現は ES 細胞から心筋細
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胞分化に関わる重要な遺伝子を抑制することが明らかとなった。 

 

4.6 CIBZ の過剰発現が ES 細胞の心筋細胞へ分化を抑制する 

 CIBZ の過剰発現が ES 細胞の心筋細胞分化を抑制するかどうかを調べるた

め、心筋への分化誘導実験を行った（図 14）。その結果、Control EB では分化

誘導 7 日目において約 40 %の割合で自発的に拍動する心筋細胞が観察され、8

日にはその割合が 60%に上昇し、9 日目以降は 80-100%程度まで増加した（図

14）。一方で CIBZ OE の EB では、分化誘導 7 日目に約 10％の割合で自発的に

拍動する心筋細胞が観察されて、7～14 日目までに CIBZ OE の EB で拍動する

心筋細胞の割合（25%～60％）が有意に減少していることが分かった（図 14）。

以上の結果より、CIBZ の過剰発現は ES 細胞の心筋細胞への分化を抑制するこ

とが明らかとなった。 

 

4.7 CIBZ は TとMesp1のプロモーター領域に結合する 

CIBZ の欠損及び過剰発現は T と Mesp1 の mRNA レベルに影響を及ぼすこと

から、CIBZ がこの 2 つ遺伝子のプロモーターに結合することで転写を抑制す

る可能性が考えられる。未分化の ES 細胞において、CIBZ が T と Mesp1 のプロ

モーター領域に結合するかどうかを検証するため、クロマチン免疫沈降法

（ChIP）を行った。T のプロモーター領域は、転写開始点（Transcriptional start site: 

TSS）から 5’側上流の約 500 bp であることが報告されている(図 15A、Arnold et 

al., 2000)。Mesp1 のプロモーター領域は、TSS より 5’側上流の約 4.6 kb に存在

することが知られている(図 15B、Haraguchi et al., 2001)。CIBZ が T と Mesp1 の

プロモーター領域に特異的に結合するかどうかを検証するため、この 2 つ遺伝

子のプロモーター領域とプロモーター領域より 5’側上流の脊椎動物間でよく保

存された領域（Distal region）にプライマーを設計した（図 15A、15B、16B）。

ホルムアルデヒドの処理によりDNAとタンパク質を架橋したES細胞の核抽出

溶液を、抗 CIBZ 抗体とネガティブコントロールである Rabbit IgG により免疫

沈降した後、上記のプライマーペアを用いて沈降物に対する PCR を行った。そ

の結果、CIBZ が T と Mesp1 のプロモーター領域に結合するが、Distal region へ

の結合はなかった（図 15A、15B）。これらの結果より、CIBZ は T と Mesp1 の

プロモーター領域に特異的に結合することが明らかとなった。 

 

4.8 CIBZ による TとMesp1プロモーター領域への結合は DNA メチル化非依

存的であることが示唆される 

 CIBZ はメチル化 DNA 結合タンパク質であるため、CIBZ による T と Mesp1

のプロモーター領域への結合が DNA のメチル化に依存する可能性が考えられ

る。CIBZ による結合が T と Mesp1 遺伝子のプロモーター上の DNA メチル化に

依存した場合、脱メチル化されたプロモーターでは CIBZ の結合が顕著に低下
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すること（Oikawa et al., 2011）が予想される。脱メチル化剤である

5-azacytidine(5-aza-dC) の処理により、グローバルな遺伝子の脱メチル化が知ら

れている。この薬剤で ES 細胞を処理した後、DNA メチル化の制御が知られて

いる T（Berdasco et al., 2011）と CIBZ（先行研究より）の mRNA の発現を半定

量RT-PCRにより調べた。その結果、ES細胞におけるTとCIBZの発現が5-aza-dC

の処理によって上昇していること（図 16A）から、T と CIBZ のプロモーター領

域が DNA メチル化を受けている可能性が強く示唆された。5-aza-dC で ES 細胞

を処理した後、ChIP アッセイを行った。その結果、5-aza-dC 処理の有無に関わ

らず、CIBZ は T と Mesp1 のプロモーター領域への結合が同等に見られたが、

両遺伝子の Distal region への結合は確認できなかった（図 16B）。以上の結果よ

り、ES 細胞における CIBZ の T と Mesp1 のプロモーター領域への結合は DNA

のメチル化に依存しないことが強く示唆された。 

 

4.9 CIBZ は TとMesp1のプロモーターを抑制する 

 CIBZ は転写抑制活性を有する BTB 型の zinc finger（ZF）タンパク質である

ため、T と Mesp1 の転写を直接的に抑制することが考えられる。その可能性を

検証するため、まず T のプロモーター領域を pGL3 basic レポーターベクターに

組み込んだコンストラクトを作製した（pGL3-T、図 17A）。Flag と pGL3-basic

及び pGL3-T、Flag-CIBZ と pGL3-basic 及び pGL3-T をそれぞれ HEK 293T 細胞

へ共発現させ、ルシフェラーゼアッセイを行った。その結果、Flag-CIBZ は Flag

より pGL3-T へのルシフェラーゼ活性を 2 倍以上抑制していることが分かった

（図 17B）。さらに、Flag-CIBZ による pGL3-T への抑制効果は Flag-CIBZ の濃

度に依存していることも判明した（図 17C）。 

 次に、CIBZ が Mesp1 のプロモーターを抑制するかどうかを調べるため、

pGL3-Mesp1 を作製した（図 18A）。ルシフェラーゼアッセイを行った結果、

Flag-CIBZ は Flag より pGL3-Mesp1 へのルシフェラーゼ活性を 2 倍以上抑制し

ていることが分かった（図 18B）。 

以上の結果より、CIBZ は T と Mesp1 のプロモーターを直接的に抑制するこ

とが明らかとなった。 

 

4.10 CIBZ による TとMesp1の抑制には zinc finger（ZF）1-5 が必要である 

 T と Mesp1 のプロモーター抑制に CIBZ のどのドメインが必要なのかを調べ

るため、CIBZ の各種欠失変異体を用いて HEK 293T 細胞にトランスフェクシ

ョンしてレポーターアッセイを行った。その結果、CIBZ 全長（CIBZ FL）は

pGL3-Tと pGL3-Mesp1を強く抑制することに対し、ZF1-5を欠失した変異体（Δ

ZF1-5、BTB-RD2 と SP-ZF6-10）では抑制効果が見られなかった（図 19）。こ

のことから、CIBZ の ZF1-5 は T と Mesp1 のプロモーターへ抑制に必要である

ことが分かった。 
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ZF1-5 と N 末端ドメインを融合した変異体（BTB-RD2-ZF1-5）は pGL3-T と

pGL3-Mesp1 への抑制効果が見られていないことに対して、ZF1-5 と C 末端ド

メインを融合した変異体（ΔBTB-RD2）は最も強い抑制効果を示した（図 19）。

この結果より、T と Mesp1 のプロモーター抑制に CIBZ の ZF1-5 と C 末端ドメ

インが十分であることが明らかとなった。 
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5. 考察 

 

5.1 ES 細胞から心筋細胞へ分化における CIBZ の役割 

 今回の実験の結果により、CIBZ の発現低下は ES 細胞の心筋への分化に必須

であることが明らかとなった（図 20）。ES 細胞の分化（EB 形成）の過程にお

いて、(1) CIBZ タンパク質の発現は T と Mesp1 の発現上昇より先に低下してい

ること（図 7C、図 8）；(2) T と Mesp1 の発現（mRNA とタンパク質）は、CIBZ

を過剰発現した EB では減少していること（図 13）に対して、CIBZ をノック

アウトした EB では増加していること（図 8、図 9）(3) Mesp1 の標的遺伝子群

の発現は、過剰発現の CIBZ EB では抑制されていること（図 13）し対して、

ノックアウトの CIBZ EB では促進されていること（図 11）；(3) CIBZ の過剰発

現は ES 細胞の心筋細胞への分化を抑制すること（図 14）に対して、CIBZ の欠

損は ES 細胞の心筋細胞への分化を促進すること（図 10）が明らかとなった。

また、CIBZ は(1) 未分化の ES 細胞において、T と Mesp1 のプロモーター領域

に結合すること（ChIP アッセイの結果より、図 15）；(2) 293T 細胞において、T

と Mesp1 のプロモーターを抑制すること（レポーターの結果より、図 17～19）

が明らかとなった。これらのことから、CIBZ は T と Mesp1 の転写を抑制する

ことで ES 細胞の心筋細胞への分化を‘負’に制御することが明らかになった。 

 

5.2  CIBZ による TとMesp1の転写制御 

T と Mesp1 は ES 細胞から中胚葉と心血管系譜への分化をそれぞれ促進する

マスター遺伝子であり、この 2 つの遺伝子がそれぞれの標的転写因子を制御す

るメカニズムの研究が進んでいる。例えば、T が Mesp1 プロモーターに直接結

合することでその転写を活性化し（David et al., 2011）、Mesp1 が下流の転写因

子群（Nkx2-5、Gata4、Mef2c、Tbx5 と Islet1 など）のプロモーターに直接的に

結合して活性化する。一方で、T と Mesp1 の発現を制御するメカニズムに多く

の謎が残っており、特に未分化の ES 細胞における T と Mesp1 のサイレンシン

グ機構は未解明である。ES 細胞の分化において、Nanog と Oct3/4 はそれぞれ

内胚葉と中胚葉への分化に重要であることが知られている(Niwa et al., 2000、図

1)。Oct3/4 は Wnt シグナルに依存して Mesp1 遺伝子のプロモーターを活性化す

る（Li et al., 2013）が、T への制御は不明である。そこで我々は ES 細胞分化で

の CIBZ による T と Mesp1 の発現制御機構に着目した。未分化な ES 細胞にお

いて、高発現している CIBZ が T と Mesp1 のプロモーターを抑制することでこ

の 2 つ遺伝子の転写を‘off’にする。ES 細胞の分化に伴う CIBZ タンパク質の

減少は T と Mesp1 への抑制が解除され、T の発現が上昇する。分化の進行につ

れて、さらなる CIBZ の発現減少と T と Oct3/4 の発現上昇による総合的な効果

によって Mesp1 のプロモーターが活性化される（図 20）。ES 細胞の分化誘導に
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おいて、CIBZ、T と Oct3/4 による Mesp1 プロモーターを活性化する詳細なメ

カニズムの解析は今後の課題である。 

レポーターアッセイの結果より、CIBZ のジンクフィンガードメイン（ZF1-5）

が T と Mesp1 の転写抑制に必要であることが分かった（図 19）。CIBZ はメチル

化 DNA 結合タンパク質であり、ZF1-5 を介してメチル化された CpG に結合す

ること（Oikawa et al; 2011）から、CIBZ の T と Mesp1 プロモーターへの結合に

DNA メチル化が必要であることが示唆された。また幹細胞内において、T のプ

ロモーター上のメチル化状態はこの遺伝子の発現と相関していることが報告さ

れている（Dansranjavin et al; 2009）。しかし今回の結果より、脱メチル化の有無

に関わらず CIBZ の T と Mesp1 プロモーター上への結合が低下していないこと

（図 16）から、この結合は DNA のメチル化に依存しない可能性が示唆された。

CIBZ のヒトのオーソログである ZBTB38 はメチル化された特異的な配列

（CGCCAT/GCGGTA）に結合することが報告されている（Sasai et al; 2010）。先

行研究より、CIBZ が DNA メチル化依存的に結合する Myogenin のプロモータ

ー領域にはこの配列が存在する（Oikawa et al; 2011）が、T と Mesp1 プロモータ

ー領域にはこの配列が存在しないことが分かった（未発表データ）。以上のこと

から、CIBZ による T と Mesp1 プロモーターの制御に DNA のメチル化が関与し

ないことが強く示唆された。 

CIBZ のラットオーソログである ZENON は、ZF1-5 を介してチロシンヒドロ

キシラーゼのプロモーターに存在する E-box に結合することが報告されている

（Kiefer et al., 2005）。今後、T と Mesp1 のプロモーター領域に存在する E-box

が CIBZ による結合及び抑制に必要かどうかを明らかにする必要がある。 

 

5.3  CIBZ の ES 細胞から心筋細胞への分化に関わるシグナリング  

 マウス ES 細胞の分化において、Wnt/β-catenin シグナルが T の発現を誘導す

ることで中胚葉へと分化（Yamaguch et al., 1999、Arnold et al., 2000、Lindsley et al., 

2006）し、T と BMP シグナルが Mesp1 の発現を誘導して心臓・血管系譜細胞

へと分化する（Costello, et al.,2011）。Wnt/β-catenin シグナルが CIBZ の T と Mesp1

のプロモーターへの転写抑制に必要かどうかを調べるため、HEK 293T 細胞を

用いて各々Wnt と LiCl（両因子ともに Wnt/β-catenin シグナルを活性化する）の

存在下によるルシフェラーゼアッセイを行った。その結果、Wnt/β-catenin シグ

ナルは T と Mesp1 のプロモーターを活性化したことから、このシグナルが T と

Mesp1 のプロモーターの活性化に重要であることが分かった（未発表データ）。

しかし、このシグナルは CIBZ による T と Mesp1 のプロモーターへの抑制の促

進効果が見られなかったことから、CIBZ による T と Mesp1 のプロモーターへ

の抑制にはこのシグナル必要がないということが示唆された。但し、

Wnt/β-catenin シグナルが CIBZ タンパク質の分解を促進することで抑制の相加

効果が見られていなかった可能性が考えられ、今後、このシグナルが CIBZ タ
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ンパク質の発現低下に影響を与えるかどうかを検証する必要がある。また、

BMP や Activin などのシグナルが中胚葉から心臓中胚葉への分化に重要である

ことが知られていることから（Vliet et al., 2012）、これらのシグナルが CIBZ タ

ンパク質の発現及び CIBZ による T と Mesp1 のプロモーターへの抑制に影響を

与えるかどうかを調べる必要がある。 

 

5.4 ES 細胞の分化に伴う CIBZ タンパク質の発現低下 

ES 細胞の分化過程において、CIBZ タンパク質の発現が低下したにも関わら

ず mRNA の発現が安定していること（図 7）から、CIBZ タンパク質の減少は

転写後の翻訳後修飾が関与することが考えられる。多能性転写因子である

Nanog などにおいても同様な現象が見られ、ユビキチン・プロテアソーム系が

それらのタンパク質の分解に関与することが知られている（Ramakrishna et al; 

2011）。また、ZBTB38 はユビキチン・プロテアソーム系の制御を受けているこ

と（Miotto et al., 2014）から、この分解系が CIBZ タンパク質の発現低下を制御

することが示唆された。しかし今回の結果より、ユビキチンの阻害剤である

MG132が ES 細胞分化における Nanogタンパク質の発現低下をレスキューする

一方で、CIBZ タンパク質の発現減少にはレスキューの効果が見られなかった

（未発表データ）。今後、MG132 の濃度と処理時間などの条件を検討した上で、

この修飾が CIBZ タンパク質の発現減少に関与するかどうかを明らかにした

い。 

先行研究より、CIBZ が SUMO（small ubiquitin-like modifier）化修飾を受ける

ことが分かった。また近年、miRNA が Nanog タンパク質などの転写後の翻訳

後修飾に関与することが報告されている（Tay et al; 2008）。今後、ES 細胞の分

化による CIBZ タンパク質の発現低下において、これらの修飾が関与するかど

うかを検証する必要がある。 
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6. 図表 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 多能性を維持する転写制御機構 

ES 細胞における多能性因子（Pluripotency Transcription factors; TFs）が各胚葉

への分化を協調的に調節することで多能性を維持している。逆にこれら転写ネ

ットワークのバランスが崩れることで、ある特定の胚葉への分化が促進される。

転写因子は特定の系譜への誘導を抑制（薄茶色線）或いは促進（青の線）する。 
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図 2 マウス ES 細胞からの心筋細胞分化とマウス初期心臓発生の比較 

A、初期胚における心臓発生ステージを経時的に示した。略語は、A: anterior 

region、P: posterior region、Pr: proximal region、D: distal region、VE: visceral 

endoderm、DE: definitive endoderm を表した。 

B、ES 細胞からの心筋細胞分化を経時的に示した。ES 細胞からの心筋細胞分

化は初期心臓発生ステージを模倣する。 
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図 3 Mesp1 による心臓発生の制御  

A、in situ hybridization の結果（Vliet, P.V et al., 2012）より、マウス初期胚での Mesp1

発現パターンが経時的に解析された（左パネル）。Mesp1 遺伝子座に Cre リコンビナ

ーゼが挿入された Mesp1-Cre マウスと ROSA 遺伝子座に lacZ 遺伝子をノックインし

た R26R-lacZ マウスとの交配で、Mesp1 の細胞系譜が追跡調査された（右パネル）（）。

Mesp1 陽性細胞はほぼ全ての心臓を構成する細胞に派生することが示された。また、

頭部・尾部の筋肉へも派生していた。略語は、A: anoterior region、P: posterior region、

PS: primitive streak、Mid-PS: mid-primitive streak、cc: cardiac crescent、ht: heart を表し

ている。 

B、心血管系譜のマスター因子 Mesp1 による下流の標的遺伝子の発現制御を示した

（Bondue, A et al., 2008）。Mesp1 は前心臓中胚葉で発現する転写因子であり、下流の

制御遺伝子として心臓形成に寄与する Gata4、Nkx2-5、Mef2c や Myocardin などが挙

げられる。Mesp1 はこれらの遺伝子発現を正に制御する一方で、中・内胚葉で発現し

ている Brachyury（T）、Gsc（Goosecoid）、FoxA2 などの遺伝子発現を負に制御する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



29 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4  CIBZ の構造と各ドメインの機能 

CIBZ（CtBP-interacting BTB-zinc finger protein）は、BTB ドメインをもつ zinc finger

型転写因子である。酵母からヒトまで進化的に高く保存されているBTB ドメインは、

ショウジョウバエの 3 つの発生関連遺伝子の broad-complex、tramtrack、bric a brac に

共通して見出されたドメインであり、タンパク質間相互作用を介して機能する。 

CIBZ は、全長 1197 個のアミノ酸からなるタンパク質で N 末端領域に BTB ドメ

イン、中央と C 末端領域にそれぞれ zinc finger クラスターを有している。GAL4-DNA

結合ドメインとCIBZ各種欠失変異体の融合タンパク質を用いたルシフェラーゼアッ

セイより、BTB ドメインは転写抑制機能を有し、SP(spacer)領域には転写活性機能が

あることが確認された。3～5 番目の zinc finger を用いてメチル化された CpG 配列に

結合する。RD2 ドメイン内の PLDXL 配列を介して、N 末端領域でコリプレッサー

CtBP(C-terminal binding protein)と結合する。 
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図 5 ES 細胞における CIBZ の発現変化は細胞増殖に影響を与える 

ES 細胞の未分化性維持に重要な転写因子の一つ、Nanog は ES 細胞の増殖を正に制

御する。CIBZ が欠損した ES 細胞（CIBZ-/- ES 細胞）では、Nanog タンパク質の発現

量が減少し、ES 細胞の増殖低下を引き起こす。 
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図 6 CIBZ が欠損した ES 細胞の未分化マーカーと分化マーカーの発現 

A、 CIBZ が欠損した ES 細胞（CIBZ-/-1、CIBZ-/-2）における、未分化マーカー（Oct3/4、

Sox2、Nanog）のタンパク質と mRNA の発現を野生型（WT）と比較するため、ウェ

スタンブロッティング（左上）と半定量 RT-PCR（右図）を行った。α-tubulin と GAPDH

は各々の内部標準とした。 

B、野生型と CIBZ が欠損した ES 細胞（CIBZ-/-1）から、mRNA を抽出し、半定量

RT-PCR で分化マーカーの発現量を比較した。Pax6 と Nestin は外胚葉マーカー、T と

Tbx2 は中胚葉マーカー、Gata6 と Gata4 は内胚葉マーカーである。GAPDH は内部標

準とした。 
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図 7 LIF 非存在下において、ES 細胞の分化誘導に伴って CIBZ タンパク質の発現

が顕著に減少する 

A、ES 細胞の EB 分化誘導法（Rotary 細胞培養法）。LIF 非存在下において、ES 細胞

を低速水平旋回振動させることで均一な球状の細胞塊（スフェア）を形成する。 

B、EB分化誘導後 2～5 日目における EBスフェアの顕微鏡写真。Scale bar = 500 μm 。 

C-D、マウス ES 細胞から EB 形成過程における CIBZ の発現。LIF 非存在下におけ

る ES 細胞の EB 分化誘導後、図に示した時間に EB を回収し、ウェスタンブロッテ

ィング（C）と半定量 RT-PCR（D）でそれぞれの発現量を解析した。α-tubulin と GAPDH

は各々の内部標準とした。 
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図 8 CIBZ が欠損した EB では中胚葉と前心臓中胚葉マーカーの発現が上昇する 

A、野生型（WT）と CIBZ が欠損した ES 細胞（CIBZ-/-）を用いて、EB 形成による

三胚葉への分化誘導実験を行った。図に示した時間に細胞を回収し、半定量 RT-PCR

で各分化マーカーの発現を解析した。Sox1 と Nestin は外胚葉マーカー、T は中胚葉マ

ーカー、Mesp1 は前心臓中胚葉マーカー、Gata6 と Sox17 は内胚葉マーカーである。

GAPDH は内部標準とした。 

B、WT と CIBZ-/- ES 細胞での EB 形成による分化誘導過程で、T と Mesp1 の発現量

をリアルタイム PCR により解析した。グラフは独立した 3 回の実験からの平均と標

準偏差で表している。また、それぞれ内部標準として用いた GAPDH で転写レベルの

補正を行った。グラフのアスタリスクは Student の T 検定より P＜0.05 であることを示

している。 
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図 9 CIBZ をノックダウンした EB では TとMesp1の発現が上昇する 

ES 細胞に CIBZ に対する特異的な siRNA と scrambled negative control（Control）をト

ランスフェクションし、72 時間後に EB への分化誘導を行った。分化誘導前の 0 日目

と、分化誘導後 3 日目と 5 日目に細胞を回収し、半定量 RT-PCR により CIBZ、T と

Mesp1 の発現を解析した。GAPDH は内部標準とした。 
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図 10 CIBZ の欠損は ES 細胞から心筋細胞への分化を促進する 

A、ES 細胞から EB 形成を経て心筋細胞に分化する模式図である。ES 細胞をサスペ

ンション浮遊培養してか 5 日後に、0.1% ゼラチンコートされた 24 ウェルプレートへ

移すことで接着培養に切り替えた。接着培養 2-3 日後に、効率的に拍動する心筋細胞

が確認された。 

B、WT と CIBZ-/- ES 細胞由来の EB を 24 ウェルプレートへ接着培養させた後、自発

的に拍動する心筋細胞が観察されたウェル（N=25 ウェル）をカウントして、その割

合（％）を示した。グラフはそれぞれ図に示した独立した 3 回の実験からの平均と標

準偏差で表している。グラフのアスタリスクは Mann-Whitney U test より P＜0.05 であ

ることを示している。 

C、接着培養から 10 日目のそれぞれの EB（WT と CIBZ-/-）を抗 cTnI 抗体（緑）と

DAPI（青）で免疫染色した（図左）。免疫染色した EB よりランダムに 15 箇所から

cTnI 陽性細胞の割合（cTnI/DAPI）を定量した（図右）。Scale bar = 20 μm 。グラフの

アスタリスクは Student の T 検定より P＜0.05 であることを示している。 
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図 11 CIBZ の欠損は心筋分化に関わる重要な転写因子群の発現が上昇する 

A、WT と CIBZ-/- ES 細胞を用いて、心筋細胞への分化誘導を行った。図に示した時

間に細胞を回収し、qPCR により各心筋分化ステージで発現する転写因子群の発現を

解析した。Flk1、Gata4、Mef2c、Nkx2-5 は心筋分化の初期ステージのマーカーであり、

Tbx5 と Islet1 はそれぞれ第一心臓予定領域（First heart field）と第二心臓予定領域

（Second heart field）のマーカーである。グラフは独立した 3 回の実験からの平均と

標準偏差で表している。また、それぞれ内部標準として用いた GAPDH で転写レベル

の補正を行った。グラフのアスタリスクは Student の T 検定より P＜0.05 であることを

示している。 

B、分化誘導開始から経時的に WT と CIBZ-/- の EB を回収して、上述した抗体{T、

Nkx2.5、Islet1、myosin heavy chain (MHC)、cardiac Troponin I（cTnI）} を用いてウェ

スタンブロッティングを行った。α-tubulin は内部標準とした。 
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図 12 CIBZ が安定的に発現する ES 細胞株の樹立 

CIBZ が安定的に発現する（CIBZ overexpression: CIBZ OE）ES 細胞株を作製するた

め、Flag タグと Flag タグ付きの CIBZ 全長（Flag-CIBZ）のコンストラクトを WT の

ES 細胞に導入し、G418 の選択より G418 耐性のコロニーを複数ピックアップした。

Flag 由来のコロニー（#1 と#2、Cont）と Flag-CIBZ 由来のコロニー（#1～#3、CIBZ OE）

において、ウェスタンブロッティング（上図）と半定量 RT-PCR（下図）を行った。

ウェスタンブロッティングの結果を定量化しグラフは右上図で示している。グラフは

独立した 3 回の実験の平均と標準偏差を表している。α-tubulin と GAPDH は各々の内

部標準とした。 
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図 13  CIBZ の過剰発現は ES 細胞の心筋への分化を促進する転写因子群の発現が

低下する 

A、Flag 由来の ES クローン（#1: Control）と CIBZ を過剰発現させた ES クローン（#3: 

CIBZ OE）を用いて、EB 形成を経て心筋細胞への分化誘導実験を行った。図に示し

た時間で細胞を回収し、半定量 RT-PCR ウェスタンブロッティングにより CIBZ と各

心筋分化ステージで発現する転写因子群の発現を解析した。GAPDH と α-tubulin はそ

れぞれの内部標準とした。 

B、Control と CIBZ OE 由来の ES 細胞を用いて、EB 形成による分化誘導時における

各遺伝子の発現量を qPCR により解析した。グラフは独立した 3 回の実験からの平均

と標準偏差で表している。また、それぞれ内部標準として用いた GAPDH で転写レベ

ルの補正を行った。グラフのアスタリスクは Student の T 検定より P＜0.05 であること

を示している。 

C、Control と CIBZ OE 由来の ES 細胞を用いて、EB 形成による分化誘導時における

各遺伝子のタンパク質の発現量をウェスタンブロッティングを行った。α-tubulin は内

部標準とした。 
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図 14  CIBZ の過剰発現は ES 細胞から心筋細胞への分化を抑制する 

ES 細胞から EB を経て心筋細胞を分化する模式図（上）。ES 細胞をサスペンション

浮遊培養してか 5 日後に形成した個々の EB を、0.1% ゼラチンでコートした 24 ウェ

ルプレートへ移すことで接着培養を行った。コントロールと CIBZ OE 由来の EB を

24 ウェルプレートへ接着培養させた後、自発的に拍動する心筋細胞が観察されたウ

ェルをカウントして、その割合（%）を示した（N=20 ウェル）。グラフは独立した 5

回の実験からの平均と標準偏差で表している。グラフのアスタリスクは

Mann-Whitney U test より P＜0.05 であることを示している。 

 

 

 

 

 

 



42 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 15 CIBZ は TとMesp1のプロモーター領域に結合する 

A、T プロモーターの模式図を示した。T のプロモーター領域は転写開始点（TSS）

の上流約 500 bp から 5’ UTR を含む計 665 bp である。-81、-203、-844、-972 の数字は

それぞれ転写開始点からの距離を表している。白三角印と黒三角印は、それぞれ ChIP

アッセイで用いた PCR プライマーの位置を示している。TSS: transcriptional start site; 

Dist, distal region; Prom, promoter region。 

B、Mesp1 プロモーターの模式図を示した。Mesp1 の転写調節領域は TSS の上流約

4.6 kb までの広範囲な領域である。+35、-114、-4582、-4714 の数字はそれぞれ転写開

始点からの距離を表している。白三角印と黒三角印は、それぞれ ChIP アッセイで用

いた PCR プライマーの位置を示している。 

T と Mesp1 それぞれの ChIP アッセイの結果を A、B 模式図の下に示している。フ

ィーダー細胞を取り除いた ES 細胞懸濁液にホルムアルデヒドを加えて DNA とタン

パク質を架橋したものをサンプルとした。CIBZ 抗体は 2 g を使用し、ネガティブコ

ントロールとして等量の Rabbit IgG を用いて免疫沈降を行った。 
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図 16 CIBZは TとMesp1のプロモーター領域への結合はDNAメチル化非依存的で

あることが示唆される 

A、ES 細胞に図に示した各濃度の 5-azacytidine(5-aza-dC)を添加し、48 時間処理した

後、細胞を回収して半定量 RT-PCR とウェスタンブロッティングにより CIBZ と T の

mRNA とタンパク質の発現量を解析した。β-actin と α-tubulin はそれぞれの内部標準

とした。 

B、T と Mesp1 プロモーターの模式図（BLAT search genome, UCSC Genome 

Bioinformatics より）を示している。ChIP アッセイで使用したプライマーペアの位置

は赤の線で示している。Dist, distal region; Prom, promoter region。 

C、0.5 M 5-aza-dC 未処理（－）と処理（＋）した ES 細胞において、CIBZ が T と

Mesp1 のゲノムに結合するかどうかにを ChIP アッセイの結果を示している。フィー

ダー細胞を取り除いた ES 細胞懸濁液にホルムアルデヒドを加えて DNA とタンパク

質を架橋したものをサンプルとした。CIBZ 抗体は 2 g を使用し、ネガティブコント

ロールとして等量の Rabbit IgG を用いて免疫沈降を行った。 
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図 17 CIBZ は Tのプロモーターを抑制する 

A、レポーターアッセイに用いたコンストラクトの模式図を示した。マウス ES 細胞

より抽出したゲノム DNA より、PCR にて増幅した 630 bp の T のプロモーター領域

を pGL3 basic ベクターに挿入し、pGL3-T を作製した。 

B、レポーターアッセイの結果を示した。HEK293T 細胞にレポーターの pGL3-basic

または pGL3-T、そして Flag または Flag-CIBZ をコトランスフェクションし 48 時間

後に細胞を回収してルシフェラーゼ活性を測定した。レポーターアッセイの内部コン

トロールには pRL-TK（コントロールベクター）を用いた。グラフは独立した 6 回の

実験からの平均と標準偏差で示している。グラフのアスタリスクは Mann-Whitney の

U 検定より P<0.05 であることを示している。 

C、Flag-CIBZ を 5, 20, 200ng と段階的に増加させたレポーターアッセイの結果を示

した。HEK293T 細胞に pGL3-basic または pGL3-T、各濃度の Flag-CIBZ をコトランス

フェクションし 48 時間後に細胞を回収してルシフェラーゼ活性を測定した。レポー

ターアッセイの内部コントロールには pRL-TK（コントロールベクター）を用いた。

グラフは独立した 3 回の実験からの平均と標準偏差で示している。 
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図 18 CIBZ はMesp1のプロモーターを抑制する 

A、レポーターアッセイに用いたコンストラクトの模式図を示している。マウス ES

細胞より抽出したゲノム DNA より、PCR にて増幅した 4.6 Kb の Mesp1 のプロモー

ター領域を pGL3 basic ベクターに挿入し、pGL3-Mesp1 を作製した。 

B、レポーターアッセイの結果を示している。HEK293T 細胞にレポーターの

pGL3-basic または pGL3-Mesp1、そして Flag または Flag-CIBZ をコトランスフェクシ

ョンし 48 時間後に細胞を回収してルシフェラーゼ活性を測定した。レポーターアッ

セイの内部コントロールには pRL-TK（コントロールベクター）を用いた。グラフは

独立した 6 回の実験からの平均と標準偏差で示している。グラフのアスタリスクは

Mann-Whitney の U 検定より P<0.05 であることを示ている。 

 

 

 

 



46 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 19 CIBZ による TとMesp1の転写抑制には Zinc finger1-5 が必要である 

Flag に融合した CIBZ の各種欠失変異体を用いて、pGL3-T と pGL3-Mesp1 レポータ

ーに対する影響を調べた。HEK293T 細胞にレポーター（pGL3-basic、pGL3-T と

pGL3-Mesp1）と CIBZ の各種欠失変異体をコトランスフェクションし 48 時間後に細

胞を回収してルシフェラーゼ活性を測定した。レポーターアッセイの内部コントロー

ルには pRL-TK を用いた。グラフは Flag 単独の値を 1 とした時の相対的な抑制値を

表している。グラフは独立した 3 回の実験からの平均と標準偏差で示している。 
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図 20 CIBZ が ES 細胞から心筋細胞への分化を制御するモデル 

CIBZ の発現低下は ES 細胞から心筋細胞への分化に必要であるモデル。未分化 ES 細

胞において、CIBZ は T と Mesp1 のプロモーターを抑制することでこの 2 つの転写を

“off”にする。ES 細胞の分化に伴って、CIBZ タンパク質の発現低下による T と Mesp1

への抑制が弱くなることでこの 2 つ遺伝子の発現が上昇して、中胚葉と心筋へと分化

する。CIBZ の欠損或いは発現低下は ES 細胞の心筋への分化を促進することに対し

て、CIBZ の過剰発現はこの分化を抑制する。 
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