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ES細 胞 を用 いた分化誘導研究 は、胚発生過程 を体外培養 で再現 でき るた め、哺乳類

の発生や 分化 に関わ る遺伝子発現制御機構 を よ り詳細 に解 明で き るこ とが知 られてい

る。BTBジ ンクフ ィンガA型 転 写因子で あるCIBZは 、転 写抑 制 ドメイ ンを持 つDNA

結合 タ ンパ ク質 であ る。先行 の研 究 よ り、CIBZはES細 胞の未分化 マー カー で ある

Nanogを 介 して細胞増殖 を促進す るこ とが明 らか となった。 しか し、CIBZがES細 胞

の分化 に どの よ うな影響 を与 えるかは分 かっていない。

CIBZがES細 胞 の分化 に与 える影 響 を調べ るた め、マ ウスES細 胞 を胚葉体 と呼ば

れ る三胚葉へ の分化誘導 を行 った。 その結果 、ES細 胞 の分化 に伴 ってCIBZタ ンパ ク

質 の発 現が顕著 に低下 した。CIBZが 欠損 したES細 胞株 による胚様 体形 成 にお いては、

T（ES細 胞か ら中胚葉へ の分化決 定因子 ） とMesp1（ 中胚 葉か ら心血 管系譜 細胞へ の

分化決 定因子） のmRNAレ ベルが野生型 のES細 胞 よ り上昇す ることを確認 した。以

上 の ことか ら、CIBZの 発 現低 下がES細 胞 の中胚 葉 と心筋細胞へ の分 化 に必要 であ る

ことが示唆 された。

CIBZの 発 現がEs細 胞 の心筋細胞 への分化 に与 える影響 を調 べ るた め、CIBZが 欠損

したES細 胞株及 びCIBZをES細 胞 に安定的 に過剰発 現 させ た細胞株 を用い て、心筋

細胞へ の分化誘 導実験 を行 った。その結果、．CIBZの 欠損 は拍動す る心 筋細 胞 の割合 が

増加す るこ とに対 して、CIBZの 過剰発現 は逆 の表現型 を示 した。また、心筋細胞 に特

異的に発 現す るcTnlの 陽性細胞 数がCIBZの 欠損ES細 胞 では上昇 した こ とに対 して、

CIBZの 過剰発 現ES’ 細胞 では減少 した。 さらに、ES細 胞 の心筋細胞 へ の分化 おいて、

CIBZの 欠損 は心筋分化促進遺伝子 の発 現 を上昇 させ 、過剰発現 ではそれ らを減少 させ

た。 これ らの結果 よ り、CIBZがES細 胞 か ら心筋細胞へ の分化 を抑 制す る ことが明 ら

か となった。

ES細 胞 にお いて、CIBZの 発 現変化 はTとMesp1のmRNAレ ベ ル と逆 の相 関を示 し

た こ とか ら、CIBZが この2つ 遺伝子 の転 写 を制御す る ことが示唆 された。レポー ター

ア ッセイ とク ロマ チ ン免 疫沈降法 を用いて解析 した結果 、CIBZがTとMesp1の プ ロ

モー ター領域へ の結合 を介 して抑制す る こと、CIBZの ジ ンクフィンガー ドメイ ンが転

写抑制 に必須 であ るこ とを判明 した。以上 の結果 よ り、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。
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ES細 胞を用いた分化誘導の研究は、哺乳類の胚発生や分化 に関わる遺伝子発現制御

機構 の解明や再生医療の実現に向けた医学への応用が重要である。ES細 胞か ら中胚葉

と心血管系譜の細胞への分化の全容解明に向けて、分化運命 を決定する遺伝子の転写
り

制御機 構 の解 明に特 に重要 であ る。転 写因子TとMesp1はES細 胞 か ら中胚 葉・ 中胚

葉か ら心血管 系譜細胞 へのそれ ぞれの分化決 定 をつか さどるマス ター遺伝子で あ る。T

とMesp1は 転 写因子 として下流の遺伝 子群 を制御 す るカスケー ドが解 明 され る一方 で、

自分 自身 の発現 を制御 す る転 写因子の報告が少 ないた め、新規転写 因子 の同定及 び解 一

析 が必要 であ る。

これ までに 申請者 の所属研 究室で は、新規 のBTBド メイ ンを有す るジ ンクフィンガ

x一型転 写因子CIBZを 同定 し、CIBZは マ ウスES細 胞 を含む様 々な細胞 の細胞増殖 と

細胞 死 を制御 す るこ とを報告 して きた。申請者 は、ES細 胞 で高 く発現す る転写抑制機

能 を持 つCIBZに 着 目して、CIBZがES細 胞 か ら心筋細胞へ の分化 に関わる以 下を示

す新 た な結果や重要 な知見 を得 た。

1． マ ウスES細 胞の三胚葉へ の分化実験 の結果 よ り、ES細 胞 の分化 に伴 ってCIBZ

タンパ ク質 の発現 が低下 し、CIBZの 発現変化 はTとMesp1， の転 写 と逆の相 関を見 出

した。

2．ES細 胞 の心筋細胞へ の分化誘導 の解析 よ り、CIBZはES細 胞 の 中胚 葉 と心筋細 ’

胞へ の分化 を 「負」 に制御す ることを明 らか に した。CIBZに よるこの制御 は、Tと

Mesp1に 依存す るこ とを示 した。

3’．生化学 的な実験結果 よ り、CIBZはTとMeSp1の プ ロモー ターへ の結合 を介 し

て この2つ 遺伝子 の転写 を抑制す ることを明 らか に した。

以上 の よ うに、 申請者 は、CIBZはTとMesp1の 転写 を制御す る新 たな転写 因子 と

して、ES細 胞 の 中胚葉 と心筋細胞 へ の分化 の運命決定 に重要 な役割 を果 たす ことを示

した。 ’

本論文 は これ までに詳 細 に解 明が進 んでいないES細 胞 の心筋細胞へ の分化制御機

構 の一端 を明 らかに した もので あ り、学術 上、応用上 に貢献す るところが少 な くない。

よって審査委員 一 同は、本論 文が博士 （バイ オサイエ ンス） の学位論 文 として価値 あ

る もの と認 めた。


