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マウス胚発生における 転写因子 CIBZ の機能解析 

要旨 

 エピジェネティックな機構の一つである DNA メチル化は、遺伝子の発現調節を介して、

哺乳類の胚発生などに、重要な役割を担っている。DNA メチル化の実行役として、DNA メ

チル化酵素とメチル化 DNA 結合タンパク質（MBP）が挙げられる。これまでに、DNA メ

チル化酵素のノックアウト（KO）マウスが胎齢 9.5 日目（E9.5）前後で、胎生致死となる

ことが報告されているため、マウスの初期胚発生において、DNA メチル化は必須であると

考えられる。MBP も胚発生に重要であることが予想されたが、既知の MBP をコードする

遺伝子の KO マウスが胚発生に顕著な異常をきたすという報告は無いため、新規 MBP の

同定及び解析が必要である。当研究室で同定された新規 MBP である CIBZ は、ジンクフ

ィンガー型の転写因子であり、マウスの各組織と胚性幹（ES）細胞などの細胞に発現して

いることが明らかになっている。これまでに本研究室において、細胞レベルにおける CIBZ 

の機能として、細胞増殖の促進や細胞分化及び細胞死の抑制が明らかにされたが、生体内

における CIBZ の機能は分かっていない。先行研究により、通常の相同組み換え法による 

CIBZ ヘテロ接合体マウスの出生が確認されなかったため、CIBZ のヘテロ接合体マウスが

胎生致死である可能性が考えられた。本研究では、Cre-loxP システムを用いて、CIBZ 遺伝

子のコンディショナルなヘテロ欠損マウスの作製及び解析により、CIBZ が初期胚の発生に

与える影響を明らかにすることを目的とする。 

コンディショナルな CIBZ のヘテロ欠損（Δfl /+）マウスを作製するために、CIBZ の fl-

neo /+ マウスと Flp を全身で発現するトランスジェニックマウスを交配させることで、neo 

カセットを除去した CIBZ の fl /+ マウスを作製した。野生型（+/+）マウスと比較して、

作製した CIBZ の fl /+ マウスは、長期的な飼育において、形態や行動の異常は確認されな

かった。次に、CIBZ の Δfl /+ マウスを作製するために、CIBZ の fl/+ マウスと Cre を全

身に発現する CAG-Cre マウスを交配させた。生まれたマウスの遺伝型を genomic PCR を

用いて調べたところ、CIBZ の Δfl /+ マウスは存在しなかった。この結果から、CIBZ のヘ

テロ欠損マウスが胎生致死であることが強く示唆された。 
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CIBZ の Δfl/+ 胎仔が胎生致死になる時期と表現型を調べるために、E6.5～

E11.5 の胎仔を摘出し、顕微鏡による観察及び genomic PCR による遺伝型の同定

を行った。その結果、E6.5 において CIBZ の Δfl/+ 胎仔は、同腹子の +/+ と比較

して、縮小し始めており、E9.5 死に至ることが判明した。以上のことから、CIBZ 

は初期胚の発生に必須であることが示された。また、CIBZ のヘテロ欠損は、E6.5 

よりも前の胚発生に影響を与えることが示唆された。 

CIBZ のヘテロ欠損が、E6.5 よりも前の胚発生に与える影響を調べた。マウス胚

の着床（E4.5 から E5.5 の解析は、胚の大きさが原因で、技術的に困難である。そ

のため、マウスの胚の着床時期を模倣する方法として用いられる、胚盤胞（E3.5）

の in vitro での培養を行った。その結果、培養 3〜5 日目において、CIBZ の Δfl/+

は、同腹子の +/+ のマウスと比較して、胎仔の形成に重要な内部細胞塊由来の部

分の面積が有意に小さくなることが確認された。この結果から、CIBZ の Δfl/+ マ

ウスは、E4.5〜E5.5 間において、すでになんらかの異常をきたすことが示唆され

た。また、CIBZ のヘテロ欠損により、胚盤胞の in vitro での培養で、内部細胞塊

由来の部分が縮小することから、胎盤ではなく胎仔の成長に異常がきたすことが

示唆された。 

CIBZ の ヘテロ欠損が胚盤胞（E3.5）の発生や分化に与える影響をさらに詳細に

調べるために、ES 細胞の樹立を試みた。CIBZ の fl/+ マウスと Cre マウスの交配

により採取した胚盤胞からそれぞれの ES 細胞（+/+、 fl/+、Δfl/+）株を樹立した。

+/+ と fl/+ と Δfl/+ の ES 細胞株において、顕微鏡により、ES 細胞の特有のコ

ロニー（形態や大きさ）が観察でき、表現型に大きな違いは認められなかった。ま

た、ES 細胞の特徴であるアルカリフォスファターゼの活性にも差異は見られなか

ったことから、CIBZ の発現は、ES 細胞の未分化性に必須でないことが示唆され

た。qRT-PCR 及び Western blotting を用いて解析した結果、+/+ と fl/+ の ES 細胞

と比較して、CIBZ のΔfl/+ ES 細胞において、CIBZ の発現量（mRNA 及びタンパ

ク質）が約 1/2 に減少していることが確認できた。 

今後は、胚盤胞の in vitro の培養において、CIBZ のヘテロ欠損による内部細胞塊

の異常の原因を探るために、経時的に、細胞増殖マーカー（BrdU や Ki67）と細胞

死マーカー（TUNEL 法や caspase3 の活性）を調べる。さらに、胚盤胞の内部細胞

塊由来の ES 細胞の三胚葉（内胚葉、外胚葉、中胚葉）への分化に与える影響を調

べるために、各遺伝型の ES 細胞株の胚葉体の形成（三胚葉への分化）実験を行い、

経時的な形態変化を観察、これらのサンプルを回収し、三胚葉などのマーカー遺伝

子や細胞死、細胞増殖のマーカー遺伝子の発現を qRT-PCR を用いて調べる予定で

ある。 
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1. 序論 

 

胚発生における DNA メチル化酵素の役割 

 哺乳類の細胞において、個々の遺伝子の適切な時期的・空間的な発現が、発生や

増殖・分化といった様々な生命現象を制御している。遺伝子の発現調節は、DNA メ

チル化及びヒストン修飾といった塩基配列の変化に伴わないエピジェネティックな

機構が中心的な役割を担っている。DNA メチル化は、ゲノム DNA 中の CpG 配列

のシトシンにメチル基が付加する機構(図 1A)である。DNA のメチル化の機能として

は、X 染色体の不活化（Cheng et al., 2004）やゲノムインプリンティング（Inoue et 

al.,2017）、遺伝子の発現の抑制（Klose and Bird et al., 2006）などが挙げられる。DNA 

のメチル化による遺伝子発現制御は、胚発生（Eden et al., 2003）、細胞のガン化

(Ushijima et al., 2005)などにも深く関わっていることが報告されている。DNA のメチ

ル化による遺伝子発現制御において、DNA メチル化酵素とメチル化 DNA 結合タン

パク質（MBP）が、その担い手として知られている（図 1B）。遺伝子のプロモータ

ーの CpG 配列がメチル化されることによる遺伝子発現の抑制様式は主に 2 パター

ンが知られており、1 つは遺伝子のプロモーター上の転写活性因子が結合するコン

センサス配列に存在する CpG 配列のシトシンがメチル化されると、転写活性因子

の遺伝子のプロモーターへの結合の阻害によって転写活性を失う。もう 1 つはメチ

ル化された遺伝子のプロモーターに MBP が結合することにより、MBP が直接的あ

るいは間接的に遺伝子の発現を抑制するものである（図 1B）。DNA メチル化酵素の 

Dnmt3a と Dnmt3b は、メチル基を新たに付加する機能を有する(Okano et al., 

1998)。メチル化された DNA は複製の際、鋳型鎖のみがメチル化された状態にな

る。Dnmt1 は、メチル化された鋳型鎖の CpG を認識して、対となる娘鎖の CpG 

配列のシトシンをメチル化することでメチル化パターンを維持する機能を有する

(Chuang et al.,1997)（図 1A）。マウスの初期胚発生において、受精卵から胚盤胞にか

けて、ゲノムワイドに DNA が急激に脱メチル化された後、胚盤胞から胎齢（E）

6.5 にかけて急速なゲノム DNA の再メチル化が行われること（Chavatte-Palmer P et 

al., 2016）(図 2)から、DNA のメチル化が胚発生に重要であることが推測された。

DNA メチル化酵素をコードする遺伝子のノックアウトマウス（KO）マウスの解析

が行われた結果、Dnmt3a/3b のダブル KO マウスは、 Dnmt1 の KO マウスと同様

に E 9.5 日前後で胎生致死となること（Okano et al., 1999； Li et al., 1992）が明らか

になった。これらのことから、DNA メチル化は初期胚の発生に必須であると考えら

れる。 
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メチル化 DNA 結合タンパク質 

メチル化 DNA 結合タンパク質 (MBP)は、ドメイン構造の違いにより methyl-CpG 

binding domain (MBD)型のタンパク質と zinc finger (ZF)型のタンパク質の 2 つに大別

される（図 3）。MBD 型タンパク質として MeCP2（Lewis et al., 1992）、MBD1 (Cross et 

al., 1997)、MBD2 と MBD4 (Hendrich and Bird et al., 1998)などが同定されており、共通

の特徴として N 末端領域にメチル化 DNA 結合ドメインである MBD、C 末端領域

に転写抑制ドメインを有している (Meehan and Bird, 1993 ; Nan, et al, 1998)。MBD 型

の MBP は、脊椎動物で高度に保存されており、発生や癌化などへの関与が報告され

ている(Clouaire and Stancheva, 2008)。その一方で、メチル化 DNA に結合する 3 つの 

C2H2 型の ZF ドメインを有する MBP として Kaiso が報告されており、特徴として

転写抑制ドメインである BTB を有する(Clouaire and Stancheva, 2008)。Dnmts と同様

に DNA のメチル化の実行役である MBP も、初期胚の発生において重要であると推

測された。しかし、上述した MeCP2、MBD1、MBD2、MBD4 と Kaiso をコードする

遺伝子のそれぞれのシングル KO マウスの解析結果から、胚発生に顕著な異常はな

かった(Chen et al., 2001 ; Guy et al.,2001 ; Zhao et al., 2003 ; Hendrich et al., 2001 ; Millar et 

al., 2002 ; Prokhortchouk et al., 2006)。また、それぞれの MBP の冗長性による胚発生へ

の影響が考えられるために、MeCP2 と MBD2 のダブル KO マウスや MeCP2、

MBD2 と Kaiso のトリプル KO マウスの作製及び解析もされたが、いずれの KO 

マウスでも発生に顕著な異常を示すものはなかった (Martín et al., 2009)。以上のこと

から、胚発生に MBP が必要であるという仮説はこれまでに証明されていない。その

ため胚発生に関わる新規 MBP の同定及び KO マウスの作製による解析が重要であ

る。 

 

CIBZ の特徴 

CIBZ (CtBP interacting BTB-zinc finger protein)は、BTB ドメインを有する新規 MBP 

として当研究室で同定された（Sasai et al., 2005）（図 4A）。ほぼ同時期に、CIBZ の

ヒトオーソログとして ZBTB38 がフランスの Defossez 博士のグループにより同定

された（Filion et al.,2006）。CIBZ の N 末端側に BTB ドメインと repression 

domain2（RD2）、中央部と C 末端側には 2 つの ZF クラスター（ZF1-5 と ZF6-10）

を有している。レポーターアッセイの結果から、BTB ドメインと RD2 はそれぞれ

独立した転写抑制活性を持つのに対して、二つの ZF ドメインの間に存在する spacer 

領域は転写促進活性を持つことが明らかになっている（Sasai et al., 2005）。また、
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CIBZ 中央部の ZF3-5 は、Kaiso の ZF1-3 のアミノ酸配列 と 65％ の高い相同性

があり、メチル化された CpG 配列と結合できることも解明されている（Oikawa et 

al., 2011）。CIBZ は様々な機能ドメインを有し、かつマウスの ES などの細胞や成

体マウスの各組織にユビキタスに発現していること（Matsuda et al., 2004）から、こ

の遺伝子の発現は細胞や生体で何らかの機能を有する可能性が示唆された。これま

でに細胞レベルにおいて CIBZ は、①CIBZ の発現を低下させることにより内因性

の細胞死促進マーカーである Caspase 9 と Caspase 3 の活性が上昇し、細胞死が亢

進すること（Oikawa et al., 2008）、②ES 細胞において、Nanog の発現を正に制御する

ことで ES 細胞の増殖を促進すること（Nishii et al., 2012）、③ES 細胞において、中

胚葉のマーカーである Brachyury と心筋分化マーカーである Mesp1 を抑制すること

で心筋細胞への分化を抑制すること（Kotoku et al., 2016）、④筋分化のマーカーであ

る  Myogenin の発現を DNA メチル化依存的に負に制御することによって、筋芽細

胞の骨格筋への分化を抑制すること（Oikawa et al., 2011）が明らかにされている。培

養細胞における CIBZ の発現低下による細胞死の亢進と細胞増殖の阻害を引き起こ

すこと（図 4B）から、CIBZ の発現は胚発生にも重要ではないかと予想された。こ

の可能性を検証するために、先行研究によって CIBZ の KO マウスの作製が試みら

れた。 

 

胚発生に重要な遺伝子の解析手法 

マウスの胚発生において、受精卵は卵割を繰り返し、2 細胞期、4 細胞期を経て、

胚盤胞（E3.5）を形成する（図 2）。胚盤胞は、栄養膜と内部細胞塊（inner cell 

mass: ICM）から構成されており、胚発生のステージが進むにつれ、それぞれ胎盤

と胎仔に分化していく（図 2）。初期胚発生において胚盤胞は E4.5〜E5.5 で子宮に

着床し、E6.5 から原腸陥入が始まり、E7.5 から胚体組織と胚体外組織の存在や始

原生殖細胞もこの頃に確認できるようになる（図 5A、5B）。E8.5 から体節や神経板

の形成が始まり、E9.5 において神経管の閉鎖や自発的な拍動する心臓といった生理

的な特徴が見られようになる。E8.5〜E12.5 において、体節の数は各時期で徐々に

増えていく。後期の胚発生（E12.5～）では、様々な組織や臓器、四肢の形成等が行

われ、20 日前後で新生仔として出生する（図 5A）。胚の発生は、細胞の増殖や分

化、細胞の移動、アポトーシスによる細胞の入れ替えなどの結果である。初期胚発

生において細胞増殖と細胞死のバランスが胎仔の正常な発生に重要である。 

遺伝子の生体内での生理機能を調べるために、哺乳類のモデル動物として主にマウ

スが用いられる。マウスは、1 世代あたり約 9 週間と哺乳類の中でも短く、全ゲノム
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配列の解読（Mouse Genome Sequencing Consortium. et al., 2002）や遺伝子改変技術も

確立されている。特定の遺伝子を欠失させる KO マウスを作製することで、生体内

でのその遺伝子の機能解析が行われ、解明された結果次第では疾患モデルとして用

いられる場合もある（Guy et al.,2001）。Gene targeting 法は、コンベンショナルな 

KO マウス作製の代表的な手法として知られており、標的遺伝子のゲノムとターゲ

ティングベクターの配列を含むゲノムとの相同組み換え反応により、遺伝子の機能

を欠失させる方法である。しかし、この方法は遺伝子の KO により胎生致死を引き

起した場合、生体内でのその遺伝子の機能の解析は困難である。胎生致死を回避す

るため、時期及び組織特異的な遺伝子の欠失が可能となる Cre-loxP システムを用い

たコンディショナル KO（cKO）マウスを作製する。Cre-loxP システム(Hoess R et al., 

1984)とは、標的遺伝子をコードする領域を loxP 配列で挟んだマウス(flox/+マウス)

と DNA 組み換え酵素である Cre を発現するマウスを交配させることで、cKO マウス

の作製する手法である。 

遺伝子が生体内で担う機能の分子メカニズムを調べるために、特に初期胚発生にお

いては、サンプルの取得や調整が難しいため、in vitro での解析方法が開発されてい

る。近年では、分化多能性を有する ES 細胞の樹立（Evans et al.,1981）や皮膚細胞に

Oct3/4 や Sox2 などの遺伝子の導入により iPS 細胞の樹立（マウス：Takahashi et al., 

2006、ヒト：Takahashi et al., 2007）が成された。これらの多能性幹細胞を用いた三胚

葉への分化法を用いた研究結果より、細胞レベルでの哺乳類の発生の分子メカニズ

ムが次々に解明され、再生医療への応用可能となってきた。特に、遺伝子の KO マ

ウスが初期胚発生において胎生致死となる場合、in vitro の手法による解析と KO マ

ウスの解析を併用することで、より詳細にこの遺伝子の初期胚発生におけるメカニ

ズムを解明することが期待される。 

  

CIBZ の KO マウスの解析 

 先行研究において、CIBZ の生体内での機能を調べるために、gene targeting 法に

よる CIBZ のヘテロ欠損（CIBZ+/-）マウスの作製が試みられたが、CIBZ+/- マウスは

同定されなかった。フランスの Defossez 博士の研究グループも CIBZ+/- マウスの作

製に成功していない（未発表データ）。これらのことから、CIBZ のヘテロ欠損マウ

スは胎生致死となることが示唆された。先行研究により、胎生致死を回避するた

め、EUCOMM より入手した、Cre-loxP システムを利用した flox-neo/+（fl-neo/+）ベ

クターを用いて CIBZ の fl-neo/+ ES 細胞株を樹立し、この ES 細胞による CIBZ 

の fl-neo/+ マウスが作製された。European Conditional Mouse Mutagenesis Program
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（EUCOMM）は、国際ノックアウトマウスコンソーシアムの主なメンバーであり、

Cre-loxP システムを用いたベクター、変異マウス ES 細胞株や変異マウスを大規模に

作製しており、これらの KO マウスの作製と解析が数多く行われているという実績

がある。fl-neo/+ による遺伝子欠損マウスの作製方法には、2 パターンある。1 つ目

は、目的遺伝子の fl-neo/+ マウスと Cre 発現マウスを交配することによって、その

遺伝子を欠損させる方法である（図 6①）。この場合、短期間で遺伝子欠損マウスの

作製が可能であるが、neo などのカセットが周囲の遺伝子の発現に影響を及ぼすと

いう報告がある（Alexopoulou et al.,1998）ため、一般的に次に紹介する方法が用いら

れる。この 2 つ目の方法は、fl-neo/+ マウスと Flp 発現マウスとの交配で、LacZ 

や neo カセットを除去した fl/+ マウスを作製した後、 fl/+ マウスと Cre 発現マ

ウスとの交配によって、目的遺伝子を欠損させる方法である（図 6②）。先行研究に

おいて、1 つ目の方法を用いて CIBZ の fl-neo/+ マウスと全身で Cre を発現する 

CAG Cre マウスとの交配により、CIBZ のΔfl-neo/+ マウスの作製と解析が行われ

た。その結果、CIBZ のΔfl-neo/+ 胎仔は、E9.5 前後で胎生致死となることが明ら

かになった（図 7）。 

 

本研究の目的 

先行研究において、CIBZ のヘテロ欠損によって胎生致死になることが強く示唆さ

れた。本研究では、CIBZ のΔfl/+ マウスの作製と解析を行うことによって、CIBZ 

のヘテロ欠損による胎生致死の再確認と表現型をより詳細に解析するとともに、そ

の分子的なメカニズムの in vitro で解明を目指す。 
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2. 材料と方法 

CIBZ の flox/+ マウスの作製 

 先行研究により作製された CIBZ flox-neo/+ マウスと Rosa-Flp（Flp）マウスを交

配し生まれた仔マウスのジェノタイピングを行った。出生した仔マウスは CIBZ の 

flox/+; Flp と Flp/+ マウスが予想される。ジェノタイピングにより同定された CIBZ 

の flox/+; Flp マウスと 野生型（C57BL/6）マウスと交配させて、生まれた仔マウス

をジェノタイピングすることで、 CIBZ の flox/+ マウスを同定する。 

 

ジェノタイピング 

・Genomic DNA 抽出 

Purgene Core Kit A (QIAGEN) を使用して抽出を行った。生後一ヶ月以降のマウス

から、0.2mm 程度のマウスのイヤーパンチによる耳二枚を採取し、エッペンドルフ

チューブに入れた。次に、Cell Lysis Solution を100μL 加え、Proteinase K Solution  

(10mg/mL)1μL とRNase A (10mg/ml) 0.5μlを加え、25 回転倒混和し、65℃で2 時間イ

ンキュベートした。上清のみを新しいエッペンドルフチューブに移し、Protein 

Precipitation Solution を33μL 添加し、20 秒間ボルテックスにより、混合させた。そ

して、4℃、15,000 rpm 、5 分間遠心し、上清を新しいエッペンドルフチューブに移

した。上製に isopropanol を100μL 加え、50 回程度転倒混和し、4℃、15,000 rpm 

で5 分間遠心した。上清を取り除き、70％エタノールを100μL 加え、4℃、5,000 rpm 

で1 分間遠心した。上清を慎重に取り除き、5分間、室温で乾燥させ、TE buffer 50μl

を添加し、65℃、一時間インキュベーションを行った。その際に、20分ごとにボル

テックスを行うことで、溶解させた。サンプルは4℃で保存した。 

 

・Genomic PCR 法 

Genomic PCRは、抽出したgenome DNAを鋳型として以下の組成と条件でPCR反応

させた。PCR産物は、2%アガロースゲルで電気泳動し、gel red染色を用いて確認し

た。PCR反応は、①96℃2 分間、②94℃20秒間、58℃30秒間、68℃1分間、③68℃5

分間の条件で32 cycle、PCR反応を行った。 

 

［Genomic PCR反応液の組成］ 

Template DNA                                                       1μl 

2×KOD FX buffer                                                    5μl 

2mM dNTPs                                                         2μl 

10μM primer Forward                                                0.3μl 

10μM primer Reverse                                                0.3μl 

KOD FX neo                                                       0.1μl 

DDW                                                             1.3μl 
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［使用したプライマー］ 

CIBZ+/+ ，CIBZflox/+ 

Primer A：5’-TGCTTGGAGATACAGAAACTTGCCCTAC-3’ (Forward) 

Primer B：5’-TTTGAGAAGTTGCGGTCACTAAGGTC-3’ (Reverse) 

Flp 

FLPe-F：5’- CACTGATATTGTAAGTAGTTTGC-3’ (Forward) 

FLPe-R：5’- CTAGTGCGAAGTAGTGATCAGG-3’ (Reverse) 

Cre 

Cre-F2   : 5’- TGTCCAATTTACTGACCGTACACC-3’ (Forward) 

Cre-R704：5’- CTCTGGTGTAGCTGATGATCCGAA-3’ (Reverse)  

Δflox 

GF89352 : 5’-ACACCCTTTCTGCTTGGAGATAC’ (Forward) 

R85056 ：5’- CTTTCTCACGAGCACTAATGAGG-3’ (Reverse) 

 

 

胚盤胞の取得 

 CIBZ fl/+ マウスと CAG-Cre マウスを交配させ、 妊娠マウスから子宮を取り出

し、M2 培地に入れる。子宮膜や子宮の周りの脂肪組織をハサミやピンセットで取

り除いた後、新しい M2 培地に移し替え、子宮と卵管の間および子宮頸部をハサミ

で切る。（以降の操作は、実体顕微鏡下で行う。）注射針を子宮頸部に挿入し、培地

を流して灌流をする。子宮をディッシュからとりだし、培地の中からマウスピペッ

トを使って M2 培地のメディアドロップへ移す。取得した胚盤胞を数回 M2 培地の

メディアドロップへ移し替えることで、洗浄を行う。これらの操作で使う培地にお

いては、培地やメディアドロップ上に液体パラフィンを重曹した。また、免疫染色

用の胚盤胞を回収する場合は、10 μM BrdU を M2 メディアドロップ中で 1 時間取

り込ませた後、4％ パラフォルムアルデヒドを 30 分間処理することで固定し、

PBSB 中、4℃で保存した。なお、培養及び BrdU の取り込みは、5% CO2存在下、

37℃の条件の下で行った。 

 

胚盤胞 outgrowth アッセイ 

 CIBZ fl/+ マウスと CAG-Cre マウスを交配により取得した 胚盤胞の透明体を取

り除くために、マウスピペットを用いて、酸性タイロード（AT） 処理を行った。

AT 処理は、マウスピペットのキャピラリー中で AT と胚盤胞を約 30 秒間上下させ

ることで行った。AT 処理後、マウスピペットを使って胚盤胞を M2 培地のメディ

アドロップへ数回移し替えることで、洗浄を行う。胚盤胞を 3i（CHIR 99021、

PD0325901、SB431542）を除去した ES 培地のメディアドロップに数回移し替えた
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後、0.1％ ゼラチンコーティングした 12mm カバーガラス（Matsunami）上の 3i を

除去した ES 培地のメディアドロップ中に移した。これらの胚盤胞は、day0〜day5 

の間、毎日倒立顕微鏡で観察を行い、写真を撮影した。さらに、免疫染色を行うた

めに、day3 と day5 のサンプルを取得した。免疫染色用のサンプルを回収する場合

は、10 μM BrdU を M2 培地のメディアドロップ中で 1 時間取り込ませた後、4％ 

パラフォルムアルデヒドを 30 分間処理して固定して、0.1％BSA/PBS 中、4℃で保

存した。これらの操作で使う培地においては、培地やメディアドロップ上に液体パ

ラフィンを重曹した。なお、培養及び BrdU の取り込みは、5% CO2存在下、37℃の

条件の下で行った。 

 

免疫組織染色 

 CIBZ flox/+ マウスと CAG-Cre マウスを交配により取得した 胚盤胞と胚盤胞の 

in vitro 培養において、0.25% TritonX-100/PBS を室温で 20 分振とうさせ、0.1％ 

Tween20/PBS（TPBS）で 5 分で 3 回洗浄する。その後、2％ BSA を室温で 3 時

間処理することで blocking した。その後、TPBS を用いて 10 分で 3 回洗浄し

た。1 次抗体として抗 cleaved-caspase 3（2% BSA で 1/200 希釈）を室温で 2 時

間処理し、TPBS を用いて 10 分で 3 回洗浄した。2 次抗体として抗 Rabbit-Texas 

Red（2% BSA で 1/500 希釈）を室温で 45分間処理し、TPBS を用いて 10 分間

洗浄した後、DAPI でカウンター染色を室温で 5 分間行った。そのあと、TPBS を

用いて 10 分間 2 回洗浄した。最後に、slowfade Gold（Thermo Fisher）を用いて

サンプルを封入した。 

 

ES 細胞の樹立と培養 

 CIBZ flox/+ マウスと CAG-Cre マウスを交配により取得した胚盤胞の透明体を取

り除き、M2 培地のメディアドロップで洗浄する。次に、ES 培地のメディアドロッ

プに数回移し替えた後、M-STO 細胞を播種しておいたメディアドロップに胚盤胞を

移し替える。5〜7 日後、ES 細胞様のコロニーが一つ形成されたら、それを 

Accutase （Nacalai Tesque）で乖離させ、M-STO 細胞を播種しておいた 24well ディ

ッシュに播種する。これらの操作で使うメディアドロップにおいては、上に液体パ

ラフィンを重曹した。なお、培養は全て、5% CO2存在下、37℃の条件の下で行っ

た。M-STO 細胞は、STO 細胞（SNL 細胞マウス胎児繊維芽細胞由来の株化細胞

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）を 10 

µg/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, from porcine skin（Sigma）溶液でコーティングしたものを

用いた。 

 樹立した ES 細胞の継代維持は、Accutase で細胞を剥離し、少量の培地を入れ、

細胞がシングルになるようにピペッティングした後、0.1% gelatin coating dish に播種
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し、15% KSR/DMEM medium で培養を行った。 

上記の培養は全て、5% CO2、37℃の条件の下で行った。 

［15% KSR/DMEM medium 組成］ 

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

KnockOut serum (gibco)          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 

Recombinant Mouse LIF (Nacalai USA)    1000U/ml 

CHIR 99021(selleckchem)     3μM 

PD0325901(selleckchem)      1μM 

SB431542(selleckchem)      10μM 

 

 [SNL 細胞の培地組成] 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (Nacalai tesque) 

Fetal Bovine Serum (Sigma-Aldrich)    10% 

Penicillin-Streptomycin (Nacalai tesque)    50 units/ml 

L-Glutamine stock solution (Nacalai tesque)   2 mM 

 

 

アルカリフォスファターゼ染色による未分化性状態の確認 

ES 細胞を 20x104 cells/ml で播種し、3 日間培養した後、StemAb Alkaline 

Phosphatase Staining Kit II（Stemgent）を用いて、アルカリフォスファターゼ染色を行

った。染色方法は、キットのプロトコールに従った。 

 

胚様体（EB）形成 

 胚葉体（EB: Embryoid Body）形成アッセイでは、hanging drop 法を用いて、1 つの

drop の中に 1000 個の細胞が入るように播種し、5% CO2 存在下、37℃の条件の下で

4 日間浮遊培養させることで、シングルの EB 形成を行った。EB 形成アッセイで用

いた培地は 2-mercaptoethanol と 3i を除いた ES 細胞培地を用いた。 

 

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

・サンプルの回収 

任意のディッシュまたは plate で培養した細胞を 1×PBS(-)で１回洗浄し、Accutase

で処理した後、少量の培地を入れ、細胞がシングルになるようにピペッティング

し、1.5mL のエッペンドルフチューブに入れ、4℃、1500rpm、5 分間遠心分離し

た。上清を取り除き、ペレットを軽くタッピングした後 1×PBS 1000μl を加え
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4℃、1500rpm、5 分間遠心分離した。上清を捨てペレットとしたものを-80℃で保存

した。 

 

・ RNA 回収、cDNA 合成、PCR 反応 

 Total RNA の抽出はセパゾール RNAⅠsuper（Nacalai Tesque）を用いて抽出した。

まず、セパゾール RNAⅠsuper を 0.5ml 入れ、細胞または組織が溶解するまでボルテ

ックスを行い、室温で 5 分間静置した。そして、chloroform 100μl を入れボルテック

スし、室温で 3 分間静置後、4℃、15000rpm で 15 分間遠心した。遠心後、上清を取

り出し、2-propanolを 600μl 加えてボルテックスを行い、室温で 5 分間静置した後、

4℃、15000rpmで 15 分間遠心した。上清を取り除き、70% ethanol を 1ml 加え、

4℃、1500rpmで 10 分間遠心した。次に、上清を捨て、5 分間乾燥させ、DEPE 処理

水を 12μl 加え、-80℃で保存した。cDNA の合成は ReverTra Ace○R  qPCR RT Master 

Mix with gDNA remover（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; 58℃, 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。 

 

［使用したプライマー］ 

CIBZ 

5’-CCAAAGCACAGAAGCTAACTCCGTC -3’  (Forward) 

5’-CTTGAGGCGGCCAGGACATTG -3’   (Reverse) 

GAPDH 

5’-CAATGTGTCCGTCGTGGATCT-3’   (Forward) 

5’-GTCCTCAGTGTAGCCCAAGATG-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) 
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Western blotting 

・培養細胞からタンパク質抽出用 cell lysate の調整 

 任意のディッシュまたは plate で培養した細胞を 1×PBS(-)で１回洗浄し、

0.25%Trypsin/EDTA で処理した後、1.5mL のエッペンドルフチューブに入れ、4℃、

1500rpm、5 分間遠心分離した。上清を取り除き、ペレットを軽くタッピングした後

1×PBS 1000μlを加え 4℃、1500rpm、5 分間遠心分離した。上清を捨てペレットと

したものを-80℃で保存した。 

 

・SDS-PAGE 

回収した細胞に ELB buffer と PI ( protease inhibitor cocktail, Roche )の混合液 80 μlを

加え、sonication による細胞破砕の後、氷上に 20 分間静置した。15000 rpm、4℃、

20 分間遠心し、上清を回収した。回収した上清に 5×SDS Loading buffer を加え、

99℃、5 分間加熱して泳動サンプルを調製した。SDS-PAGE 用ゲルをセットした泳

動装置に SDS electrophoresis buffer を注ぎ、サンプルを注入して 20 mAで 90 分間泳

動した。 

 

 

 

［ELB buffer 50ml］ 

1M Hepes (pH 7.5)      2.5ml 

5M NaCl       2.5ml 

0.5M EDTA       0.1ml 

10% Nonidet P-40      0.5ml 

1M DTT       50μl 

100mM phenylmethanesulfonyl fluoride    0.5ml 

2 mg/ml leupeptin      50μl 

2 mg/ml aprotinin      50μl 

 以上を DDW で 50ml にメスアップ、混和した後使用した。 

 

SDS-PAGE 用ゲルを以下の組成で作製した。 

［8% running gel 1 枚分］ 

DDW                3450μl 

30% acrylamide mix              2000μl 

1.5M Tris(pH8.8)              1900μl 

10% SDS             75μl 

10% ammonium persulfate           75μl 

TEMED             3μl 
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［5% stacking gel 1 枚分］ 

DDW                 2100μl 

30% acrylamide mix              500μl 

1.5M Tris(pH8.8)              380μl 

10% SDS               30μl 

10% ammonium persulfate             30μl 

TEMED              3μl 

 

・Blotting 

 PDVF membrane (PALL corporation) を 100%メタノールに浸し、DDWで洗浄した

後、SDS-PAGE 後のゲルと PVDF membrane を transfer buffer （25 mM Tris、192 mM 

Glycine）にそれぞれ浸し、15 分間振盪した。また、振盪処理が終わる 3 分前にろ紙

6 枚を transfer buffer に浸した。次に陰極側からろ紙 3 枚、PDVF membrane、ゲル、

ろ紙 3 枚の順に重ね、blotting 装置にセットし、12V で 60 分間 blotting した。その

後、PDVF membrane を 5% スキムミルク-TPBS 溶液に室温で 1 時間振蕩または

4℃で一晩振盪して Blocking 処理を行った。その後 TPBS に浸して 5 分間振蕩を 3 回

行い洗浄した。 

 

・抗体処理 

 一次抗体が最適な濃度になるように Can Get Signal solution (TOYOBO)と混合し、

PDVF membrane 全体を覆うように注ぎ、室温で 60 分間反応させた。一次抗体反応

後、TPBS で 5 分間振蕩を 3 回行い洗浄した。その後、二次抗体を can get signal 

solution と混合し、PDVF membrane 全体を覆うように注ぎ、室温で 60 分間反応させ

た。二次抗体反応後、TPBS で 5 分間振蕩を 3 回行い洗浄し、発光試薬 ECL Plus 

Western Blotting Detection Reagents ( GE Healthcare Bio-sciences ) もしくは、Chemi-

Lumi One Ultra（nacalai tesque）を用いて検出を行った。 

［一次抗体］ 

CIBZ rabbit 抗体 (本研究室で精製)              1/5000 希釈 

Oct3/4 抗体(R&D Systems)     1/2000 希釈 

Sox2 抗体(Sigma)      1/2000 希釈 

Nanog 抗体(Millipore)      1/2000 希釈 

α-tubulin mouse 抗体 (Sigma)                    1/10000 希釈 

 

［二次抗体］ 

α-Mouse IgG-HRP 抗体 (Cell signaling)            1/10000 希釈  

α-Rabbit IgG-HRP 抗体 (Cell signaling)            1/5000 希釈 
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3. 結果 

 

3-1. CIBZ のヘテロ欠損マウスの作製及び表現型の解析 

 先行研究において、CIBZ の Δfl-neo/+ 胎仔が E9.5 前後で胎生致死になること

が示された。本研究では、CIBZ の Δfl-neo/+ のゲノムに残存する LacZ 配列によ

る周辺遺伝子の発現への影響を回避するために、Δfl/+ マウスの作製を試みる。そ

のためにまず、CIBZ の fl-neo/+ マウスと Rosa Flp マウスとの交配により、CIBZ 

の fl/+ マウスの作製を行った。この交配により生まれた仔マウスのジェノタイピン

グを行った(図 8)。ジェノタイピングに用いたプライマーは、野生型のアレルと変異

型アレルを区別できるように、長さの異なる 2 つの PCR 産物を得るために設計した

(図 8)。Genomic PCR（gPCR）の結果より、生まれたマウスの中にモザイク（fl/+; 

Flp） マウスを同定した。CIBZ の fl/+; Flp マウスと野生型（C57BL/6J：+/+）マウ

スとの交配により、CIBZ の fl/+ マウスを作製した(図 8)。一年以上の飼育におい

て、CIBZ の fl/+ マウスは、野生型のマウスと比較して、形態（身長や体重）や行

動、生殖能力において顕著な差は確認されなかった。 

 次に、CIBZ のΔfl/+ マウスを作製するために、CIBZ の fl/+ マウスと CAG Cre 

マウスとの交配を行った（図 8）。この交配により生まれてくる仔マウスはメンデル

の法則に従って、4 つの遺伝型 〔+/+、Cre、fl/+、fl/+;Cre（Δfl/+）〕が同じ割合で存

在することが予想される。CIBZ の Δfl マウスの同定において、Cre、fl/+ 、Δfl/+ 

がそれぞれ異なるサイズのバンドが確認できる gPCR を行った。その結果、生まれ

た仔マウス 23 匹の中に、Δfl/+ の存在は確認できなかったが、Δfl/+ 以外の遺伝型

は、およそメンデルの法則に従って存在することが確認された（図 9A）。以上の結

果より、CIBZ のΔfl/+ マウスは胎生致死になることが強く示唆された。 

 

3-2. CIBZ のヘテロ欠損による胎生致死となる時期の検証と表現型の解析 

 

3-2-1. CIBZ のΔfl/+ の胎仔が胎生致死となる時期の検証 

CIBZ のΔfl/+ 胎仔が胎生致死になる時期を調べるために、CIBZ の fl/+ マウスと

CAG Cre マウスとの交配により得られた E11.5 胎仔の遺伝型の同定と形態観察を行

った。複数の妊娠したマウスより、30 個の胎仔を取り出して、遺伝型の解析を行った

結果、Δfl/+ 以外の遺伝型はメンデルの法則に従って存在したが、Δfl/+ の遺伝型は確

認できなかった（図 9A）。顕微鏡による解析において 30 個の胚の胎仔は全て E11.5 

時期の正常な形態（目や心臓、四肢の形成など）を示した。これらの 30 個の胚以外
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に、胎仔が見つからない胚も数個存在しており、これらが Δfl/+ である可能性が考

えられた。以上のことから、Δfl/+ 胎仔の死亡時期は E11.5 より早いと考えられる。 

続いて、CIBZ の fl/+ マウスと CAG Cre マウスとの交配により得られた 65 個の 

E9.5 の胎仔の解析を行った。その結果、E9.5 時期の正常な形態（神経管の閉鎖や心

臓の拍動など）を示す全ての胎仔は Δfl/+ 以外の遺伝型であり、それらはメンデル

の法則に従って存在することが確認できた。一方で、それ以外に胎仔がほとんど吸

収された胚も 4 つ見つかった。これらの遺伝型を調べたところ、全てが Δfl/+ の遺

伝型であった（図 9A）。以上のことから、CIBZ の Δfl/+ 胎仔の死亡時期は E9.5 前

後であるとことが確かめられた。 

 

3-2-2. CIBZ の Δfl/+ マウスの表現型解析 

CIBZ のヘテロ欠損がマウスの胚発生に影響を与える時期を調べるために、CIBZ 

の fl/+ マウスと CAG Cre マウスとの交配により得られた E6.5～E8.5 胎仔（E6.5：

34 個、E7.5：50 個、E8.5：62 個）の遺伝型の同定と形態観察を行った。その結果、

E6.5〜E8.5 の胎仔は、メンデルの法則に従って、全ての遺伝型がほぼ同等の割合で

確認できた（図 9A）。E6.5 の +/+ 、Cre と CIBZ の fl/+ の全ての胎仔は正常に発

生した形態を示したのに対して、CIBZ の Δfl/+ 胎仔 9 匹のうち 5 匹（55％）

が、同腹子の fl/+ 胎仔と比較して、約 2/3 程度の矮小な表現型を示した（図 9B）。

E7.5 の +/+ 、Cre と CIBZ の fl/+ のすべての胎仔は正常に発生した形態が示さ

れ、胚体組織（個体を形成する部分）と胚体外組織（胎盤となる部分）が顕微鏡下

で判別できた。しかし、この時期の同腹の CIBZ の Δfl/+ 胎仔はその他の遺伝型の

胎仔と類似の胚体組織と胚体外組織の形成が示されたが、同腹の fl/+ 胎仔と比較し

て、両方の組織が約 1/2 以下に小さくなることが観察された（図 9B）。E8.5 では 

+/+、Cre と CIBZ の fl/+ の全ての胎仔は神経板や体節などが形成されており、正

常に成長した胎仔の形態を示した。一方で、同腹の CIBZ の Δfl/+ 胎仔は、そのよ

うな組織が見られず、体積が 1/10 以下に縮小していることや胎仔組織の出血といっ

た顕著な形態異常が観察された（図 9B）。以上の結果より、CIBZ のヘテロ欠損は何

らかの原因で E6.5 から胎仔の形態に異常をきたし始め、E7.5～E8.5 では、その表

現型の異常が進行することによって、E9.5 では胎仔の存在が確認されないことが分

かった。これらのことから、CIBZ のヘテロ欠損は、E6.5 より前の発生段階にも影

響を与えることが示唆された。 
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3-3. In vitro での CIBZ のヘテロ欠損が胚盤胞の発生に与える影響の解析 

胚盤胞（E3.5）から着床時期（E4.5 前後）の胎仔の in vivo での解析は技術的に

困難であるため、以下の 2 つの方法を用いる。①胚盤胞を ES 細胞用培地で 4～5

日間培養することにより、着床時期のマウスの胚発生を模倣する方法である（Voss 

et al.,2000）。②胚盤胞の ICM から樹立される ES 細胞を浮遊培養法することで、三

胚葉（内胚葉、中胚葉と外胚葉）へ分化を模倣する胚葉体（embryoid body:EB）を形

成する方法 (Kurosawa., 2007) である。 

 

3-3-1. 胚盤胞の in vitro の培養による CIBZ ヘテロ欠損が胚盤胞の発生に与える影

響の検証 

 CIBZ のヘテロ欠損が着床時期（E4.5~E5.5）の胚発生に与える影響を調べるため

に、CIBZ の fl/+ マウスと CAG Cre マウスとの交配により摘出した胚盤胞を in 

vitro で培養した（図 10A）。この培養では、胚盤胞を 3i (ES 細胞の分化を抑制する 

MEK 阻害剤 PD0325901 、GSK3βの阻害剤 CHIR99021 と TGFβ受容体の阻害剤 

SB431542)を除去した ES 細胞用培地で培養することにより、後に胎仔となる ICM 

と、後に胎盤になる栄養膜（trophoblast）の発生や分化に与える影響を in vitro で模

倣できる。4 日間培養した後、ICM と栄養膜はそれぞれ、ICM 由来の細胞と栄養芽

層巨大細胞(TG : trophoblast giant cell)に分化し、顕微鏡で観察できる。まず、CIBZ 

の Δfl/+ の胚盤胞に異常がないかを調べるために、摘出した 58 個の胚盤胞につい

て遺伝型の同定と顕微鏡による表現型の解析を行った。その結果、4 種類の遺伝型

（+/+、Cre 、fl/+、Δfl/+）の胚盤胞の数は、メンデルの法則に従って確認された。

培養前の胚盤胞及び培養 1 日目の胚盤胞は、遺伝型の違いによる顕著な表現型（大

きさや形態）の差は観察されなかった（図 10B~10D）。このことから、CIBZ のヘテ

ロ欠損は胚盤胞までの発生に影響を与えないことが示唆された。胚盤胞を 4 日間培

養したサンプルを顕微鏡で観察した写真を解析した結果、CIBZ の Δfl /+ は fl/+ と

比べて、ICM 由来の細胞塊の部分の面積がおよそ 1/3 に縮小したのに対して、TG 

の面積に顕著な差は示されなかった（図 10D）。これらのことから、CIBZ のヘテロ

欠損は、胚盤胞の ICM の由来の細胞の細胞死の亢進或いは増殖阻害により胎仔の

発生を抑制することが示唆された。 

次に、CIBZ のヘテロ欠損が胚盤胞の細胞死に与える影響を分子レベルで明らかに

するために、in vitro での培養前後の胚盤胞を細胞死のマーカーである抗 cleaved-

caspase 3 抗体を用いて免疫組織染色を行なった。その結果、胚盤胞において  
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cleaved-caspase 3 の発現を示す陽性細胞は、CIBZ の fl/+ と Δfl/+ との間に顕著な

差は示されなかった(図 11A)。しかし、胚盤胞を in vitro で 4 日間培養したサンプル

の ICM 由来の細胞塊において cleaved-caspase 3 の発現を示す陽性細胞は、CIBZ 

の Δfl/+ は fl/+ より顕著な上昇が確認された（図 11B）。これらのことから、CIBZ 

のヘテロ欠損は胚盤胞までの胚発生において、細胞死に影響を与えないが、ICM の

分化に伴って細胞死を亢進させることが強く示唆された。 

 

3-3-2-1. CIBZ の fl/+ と Δflox/+ ES 細胞株の樹立 

CIBZ のヘテロ欠損が ICM 由来の ES 細胞の分化に与える影響を EB 形成法を

用いて調べるために、まず、3 種類の ES 細胞株〔野生型（+/+）、CIBZ の flox/+ 

と Δflox/+〕の樹立を試みた。CIBZ の fl/+ マウスと CAG Cre マウスの交配により

取得した胚盤胞を ES 細胞用培地を用いて feeder 細胞上で数回継代培養を行うこと

によって、高い効率（80％ 以上）で ES 細胞株を樹立した（図 12A）。樹立した複

数の ES 細胞株のジェノタイピングを行った結果、+/+、CIBZ の fl/+ と Δfl/+ の

遺伝型をそれぞれ同定した。 

 

3-3-2-2. CIBZ の fl/+ と Δflox/+ ES 細胞株における CIBZ の発現解析 

これまでに CIBZ の Δfl/+ 胎仔において、 CIBZ の発現が 1/2 に減少しているこ

とが確認出来ておらず、技術的にも胎仔において CIBZ の発現を定量することは困

難である。そこで、樹立した 3 種類の ES 細胞株（+/+、CIBZ の flox/+ と Δ

flox/+）において、 CIBZ の mRNA 及びタンパク質の発現を qRT-PCR と western 

blotting を用いて解析した。その結果、CIBZ の Δfl/+ ES 細胞での mRNA 及びタ

ンパク質の発現量が +/+ 或いは CIBZ の fl/+ ES 細胞と比較して約 1/2 に低下して

いることが確認できた（図 12B、12C）。これらのことから、少なくとも胚盤胞の 

ICM において CIBZ の Δfl/+ で CIBZ の発現が 1/2 に減少していることが示唆さ

れた。 

 

3-3-2-3. CIBZ の fl/+ と Δflox/+ ES 細胞株における未分化性の検証 

樹立した 3 種類の ES 細胞株（+/+、CIBZ の flox/+ と Δflox/+）において、 

CIBZ のヘテロ欠損が未分化性に与える影響を検証するために、①コロニーの形態

観察、②アルカリフォスファターゼ（ALP）染色、③未分化マーカーの発現解析を

行った。まず、顕微鏡下で形態観察を行った結果、樹立した 3 種類の遺伝型の ES 

細胞のコロニーは数代にわたり継代培養をしても、未分化な ES 細胞の特徴である
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境界が明瞭な丸い輪郭が観察され、顕著な分化傾向像は観察されなかった（図

12A）。次に、 ES 細胞の未分化性を評価する ALP 染色を行った結果、3 種類の遺

伝型の ES 細胞株で ALP 陽性 の ES 細胞に顕著な差がなかった（図 13）。ES 細

胞の未分化状態の維持に重要な Oct3/4 、Nanog と Sox2 の mRNA の発現を qRT-

PCR で解析した結果、3 種類の ES 細胞における Oct3/4 の mRNA の発現量に顕

著な差が見られなかったが、Nanog と Sox2 の mRNA の発現量は、CIBZ のΔfl/+ 

ES 細胞では半分以上低下していた（図 14A）。さらにこれらの未分化マーカーのタ

ンパク質の発現量を Western blotting で解析した結果、Oct3/4 の発現量には顕著な

差が見られなかったが、Nanog 及び Sox2 の発現量はおよそ 1/3 と 1/2 に低下す

ることが明らかになった（図 14B）。以上のことから、今回樹立した 3 種類の ES 

細胞株は、未分化性を維持しているが、CIBZ の Δfl/+  ES 細胞は分化に傾きや

すいことが推測される。 

現在、これらの ES 細胞株を用いて三胚葉への分化モデルである hanging drop 法

により、EB 形成を行っている。EB 形成の培養（4 日間）における、EB に特徴的

な形態（球形と大きさ）に、CIBZ の fl/+ と Δfl/+ の遺伝型の違いによる顕著な差

は無かった。 
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4. 考察 

 

CIBZ ヘテロ欠損によるマウスの胎生致死の原因と意義の検証 

 

 先行研究より、CIBZ の fl-neo/+ マウスと CAG Cre マウスとの交配によって、

CIBZ の Δfl-neo/+ マウスの作製と解析が行われた結果、CIBZ のヘテロ欠損マウス

が E9.5 で胎生致死であることが示された。しかし、fl-neo/+ と Δfl-neo/+ マウス

には、ゲノム上に標的遺伝子や隣接する他の遺伝子の発現に影響をおよぼす可能性

がある neo や LacZ の配列が残存しており、これらのカセットを除去した CIBZ の

fl/+ マウスを作製する必要があった。今回作製した CIBZ の fl/+ マウスはゲノム上

に neo や LacZ などの配列が存在しないため、このカセットによる表現型への影響

の排除が予想される。CIBZ の fl/+ マウスと CAG Cre マウスとの交配により得ら

れた CIBZ の Δfl/+ 胎仔は、CIBZ の Δfl-neo/+ 胎仔と同様に E9.5 前後に胎生致

死となることが示されたため、既知の MBP で初めて CIBZ はマウスの初期胚の発

生に必須であることが証明された。興味深いことに CIBZ の Δflox/+ 胎仔が胎生致

死となる時期である E9.5 は、Dnmt3a/3b のダブル KO マウスや Dnmt1 の KO マ

ウスにおける胎生致死と同時期である。このことから、ゲノム DNA のメチル化パ

ターン形成と維持と同様に、MBP である CIBZ による遺伝子の発現調節も初期胚

の発生に重要であることが強く示唆された。 

CIBZ の Δflox/+ マウスが胎生致死となる原因が胎盤の形成不全による可能性も検

証する必要がある。胎盤は、胚発生に必要な栄養源や酸素を母体から供給すると同

時に、胎仔の代謝産物を母体に排出することで胎仔の発生に重要な器官であり、

E8.5 の胚体外中胚葉から形成される。E9.5〜E14.5 の遺伝子の欠損による胎生致死

の多くの場合は胎盤の形成不全による胎仔の脳、心臓と血管などの発生異常と強く

相関していることが明らかにされている（Perez-Garcia et al., 2018）。CIBZ のヘテロ

欠損による胎生致死は E9.5 であることと、E6.5～E8.5 の CIBZ の Δfl/+胎仔は発

生遅延を示したが、胎盤には顕著な異常が見られなかった。これらのことから、

CIBZ のヘテロ欠損による胎生致死の原因は、胎仔の源である ICM の発生や分化の

異常によることが強く示唆された。 

計 58 個の胚盤胞の解析を行った結果、CIBZ の Δfl/+ の胚盤胞は他の遺伝型の胚

盤胞と比較して異常を示さなかったため、CIBZ のヘテロ欠損による胎仔の異常は、

胚盤胞の着床時期（E3.5〜E5.5）に起こることが示唆された。この時期を模倣するモ

デルとして、胚盤胞の in vitro の培養を行った結果、CIBZ の Δfl/+の胚盤胞は fl/+ 
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より ICM 由来の細胞の面積が減少したが、TG 細胞の面積に顕著な差は無かった。

また、免疫組織染色の結果より、CIBZ のΔfl/+ は fl/+ より、ICM 由来の細胞塊に

おいて、cleaved-caspase 3 陽性細胞は顕著な上昇が示されたが、TG では差がなかっ

た。このことから、CIBZ の Δfl/+ の ICM 由来の細胞塊の縮小は、細胞死の亢進

によることが強く示唆された。また、パラフィン切片を用いた免疫組織染色によっ

て細胞増殖マーカー（BrdU と Ki67）と細胞死マーカー（cleaved-caspase 3 と 

TUNEL 法）の検出が行われた結果、E6.5~E8.5 における CIBZ の Δfl/+ 胎仔にお

いて細胞増殖の抑制と細胞死の亢進が確認された（松浦 修士論文）。今後、胚盤胞

及び胚盤胞の in vitro の培養において、上述した細胞増殖マーカーと細胞死マーカ

ー、 ICM マーカー（Oct4 など）や TG 細胞マーカー（Cdx2）の発現を、免疫組織

染色を用いた解析により検証する必要がある。 

本研究で樹立した C57BL/6 マウス由来の +/+ および CIBZ の fl/+ と Δfl/+ の 

ES 細胞株は、形態観察と ALP 染色の結果、未分化マーカーの発現量解析の結果か

ら、どの遺伝型においても未分化性を維持しているが、Δfl/+ の ES 細胞株でのみ 

Nanog と Sox2 の発現が減少していることが明らかになった。先行研究では、129 

系統のマウス由来の RF8 ES 細胞が用いられており、このラインの +/+ ES 細胞と

+/- ES 細胞においても、本研究で用いた ES 細胞と同様にどちらの遺伝型の ES 細

胞でも形態観察や ALP 染色の結果、未分化マーカーの発現量解析の結果からどの

遺伝型においても未分化性を維持しており、本研究で用いた ES 細胞とおおよそ同

様の傾向が確認されている(Nishii et al., 2012)。CIBZ の発現が ICM の増殖や分化に

与える影響を調べるために、現在、ES 細胞の EB 形成アッセイを行っている。今

後、EB 形成アッセイを用いて CIBZ のヘテロ欠損が三胚葉への分化時に細胞増殖

や細胞死、各胚葉の分化マーカー遺伝子の発現解析を qRT-PCR と Western blotting

を用いて行う。また、分化誘導前の ES 細胞においても CIBZ のヘテロ欠損が細胞

増殖や細胞死に影響を BrdU の取り込みや経時的な細胞数のカウント、細胞死マー

カーの発現解析（Western blotting）を用いて検証する必要がある。これらの in vitro 

での解析を通して、CIBZ のヘテロ欠損による着床時期の胚発生に与える影響を分子

レベルで明らかにする。  

 

KO マウスの現状とヘテロ欠損による胎生致死の位置づけ 

 

国際マウス表現型解析コンソーシアム(IMPC)において、現在までに 5327 遺伝子の

ホモ及びヘテロ欠損マウスの表現型解析の結果がまとめられている。実際に、ヘテ

ロ欠損によって胎生致死となる遺伝子はこれまでに、血管内皮増殖因子（VEGF） 
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と Notch リガンドの 1 つである Dll4 、父性発現インプリンティング遺伝子である 

Peg10 の 3 つしか報告されていない。 

胎生中期（E9.5）から後期にかけての胚発生において、心血管、造血組織そして胎

盤が形成される。VEGF と Dll4 のヘテロ欠損マウスはそれぞれ、E11.5 と E10.5 に

血管形成の異常により胎生致死であるため、これらの遺伝子は血管新生に必須の遺

伝子であることが報告されている（Napoleone et al.,1996、Gale et al.,2004）。また、

Peg10 のヘテロ欠損マウスは E10.5 に胎盤形成の異常により胎生致死であるため、

胎盤の形成に必須の遺伝子であることが報告されている（Ono et al.,2006）。CIBZ の

ヘテロ欠損による E9.5 での胎生致死の結果は、上述した 3 つの遺伝子のヘテロ欠

損による胎生致死の時期の中で一番早い報告である。 

 

CIBZ が胚発生において MBP として機能するかの検証 

 

 マウスやヒトの胚発生において、DNA のメチル化によるゲノムインプリンティン

グの制御に重要であることが知られている。ほとんどの遺伝子は、卵子（雌）と精

子（雄）由来の染色体から等しく発現するのに対して、雌あるいは雄のどちらかに

由来する特異的な発現を示す遺伝子があり、これらの遺伝子発現がゲノムインプリ

ンティングにより制御されている(Delaval et al.,2004、Mann et al.,2002)。本研究で

は、CIBZ のΔfl/+ マウスの作製するための交配において、雌雄両方の CIBZ の 

fl/+ マウスを使用しており、いずれの場合においても、CIBZ のヘテロ欠損胎仔は 

E9.5 で胎生致死となることが示された。このことから、CIBZ のヘテロ欠損による

胎生致死はゲノムインプリンティングが直接的な原因ではないことが示唆された。 

胚発生において、胚盤胞から E6.5 にかけて DNA のメチル化レベルは上昇するこ

とが知られている（図 2）。胚盤胞期と比較して E6.5 において CIBZ は mRNA の

発現量が上昇することが示唆された（太田 修士論文）。今後、CIBZ が MBP とし

て機能するかどうかを検証するために、メチル化結合部位に変異を入れた CIBZ の

変異体（CIBZ E499A）を導入したノックインマウスを作製し、このマウスを用いて 

CIBZ E499A が初期胚発生に与える影響を調べる必要がある。 

 

生体内における CIBZ の生理機能の解析 

 

 これまでに CIBZ を KO した ES 細胞は心筋細胞への分化を促進すること

（Kotoku et al.,2016）が明らかになっている。また、 CIBZ のラットオーソログであ

る ZENON は中後期の胚発生において神経系の細胞で発現していること（Kiefer et 

al.,2005）や、CIBZ を KO した ES 細胞は神経細胞への分化阻害が示唆されている

（西尾 修士論文）。また、CIBZ の mRNA の発現が E6.5~E9.5 にかけて一過性に

低下し、その後、出生（E20.5 前後）にかけて上昇することが示唆された（太田 修

士論文）。これらのことから、初期胚のみならず、中後期の胚発生においても CIBZ 
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が重要な役割を担っている可能性が考えられる。今後、CIBZ の fl/+ マウスと心血

管系や神経系などの組織特異的に Cre を発現するマウス、またはタモキシフェン誘

導による時期特異的に Cre の発現を誘導するマウスを交配させることで、CIBZ の

欠損が心血管や神経系の発生に与える影響を調べることも興味深い課題の一つであ

る。 
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5. 図表 

図 1  DNA メチル化のメカニズムと遺伝子発現抑制のモデル 

（A）DNA のメチル化の機構を表した。De novo メチル化酵素である Dnmt 3a や 3b が

DNA に存在する CpG 配列のシトシンに作用することによってその CpG がメチル化され

る。メチル化された DNA は複製後、ヘミメチル化になるが、 維持メチル化酵素である 

Dnmt1 が、メチル化されていない CpG 配列をメチル化することにより、メチル化を維持

している。 

（B）DNA メチル化酵素及びメチル化 DNA 結合タンパク質による遺伝子発現抑制モデ

ルを示した。Dnmts が遺伝子のプロモーターに存在する CpG をメチル化することで、こ

の配列に転写活性化因子が結合できなくなり、遺伝子の発現を抑制するモデルと、プロモ

ーター領域のメチル化された CpG サイトに MBP が結合することにより遺伝子の発現を

抑制するモデルを示す。 

A 

B 
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図 2 初期胚の発生における DNA のメチル化の変動  

マウスの受精卵から胚盤胞を経て、E6.5 の胎仔となる際のゲノムワイドな DNA のメ

チル化レベルを表した図を示す。赤色が母方由来、青色が父方由来の DNA のメチル化の

量を表している（Chavatte-Palmer P et al., 2016 改変）。 
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図 3 メチル化結合タンパク質  

代表的な MBD 型（MeCP2、MBD1、MBD2 と MBD4）と ZF 型（Kaiso）の MBP の

構造を示す。 
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図 4 CIBZ の構造と機能 

 

（A）CIBZ の N 末端側には BTB ドメインと RD2 (repression domain2)があ

り、中央と C 末端側に C2H2 型のジンクフィンガー（ZF）ドメインがそれぞれ 5 

個ずつ （ZF1-5、ZF6-10）存在する。BTB ドメインと RD2 はそれぞれ独立した

転写抑制活性、Spacer 領域は転写促進活性を持つ。ZF3-5 は、メチル化 CpG と 

非メチル化配列である E-box を認識して結合する。 

（B）CIBZ の代表的な機能を 2 つ 示した。細胞レベルで、CIBZ が欠損すると

内因性の細胞死（Apoptosis）が亢進される。また、ES 細胞で CIBZ が欠損する

と、Nanog を介して、細胞周期が負に抑制される。 

A 

B 

細胞

CIBZ

Caspase-3活性

Nanog

細胞死の亢進

細胞増殖の阻害
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図 5 マウスの胚発生  

 

（A）経時的なマウスの胚発生のモデル図を示す（Anna et al.,2005 改変）。マウ

スの胚発生は、受精卵から 2 細胞期、4 細胞期と順に卵割を繰り返し、3.5 に胚

盤胞を形成する。E4.5 前後の時期に着床し、E6.5 以降胎仔組織や胎盤が次第に形

成されていく。20 日前後で、新生児として出生する。 

（B）E6.5~E12.5 のマウスの胚発生における胎仔の形態を示す写真をである

（Virginia et al., 2005 改変）。 

 

A 

B 

B 
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図 6 CIBZ ヘテロ欠損マウスの作製方法  

 

EUCOMM から入手した flox-neo/+（fl-neo/+）ベクターを用いた CIBZ ヘテロ

KO マウスの作製方法を示す。①CIBZ の fl-neo/+ マウスと Cre を発現するマウ

スとの交配により、fl-neo/+ の loxP サイトで挟まれた領域を欠失した Δfl-neo/+ 

マウスの作製方法を示す。②CIBZ の fl-neo/+ マウスと Flp を発現するマウスを

交配させることにより、fl-neo/+ の LacZ や neo などの配列を除去した CIBZ 

の fl/+ マウスを作製する。次に、CIBZ の fl/+ マウス に Cre を発現させること

によって、Δfl/+ マウスを作製する方法である。 

① ② 
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図 7 CIBZ の Δfl-neo/+ 胎仔の遺伝型と表現型の解析 

 

CIBZ の fl-neo/+ マウスと CAG Cre マウスとの交配により、妊娠したマウスの

各時期の胎仔及び新生仔の遺伝型示す図である。遺伝型は、メンデルの法則に従

い、+/+、Cre、fl/+、Δflox/+は、同等の割合で存在することが予想される（向出

修士論文引用）。 

 

（）内は形態異常が観察された胎仔の数を示す 
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図 8 CIBZ Δflox/+ マウスの作製手順と genomic PCR  

 

CIBZ Δflox/+ マウスの作製は、CIBZ の fl-neo/+ マウスと Rosa Flp マウスと

の交配、CIBZ の flox/+ マウスと CAG Cre マウスの交配を順に行う。genomic 

PCR  による CIBZ の fl/+ マウスの遺伝型の検証は、primer A/B により 699 bp 

のバンド（野生型）と 903 bp のバンド（fl）が検出される。Δflox/+ は、primer 

D/E により 463 bp のバンドが検出される。Cre の検出は、Cre 用の primer によ

り 357 bp のバンドを検出される。プライマーの増幅領域（上図）、genomic PCR 

の結果（下図）を示した。 

 

flox/+
allele  

FRT LoxP

Δflox/+
allele

Cross to Cre mice

Cross to FLP mice

flox-neo/+
allele

IRESEn2 SA pA hBactP neo pALacZ E3E1 E2

E1 E2 E3

E1 E2

C B
984 bp

A B
903bp

D
463 bp

E

WT allele E1 E3E2

A
699 bp

B
WT アレル

flox-neo アレル

floxアレル

Δfloxアレル
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図 9 CIBZ の Δfl/+ 胎仔の遺伝型と表現型の解析 

 

（A）CIBZ の fl/+ マウスと CAG Cre マウスとの交配により、妊娠したマウスの

各時期（E6.5~E11.5）の胎仔及び新生仔の遺伝型を決定した。この交配により得ら

れる胎仔及び新生仔の数は、メンデルの法則に従い +/+、Cre、fl/+、Δflox/+が同

等の割合であることが予想される。 

（B）CIBZ の fl/+ マウスと CAG Cre マウスとの交配により得られた、E6.5~E7.5

の fl/+ 胎仔と Δfl/+ 胎仔の実体顕微鏡下の写真。破線は、胎仔を示す。黄色い破

線は胚体外組織（extraembryonic tissue : EX）、赤い破線は胚体組織 (embryo : EM)

を示す。 

A 

B 
Δfl/+fl/+

E7.5

1 mm

E6.5

0.5 mm

E8.5

1 mm

EX

EM

EX
EM

（）内は形態異常が観察された胎仔の数を示す 
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図 10  胚盤胞 の in vitro での培養 

∆fl/+

1 DIV 4 DIV
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図 10  胚盤胞 の in vitro での培養 

（A）胚盤胞 の in vitro の培養方法を模式図に示した。CIBZ の fl/+ マウスと 

CAG Cre マウスを交配し、得られた胚盤胞を 0.1% ゼラチンコーティングしたス

ライドガラス上に移し、ES 細胞用培地で 4 日間培養した。 

（B）CIBZ の fl/+ マウスと CAG Cre マウスの交配により得られた胚盤胞の

遺伝型の結果を示した。 

（C）CIBZ の fl/+ と CIBZ の Δfl/+ の胚盤胞を顕微鏡で観察した結果を示し

た。スケールバーは、5 μm を示す。 

（D）左図は、胚盤胞を in vitro で 4 日間培養して、1 日目と 4 日目を実体顕

微鏡で観察した写真である。ICM を黄色点線、TG を赤い実線で囲まれた部分を

示した。1 DIV の倍率は 10 倍、4 DIV の倍率は 4 倍で撮影した。スケールバー

は、25 μm を示す。右図は、培養 4 日目の ICM 由来の細胞塊の面積を image 

J で計測し、CIBZ の fl/+ の ICM の面積を 1 として CIBZ の Δfl/+ の面積の

割合を示した。グラフは、flox/+ : n=4、Δflox/+ : n=5 
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A 

B 

図 11 胚盤胞及び in vitro 培養後の分化した胚盤胞の cleaved-caspase 3 の免疫染

色  

（A）flox/+ マウスと CAG Cre マウスとの交配により得られた CIBZ の fl/+と 

Δfl/+ の胚盤胞において抗 cleaved-caspase 3 抗体による免疫染色を行なった。核は

DAPI で染色した。白矢印は cleaved-caspase 3 の陽性細胞を示す。スケールバー

は、5 μm を示す。 

（B）CIBZ の fl/+ と Δfl/+ の胚盤胞を 4 日間、ES 細胞用培地で培養したサン

プルにおいて抗 cleaved-caspase 3 抗体による免疫染色法を行なった。核は DAPI で

染色した。黄色い線で囲まれた部分は ICM 由来の細胞塊、赤色の線と黄色の線の

間の部分は TG 細胞を示した。スケールバーは、50 μm を示す。 
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qRT-PCR Western blotting 
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図 12 野生型(+/+) 及び CIBZ の flox/+、Δflox/+ ES 細胞を樹立した 
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図 12 野生型(+/+) 及び CIBZ の flox/+、Δflox/+ ES 細胞を樹立した 

（A）CIBZ の flox/+ マウスと CAG Cre マウスとの交配により、妊娠したマウス

の胚盤胞を摘出し、ES 細胞用培地（-3i）を用いて feeder 細胞上で培養すること

により、 +/+ 及び CIBZ の flox/+、Δflox/+ の ES 細胞を樹立した。 摘出した

胚盤胞と樹立した ES 細胞を倒立顕微鏡で観察した写真を示す。スケールバー

は、25 μmを表す。 

（B）と（C）+/+ 及び CIBZ の flox/+、Δflox/+ の ES 細胞を回収し、CIBZ の

発現量を解析した。（B）は、qRT-PCR の結果を示す。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た。GAPDH を内部標準として用いた。（C）の上

図は、Western blotting の結果であり、下図はその結果を定量化しグラフとして表

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た。α-tubulin を

内部標準として用いた。 
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図 13 アルカリフォスファターゼ染色による ES 細胞株の未分化性の検証 

+/+ 及び CIBZ の fl/+、Δfl/+ の ES 細胞 を Alkaline Phosphatase Staining Kit 

を用いて、アルカリフォスファターゼの活性を調べた。スケールバーは、0.2 mm 

を表す。 

fl/+ Δfl/+ +/+
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図 14 樹立した ES 細胞株の未分化マーカーの発現解析 

（A）と（B）+/+ 及び CIBZ の flox/+、Δflox/+ の ES 細胞を回収し、未分化

マーカーの発現量を解析した。 

（A）は、qRT-PCR の結果を示した。グラフは独立した 3 回の実験からの平均と

標準偏差で表した。GAPDH を内部標準として用いた。 

（B）は、Western blotting の結果を示した。α-tubulin を内部標準として用い

た。 

A 

B 

qRT-PCR 

Western blotting 
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