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研究成果の概要（和文）： 
 p53 および RB がん抑制遺伝子によって制御される経路は、最終分化細胞の分化と増殖抑制
に重要な役割を担っている。そこで本研究は、最終分化細胞の脱分化と再増殖を誘導するため、
これらの二つのがん抑制経路における ARID (AT-rich interaction domain) DNA 結合タンパク質
DRIL1 および DRIL2 の役割を解析した。その結果、（１）DRIL1 は p53 と協調的に働いて細胞
周期停止に関与する p21/WAF1 の転写活性化を活性化すること、（２）DRIL1 および DRIL2 は
E2F 標的遺伝子の転写活性化と細胞増殖において重要な役割を担っていること、さらに（３）
DRIL2 の発現が骨分化に必要であることが分かった。さらに最終分化細胞の脱分化と再増殖を
誘導するためには、DRIL1 あるいは DRIL2 をノックダウンに加えて、p53 および RB の機能を
抑制する必要があることが示唆された。以上の知見は、最終分化細胞の前駆細胞への転換にお
いて重要な知見をもたすと考えられる。 
 
研究成果の概要（英文）： 

The pathways regulated by p53 and RB tumor suppressors play important roles in 
differentiation and irreversible cell-cycle arrest in terminally differentiated cells. To induce 
dedifferentiation and proliferation of terminally differentiated cells, we investigated functional roles of 
DRIL1 and its closely related DRIL2, family members of ARID (AT-rich interaction domain) 
DNA-binding proteins, in these major tumor suppressor pathways. We found that DRIL1 cooperates 
with p53 to activate pro-arrest p21WAF1 transcription, and that DRIL1 and DRIL2 play important roles in 
E2F-target gene expression and cell cycle progression, and that DRIL2 function is required for 
osteogenic differentiation. In addition, our results suggest that, in addition to DRIL1 or DRIL2 
knockdown, inhibition of p53 and RB functions is required for inducing dedifferentiation and 
proliferation of terminally differentiated cells. These results provide important insights to the conversion 
of terminally differentiated cells into progenitor cells. 
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１．研究開始当初の背景 
 組織中で盛んに分裂している細胞は、

幹細胞ではなく、分化方向が決定された

前駆細胞と呼ばれる細胞である。したが

って、前駆細胞を賦活化し、増殖を活性

化できれば失われた組織の再生が可能と

なると考えられる。しかしながら、心筋

や神経細胞に限らず、組織中の分化した

多くの細胞は不可逆的に増殖能を失って

おり（最終分化）、再び分裂することはな

いと考えられている。 

  細胞分化に伴う細胞特性の変化には、

塩基配列の変化を伴わずに遺伝子の発現

を活性化したり不活性化したりする後生

的修飾（エピジェネティック）が関与して

いる。したがって、終末分化細胞の不可逆

的増殖停止細胞は、増殖に必要な遺伝子の

発現がエピジェネティクスな制御を受け

て発現しないように抑制されているため

であると考えられる。したがって、最終分

化細胞の増殖を誘導するためには、増殖を

制御している遺伝子のエピジェネティク

な抑制を解除させる必要がある。 

  真核細胞のクロマチン DNA は、核マトリ

ックスに結合し、ループ構造をとるとともに、

様々な機能分子が集積している核ボディ（核

ドメイン）と呼ばれる核内構造と相互作用し

ている。この様な核内高次構造は、エピジェ

ネティックな遺伝子発現制御の核内基盤と

して重要な役割を担っている。これまでの研

究により、核マトリクス結合因子 DRIL1 は、

核内の主要な構成要素（クロマチン DNA、核

ボディ、核マトリクス）の全てと相互作用す

ることが示されている。申請者らは DRIL1 の

発現抑制が、大規模なクロマチン構造の変化

を引き起こすことを示唆する結果を得てい

る。したがって、DRIL1 は、エピジェネティ

ックな遺伝子発現制御に重要な役割を担っ

ていることが予想される。 

２．研究の目的 

 失われた組織を再生させる源となる細胞

として、人工多能性幹細胞（iPS 細胞）が、

再生医療の切り札として大きな注目を集め

ている。しかしながら、iPS 細胞を選択的に

目的の細胞を分化誘導する手法はまだ確立

されていない。これに対して本研究は、組織

中の最終分化した細胞の増殖能を活性化し、

盛んに分裂する前駆細胞に転換させること

を試みる。具体的には核マトリクス結合因子

の発現を一過性にコントロールすることに

より、最終分化細胞におけるエピジェネティ

ックな増殖抑制制御を解除し、増殖能の高い

前駆細胞に転換することを目指す。この最終

分化細胞の前駆細胞化により、口腔領域を含

む多くの組織における、新たな再生法の開発

につながる成果を得ることを目的とする。 

 

３．研究開始当初の方法 

 まず、核マトリクス結合因子 DRIL1 の機

能解析をおこない、（１）DRIL1 発現を抑制（ノ

ックダウン）することにより、DRIL1 が核内

高次構造との相互作用に必須な因子である

こと、（２）DRIL1 の発現をコントロール（発

現抑制あるいは過剰発現））によって、ゲノ

ムのエピジェネティックな修飾の変換が起

こることを明らかにする。（３）そのエピジ

ェネティックな修飾の解除が、増殖制御遺伝

子の抑制を解除し、最終分化細胞において持

続的な再増殖（前駆細胞化）を引き起こすた

めに有効かどうかを検討する。 

 

（１） 核内高次構造の相互作用における

DRIL1 の役割 

 以上の予備的実験結果を踏まえ、ま

ず、核内高次構造の相互作用における

DRIL1 の役割を明らかにする。そのため

に siRNA あるいは shRNA を発現するア

デノウイルスベクターを用いて DRIL1

の発現を抑制（ノックダウン）し、そ

の結果として起こる核内高次構造（ク

ロマチン、核ボディ、核マトリクス）

の相互作用の変化を解析する。以上の

実験により、核内高次構造の相互作用

における DRIL1 の役割が明らかになる

と考えられる。 

 

（２） DRIL1 発現コントロールによるエ

ピジェネティック制御の変化 

 次に細胞にアデノウイルスベクター

を用いてDRIL1を過剰発現させるか、ノ

ックダウンし、その結果として起こるゲ

ノムのエピジェネティックな修飾の変

化を解析するとともに、それに伴う遺伝

子発現の変化を明らかにする。 

 

（３） 終末分化細胞の再増殖（前駆細胞

化）と組織再生の試み 

 以上の解析結果を踏まえて、最終分化

細胞の再増殖（前駆細胞化）を試みる実

験をおこなう。 



 

４．研究成果 
 研究開始当初は、DRIL1の機能を解析する

予定であったが、研究の結果、本研究の目的

を達成するためには、DRIL1と類似した

ARID3ファミリータンパク質であるDRIL2お
よびDRIL3の発現も抑制する必要があること

がわかった。そこで、DRIL1/2/3に特異的な

siRNAによる発現抑制系あるいはアデノウイ

ルスを用いた過剰発現系を確立し、研究をお

こなった。 
 癌抑制遺伝子p53およびRBは、細胞分化、

細胞増殖および細胞死の制御に重要な役割を

担っている。最近、p53およびRBがん抑制経

路の機能を抑制すると、成体の最終分化した

骨格筋細胞における脱分化と再増殖を引き起

こすことが報告された。したがって、最終分

化細胞の前駆細胞への転換には、細胞増殖や

細胞の生存を制御している癌抑制遺伝子p53
およびRBの機能抑制が重要であると考えら

れる。そこでまず、p53およびRBがん抑制経

路におけるDRIL1/2/3の機能解析をおこなっ

た。 
 
（１）p53経路におけるDRIL1/2/3の役割 
 p53標的遺伝子の活性化におけるDRIL1/2/3
の機能解析をおこなった結果、（１）DRIL1は、

細胞周期停止に関与するp53標的遺伝子の一

つである p21WAF1 のプロモーター領域に in 
vivo および in vitroで結合すること、（２）

DRIL1はp53と協調的に働いてp21WAF1の転写

を活性化すること、（３） siRNAあるいは

shRNAを発現するアデノウイルスベクターを

用いてDRIL1の発現を抑制（ノックダウン）

すると、DNA傷害によるp21WAF1 転写活性化

が抑制されること、 （４）DRIL1はp53タン

パク質の安定化にも寄与していることが分か

った（Lestari、et al., 2012）。したがって、以

上の結果は、DRIL1が細胞周期停止に関与す

るp53標的遺伝子の転写活性化に重要な役割

を担っていることを示している。 
 さらに DRIL2 と DRIL3 のノックダウンし、

p53 標的遺伝子の発現における影響を調べた

結果、アポトーシス関連 p53 標的遺伝子の発

現が転写レベルで抑制された。したがって、

DRIL1 に加えて、DRIL2 と DRIL3 も p53 標

的遺伝子の転写活性化に関与していること

が明らかになった。（投稿準備中）。 
 さらに DRIL1 および DRIL2 の発現をノッ

クダウンし、その結果として起こる核内高次

構造の変化を解析した結果、PML 核ボディの

数が顕著に増加することが分かった。この結

果は、DRIL1 が PML 核ボディの構成要素の

一つである sp100 タンパク質と相互作用し、

PML 核ボディの制御に関与するというこれ

までの報告と一致する。 
  
（２）RB経路におけるDRIL1/2/3の役割 
 転写因子 E2F は、細胞周期の進行に中心的

な役割を担っている。 RB は、E2F の転写機

能を抑制することによって、細胞周期を負に

制御している。RB 癌抑制経路における

DRIL1/2 の役割を調べるため、siRNA を用い

てDRIL1/2のノックダウンをおこなったとこ

ろ、DRIL1/2 の発現を抑制すると E2F 標的遺

伝子の転写活性化および細胞増殖が抑制さ

れることが分かった。さらに DRIL1/2 の発現

を抑制すると、E2F1 を過剰発現させても E2F
標的遺伝子の転写活性化が起きないことが

分かった（投稿中）。 
 
（３） 終末分化細胞の再増殖 

 以上の結果は、DRIL1/2/3がp53およびRB経

路に重要な役割を果たしていることが明らか

になった。最近、ヒト293細胞株のDRIL1をノ

ックダウンすると、未分化胚性幹細胞様に変

化することが報告された。この報告は、DRIL1

の発現を抑制すると、ゲノムのリプログラミ

ングと細胞の脱分化が起こるという本研究の

予想と一致する。しかしながら、DRIL1/2は細

胞増殖において重要な役割を担っているため、

ヒト正常繊維芽細胞を用いてDRIL1/2をノッ

クダウンすると細胞増殖が抑制された。上述

の293細胞株においては、p53およびRBがん抑

制経路が抑制されていることが知られている。

したがって、DRIL1/2/3のノックダウンによっ

て起こる増殖抑制を解除するためには、p53
およびRBの機能を阻害することが必要であ

ると予想される。そこで、DRIL1/2/3とともに

p53およびRBのノックダウンを同時におこな

ったところ、DRIL1/2/3による増殖抑制が解除

されることが分かった。さらに終末分化細胞

と共に不可逆的に増殖を停止している老化し

たヒト繊維芽細胞を用いてノックダウン実験

をおこなったところ、DRIL2の機能が老化し

たヒト繊維芽細胞の再増殖に重要であること

が分かった。現在、DRIL1/2/3、p53およびRB
に対するsiRNAをヒト正常細胞に導入した後、

種々の幹細胞培養条件下で培養し、未分化幹

細胞あるいは前駆細胞への分化転換が起きる

かどうかを調べている。 

 今後、クロマチンと核内高次構造との相互

作用およびゲノムのエピジェネティックな修

飾の変換についての検討をおこなう予定であ

る。したがって本研究の成果は、最終分化細

胞の前駆細胞への転換法、あるいは未分化間



葉系幹細胞の長期間培養法の確立など再生医

療に有用な技術開発に寄与する可能性がある。 
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