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研究成果の概要（和文）：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、ES細胞における転写制御機構が明らかにされていない。
我々は、BTBジンクフィンガー型転写因子であるCIBZは、TとMesp1の転写を直接に抑制することでES細胞の中胚
葉と心筋細胞への分化のを「負」に制御することを明らかにした。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。

研究成果の概要（英文）：The transcription factors T and Mesp1 play key roles in guiding embryonic 
stem cells (ESCs) toward mesodermal and cardiac lineages, respectively. Although a growing body of 
evidence indicates that T and Mesp1 regulate downstream target genes, the molecular mechanisms 
behind maintenance of their silencing state in the undifferentiated ESCs remain poorly understood.
Here we show that CIBZ, a BTB domain zinc finger transcriptional factor, is a novel negative 
regulator of mesodermal and cardiac differentiation of ESCs. We also show the direct inhibitory 
binding of CIBZ to T and Mesp1 promoters. These data provide new insights into the role of CIBZ in 
the regulation of cardiac specification of ESCs and show that CIBZ is critical for maintaining the 
silenced state of T and Mesp1 in ESCs.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
（１）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制
御機構の解明が特に重要である。転写因子
Brachyury (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
機能解析が必要である。 
 
（２）我々は BTB ドメインを有するジンク
フィンガー型の新規の転写因子CIBZ を同定
した。CIBZは N末端側に BTBという転写抑
制ドメインと中央部に DNA と結合するジン
クフィンガードメインがあり、マウス ES 細
胞を含む様々な細胞に発現する（Matsuda et 
al., 2004; Sasai et al., 2005）。これまでに我々は、
細胞内において CIBZ は、○1 細胞死を抑制す
ること（Oikawa et al., 2008）、○2 筋芽細胞の骨
格筋への分化を抑制すること（Oikawa et al., 
2011）、○3 CIBZ の欠損は ES 細胞の未分化性
の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を
明らかにした（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ことから、CIBZ の発
現が ES 細胞の分化に与える影響が示唆され
た。 
 
２．研究の目的 
（１）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、その機能
を明らかする。 
 
（２）CIBZが Tと Mesp1を制御するかどう
かを明らかにした上で、その制御機構を明ら
かにする。 
 
３．研究の方法 
（１）マウス ES 細胞を胚葉体と呼ばれる三
胚葉への分化誘導実験（浮遊培養法）。ES細
胞を低速（40回転／分）水平旋回振動させる
ことで二日目から均一なスフェア（胚様体）
が形成され、5 日間の継続培養による大きい
サイズの胚葉体になる（図１A）。 
 
（２）マウス ES 細胞を用いた心筋細胞への
分化誘導法。5 日間培養した個々の胚様体を
接着培養させることで、7 日目から自発的に
拍動する心筋細胞が光学顕微鏡で観察され
る（図３A）。 
 

（３）CIBZ の発現変化（欠損或いは過剰発
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
を欠損させたES細胞株とCIBZが安定的に過
剰発現する ES細胞株を樹立する。 
 
（４）CIBZ が標的遺伝子のプロモーター領
域への結合と抑制を検証するため、それぞれ
をクロマチン免疫沈降法とレポーター法を
用いる。 
 
４．研究成果 
（１）CIBZの発現低下は ES細胞の心筋細胞
への分化に必須であることが示唆される。
CIBZがES細胞の分化に与える影響を調べる
ため、マウス ES 細胞を胚葉体への分化誘導
を行った（図１A）。その結果、ES 細胞の分
化に伴って CIBZ タンパク質の発現が分化誘
導後２日目から顕著に低下した（図１B）。
CIBZが欠損したES細胞株による胚様体形成
においては、T と Mesp1 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（図 2）。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。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（図１）ES細胞の分化誘導に伴って 

CIBZタンパク質の発現の減少 
 

A、ES細胞を浮遊培養させることによる胚様
体の形成（上）と胚様体の経時的な顕微鏡写
真（下）。B、胚様体形成過程における CIBZ
タンパク質の発現。Nanogは陽性コントロー
ルとして、α-tubulinは内部標準とした。 
 
 
 
 
 
 
 

 
（図２）CIBZが欠損した ES細胞による 
  TとMesp1の発現の上昇 

 



野生型（WT）と CIBZ が欠損した ES 細胞
（CIBZ-/-）を用いて、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 TとMesp1の発現を解析し
た。GAPDHは内部標準とした。 
 
（２）CIBZが ES細胞から心筋細胞への分化
を抑制する。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（図３A）。
その結果、CIBZ の欠損は自発的に拍動する
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 cTnIの陽性
細胞数がCIBZの欠損ES細胞では上昇したこ
と（図３B）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
胞への分化において、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。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（図３）CIBZが欠損した ES細胞 
 による心筋細胞への分化促進 

 
A、ES細胞から胚様体形成を経て心筋細胞に
分化する模式図である。ES細胞を浮遊培養か
ら接着培養に切り替えることで自発的に拍
動する心筋細胞（cTnI陽性細胞）が形成され
る。B、浮遊培養した胚様体を接着培養して
から 10日目の胚葉体を抗 cTnI抗体（緑）と
DAPI（細胞核、青）で免疫染色した写真（左）。
免疫染色した胚葉体より cTnI 陽性細胞の割
合（cTnI/DAPI）を定量したグラフ（右）。WT：
野生型 ES細胞；CIBZ-/-：CIBZが欠損した ES
細胞。 
 
（３）CIBZは Tと Mesp1の転写を直接的に
抑制することで ES 細胞の心筋細胞への分化
を調節する。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が直接的にこの 2
つ遺伝子の転写を制御することが示唆され

た。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
域に結合することが分かった。レポーターア
ッセイを用いた結果、CIBZが TとMesp1の
プロモーターを抑制することが分かった。さ
らに、この抑制効果には CIBZ のジンクフィ
ンガードメインが必要であることが判明し
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 細胞の心筋細胞系
譜への分化を「負」に制御することが明らか
になった（Kotoku et al., 2016）（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（図４）CIBZが ES細胞から中胚葉と心筋細胞 
  への分化を制御するモデル 

 
未分化 ES細胞において、CIBZは TとMesp1
のプロモーターに結合することでこの 2つ遺
伝子の転写を抑制する。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、中胚葉と心筋細胞へ
の分化に寄与する。 
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