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研究成果の概要（和文）：本研究では、分化多能性に関わるヒストン修飾リーダーを同定する目的で、クロモドメイン
タンパク質Cdyl2の幹細胞における機能を解析した。ノックダウンES細胞および過剰発現ES細胞の解析から、Cdyl2は、
マウスES細胞の未分化状態の維持に重要であることが示された。また、ChIP assayから、Cdyl2は分化関連遺伝子の転
写開始点近傍に結合することがわかった。さらに、Cdyl2はEZH2と結合すること、H3K27me3を認識することが示された
。よって、Cdyl2は、EZH2によりメチル化された分化関連遺伝子に結合し、それらの発現を抑制することでES細胞の未
分化性を保っていると考えられる。

研究成果の概要（英文）：In this study, to identify histone reader proteins involved in the maintenance of 
pluripotency of normal and cancer stem cells, we analyzed the function of chromodomain protein, Cdyl2. 
Mouse embryonic stem cells (ESC) with Cdyl2 reduction by knock down system and with increase expression 
of exogenous Cdyl2 showed that the differentiation ability of ESC was perturbed by the change of Cdyl2 
expression level. ChIP assay revealed that Cdyl2 was enriched at the promoter regions of 
differentiation-associated genes. Furthermore, immunoprecipitation-western blotting showed that Cdyl2 
co-localized with EZH2, and recognized H3K27me3. These findings demonstrate that Cdyl2 is involved in the 
maintenance of pluripotency in ESC, and suggest that Cdyl2 represses development-associated genes to keep 
an undifferentiated state.

研究分野：分子生物学

キーワード： エピジェネティクス
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１．研究開始当初の背景 
	
 ヒストン修飾は、遺伝子発現を制御するエ
ピジェネティック機構の一つである。ヒスト
ン修飾に関わる因子は、修飾を付ける酵素「ラ
イター」、修飾を外す酵素「イレーサー」、修
飾を認識する因子「リーダー」に分けられる。
「リーダー」は、ヒストン修飾の認識の後に、
クロマチン構造変換を誘導して遺伝子の発現
を調節し、最終的には細胞の表現系へ作用す
る重要な因子である。まら、アセチル化ヒス
トンのリーダーには標的遺伝子領域の特異性
があること（Nature 2011）、その阻害剤が、
がんの治療薬となりうる可能性（Nature 
2010, Nature 2011）が報告されている。一
方、ヒストン修飾に対するリーダー決定の大
規模な研究に関しては、Hela細胞のみの生化
学的な解析しか行われていない(Cell 2010)。
そのため、多くのリーダーの生体内での機能
及び細胞種特異的な役割は、未だ明らかにな
っていない。 
	
 申請者は既に、細胞の分化多能性の維持に
重要なリーダーを同定する目的で、メチル化
ヒストンリジンを認識するクロモドメイン遺
伝子全34個の発現をマウスES細胞とマウス
繊 維 芽 細 胞 を 用 い て 解 析 し 、
Cdyl2(Chromodomain protein, Y-like 2) が
ES 細胞で高く発現していることを見いだし
ていた。さらに、Cdyl2 をノックダウンする
と、マウス ES 細胞の未分化状態が維持でき
なくなるという予備的結果を得ていた。また、
ヒト CDYL2 は一部の乳がん細胞株で異常な
発現を示すことも見いだしており、Cdyl2 が
正常細胞だけでなく、がん幹細胞においても、
細胞の分化多能性に関与していると予想して
いた。 
 
 
２．研究の目的 
	
 ヒストン修飾リーダー「Cdyl2」の正常細
胞及びがん幹細胞での分化多能性維持の分子
機構を明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
(1)Cdyl2によるマウスES細胞の分化方向性
への影響と発現変動遺伝子の同定 
	
 Cdyl2 ノックダウン及びコントロール ES
細胞を、胚葉体形成や薬剤（レチノイン酸・
BMP2等）添加により分化誘導させ、形態変
化の観察や未分化・分化マーカーの発現解析
を行い、Cdyl2 欠損による分化方向性への影
響を明らかにする。また、RNA シークエン
スにより、Cdyl2 欠損で発現が変動する下流
遺伝子を同定する。それらの遺伝子領域での
ChIP-PCRを行い、ヒストン修飾の変化を解
析する。 
 
(2)がん幹細胞における CDYL2の発現解析 
	
 CDYL2 の発現をがん検体及びセルソータ
ーで単離したがん幹細胞分画を用いて、

RT-PCRで解析する。がん幹細胞分画で発現
が高かった場合、がん幹細胞マーカーと
CDYL2 の二重免疫染色を行い、幹細胞一細
胞レベルでの CDYL2 タンパクの発現を確認
する。 
 
(3)Cdyl2 の認識ヒストン修飾の決定と標的
ゲノム領域の同定 
	
 Cdyl2 の認識するメチル化リジンを決定す
る目的で、Cdyl2 抗体と様々なヒストン修飾
抗体を用いた相互作用の検出を申請者独自の
可視化法を用いて行う。さらに、Cdyl2 抗体
での ChIP シークエンスにより、標的領域を
同定する。このデータと他のヒストン修飾制
御因子の結合配列（既存のデータベースを用
いる）との比較を行い、CDYL2 と他のヒス
トン修飾制御因子との関係を考察する。 
 
(4)がん幹細胞における CDYL2 のリーダー
機能の確認 
	
 上述の実験で同定したマウスCdyl2の認識
ヒストン修飾について、ヒト CDYL2 ががん
幹細胞でも同修飾を認識しているかを、申請
者独自の可視化法を用いて確認する。 
 
(5)がん幹細胞における CDYL2の機能解析 
	
 ノックダウン及び強制発現がん細胞株を作
製し、FACSによるがん幹細胞の割合の変化、
スフェア形成能の変化等を調べる。ヌードマ
ウスでの腫瘍形成能・転移能も解析する。 
 
 
４．研究成果 
(1)マウス ES細胞の未分化性維持への関与 
	
 Cdyl2 欠損マウス ES 細胞は、未分化培養
条件下においても、未分化コロニーを維持で
きない、未分化マーカーNanogの発現が低下
する、分化マーカーFgf5, Gata4 の発現が上
昇する、という表現系を呈し、外胚葉系への
分化が誘導されていると考えられた（図１）。
Cdyl2 の下流遺伝子を同定する目的で、発現
アレイを行ったところ、欠損 ES細胞 2株で
共通して発現上昇している遺伝子が 9遺伝子
同定され、幹細胞性に関連する Igfbp3、細胞
増殖抑制に働く Sfrp1などが含まれていた。 

図１ Cdyl2 欠損 ES 細胞の形態(A)と分
化マーカーの発現(B) 



 
	
 また、FLAGタグ付の Cdyl2を発現させた
マウス ES 細胞を作製し、未分化マーカー
Sox2が高く発現していること、レチノイン酸
による分化誘導後も未分化マーカーOct-4, 
Nanog の発現が検出されることを見いだし
た（図２）。テラトーマ形成能試験から、コン
トロール細胞からのテラトーマは三胚葉由来
の組織から成っていたが、Cdyl2-FLAG発現
細胞を用いた場合は、ほとんど全てが外胚葉
由来の組織であることがわかった。結果の確
認の為に、テトラサイクリン誘導型 Cdyl2発
現マウス ES 細胞も作製したので、詳細な解
析を遂行中である。 
	
  

	
 これらの結果から、Cdyl2 はマウス ES 細
胞の未分化状態の維持に重要であり、過剰発
現により分化能を撹乱することを見いだした。 
 
(2)Cdyl2の標的ゲノム領域の同定・結合因子
の同定・認識ヒストン修飾の決定 
	
 ChIP assay を行ったところ、分化関連遺
伝子の転写開始点近傍にCdyl2が結合するこ
とがわかった。免疫沈降-ウェスタンブロット
により、Cdyl2はヒストン修飾酵素 EZH2と
結合すること（図３）、H3K27me3を認識す
ることが示された。 

 

 
	
 (3)がん幹細胞における CDYL2の機能解析 
	
 ヒトがん幹細胞における CDYL2 の機能を
明らかにする目的で、CDYL2 ノックダウン
細胞を樹立した。ノックダウンにより細胞増
殖が若干抑制される傾向が観察されたが、が
ん幹細胞への影響は明らかではなかった。過
剰発現細胞の樹立も行ったので、その詳細な
解析が必要である。 
 
(4)まとめ	
  
	
 本研究から、Cdyl2 は、EZH2 によってメ
チル化された分化関連遺伝子のクロマチンに
結合し、それらの発現を抑制することで、ES
細胞の未分化性を保っている可能性が示され
た（図４）。 
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図２ Cdyl2-FLAG発現ES細胞の形態(A)、
未分化条件下での未分化マーカーの発現
(B)、レチノイン酸で分化誘導後の未分化マ
ーカーの発現(C) 

図４ Cdyl2 の ES 細胞の分化多能性維持
機構への関与 

図３ Cdyl2-FLAG 発現 ES 細胞を用い
たFLAG-免疫沈降後のEzh2抗体による
ウェスタンブロッティング 
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