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研究成果の概要（和文）：G1/S 期の移行は胚性幹（ES）細胞の増殖に重要であることが知られ

ているが、そのメカニズムはよく分かっていない。我々は、新規同定した転写因子 CIBZ が ES

細胞の増殖とG1期からS期へ移行を調節することを確認した。詳細な解析を行った結果、CIBZ

が ES 細胞の増殖と G1/S 期の移行を制御するメカニズムは Nanog タンパク質の発現に依存す

ることを判明した。 

 
研究成果の概要（英文）：G1/S transition is important for embryonic stem cell (ESC) 

proliferation; however, the transcriptional factor that regulates this remains largely 

unknown. We present data showing that CIBZ, a transcription factor, regulates ESC 

proliferation and G1/S transition. Our results indicate that CIBZ-associated ESC 

proliferation and G1/S transition is dependent on Nanog expression.  
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１．研究開始当初の背景 

(1) ES細胞の分化や細胞増殖の制御機構を解
明することが再生治療への理解や応用に重
要である。申請者らは、新規メチル化 DNA

結合タンパク質をコードする CIBZ 遺伝子を
欠損した胚性幹細胞株を作製した。興味深い
ことに、CIBZ を欠損した ES 細胞は野生型
の ES 細胞と培養した場合、細胞数の減少が
観察された。 

(2) 筋芽細胞を DNA 脱メチル化剤で処理する
と、骨格筋への分化促進と筋分化決定遺伝子
である myogenin の発現上昇が報告された。
つまり、DNA メチル化は myogenin の発現
を制御することで筋芽細胞の骨格筋への分
化に関与することが考えられる。しかし、
DNA メチル化 myogenon の発現をどう制御す
るかがほとんど解明されていない。筋芽細胞を
用いて CIBZ をノックダウンさせた場合、こ
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の細胞の骨格筋への分化が顕著に誘導され
ていることが観察された。 

 

２．研究の目的 

(1) CIBZ が ES 細胞の増殖に関わる分子メカ
ニズムを明らかにする。 

(2) 筋芽細胞の骨格筋への分化において、
CIBZ の役割分担とメカニズムの解析も明ら
かにする。 

 

３．研究の方法 

(1) CIBZ をノックダウン及びノックアウト
した ES 細胞の作製と CIBZ を安定的に発現
した ES 細胞の作製。Nanog を安定的に発現
した ES 細胞の作製。BrdU を用いた細胞増
殖の定量化、フローサイトメトリーによる細
胞周期の解析。 

(2) 低血清による筋芽細胞の分化誘導、レポ
ーターアッセイによる転写活性の定量、ゲル
シフトアッセイによる DNA-タンパク質間の
相互作用、バイサルファイトシーケンス法に
よる DNA メチル化の解析。 

 
４．研究成果 
(1) 我々は同定した CIBZ が ES 細胞の未分
化性に影響を与えるかどうかを調べた。その
結果、野性型の ES 細胞と比較した場合、
CIBZ の発現変化（欠損と過剰発現）が ES

細胞の未分化状態の維持に必須でないこと
を、ES 細胞の形態観察及び未分化状態の維
持に必須であるOct3/4と Sox2の発現に変化
が見られないことで確認した（図１）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１ CIBZ が欠損した ES 細胞（左）と CIBZ を

過剰発現した ES 細胞（右）の未分化マーカーの

タンパク質の発現（WT：野生型、CIBZ-/-1 と

CIBZ-/-2：CIBZ が欠損した二種類の ES 細胞株、

Myc-CIBZ: Myc タグを付加した CIBZ） 

 

(2) CIBZ が欠損した ES 細胞は未分化状態を
維持しているが、細胞数の減少が観察された。
CIBZ の欠損は ES 細胞の細胞死を誘導しな
いことが確認された（図２）から、細胞数の
減少は ES 細胞増殖の遅延であることが示唆
された。野生型 ES 細胞と比較して、CIBZ が
欠損した ES 細胞は BrdU の陽性な細胞数
の顕著な減少が観察された（図２）。以上の
結果より、CIBZ の欠損による細胞数の減少
は細胞増殖の抑制に起因すると考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２ CIBZ の欠損による ES 細胞の細胞死マーカ

ータンパク質（cleaved PARP と cleaved casp-3）

の発現（左）と BrdU の陽性な細胞数の割合（右、

＊：統計的有意差があり） 

 

(3) ES 細胞の増殖は、様々なシグナル経路と
関連する転写因子により厳密に制御され、そ
の中核を成すのが細胞周期制御（特に G1/S

期）である。CIBZ による細胞周期に及ぼす
影響をフローサイトメーターで検証した。そ
の結果、野生型の ES 細胞と比較して、CIBZ 

が欠損した ES 細胞は G1 期に占める細胞
数の割合が増加し、S 期に占める細胞数の割
合が減少していた。その一方で、ES 細胞に
CIBZ を過剰発現させた場合、ES 細胞の増殖
が亢進し、G1 期から S 期へ移行の細胞数の
割合が増加していることが分かった（図 3）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図３ CIBZ が欠損した ES 細胞（左）と CIBZ を

過剰発現した ES 細胞（右）の細胞周期の変化（＊：

統計的有意差があり） 

 

(4) ES 細胞の G1 期から S 期への移行の
制御に CyclinE と Cdk2 が重要であること
が報告されている。野生型の ES 細胞と比較
して、CIBZ が欠損した ES 細胞において、
CyclinE と Cdk2 タンパク質の発現が減少
していることが分かった（図 4）。その一方で、
ES 細胞に CIBZ を過剰発現させた場合、こ
の２つタンパク質の発現が増加しているこ
とが確認された（図 4）。 

  

 

 

 

 

 

 

 

図４ CIBZ が欠損した ES 細胞（左）と CIBZ を

過剰発現した ES 細胞（右）において、CyclinE と 

Cdk2 タンパク質の発現変化 

 



(5) Nanog は G1 期から S 期への移行を制御
することで細胞増殖を促進することが報告
されている。ES 細胞において、CIBZ の発現
変化（欠損と過剰発現）は Nanog のタンパ
ク質の発現を‘正’に制御することが分かっ
た（図１）。さらに、CIBZ の欠損による ES

細胞増殖の遅延が Nanog の過剰発現によっ
て救済されたことから、CIBZ が Nanog タン
パク質を介して ES 細胞の増殖を制御するこ
とが考えられる（図５）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図５ CIBZ が ES 細胞の増殖を制御する機構 

 

(6) CIBZが筋芽細胞から骨格筋への分化に関
与するかを検証した。筋芽細胞株である C2C12

細胞を低血清で筋分化を誘導した場合、筋分
化の決定因子である myogenin の発現が経時
的に上昇するとは逆に、CIBZタンパク質の発現
が経時的に低下していることが分かった（図６）。 

 

 

 

 

 

 

 

図６ C2C12 細胞を低血清（DM）で誘導した場合、

筋分化マーカータンパク質（Mog：早期マーカー、

MHC：晩期マーカー）と CIBZ タンパク質の発現

変化（Mog：myogenin の略語） 

 

（７）C2C12 細胞において、siRNA で CIBZ を
特異的にノックダウンした結果、Myog の発現が
上昇して筋分化への促進が確認された（図７）。 

 

 

 

 

 

 

 

図７  C2C12 細胞において、２つの siRNA

（siRNA-1 と siRNA-2）による CIBZ をノックダ

ウンした時の Myog と MHC タンパク質の発現変

化（左）。CIBZ のノックダウンによる筋分化への

促進現象の顕微鏡写真（右） 

 

（８）詳細に解析した結果、メチル化DNA結合タ

ンパク質群の中で初めて、CIBZ は筋芽細胞に
おいて、myogenin の転写をメチル化依存的に
抑制することで筋分化を制御することが明らかに
された（図８）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図８ CIBZが筋芽細胞の骨格筋への分化を制御す

る分子メカニズム 
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