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研究成果の概要（和文）：哺乳類の雌において、性染色体である X 染色体はゲノム再プログラ
ム化に伴いクロマチン構造が大きく変化する。この X染色体の変化を追跡するために、不活性
な X 染色体に豊富に存在することが知られる MacroH2A に蛍光タンパク質 GFP を融合させた
発現コンストラクトを作製した。その結果、培養細胞やマウス初期胚において X染色体のクロ
マチン状態の変化を蛍光で追跡可能なシステムを構築できたことから、このシステムは生殖系
列細胞や未受精卵における再プログラム化過程の解析に役立つと考えられる。 
 
研究成果の概要（英文）： One of the sex chromosome, X chromosome, changes its chromatin 
structure during genomic reprogramming in mammalian females.  We produced a 

construct that intensely labels inactive X chromosome by expressing GFP protein fused 

with MacroH2A that localizes abundantly on inactive X chromosome.   It was able to trace 

the chromatin structure of X chromosome in culture cells and mouse early embryos by 

utilizing the construct.  Our system would enable us to examine the process of genomic 

reprogramming in germ-line cells and oocytes.   
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１．研究開始当初の背景 
 

生殖細胞は、次世代に遺伝情報を伝達する

役割をもつ。哺乳動物の場合、一部の細胞を
除きすべての細胞の遺伝情報は等価であるた
め、生殖細胞が再び全能性を獲得するために
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は、ゲノムの一次配列を超えた高次の制御、
エピジェネティックな変化を必要とする。エ
ピジェネティックな変化を受けるゲノム領域
としてはインプリント遺伝子が数多く知られ
ているが、最も分かりやすい変化が見られる
のは X 染色体である。雌の生殖細胞では、雌
雄の遺伝子量補正のために染色体のほぼ全長
にわたって受けている不活化が全て解除され
る。解除された不活化は初期胚発生で再び形
成されるが、その際には Xist RNA が X 染色体
に結合、ポリコーム遺伝子複合体の誘導によ
るヒストンH3K9およびH3K27のメチル化が広
がり、その後 DNA のメチル化を経てヘテロク
ロマチン化が誘導される。このようなことか
ら、X 染色体は再プログラム化過程やエピジ
ェネティクス修飾に至る詳細な機構を解析す
るのに非常に適している。 

 

申請者は性染色体と性決定の関係に興味
を持ち、性染色体に GFP 発現ユニットを導入
することで、マウス胚の性別を着床前に 100%
正 確 に 判 別 で き る 系 を 開 発 し て き た
（Nakanishi et al. Genomics 2002; Isotani 
et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2005）。
このマウスを用いれば、X 染色体上の GFP 遺
伝子の発現を指標に、X 染色体の不活化を追
跡することも可能であった(Gao et al. J. 
Invest. Dermatol. 2002)。 

 
 本研究では、この手法を発展させた形で、
GFP を利用した不活化 X 染色体の選別にチャ
レンジし、再プログラム化能を持つ未受精卵
への注入と組み合わせることで、不活化 X染
色体の再プログラム化機構や確立機構の解
明を目標に研究を進めた。    
 

 

２．研究の目的 
 
全能性を消失した体細胞の核を脱核した

未受精卵に移植すると、体細胞核由来の個体
を形成できる事実は、未受精卵の細胞質中に
ゲノムの全能性の再確立に関わる再プログ
ラム化因子が存在することを示唆している。
しかしクローン動物作製の成功率は数%と低
く、体細胞核の再プログラム化は完全ではな
い。そこで本研究では、以下のことを目標に
研究を行った。 
 
(1)不活化した X 染色体を未受精卵に導入し
たのちに追跡することで、不活化の解除（再
プログラム化）や確立をモニターできる系を
作製する。 
 
(2)そのシステムを利用して、未受精卵は再
プログラム化能をどの程度保持しているの
か？未受精卵における再プログラム化因子

は卵形成のどの時期に形成されるのか？と
いうことを明らかにする。 
 
未受精卵におけるゲノム再プログラム化機

構を X染色体の構造変化というマクロな視点
で解明し、クローン動物といった人工的な場
合だけではなく、自然な状態の未受精卵や初
期発生胚、生殖細胞におけるゲノムの初期化
機構に関する理解も深める。 
 
３．研究の方法 
 
 MacroH2AとGFPの融合タンパク質を発現す
るコンストラクトは、pCAGGS ベクターに
MacroH2Aと GFPの cDNAを挿入して作製した。 
 MacroH2A-GFP の核内の局在は、作製したコ
ンストラクトを筋芽細胞由来の C2C12細胞や
マウス初期胚に遺伝子導入することで解析
を行った。また、MacroH2A-GFP の不活性 X染
色体との共局在に関しては、Xist RNA に対す
るプローブを用いた RNA FISH を利用して、
共焦点顕微鏡（オリンパス FV-1000）で解析
した。 
 
 
４． 研究成果 
 
(1) X 染色体の不活化解除（再プログラム化）
や確立をモニターできる系の構築 
 
①MacroH2A-GFP コンストラクトの作製 

不活性 X 染色体には、（コアヒストン H2A
の変異型）、SAF-A（核内に豊富に存在する足
場タンパク質）、Eed（ヒストンのメチル化修
飾を行うポリコーム複合体）、Xist RNAなど、
様々な因子が豊富に局在している。その中で
も、標識が容易だと考えられた MacroH2A タ
ンパク質と GFPが融合タンパク質として発現
するコンストラクトを作製した。 

作製したコンストラクトを筋芽細胞由来
の C2C12 細胞に遺伝子導入したところ、ウエ
スタンブロット分析により、約 70 kDa の融
合タンパク質が発現することが明らかとな
った。また、蛍光顕微鏡で観察したところ、
MacroH2A-GFP は核内に局在し、核内には強く
光る点が 1 つ観察された。C2C12 細胞は不活
性 X染色体を 1本保持していることが知られ
ているため、不活性 X 染色体の指標となる
Xist RNA の RNA FISH を試みた。その結果、
Xist RNAの局在部位は強く光る点と一致した
ことから、MacroH2A-GFP を用いて不活性 X 染
色体を標識できることが明らかとなった。 
 
②RNAを利用したMacroH2A-GFPの胚盤胞にお
ける局在解析 
 次に、人工的に試験管内で合成した
MacroH2A-GFP RNA を受精卵に注入し、不活性



X 染色体が確立されるマウス胚盤胞で
MacroH2A-GFP の局在を解析した。その結果、
胎盤を形成する栄養外胚葉において、
MacroH2A-GFP は核内に局在し、強く局在する
点を 1つ核内に観察することができた。この
点は、Xist RNA と共局在したことから、マウ
ス初期胚においても、MacroH2A-GFP により、
不活性 X染色体を標識できることが分かった。 
 
 
③MacroH2A-GFP トランスジェニックマウス
の作製 

不活性 X染色体のクロマチン状態が大きく
変化する初期胚で、経時的に追跡できるシス
テムを確立するために、MacroH2A-GFP コンス
トラクトを用いてトランスジェニックマウ
スを作製した。得られた 8ラインのマウスに
ついて、それぞれサザンブロット分析、発現
解析を行い、使用するラインを 1ラインに絞
った。 

この雌マウスの皮膚では、核内に強く光る
点を観察することができた。そこで、さらに
詳しく解析するために、肝臓および腎臓の切
片を作製した。その結果、核内の強い点は、
雄では観察されなかったのに対し雌では観
察されたことから、トランスジェニックマウ
スの体細胞で、MacroH2A-GFP を用いて不活性
X 染色体を標識できることが示唆された。 
 
④MacroH2A-GFP トランスジェニック胚にお
ける X染色体クロマチン状態の追跡 
  

マウスの雌の初期胚においては、2 細胞期
から父親由来の X 染色体が不活性化され始
める。そこで、トランスジェニックマウスか
ら受精卵を採取し、in vitroで胚盤胞期まで培
養をし、経時的にMacroH2A-GFPと Xist RNA

の局在を観察した。これまでに報告されてい
るように、Xist RNAは、2細胞期胚から局在
が見られた。MacroH2A-GFP は、4 細胞期ま
では Xist RNAと共局在せず、8細胞期ごろか
ら共局在するものが観察されるようになっ
た。胚盤胞期では大部分のMacroH2A-GFPが
Xist RNAと共局在した。 

胚盤胞期の内部細胞塊では、不活性化され
た父親由来の X 染色体が再活性化されるこ
とが知られる。そこで内部細胞塊についても
詳細に観察したが、核内には Xist RNA と共
に強く光る MacroH2A-GFP の点が観察され、
X染色体の再活性化を観察することができな
かった。in vitroではなく、可能な限り in vivo

で培養することで、体内での変化を詳細に追
跡できると考えている。 
 

以上のことより、X染色体のクロマチン状
態を経時的に解析できるシステムを確立す
ることができた。 

 

(2) 未受精卵における再プログラム化能や再
プログラム化因子の解析 
 

共同研究により、正常なマウス不活性 X染
色体を保持し、微小核を形成できる培養細胞
株を供与していただき、MacroH2A-GFPを発
現させたところ、この培養細胞でも不活性 X

染色体を標識できることが明らかとなった。
微小核を形成させた後、強い緑色蛍光を示す
不活性 X 染色体を微小核として他の染色体
より選別して単離し未受精卵に導入するこ
とで、クローン動物作製時にみられる未受精
卵での不活性 X 染色体の再プログラム化過
程を追跡できると考えられる。 
 

以上のことより、我々の作製した不活性 X

染色体標識システムにより、生殖系列細胞や
未受精卵における再プログラム化過程を追
跡できると考える。また、構築したシステム
を利用することで、クローン動物といった人
工的な場合だけではなく、自然な状態の未受
精卵や初期発生胚、生殖細胞におけるゲノム
の初期化機構に関する理解も深めることが
できると考えている。 
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