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研究成果の概要（和文）：ランダムに選択され発現するランダムモノアレル発現遺伝子および刷り込み型のモノ
アレル発現遺伝子は個体内遺伝的多様性に影響する要因になると考えられるが、その実態の詳細は明らかにされ
ていない。本研究では、ES細胞の分化系を利用し、シングルセルRNA-Seqによって各種のモノアレル発現遺伝子
の解析を行った。その結果、Ｘ染色体不活性化におけるモノアレル発現動態を初めてシングルセルレベルで解
析・記述することに成功した。また、予想に反して、既知の刷り込み遺伝子とは異なる、遺伝型に依存してモノ
アレル発現を示す遺伝子も複数同定した。

研究成果の概要（英文）：Monoallelically expressed genes (MEGs), both random and imprinted MEGs, 
could influence genetic constitution of individuals. However, nature of these MEGs and their 
regulations are not fully understood. In this study, we analyzed expression dynamics of MEGs during 
differentiation of embryonic stem cells by single cell RNA-Seq. We could analyze and delineate 
expression dynamics of X-linked random MEGs during progression of X chromosome inactivation process 
for the first time. We unexpectedly revealed that there are significant number of MEGs expressed in 
genetic-origin-dependent manner. 

研究分野：発生遺伝学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究から得られたシングルセルRNA-Seqデータおよびこの度考案したアレル特異的発現解析パイプラインを用
いることで、今回明らかにしたＸ染色体不活性化におけるモノアレル発現ダイナミクスに係わる知見のみなら
ず、刷り込み型や常染色体上のランダムモノアレル発現遺伝子に関する研究にも貢献できると考えられ、本研究
で得られた手法やデータは高い学術的価値を持つものと思われる。また、今回、初めて明らかになった
genetic-origin-dependent モノアレル発現遺伝子も、遺伝的多様性の創出に影響すると考えられ今後さらに追
究されるべきと考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 １．研究開始当初の背景 
多細胞⽣物を構成する個々の細胞は、基本的に同⼀のゲノムを有する。しかし、雌の哺乳
類では、2 本あるうちの⽚⽅の X 染⾊体がランダムに不活性化を受けることが知られてい
る。したがって、X 染⾊体に関しては、実質的に半数体とも考えられ、どちらの X 染⾊体
が不活性化を受けるかによって、個々の細胞は異なる活性 X 染⾊体を持つ 2 種類の細胞に

分けられる。そのため、哺乳類雌は実質的に「遺伝的モザイク」と⾔うことができよう（図
１）。X 染⾊体上には 1000 以上の遺伝⼦が存在し、場合によっては、異なるＸ染⾊体が活
性化している 2 種類の細胞では表現型の違いが⽣じ、それが個体全体に波及する。例えば、
⼀卵性双⽣児の姉妹でありながら、⼀⼈だけ Duchenne 型筋ジストロフィーを発症したと
いう報告がある（Bainbridge, 2003）。この病気の原因遺伝⼦は X 染⾊体上にあり、普通は
男性しか発症しないが、この症例では、変異 X 染⾊体が active な細胞が筋組織内で優勢と
なったため⼥性でも発症したと考えられる。申請者は、X 染⾊体不活性化パターンを細胞
レベルで可視化するため雌マウスの２本の X 染⾊体上それぞれに、異なる蛍光蛋⽩質遺伝
⼦を導⼊したマウス系統を作製し、どちらか⼀⾊の蛍光を発する細胞がモザイク状に各種
臓器を形作っていることを観察している（Wu ら､2014 による同様な報告あり）。⾮常に興
味深いことに、⼼臓や脳では広い範囲が⼀⽅の蛍光蛋⽩質を発現する細胞・組織によって
形成されており、モザイクパターンに⼤きな偏りが観られた（図３）。このような偏在パタ
ーンが、雌個体間の表現型、病態の違いを⽣み出す⼀因になると思われるが、その実態や
具体例はいまだ殆どが不明の段階にある。 
 
２．研究の目的 
近年、常染⾊体上にも、多数のモノアレル発現を⽰す遺伝⼦が存在することが報告されて
きている（例；Gendrel et al., Dev. Cell, 2014）。これらは、いわゆるゲノム刷り込み遺伝
⼦とは異なり、どちらの親に由来するかにかかわらずランダムに決定され発現する 
random monoallelic expression (RME)遺伝⼦と呼ばれる遺伝⼦群であり、Ｘ連鎖遺伝
⼦と同様に遺伝的モザイクパターンを⽣み出す要因になり得ると思われる。その数は、報
告によって⼤きく異なり、哺乳類全遺伝⼦の１〜30％が RME とされているが、これらの
報告は異なる⼿法、異なる材料を⽤いて複数のグループが⾏った報告であり、正確な RME
遺伝⼦の数やその特徴、意義などについて定説は無いのが現状である。本研究では研究⼿
法、材料を吟味し、RME 遺伝⼦発現の代表的な例であるＸ染⾊体不活性化現象の詳細な解
析を⾏うことを⽬的とするとともに、RME 遺伝⼦の網羅的な検出・同定することを試み、
同⼀ゲノムを持つ、同⼀個体内の細胞にどのような遺伝的多様性が⽣じるか、という問題
に対する⼿がかりを得る。 
 
３．研究の方法 
 

図２：X染色体を蛍光蛋白質発現で可視化するマウス（すい臓）
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図１：哺乳類♀はX染色体構成の異なる
遺伝的モザイク
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アレル特異的発現を1塩基多型 (SNP)を⽤いて識別するために、⽇本産亜種マウス (MSM
系統、Mus musculus molossinus)と標準系統 C57BL/6(B6)の交配から得られたハイブリ
ッド胚から樹⽴された雌 ES 細胞株を材料として、この ES 細胞をプライム型の幹細胞であ
る EpiSC 細胞に分化させる。この分化過程で、Ｘ染⾊体不活性化が起きると考えられるの
で、シングルセル RNA-Seq(scRNA-Seq)法によって遺伝⼦発現の解析を⾏う。また、形
成された不活性化を受けた EpiSC 様細胞、およびこの EpiSC 様細胞から得られた単⼀ク
ローンのサブ細胞株数種について scRNA-Seq 解析を⾏なう。以上の解析から得られた結
果を⽐較してモノアレル発現を⽰す遺伝⼦を検出し、それぞれを、ゲノム刷り込みを受け
る遺伝⼦および RME 遺伝⼦に分類し、その染⾊体上の分布や機能上の特徴などを解析す
る。 
 
４．研究成果 
 
アレル特異的発現を 1塩基多型 (SNP)を用いて識別するために、日本産亜種マウス 
(MSM系統、Mus musculus molossinus)と標準系統C57BL/6(B6)の交配から得られ
たハイブリッド胚から樹立された雌 ES細胞および雌 EpiSC 細胞株を材料として、①
ES細胞から EpiSC 様細胞へ分化していく過程、②雌 EpiSC 細胞株、 ③②より得られ
た単一クローンのサブ細胞株数種に関してシングルセルRNA-Seq 解析を行った。モ
ノアレル発現を示す遺伝子を、情報学的に検出するパイプラインを確立し、これを用
いて、まずES-EpiSC分化プロセスにおけるＸ染色体不活性化過程の解析を実施した。
その結果、ES細胞の分化誘導後、3日目から不活性化を受けた細胞が出現し始め、4
日目では大部分の細胞で不活性化が生じており、ES細胞から形成された EpiSC 様細
胞の継代を続け、3週間後の細胞ではほぼすべての細胞で不活性化が完了していた。 
さらにクローン化された細胞でも、同一の不活性化パターンが維持されていることが
確認された。図 4にＸ連鎖遺伝子の発現の総量の変動を示す。これからもわかるよう

に、分化誘導後 2日目までは、誘導前と同様
の発現量を示すが、3日目から発現量の低下
が認められ、不活性化がこの時期から開始さ
れたことが認められた。遺伝子発現の解析に
加え、不活性化の開始に重要な役割を持つ非
翻訳性 RNAであるXist の RNA-FISH 解析、
および不活性化Ｘ染色体に蓄積することが知
られているH3K27me3 のヒストン修飾の解
析結果からもＸ染色体不活性化を受けた細胞

は誘導後 3日目から出現することが確認された。 
継代を重ねた EpiSC 様細胞およびクローン株においても、両アレル発現を示すＸ連
鎖遺伝子が検出されたが、その多くは既知のエスケープ遺伝子であった。予想に反し、
不活性化パターンにかかわらず、どちらかのアレル（MSMあるいはB6）からしか発
現しないモノアレル発現遺伝子が複数同定された。例えば、B6由来染色体が不活性化
されている場合でも、MSMアレルは発現せず、B6アレルの発現が見られる例が認め
られた。すなわち、不活性化からエスケープし、かつ一方のアレルからしか発現しな
いという発現パターンであり、parent-of-origin に依存する刷り込み遺伝子とも異なる
タイプで、genetic-origin に依存する新しいタイプのモノアレル発現遺伝子であるこ



とが明らかとなった。 
シングルセルRNA-Seq解析データから、Ｘ染色体不活性化の開始から完了までのプ
ロセスを解析できる可能性があり、この点について、情報学的解析および実験的検証を

継続していく。これまでの解析で、Ｘ染色体
上の不活性化遺伝子および既知のエスケ－
プ遺伝子の検出が可能であることが判明し、
この度考案したアレル特異的遺伝子発現解
析用パイプラインが期待通りに働くことが
確認されたので、同様の手法を用いて、常染
色体上のモノアレル遺伝子の検出を行なう。
モノアレル発現遺伝子としては、ゲノム刷り
込み遺伝子、細胞世代を越えてもアレル発現
パターンが維持されるclonally stable RME, 

世代間でパターンが変化し得る dynamic RME（図5）、それに加えてこの度発見され
たgenetic-origin-dependent モノアレル発現遺伝子があり、検出された遺伝子をそれ
ぞれのタイプに分類する。これらのモノアレル発現遺伝子が発生過程のどのステージで
成立するかは不明だが、その成立時期、メカニズムに関する知見を得ることにより、Ｘ
染色体不活性化やゲノム刷り込み現象との共通点、相違点を浮き彫りにし、哺乳類に特
有なモノアレル遺伝子発現の制御様式についての理解を深めることを目指す。 
 
本研究から得られたシングルセルRNA-Seq データおよびこの度考案したアレル特異
的発現解析パイプラインを用いることで、今回明らかにしたＸ染色体不活性化におけ
るモノアレル発現ダイナミクスに係わる知見のみならず、刷り込み型や常染色体上の
ランダムモノアレル発現遺伝子に関する研究にも貢献できると考えられ、本研究で得
られた手法やデータは高い学術的価値を持つものと思われる。また、今回、初めて明
らかになった genetic-origin-dependent モノアレル発現遺伝子も、遺伝的多様性の創
出に影響すると考えられ今後さらに追究されるべきと考えられる。 
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