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研究成果の概要（和文）：膠芽腫の罹患や予後における性差の因子は不明である。性差に関連する性染色体のX
染色体は、女性では2本あるうちの1本が転写的に不活性化され、遺伝子量補正に役立っている。本課題では、染
色体工学技術を用いて不活化X染色体を脱落させ、膠芽腫の性差におけるこの染色体の機能を解明することを目
的とした。膠芽腫初代培養細胞のX染色体trisomyの細胞において、染色体を複数箇所切断することで、X染色体
の脱落を誘導し、X染色体disomyの細胞を分離した。これらの結果は、膠芽腫細胞において、染色体工学的手法
によるX染色体の排除が可能であり、不活化X染色体の機能解析に有用であることを示唆している。

研究成果の概要（英文）：Sex differences have been well identified in incidence and outcome of 
glioblastoma multiform (GBM), however, the knowledge about the major causes is very limited. 
X-chromosome inactivation (XCI) is the transcriptional silencing of one X-chromosome in female cells
 that compensate for the imbalance in gene dosages between XX females and XY meles. In this study, 
we aimed to elucidate the function of inactivated X-chromosome in sex-difference of GBM using 
chromosome engineering technology. Selective X chromosome elimination was successfully achieved by 
multiple chromosome dissections via X-chromosome-targeted genome editing in primary cultured GBM 
cells with X trisomy and GBM cells with X disomy was isolated by screening. These results suggest 
that potential induction of chromosomal elimination by chromosomal engineering in GBM cells leads to
 functional analysis of inactive X chromosome. 

研究分野：脳神経外科学

キーワード： 膠芽腫　染色体工学　X染色体不活化
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ゲノム編集により不活化X染色体の脱落を誘導することで、この染色体上に存在が想定される性差に関わる因子
の同定や機能に関する解析が可能となり得た。染色体工学的手法により新たな膠芽腫の遺伝学的性質や性状の解
明が見込まれる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景 
(1) 膠芽腫は、精力的な新規治療法の開発にも拘わらず、長い間、顕著な治療成績の向上が得

られていない原発性脳腫瘍であり、平均余命は僅か 1年数ヶ月である。膠芽腫は男性の発症率は

女性に比べて約 1.4-1.6 倍高いことが知られている。一部のがんにおいて、発生に性差があるこ

とが知られているが、多くは性ホルモンの関与が示唆されている①。しかしながら、悪性脳腫瘍

では小児期や閉経後も含めた全ての年齢で男性において発生する可能性が高いことから性ホル

モン以外の未知の因子がこの現象に関与していると考えられる。また、この性差に関しては、発

生率に留まらず、テモゾロミドの感受性にも関与し、IDH1 の変異患者の予後にも影響を与えて

いることが示唆されている。しかしながら、これらの臨床的な面における性差を十分に説明出来

る証拠は報告されていない。 

(2) X 染色体は、女性で 2 本、男性で 1 本であるために、女性で片方の X 染色体が不活性化さ

れ遺伝子量補正が行われる。X 染色体不活性化(XCI)は主に齧歯類で研究をされてきた。近年、

ヒトにおいてはその制御は齧歯類程厳格ではなく、X染色体不活性化を逸脱する遺伝子が発生時

に性差を生み出す可能性が提唱された。次世代シークエンシングの技術により XCI のマップと

それから逸脱する遺伝子が同定されている。しかしながら、この X染色体不活化を逸脱する遺伝

子の疾患における役割や機能については殆ど知られていない。これらの遺伝子は女性で男性よ

り発現量が多くなるので生体において性差のあるイベントに重要であると考えられている。悪

性神経膠腫の若年の女性患者において、X染色体不活化に異常があることが報告されている。ま

た、神経膠腫における genome wide association study (GWAS)の結果、この腫瘍のリスクが X

染色体上に存在する 5 つの SNPs を伴う 56 遺伝子と関連することが報告された②。つまり、不

活化 X 染色体には神経膠腫の発生や病態と関連する因子が存在すると考えられる。しかしなが

ら、性差に関与する X染色体上の分子や経路の直接的な証拠は報告されていない。 

 
２．研究の目的 
ゲノム工学的手法を用いて膠芽腫における不活性化 X 染色体の機能を染色体レベルで明らかに

する。それにより、女性特異的に発現量が増加する X染色体不活性化から逸脱する遺伝子の膠芽

腫の性差における機能を解明する。 

 
３．研究の方法 

(1) 4 人の女性患者に由来する膠芽腫組織から分離、初代培養したがん幹細胞株を用いた。

染色体標本を作製し、X 染色体セントロメアプローブを用いた FISH 法により、X 染色体数

の観察と核型解析を行った。 

(2) Database of Essential Genes(DEG)を用いた in silico 解析により、膠芽腫と膵癌におけ

る必須遺伝子のうち、X 染色体上に存在する 5 遺伝子を抽出した。これらの遺伝子特異的に in 

del 変異を挿入可能な gRNA と CRISPER/Cas9 を用いて膠芽腫幹細胞においてゲノム編集を行っ

た。変異導入頻度は GeneArt Genomic Cleavage Detection Kit (Invitrogen)を用いたヌクレア

ーゼを用いた方法により、検討した。また、ゲノム編集後、2継代後の細胞で FISH 解析を行い、

X染色体の脱落頻度を観察した。次に、サブクローニング培養後の約 400 クローンにおいて、ア

ンドロゲン受容体 (AR)遺伝子内の CAG 反復配列の多型を指標にする PCR によりスクリーニング

を行った。 X染色体を脱落した候補のクローンにおいて FISH 解析を再び行った。 
 
４．研究成果 



(1) 女性患者に由来する初代培養細胞の膠芽

腫幹細胞における核型及び X 染色体の FISH 解

析。 4つの膠芽腫細胞株において、染色体標本

を作製し、X 染色体特異的セントロメアプロー

ブを用いて FISH 解析を行った。染色体数は全て

の細胞で 48-58 本の near-diploidy で、3 細胞

で X染色体が trisomy、1細胞で tetrasomy であ

ることが確認された。 

図 1 膠芽腫幹細胞株（GBTS-1）の X染色体セン

トロメアプローブ（赤）を用いた FISH 解析 

 

(2) 膠芽腫における必須遺伝子の同定とそれらの遺伝子を標的とした indel 変異の導入。

DEG(https://tubic.org/deg/public/index.php)を用いて膠芽腫と膵癌に共通の必須遺伝子を抽

出した。そのうち、X染色体上に存在する 5遺伝子(ALG13, DKC1, LAS1L, PGK1, UXT)を同定し

た。これらの遺伝子に indel 変異を挿入可能な gRNA を選択、入手後、CRISPER/Cas9 を用いて、

膠芽腫幹細胞株（GBTS-1）において変異導入を行った。それぞれ 1遺伝子、3遺伝子(DKC1, LAS1L, 

PGK1)、5遺伝子全てに変異導入を行い、変異導入頻度を T7 エンドヌクレアーゼ感受性アッセイ

により評価をした。1遺伝子に対する gRNA を導入した場合、39-97 %の効率で変異導入が確認さ

れた。複数の遺伝子を同時に標的にした場合、1 遺伝子当たりの gRNA 量が少なくなるために、

変異導入効率は、3遺伝子ではそれぞれ 16-33 %、5遺伝子では 0-16 %であった。gRNA 導入後、

1週間程度では細胞増殖に変化は観察されなかった。 

 

(3) X 染色体を脱落した膠芽腫幹細胞クローンのスクリーニング。1、3、5遺伝子を標的とした

ゲノム編集後、サブクローニングを行い、各クローンについて AR 遺伝子内の反復配列を標的と

した PCR により X 染色体の量的変化を検討した。1 または 3 遺伝子を標的とした場合、AR 遺伝

子量が変動したクローンは得られなかったが、5遺伝子を標的としたものから幾つかの候補クロ

ーンが得られた。そのうちの一つのクローン (Clone 59)では FISH 解析により、72.3 %の細胞

で X染色体が 2本に減少し、disomy となっていることが確認された。 

 

(4) indel 変異導入による X染色体の排除効率の検討。X染色体セントロメアプローブを用い

て、3 または 5 遺伝子に対して変異導入した細胞において FISH を行い、X 染色体の脱落頻度を

観察した(Table 1)。その結果、5遺伝子に対して変異導入を行った細胞においてのみ、X染色体

が monosomy になっている細胞が存在する(3.1 %)ことが観察された。この結果は、染色体上の複

数箇所における変異導入時に生じる切断が、染色体の脱落を誘導することを示唆している。 

 

Number of X 

chromosomes 

Parent cells x3 gRNAs 

Mass 

x5 gRNAs 

Mass 

x5 gRNAs 

Clone 59 

1 0/128 

(0 %) 

0/134 

(0 %) 

3/96 

(3.1 %) 

2/137 

(1.4 %) 



2 18/128 

(14.1 %) 

14/134 

(10.4 %) 

7/96 

(7.3 %) 

99/137 

(72.3 %) 

3 107/128 

(83.6 %) 

116/134 

(86.6 %) 

81/96 

(84. 4 %) 

33/137 

(24.1 %) 

4 3/128  

(2.3 %) 

4/134 

(3.0 %) 

5/96 

(5.2 %) 

3/137 

(2.2 %) 

Total 128/128 

(100 %) 

134/134 

(100 %) 

96/96 

(100 %) 

137/137 

(100 %) 

Table 1  FISH 解析による X染色体の数。Mass はゲノム編集から 2継代培養後の細胞。 

 

(5) X 染色体を脱落したクローン 59 のサブクローニング。さらに、クローン 59 をサブクロー

ニングし高頻度に X染色体disomyの細胞の頻度を高めた細胞 (96 %)を分離した(図 2、59-10)。

本研究により X染色体上の必須遺伝子を標的とする gRNA を用いたゲノム編集により染色体を一

時的に切断することで染色体の脱落が誘導出来るこ

とが確認されたので、このクローンに対して再度、ゲ

ノム編集を行い、X 染色体 monosomy の細胞分離を試

みている。クローン 59-10 は不活化 X 染色体と活性

化 X染色体を 1本ずつ保持していることが AR遺伝子

の多型解析により判明している。今後、X 染色体

monosomy、disomy、trisomy の膠芽腫幹細胞のがん形

質やトランスクリプトームの解析により、この腫瘍に

おける不活化 X 染色体のもつ未知の機能の解明や性

差を生み出す因子の同定が期待される。 

図 2 ゲノム編集により X染色体を脱落

させた GBTS-1 に由来するクローン 59-

10 のセントロメアプローブ（赤）を用

いた FISH 解析 
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