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研究成果の概要（和文）：メス体細胞では片側のX染色体が不活性化しておりXaXiであるが、ES細胞やiPS細胞で
はXaXaで 、ヒト乳がん細胞でもある程度の頻度でXaXaが見られる。我々はメスのES細胞はオスに比べ相同組換
え(HR)能が低いことを見出した。しかしながら両X染色体の活性化によるHR抑制分子機構は不明である。本研究
ではその責任遺伝子をRNA-Seq解析により探索し、候補遺伝子BRCC3を見出した。BRCC３をメスES(XaXa)でノック
ダウンするとHRが回復することが判明し、両X染色体の活性化で発現亢進し相同組換えの抑制に働く遺伝子は
BRCC3であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In female somatic cells, one side of the X chromosome is inactivated (XaXi),
 but in ES cells and iPS cells it is XaXa. XaXa is also seen with some frequency in human breast 
cancer cells. We found that female ES cells have lower homologous recombination (HR) ability than 
males. However, the molecular mechanism of HR suppression by activation of both X chromosomes is 
unknown. In this study, we searched for the responsible gene by RNA-Seq analysis and found a 
candidate gene, BRCC3. It was found that knocking down BRCC3 with female ES (XaXa) restored HR, 
suggesting that BRCC3 is the gene whose expression is upregulated by activation of both X 
chromosomes and acts to suppress homologous recombination.

研究分野：分子生物学

キーワード： X染色体　相同組換え修復　乳がん

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我々は、両X染色体が活性化状態にあるメスのES細胞(XaXa)はオス(XY)に比べて相同組換え(HR) 修復能が低いこ
とを見出した。我々はin silico解析よりXsit低発現のヒト乳がん(XaXaの可能性が高い)では予後不良であるこ
とに気がつき、 「女性腫瘍で両X染色体の活性化が起こるとHR修復が抑制され、DNA障害が修復され難くなり、
悪性度の亢進を来す可能性がある」と仮説を立てた。本研究により両X染色体活性化に伴う相同組換えの低下の
原因がBRCA1複合体抑制遺伝子のBRCC3の過剰発現であることが判明した。本研究により女性腫瘍進展の分子機構
の理解と克服に貢献が期待できる。 

※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。
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１．研究開始当初の背景 
２本ある X染色体の活性化状態は細胞によって異なる。メス体細胞では X染色体に存在する長
鎖ノンコーディング RNA Xist の発現により、Xist が X 染色体を取り巻いてヒストンメチル化を
介してエピジェネティックに不活性化し、Xist が発現している側の X 染色体は不活性化して
(XaXi)いる。一方で、ES 細胞や iPS 細胞などの未分化な細胞では両 X染色体が活性化 (XaXa)し
ている。ヒト乳がん細胞においてもある程度の頻度で XaXa が見らると報告されている。我々は
メスの ES 細胞はオスの ES 細胞に比べてジーンターゲッティング効率が低いことを経験的に気
づいていた。しかしながら流通しているオスとメスの ES 細胞のバックグラウンドの違いなど、
不明な点が多く、実験的な証明が必要であった。同じマウスペアから同一バックグラウンドのオ
ス/メスの ES 細胞を複数樹立した。カンプトテシンに よる DNA 傷害を HR 修復で修復する能力
を評価する clonogenic assay で検証した。また、Nanog-GFP ターゲッティングベクターを用い
たノックイン実験(HR-assay)でもメスの ES 細胞は相同組換え効率が有意に低いことが証明され
た。女性腫瘍においては発がん過程でのリプログラミングにより両 X 染色体の活性化(XaXa)が
起こった場合、相同組換え修復が抑制されてゲノム変異が修復され難くなり、悪性度が亢進され
る可能性が高いと考えている。しかしながら両 X 染色体の活性化(XaXa)が起こった場合になぜ 
HR が抑制されるのか分子メカニズムは不明であった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、まず真に両 X染色体活性化により HR 能が低下するかを分子生物学的に証明する。
さらに両 X染色体の活性化で発現亢進して相同組換えの抑制に働く遺伝子(XHIG :X-linked HR 
inhibitory gene )の候補を探索し、候補遺伝子の機能解析を行うことで X染色体性の相同組換
え制御機構を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
① X 染色体状態による HR 能への影響の解析 
我々は X染色体不活性化を誘導する Dox-inducible Xist を導入した ES 細胞 XXTXの樹立に成功
した。Dox 処理で Xist が誘導され片側 X染色体を不活性化 (XaXTXi)すると HR 活性が回復するこ
とが判明し、X染色体に HR 抑制遺伝子があることが示唆された。この細胞に HR 能を測定するレ
ポーターDRGFP あるいは非相同末端結合(NHEJ)を測定する EJ5GFP を導入し、I-SceI をトランス
フェクションし、X染色体の活性化状態による HR および NHEJ への影響を GFT 陽性細胞を測定す
ることにより評価した。 
 
② X 染色体性相同組換え抑制遺伝子(XHIG)の探索 
我々は同一バックグラウンドのメス XX 及びオス XY ES 細胞の樹立にすでに成功している。こ
れらの細胞を３クローンずつ用いて RNA-Seq 解析を行ない、両 X 染色体活性化状態で発現亢進
した遺伝子を探索した。 
 
③ XHIG の機能解析 
XHIG 候補遺伝子の機能解析については、Nanog-GFP HR assay を用いて、メス ES(XaXa)で XHIG
候補遺伝子をノックダウンすると HR 能が回復するかで判定した。 
 
４．研究成果 
① X 染色体状態による HR 能への影響の解析 
Dox 処理で片側 X染色体を不活性化する細胞(XaXTXi)に HR 能を測定するレポーターDRGFP を導入
して、I-SceI をトランスフェクションし DNA の二重鎖切断を誘導し、X染色体の活性化状態によ
る HR 能を評価した。その結果片側 X 染色体を不活性化の誘導により有意に HR 能が上昇するこ
とが判明した。一方で非相同末端結合(NHEJ)を測定する EJ5GFP 用いた解析では片側 X染色体を
不活性化の影響は見られなかった。以上より片側 X染色体を不活性化は HR 能の回復に寄与する
ことが証明された。 
 
② X 染色体性相同組換え抑制遺伝子の探索 
樹立した同一バックグラウンドのメス XX 及びオス XY ES 細胞を用いて RNA-Seq により発現遺
伝子の網羅的解析を行った。その結果、メス(XaXa)で発現亢進している遺伝子は 1353 あった。
そのうち DNA 修復に関連している遺伝子は 10 で、そのうち X 染色体上の遺伝子は６あり、RT-
qPCR でメスでの高発現を確認した。その中で相同組換え修復関連タンパク質 BRCA1 複合体の阻
害分子として報告のある BRCC3 遺伝子に注目することにした。 
 
③ BRCC3 の機能解析 
BRCC3 の機能解析については、メス ES(XaXa)で BRCC3 をノックダウンし、Nanog-GFP HR assay



を用いて HR 能を解析したところ、BRCC3 をノックダウンにより HR 能が回復ことがわかった。こ
のことは、メス ES において両 X染色体が活性化により BRCC3 が過剰発現していることが相同組
換え能の低下の１因であることを強く示唆していると考えられる。 
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